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OZET

Komet Yonteminde Tam Kan ve izole Lenfosit Saklama Kosullarinin DNA Hasar1
Sonuc¢larma Etkisinin Arastirilmasi

DNA hasari, hiicresel genom biitlinliigiinii tehdit eden temel biyolojik siire¢lerden biridir. Hiicreler
endojen (reaktif oksijen tiirleri, metabolik yan iriinler) ve ekzojen (iyonize radyasyon, ultraviyole,
kimyasal ajanlar) etkenlerle siirekli DNA hasarina maruz kalmaktadir. Onarim mekanizmalarinin
yetersizligi mutasyon birikimine ve kanser basta olmak {izere bir¢ok patolojinin gelisimine neden
olabilmektedir. Tek hiicre diizeyinde DNA kiriklarini yiitksek duyarlilikla saptayan komet testi, bu
nedenle yaygin bi¢cimde kullanilmaktadir. Ancak testin giivenilirligi, orneklerin saklama siiresi,
sicakligi ve kullanilan kriyoprotektanlara biiyiikk oOl¢iide baglhidir. Bu nedenle uygun saklama
kosullarinin belirlenmesi, biyomonitorizasyon ve biyobankacilik uygulamalar: agisindan kritik 6neme
sahiptir. Bu ¢alismada, tam kan ve izole lenfosit O6rneklerinin farkli sicaklik ve siirelerde (oda
sicakligl, +4°C, —20°C, —80°C) saklanmasinin DNA biitiinliigii iizerindeki etkileri komet testiyle
incelenmistir. Kisa vadede (ilk 7 giin) tam kan 6rneklerinin izole lenfositlere gore daha stabil oldugu,
DNA biitiinliigiinii daha uzun siire korudugu saptanmistir. Oda sicakliginda 3. giinden itibaren DNA
hasar1 hizla artmis, 5. giinden sonra hiicre biitiinligii bozulmus ve ghost hiicreler gézlenmistir. Buna
karsin +4°C’de saklanan tam kan 6rneklerinde DNA hasar1 sinirhi kalmig ve 3 giine kadar analizlerin
giivenilir oldugu belirlenmistir. izole lenfositlerde ise 3.—4. giinden itibaren DNA hasarindaki artis,
izolasyon sonrasi hiicresel duyarlilikla iliskilendirilmistir. Uzun siireli saklamada (1-12 ay), —20°C’de
hem tam kan hem de lenfositlerde DNA biitiinliigii bozulurken, —80°C’de %10 DMSO varliginda
saklanan lenfositlerde DNA yapisinin biiyiik dl¢iide korundugu goriilmiistiir. Buna karsin, tam kanda
DMSO’nun bazi durumlarda DNA hasarint artirdigt ve bunun olasi hemoliz ve oksidatif stresle iliskili
olabilecegi diisiiniilmiistiir. Sonug¢ olarak, kisa vadeli analizler i¢in tam kanin komet testinde daha
pratik ve giivenilir oldugu; uzun siireli saklama gerektiren durumlarda ise izole lenfositlerin —80 °C’de
%10 DMSO ile korunmasinin DNA biitiinliigii agisindan en uygun yontem oldugu belirlenmistir.
Ayrica ghost hiicrelerin, ileri DNA parcalanmasinin yani sira pre-analitik kosullara bagl
sitotoksisiteyi de yansittigi vurgulanmigtir. Bu bulgular, DNA hasari analizlerinde saklama
kosullarinin belirleyici roliinii gostermekte ve biyobankacilik ile toksikoloji alanlarina metodolojik
katki sunmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Comet testi, DNA hasari, izole lenfosit, saklama kogullari, tam kan



SUMMARY

Investigation of The Effects of Storage Conditions of Whole Blood and Isolated
Lymphocytes on DNA Damage by Comet Assay

DNA damage is one of the most critical biological processes threatening cellular genomic integrity.
Cells are constantly exposed to endogenous factors (reactive oxygen species, metabolic by-products)
and exogenous agents (ionizing radiation, ultraviolet light, chemical substances) that induce DNA
lesions. Inefficient repair of such damage leads to mutation accumulation and contributes to various
pathological processes, particularly cancer. The comet assay, a highly sensitive and widely used
method, enables the detection of DNA strand breaks at the single-cell level. However, the reliability of
the assay largely depends on sample storage duration, temperature, and the use of cryoprotectants.
Therefore, identifying optimal storage conditions is essential for biomonitoring and biobanking
applications. In this study, the effects of different storage temperatures and durations (room
temperature, +4 °C, —20 °C, —80 °C) on DNA integrity in whole blood and isolated lymphocyte
samples were evaluated using the comet assay. In short-term storage (first 7 days), whole blood
samples were found to be more stable than isolated lymphocytes, maintaining DNA integrity for a
longer period. DNA damage increased rapidly after the third day at room temperature, and cell
disintegration accompanied by the appearance of ghost cells was observed after the fifth day. In
contrast, DNA damage remained limited in whole blood samples stored at +4 °C, with reliable
analysis possible up to three days. Isolated lymphocytes exhibited a significant increase in DNA
damage after the third or fourth day, likely due to enhanced cellular fragility following isolation.
During long-term storage (1-12 months), both whole blood and lymphocyte samples showed marked
DNA degradation at —20 °C, especially in the absence of cryoprotectants. Conversely, isolated
lymphocytes preserved at —80 °C with 10% dimethyl sulfoxide (DMSO) maintained DNA integrity
close to control levels. In some cases, DMSO addition to whole blood increased DNA damage,
possibly due to hemolysis and oxidative stress mechanisms. Overall, the findings demonstrate that
whole blood provides a more practical and reliable matrix for short-term comet assay analyses,
whereas isolated lymphocytes stored at —80 °C with 10% DMSO represent the most effective
condition for long-term preservation. Additionally, the presence of ghost cells may reflect not only
extensive DNA fragmentation but also cytotoxicity and pre-analytical stress. These results highlight
the critical role of storage conditions in DNA damage assessment and provide methodological insights
for biobanking, toxicology, and biomonitoring studies.

Keywords: Comet assay, DNA damage, isolated lymphocyte, storage conditions, whole blood



ICINDEKILER

Etik Beyan

Kabul ve Onay

Ozet

Summary

Icindekiler

Onsoz

Simgeler ve Kisaltmalar
Sekiller

Cizelgeler

1. GIRiS

1.1. DNA

1.2. DNA Hasar Tirleri

1.2.1. Endojen DNA Hasari

1.2.2. Ekzojen DNA Hasar1

1.3. DNA Tamir Mekanizmalari

1.4. DNA Hasar Yaniti

1.5. DNA Hasar Tamir Mekanizmalar1
1.5.1. DNA Baz Hasar1 Tamiri

1.5.2. Coklu ve Hacimli Baz Hasarinin Tamiri
1.5.3. DNA Zincir Kiriklarinin Tamiri
1.6. Genotoksisite Testleri

1.6.1. Komet Testi

1.7. Saklama Kosullari

2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Kullanilan Maddeler

2.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

2.2. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.3. Kan numunelerinin toplanmasi ve lenfosit izolasyonu
2.3.1. Numune toplanmasi

2.3.2. Tam kandan lenfosit izolasyonu

2.4. Lenfosit sayimi1

2.5. Komet Yoéntemi Igin Kan ve Lenfositlerin Saklama Kosullaria Gére Hazirlanmasi

2.6. Komet Testi
2.7. Istatistiksel degerlendirmeler

3. BULGULAR

4. TARTISMA

5. SONUC ve ONERILER
KAYNAKLAR

EKLER

Ek-1. Etik Kurul Onay1
OZGECMIS

Vi
vii

Vi



ONSOZ

Komet testi, genotoksisite aragtirmalarinda hiicresel genetik materyalin kararliliginin
dlciilmesi icin kullanilan giivenilir bir yontemdir. Ozellikle 6karyotik organizmalar iizerinde
yapilan aragtirmalarda, testin sonuglari oldukga giivenilir olup, hiicresel DNA hasariin
incelenmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Bu doktora tezi, komet yontemi kullanilarak tam
kan ve izole lenfosit 6rneklerinde farkli sicaklik ve siirelerde uygulanan saklama kosullarinin
DNA biitlinltigii tizerindeki etkilerini degerlendirmektedir. Bu galigma, biyomonitorizasyon,
toksikoloji ve biyobankacilik uygulamalarinda giivenilir DNA hasar analizleri i¢in en uygun

saklama stratejilerinin belirlenmesine katki saglamay1 amaglamaktadir.

Bu tez calismasi, “Komet Yonteminde Tam Kan ve izole Lenfosit Saklama
Kosullarmin DNA Hasar1 Sonuglarina Etkisinin Arastirtlmasi” konulu TDK-2022-2701
numarali proje kapsaminda, Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) birimi

tarafindan desteklenmistir.
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yaklasimiyla bana her zaman 151k tutan degerli danismanim Prof. Dr. Aylin USTUNDAG’a
en derin saygi ve tesekkiirlerimi sunarim. Kendisi, yalnizca bilimsel bir rehber degil, ayni
zamanda sabri, destegi ve tesvik edici tutumuyla bana arastirmact kimligimi kazandiran bir
rol model olmustur. Calismamin her asamasinda gosterdigi 6zenli ilgisi, yapict Onerileri ve

yol gostericiligi, bu tezin sekillenmesinde belirleyici olmustur.

Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali
Bagkan1 Sayin Prof. Dr. Tiilay COBAN, Prof. Dr. Benay CAN EKE, Prof. Dr. Yal¢in
DUYDU, Dog. Dr. Ilker ATES ve Prof. Dr. Ozge ULKER’e, doktora egitimim siiresince
verdikleri dersler, paylastiklar1 bilgiler ve akademik bakis acilariyla gelisimime katki
sagladiklar1 i¢in tesekkiir ederim. Doktora siirecinde sagladiklar1 bilimsel rehberlik ve
destek, arastirma deneyimimin giiglenmesine ve bu g¢aligmanin olgunlagsmasina degerli

katkilar sunmustur.
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1. GIRIS

1.1. DNA

Canl1 organizmalarda genomik dizinin eksiksiz korunmasi, organizmanin yagamini
stirdiirebilmesi ve saglikli kalabilmesi acgisindan son derece kritiktir. Genetik bilginin
tagiyicist olan DNA, reaktif bir molekiil olup, i¢ ve dis kaynakli ¢esitli etkenlerin neden
olabilecegi kimyasal degisikliklere karsi savunmasizdir. DNA, dogal siiregler veya cevresel
faktorler nedeniyle siirekli olarak farkli hasarlara maruz kalirken, hiicreler de bu zararlardan
korunmak ve onarim yapmak i¢in karmagsik savunma mekanizmalarr gelistirmigtir. DNA
polimeraz enzimleri, DNA'nin replikasyonu ve onariminda 6nemli roller iistlense de, bu
stiregler sirasinda zaman zaman hatalar yaparak hiicrelere zararli olabilecek mutasyonlari
biriktirebilir. Ancak hiicreler, DNA hasarinin yol agabilecegi olumsuz sonuglar sinirlamak
ve organizmanin sagligini korumak amaciyla, hiicre dongiisii kontrol mekanizmalari, DNA
onarimi, programlanmis hiicre 6limii (apoptoz) ve sinyal iletimi gibi ¢cok yonlii stratejiler

gelistirmistir (Ferry, 2019).

DNA hasarlar1 genel olarak iki kategoriye ayrilir: endojen ve ekzojen kaynakli
hasarlar. Endojen DNA hasarlari, hiicrelerin igindeki dogal biyokimyasal siireclerin bir yan
{irinii olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle hiicrelerde dogal olarak bulunan su molekiilleri
ve serbest radikallerin neden oldugu hidrolitik ve oksidatif reaksiyonlar sonucunda DNA’da
kimyasal degisiklikler meydana gelmektedir. Bu endojen etkenler, baz ¢iftleri arasinda yanlig
eslesmelere, baz kayiplarina, kimyasal degisimlere, oksidatif hasarlara ve DNA replikasyon
hatalarina yol agabilmektedir. Bu tiir hatalar, genomun kararliligini tehdit edebilir ve eger

dogru sekilde onarilmazlarsa, hiicrede kalici mutasyonlar olugsmasina neden olabilmektedir.

Ekzojen DNA hasarlar ise gevreden gelen faktorlerle iligkilidir. Cevresel kirleticiler,
kimyasallar ve fiziksel ajanlar, DNA yapisin1 dogrudan veya dolayli olarak etkileyerek hasar
yaratabilmektedir. Bu tiir dis kaynaklit DNA hasarlarina 6rnek olarak, aflatoksin, benzopren,
kemoterapi ilaglart ve alkilleyici ajanlar verilebilmektedir. Bu kimyasal ajanlar, DNA
yapisinda zincir kirilmalarina, baz ¢iftlerinin yanlis baglanmasina ve DNA zincirleri arasinda
capraz baglarin olusmasina neden olabilmektedir. Ozellikle kemoterapétik ilaglar, DNA’daki
zincir kirilmalarini artirarak kanser hiicrelerini hedef alirken, saglikli hiicrelerde de bu etki

goriilebilir (Onur vd., 2009). Ayrica ¢apraz baglayici maddeler, alkile edici maddeler, UV



1s1nlar1 ve iyonlagtirici radyasyon gibi fiziksel etkenler de DNA iizerinde ciddi hasarlara yol

acabilen ekzojen faktorler arasinda yer almaktadir (Chatterjee ve Walker, 2017).

Insan viicudundaki her hiicre, giinliik olarak on binlerce DNA lezyonuna maruz kalir
ve bu lezyonlar, hiicrelerin genomik biitiinliiglinii tehdit eder. DNA lezyonlari, hiicre
boliinmesi sirasinda genetik bilginin dogru bir sekilde kopyalanmasini engelleyerek
replikasyon ve transkripsiyon siireglerini bloke edebilmektedir. Eger bu lezyonlar zamaninda
ve dogru bir sekilde onarilmazsa, mutasyonlar birikir ve bu durum hiicrelerin islevini
kaybetmesine veya kontrolsiiz bir sekilde c¢ogalmasina yol acabilmektedir. Kanser gibi
bir¢ok hastaligin temelinde bu tiir genomik instabilite yatmaktadir. Hiicreler, DNA hasarina
karsi DNA lezyonlarimi algilayip onarim siirecini baglatan karmasik bir savunma agina
sahiptir. Bu savunma mekanizmalar1 topluca “DNA hasar yanit1” olarak adlandirilir ve DNA
hasarinin saptanmasi, isaretlenmesi ve onarilmasi siireglerini kapsamaktadir. Eger bir hiicre
bu mekanizmalar1 diizgiin sekilde calistiramazsa, DNA’ya zarar veren ajanlara karsi asirt

hassas hale gelir ve bu da hiicrelerin hayatta kalma sansini azaltir.

DNA hasar yaniti mekanizmalari, ayn1 zamanda hiicrelerin belirli durumlarda hasarlt
DNA’ lar1 onaramadigl zaman programlanmis hiicre 6limiini tetikleyerek organizmanin
genel sagligmmi korur. Bu, potansiyel olarak kanserlesebilecek hiicrelerin ortadan
kaldirilmasinda hayati bir 6neme sahiptir. Ayrica, hiicrelerin DNA onarim sirasinda hata
yapma olasiligi bulunmasina ragmen, DNA onarim mekanizmalar1 genellikle son derece
etkilidir ve hasarlar1 biiylik 6lctide telafi edebilir. Bununla birlikte, onarim siirecinde yapilan
kiigiik hatalar bile bazen 6nemli mutasyonlara yol agabilir ve bu mutasyonlar, 6zellikle hiicre
dongiisiinii ve bolinmesini kontrol eden genlerde meydana geldiginde, kanser riskini

artirabilir (Jackson ve Bartek, 2009).
1.2. DNA Hasar Tiirleri

DNA, kalitimin en temel yapi tasi olup, organizmalarin genetik bilgilerini gelecek
nesillere aktarmasinda hayati bir rol oynar. Ancak, DNA yapisi son derece hassas bir
molekiil oldugundan, hem icsel (endojen) faktorler hem de dissal (ekzojen) etkenler
nedeniyle kolayca kimyasal ve yapisal degisikliklere maruz kalabilmektedir. Organizmalarda
bu degisiklikler, yasamin her asamasinda ortaya ¢ikabilecek fiziksel, kimyasal ve biyolojik
faktorlerin bir sonucu olarak gelisir. Ancak, saglikli bir yasam siirdiirebilmek i¢in bu
degisikliklerin yaratacagi hasarlarin Onlenmesi ve DNA’nm biitiinliigiiniin  korunmasi
gerekmektedir. Genomik biitiinliik, hiicrelerin hayatta kalabilmesi ve islevlerini

siirdlirebilmesi agisindan son derece Onemlidir. Bu nedenle, canlilar yasamlarimi



siirdlirebilmek adina DNA’larinda meydana gelebilecek hasarlara karsi gesitli savunma ve

onarim mekanizmalar1 gelistirmislerdir (Leem vd., 2024).

Canl1 sistemlerinde bulunan DNA onarim mekanizmalari, DNA hasarini tamir etmeye
yonelik bir dizi stratejiyi icerir. Bu mekanizmalar sayesinde DNA'da meydana gelen hasarlar
dogrudan onarilabilir veya hasarin yol agabilecegi olumsuz sonuglar dolayli yoldan ortadan
kaldirilabilir. DNA tamir mekanizmalarinin etkinligi sayesinde hiicre dongiisii kesintiye
ugramadan devam edebilir ve organizma normal isleyisini siirdiirebilir. Bazi durumlarda ise
organizmalar, DNA hasarin1 tamamen ortadan kaldirmak yerine, DNA replikasyonu
sirasinda hasarli bolgeden kaginarak, hasarsiz tamamlayict iplikten faydalanmaktadir. Bu
sayede hasarin kopyalanmasini engelleyerek DNA'nin dogru bir sekilde g¢ogaltilmasina
katkida bulunmaktadir. Ozellikle replikasyon sirasinda karsilasilan  bu strateji,
organizmalarin genomik biitiinliigiinii koruma a¢isindan énemli bir savunma mekanizmasidir

(Baynton ve Fuchs, 2000; Chatterjee ve Walker, 2017).

Bir organizmanin DNA hasarina kars1 verdigi yanitlar, belirli asamalardan olusur ve
bu siireglerin diizenlenmesi hiicresel hayatta kalma ve genetik stabilitenin siirdiiriilmesi
acisindan kritik 6neme sahip olmaktadir. Genel olarak, DNA hasarina verilen hiicresel
tepkiler birka¢ temel asamay1 kapsar: hiicre dongiisiiniin duraklatilmasi, DNA onarimi ile
ilgili genlerin aktive edilmesi ve tamir edilemeyen hasar durumlarinda programlanmis hiicre
Olimi (apoptozis) siirecinin baglatilmasidir. Bu mekanizmalar sayesinde hiicre, DNA’sinda
meydana gelen hasarin kontrolsiiz bir sekilde yayilmasini engelleyebilir ve genetik
kararliligin1 koruyabilmektedir. Ancak, bu siire¢lerin dogru bir sekilde dengelenememesi
durumunda hiicrede genomik kararsizlik meydana gelir ve bu kararsizlik, kanser gibi ciddi
hastaliklara yol agabilmektedir (Khanna ve Jackson, 2001; Baynton ve Fuchs, 2000;
Chatterjee ve Walker, 2017).

Hiicreler, DNA hasarina kars1 savunma olusturmak igin ¢esitli mekanizmalar kullanir.
Bu mekanizmalar arasinda DNA onarimi, DNA hasarina tolerans gelistirme, hiicre dongiisii
kontrol noktalarinin devreye girmesi ve hasarmn kalici hale gelmesi durumunda hiicre 6liim
yollariin baglatilmasi yer almaktadir. DNA onarim mekanizmalari, hiicrelerin genomik
biitiinliiglinii korumasinda en 6nemli savunma stratejilerinden biridir. Eger hiicre, DNA'sinda
meydana gelen hatalar1 onaramazsa, apoptozis adi verilen programlanmis hiicre Olimil
mekanizmas:t devreye girmektedir. Apoptozis, DNA'daki hasarin organizma genelinde
yayllmasimi Onlemek amaciyla hiicrelerin diizenli bir sekilde ortadan kaldirilmasi icin

bagvurulan bir siirectir. Bu siireg, hiicredeki hasarin tamir edilemez hale geldigi durumlarda,



genetik dengesizligi dnlemek icin bir giivenlik mekanizmasi olarak iglev gormektedir (De

Boer ve Hoeijmakers, 2000; Chatterjee ve Walker, 2017).

DNA hasarina karsi gelistirilen tolerans mekanizmalar1 ise hiicrelerin bazi DNA
lezyonlarmi gegici olarak goz ardi etmesine olanak tanimaktadir. Boylelikle hasarli bolge
tamir edilemezse, hiicreler replikasyon sirasinda hasarsiz bdlgelerden bilgi kopyalayarak
hayatta kalmaya ve c¢ogalmaya devam edebilmektedir. Bu mekanizma, DNA onarim
kapasitesinin sinirli oldugu durumlarda hiicrelerin yasamini siirdiirmesine yardimci
olmaktadir. Ancak bu tolerans mekanizmasi uzun vadede, hiicrede birikmis mutasyonlarin
artmasina yol acabilir ve zamanla genomik dengesizliklere neden olabilmektedir. Sonug
olarak, DNA hasarina verilen yanitlarin ve onarim mekanizmalarimin diizgiin bir sekilde
calismadig1 durumlarda, hiicresel isleyis bozulabilir ve bu da kanser gibi istenmeyen
patolojik siireglerin tetiklenmesine yol agabilmektedir (Santella, 1999; Phillips, 2005, 2013;
Chatterjee ve Walker, 2017).

Hiicre dongiisti kontrol noktalari, DNA hasarina karsi verilen yanitlarin 6nemli bir
bilesenidir. Bu kontrol noktalari, hiicrelerin DNA hasarin1 algilayarak hiicre dongiisiinii
gecici olarak durdurmasina olanak tanimaktadir. Boylece hasarin onarilmasi i¢in zaman
kazandirilmig olur. Eger hasar onarilamayacak kadar biiyiikse veya onarim mekanizmalari
islevsiz hale gelmisse, hiicre 6liim yollar1 devreye girmektedir. Bu yollardan biri olan
apoptozis, genomik kararliligi bozulan hiicrelerin ortadan kaldirilmasi ve organizmanin
genel sagligimin korunmasi igin kritik bir role sahip olmaktadir. Apoptozis, hiicrenin hasar
diizeyine gore baslatilan diizenleyici bir siirectir ve bu sayede organizma, hasarli hiicrelerin
varligindan kaynaklanabilecek potansiyel tehlikelerden korunmaktadir (Slupphaug vd., 2003;
Khanna ve Jackson, 2001; Pratt vd., 2011).

Sonug olarak, DNA onarimi ve hasara verilen hiicresel yanitlar, organizmanin genetik
stabilitesinin korunmasi ve hastaliklarin 6nlenmesi igin son derece Onemlidir. Bu
mekanizmalar, DNA hasarinin tamir edilmesinde, hasarin yayilmasinin engellenmesinde ve
hiicresel sagligin siirdiiriilmesinde hayati bir rol oynamaktadir. DNA’daki hasarlarin etkili
bir sekilde giderilememesi durumunda, organizmalar kanser ve diger ciddi hastaliklarin
gelisimine daha yatkin hale gelebilmektedir. Bu nedenle, DNA hasar yaniti ve onarim
mekanizmalarinin dengeli ve etkin bir sekilde ¢alismasi, genetik kararlilig1 ve organizmanin
uzun vadeli sagligin1 korumak igin vazgecilmezdir (Brown, 2012; Klaene, Sharma, Glick ve
Vouros, 2013; Tretyakova, Villalta ve Kotapati, 2013; Gavina, Yao ve Feng, 2014; Liu ve
Wang, 2015).



1.2.1. Endojen DNA Hasan

Endojen kaynakli DNA hasari, ekzojen kaynakli DNA hasarina kiyasla daha sik ortaya
cikmaktadir, ancak c¢evresel (ekzojen) faktorlerin endojen DNA hasarini tetikledigi de
bilinmektedir. Ozellikle cesitli kanser tiirlerinin olusumunda, ekzojen faktorlerin tetikledigi
endojen DNA hasarlar1 6nemli bir rol oynamaktadir. Bunun yani sira, ekzojen faktorler
organizmada bazi genlerin ekspresyonunu degistirerek endojen siirecleri etkileyebilir. Bu
baglamda, endojen kaynaklt DNA hasarlarinin daha iyi anlasilmasi, ekzojen faktorlerle olan
etkilesiminin yan1 sira kanser gibi ciddi hastaliklarin mekanizmalarinin aydinlatilmasi

acisindan biiylik 6nem tagimaktadir.

Endojen DNA hasarina neden olan durumlar arasinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tretimi, lipid peroksidasyonu (aldehit tiirevlerinin olusumu), &strojen metabolitleri,
metilleyici ajanlar (S-adenozil metiyonin gibi), hidroliz, hidrolitik deaminasyon ve karbonil
stres yer almaktadir. Bu hasarlarin en 6nemli kaynagi olan reaktif oksijen tiirleri, 6zellikle
oksidatif stres kosullarinda DNA'da ciddi hasarlara yol agabilmektedir. En ¢ok arastirilan
oksidatif DNA lezyonu, 8-0kso-dGuadinir olarak bilinen yapidir. Bunun diginda lipid
peroksidasyonu sonucunda DNA’ya zarar verebilen aldehit tiirevleri de olusmaktadir En
toksik aldehit tiirevlerinden biri 4-hidroksinonenal (HNE) iken, en mutajenik olani ise
malondialdehittir (MDA). Bu bilesikler, DNA’daki bazlara eklentiler yaparak baz
eslesmelerini engelleyebilir ve mutasyonlara yol agabilmektedir (De Bont ve van Larebeke,

2004).

Replikasyon sirasinda meydana gelen hatalar ve yanlis baz eslesmeleri, hiicre
dongiisiinde DNA polimeraz enzimlerinin diizgiin ¢alismamasi sonucunda olusur. DNA
polimerazlarinin dogru bazlar1 eslestirmesi, termodinamik stabilite ve uygun geometrik
yapinin saglanmasiyla miimkiindiir. Ancak, bazen bu eslesme hatali olabilir ve bu durum
genellikle yanlis eslesme tamir mekanizmalar1 ve 3’-5’ ekzoniikleaz enzimleri tarafindan
kontrol edilir. Ancak tiim hatalar tamir edilemezse, bir sonraki replikasyon dongiisiinde

mutasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir .

Baz deaminasyonu da endojen DNA hasarinin 6nemli bir bilesenidir. Bu siiregte,
sitozin, adenin, guanin ve 5-metil sitozin gibi bazlar, halka dis1 amin yapilarin1 kaybederek
sirastyla urasil, hipoksantin, ksantin ve timine donlismektedir. Bu doniisiimler, DNA’nin
dogru calismasini engelleyerek mutasyonlara neden olabilmektedir (Chatterjee ve Walker,

2017).



DNA metilasyonu ise S-adenozil metiyonin (SAM) tarafindan gerceklestirilen
enzimatik stireglerle ilgilidir. SAM, normal islevlerini yerine getirirken bazen N7-
metilguanin, sitotoksik DNA lezyonu olan N3-metiladenin ve mutajenik 6zellik gosteren O6-
metilguanin gibi yapilar olusturabilmektedir. Bu metillenmis bazlar, genellikle baz ekzisyon
tamir (BER) yolagi veya O6-metilguanin DNA metiltransferaz (MGMT) ile organizmadan
kaldirilmaktadir.

Abazik bolgeler (apiirinik/apirimidik bdlgeler), N-glikozil baglarinin hidrolizi ya da
DNA glikozilaz enzimi ile parcalanmasi sonucu olugsmaktadir. Tamir edilmediginde bu
bolgeler mutajenik 6zellik gosterebilir ve zamanla tek zincir kiriklarina déntisebilmektedir.
Bu tiir hasarlar, genellikle endoniikleaz enzimi ve baz ekzisyon tamir yolag ile

diizeltilenilmektedir (De Bont ve van Larebeke, 2004; Chatterjee ve Walker, 2017).

Oksidatif DNA hasari, 6zellikle acrobik organizmalarin hiicresel solunumu sirasinda
ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirleri (ROS) nedeniyle sik¢a karsilasilan bir sorundur. Katabolik
ve anabolik siireclerin yan {iriinleri olan ROS, normal sartlar altinda hiicresel islevler icin
gereklidir. Ancak bu tiirlerin seviyesi arttiginda, DNA’da oksidatif baz lezyonlar1 ve diger
yapisal degisiklikler meydana gelmektedir. Bu hasarlar, en yaygin olarak 8-0ksoG ve timin
glikol formunda gozlemlenir (Slupphaug vd., 2003). Hiicreler, bu oksidatif hasar1 dnlemek
icin mitokondrial solunumu sinirlar, histon proteinleri ile DNA’y1 korur ve antioksidan

enzimlerle ROS’lar1 temizlemektedir.

Oksidatif DNA hasarinin 6nemli bir kaynagi olan hidroksil radikali, Fe+2 ile hidrojen
peroksitin Fenton reaksiyonu sonucu olusur ve en reaktif ROS tiirlerinden biridir. Bu radikal,
DNA'in ¢ift baglarina saldirarak yapisal bozulmalara yol agar. Ozellikle timin ve guanin
bazlarina saldirarak DNA’daki C8 pozisyonunda hidroksil grubu ekleyerek 8-oksoguanin
yapisini olusturur, bu da hatali baz eslesmelerine ve dolayisiyla mutasyonlara yol agar.
Oksidatif hasar, baz ekzisyon tamir (BER) ya da zincir kiriklar1 yolaklar ile tamir
edilebilmektedir (Chatterjee ve Walker, 2017).

1.2.2. Ekzojen DNA Hasari

Iyonize radyasyon (IR), DNA iizerinde hem dogrudan hem de dolayl etkiler yaratarak
hasar olusturur. IR maruziyeti sonucunda DNA bazlarinda lezyonlar meydana gelirken, ayni
zamanda DNA'mm tek zincirli kiriklar1 da gozlemlenir. Bu hasarlar, DNA yapisinin
bozulmasina ve genetik bilgilerin zarar gérmesine yol agabilecek kritik degisikliklerdir.

DNA'nin seker-fosfat omurgasinda ise IR'nin etkisiyle yapisal bozulmalar ortaya



¢ikabilmektedir. Bu durum, hiicresel islevlerin aksamasina ve DNA'nin dogru bir sekilde

kopyalanmasinin 6niine ge¢ebilmektedir (Chatterjee ve Walker, 2017; Slupphaug vd., 2003).

IR'nin yam sira, ultraviyole (UV) i1sinlarina maruz kalinmasi da DNA’da farkh tlirde
hasarlarin meydana gelmesine sebep olabilir. UV 1sinlari, sahip olduklar1 dalga boylarina
gore UV-C, UV-B ve UV-A olmak iizere ii¢c ana sinifa ayrilir ve her biri farkh etkiler
gosterir. DNA, 260 nm civarinda dalga boyuna sahip UV 1gmlarimi emebilir ve bu enerji
DNA yapisinda fotokimyasal degisikliklere neden olmaktadir. Ozellikle UV-C 1sinlar;, DNA
molekiillerinde biiylik yapisal degisiklikler meydana getirmektedir. Bu 1sinlar, DNA
diziliminde siklobiitan pirimidin dimerleri (CPD) ve pirimidin (6-4) pirimidon fototiriinleri
gibi hasarli bolgeler olusturur. Bu yapisal degisiklikler, DNA’nin fonksiyonlarini bozarak

hiicresel isleyisi aksatir ve potansiyel mutasyonlara yol acabilmektedir.

Alkilleyici ajanlar da DNA'ya ciddi hasarlar veren kimyasal maddeler arasinda yer
alir. Bu maddeler, gevresel kirlilik, endiistriyel islemler ve insan kaynakli aktiviteler
sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Ozellikle sigara dumami, biyokiitle yanmasi ve gesitli
endiistriyel siiregler alkilleyici ajanlarin baglica kaynaklaridir. Alkilleyici ajanlar, DNA
bazlarina dogrudan saldirarak cesitli lezyonlarin olusmasina neden olur. Metil metansiilfonat
(MMS) gibi bazi ajanlar, DNA bazlarinda N7-metilguanin ve N3-metiladenin yapilarinin
olusmasina yol agmaktadir. Bununla birlikte, N-metil-N'-nitro-nitrozoguanidin (MNNG) ve
metilnitrozotire (MNU) gibi diger alkilleyiciler, DNA bazlarinda G*A mutasyonlarina neden
olan O6-metilguanin yapilarint meydana getirmektedir. Bu mutasyonlar, genetik materyalde
kalic1 hasara neden olabilir ve hiicrelerde mutasyonlarin birikmesine yol agarak kanser gibi

ciddi hastaliklara zemin hazirlayabilir.

Aromatik aminler, DNA iizerinde hasar olusturan bir bagka énemli kimyasal sinifidir.
Ozellikle guanin bazina C8 pozisyonundan saldirarak DNA yapisinda degisikliklere neden
olurlar. Aromatik aminler, sigara dumaninda, endiistriyel boyalarda ve yiliksek sicaklikta
pisirilen gidalarda yaygin olarak bulunmaktadir. Bu kimyasallar, DNA ile etkilesime girerek
DNA diziliminde mutasyonlara yol agabilir. 2-aminofloren (AF) ve N-asetil-2-aminofloren
(AAF) gibi bilesikler, aromatik aminler grubunda 6ne ¢ikan maddelerdir ve DNA bazlarinda

hasar olusturarak mutasyonlarin gelisimine katkida bulunurlar.

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH'lar), 6zellikle sigara dumani ve komiirlesmis
gidalarda bol miktarda bulunan kanserojen bilesiklerdir. Bu maddeler, DNA ile etkilesime
girerek genetik materyale ciddi zararlar verebilir. PAH'lar, DNA diziliminde yapisal

bozulmalara neden olur ve hiicrelerde mutasyonlarin birikmesine zemin hazirlar. Dibenzo (a)



piren, PAH'lar arasinda en gii¢lii kanserojen 6zelliklere sahip olan bilesiktir ve bu maddeye
maruz kalmak, kanser gelisimini tetikleyebilir. PAH’larin DNA iizerindeki zararhi etkileri,
uzun siireli maruziyetlerde artis gosterir ve genetik materyalin biitiinliigiinii bozarak

organizmanin sagligini tehdit etmektedir.

Son olarak, toksinler de DNA iizerinde ciddi hasarlar olusturabilen kimyasal maddeler
arasinda yer alir. Aflatoksinler, 6zellikle kontamine olmus tahil {iriinleri ve siit iiriinlerinde
bulunan giiglii toksinlerdir. Aflatoksin B1, karaciger kanserine neden olabilen en tehlikeli
aflatoksinlerden biridir. P450 enzim sistemi tarafindan aktif hale getirilen aflatoksin B1,
aflatoksin B1-8,9-epoksit formuna doniiserek DNA {izerinde depiirinasyon ve baz kaybi gibi
hasarlarin meydana gelmesine yol agmaktadir. Bu toksinlerin etkisiyle DNA'nin yapisinda
kalic1 degisiklikler meydana gelir ve hiicresel islevler ciddi sekilde bozulmaktadir.
Aflatoksinlerin DNA {izerinde yarattigi bu hasarlar, kanser basta olmak iizere birgok ciddi

hastaligin gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Sonug¢ olarak, IR, UV iginlari, alkilleyici ajanlar, aromatik aminler, PAH'lar ve
toksinler gibi ¢esitli faktorler, DNA {izerinde dogrudan veya dolayli yollarla hasara yol
acarak genetik materyalin bozulmasina ve hiicresel islevlerin aksamasina neden
olabilmektedir. Bu kimyasallarin DNA iizerindeki etkileri, hiicrelerde mutasyonlara ve
genomik dengesizliklere yol agarak, kanser gibi ciddi hastaliklarin gelismesine neden
olabilir. DNA'nin korunmasi ve hasarlarin onarilmasi, hiicresel saghigin siirdiiriilmesi ve
organizmanin uzun vadeli hayatta kalmasi agisindan kritik bir dneme sahiptir (Chatterjee ve

Walker, 2017).
1.3. DNA Tamir Mekanizmalar

Canli organizmalarin hayatta kalabilmesi ve genetik bilgilerini nesilden nesile
aktarabilmesi i¢in genomlarinin biitiinliiglinii korumalar1 zorunludur. DNA'da olusan
hasarlarin ¢esitliligi nedeniyle, tiim hasarlarin tamirinde tek bir mekanizmanin etkin olmasi
miimkiin degildir. Bu sebeple, her bir tamir mekanizmasi belirli tiirdeki hasarlar1 tantyarak
onarmak iizere dzellesmistir. Insanlarda DNA tamir siirecinde ¢ok sayida genin rol aldig
tahmin edilmekte, ancak bu genlerin yalnizca yaklasik %50'sinin islevleri tam olarak

bilinmektedir (Daniels vd., 2000; Sancar, 2003; Slupphaug vd., 2003).

Direkt tamir mekanizmalari, DNA'da olusan hasarlarin onarimi sirasinda herhangi bir

baz veya niikleotid ¢ikarimi olmadan gergeklesir. Bu mekanizma yalnizca sinirli sayida



DNA hasarini onarabilmektedir. Direkt tamirle iliskili ii¢ ana mekanizma bulunmaktadir

(Brown vd., 2002; Polosina vd., 2009):

[lki, basit tek zincir kiriklarinin ligasyonudur. Iyonize radyasyon, DNA'min tek
zincirindeki fosfodiester baglarini kirarak gentik (nick) olusumuna yol agar. Bu ¢entik, DNA
ligaz enzimi aracilifiyla onarilir. DNA ligaz, kirilan 5' fosfat grubu ile 3' OH grubu arasinda
yeni bir fosfodiester bagi olusturarak DNA'y1 eski haline getirir ve onarimi tamamlar

(Terence, 2002; Rastogi vd., 2010; Lagerwef vd., 2011).
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Sekil 1.1. DNA ligaz enzimi tarafindan ¢entigin onarilmasi (Terence, 2002)

Direkt tamir mekanizmasiyla onarilan bir diger hasar tiirii alkilizasyon hasarlaridir.
Alkilleyici ajanlarla DNA arasindaki etkilesimler sonucunda meydana gelen bu hasarlarin
tamiri, hasarli niikleotiddeki metil veya etil gruplarinin, belirli enzimler tarafindan kendi
zincirine aktarilmasiyla gergeklestirilir. Bu onarim siirecinde insanlarda goérevli olan enzim
MGMT (O6-metilguanin-DNA metiltransferaz) enzimi, guaninin 6. pozisyonunda bulunan
alkil grubunun uzaklagtirllmasim saglamaktadir. O6-metilguanin, alkilleyici ajanlarin

varliginda olugsan mutajenik bir bilesiktir (Sung vd., 2000; Cromie vd., 2001).

UV 1smlariin etkisiyle olusan primidin dimerlerinin onariminda ise fotoreaktivasyon
tamir mekanizmasi devreye girer. Bu mekanizma, yalnizca bakterilerde bulunur ve E. Coli'de

gbrev yapan temel enzim DNA fotoliyazdir. Insanlar ve birgok okaryotik canlida bu tamir



sistemi mevcut degildir, dolayisiyla evrensel bir tamir mekanizmasi olarak kabul edilemez

(Onur vd., 2009).

Niikleotid eksizyon onarimi (NER), baz eksizyon tamirine (BER) gore daha spesifik
bir tamir sistemidir. NER, hasarli niikleotidlerin kesilip ¢ikarilmasi ve yerlerine yenilerinin
sentezlenmesi islemini gerceklestirir; bu yoniiyle BER'den daha kapsamlidir. Okaryotlarda
oldukc¢a yaygin bir sekilde kullanilan bu tamir mekanizmasi, 6zellikle DNA hasarlariin

onariminda 6nemli bir rol oynamaktadir (Li ve dig.2006; Mladenov vd., 2013).

NER sisteminin en iyi anlasilan mekanizmasi, E. coli'deki "short patch" (kisa yama)
tamir sistemidir. Bu mekanizma, yaklasik 12 niikleotidlik hasarlarin onarimini gergeklestirir.
Okaryotlarda ise NER, E. coli'deki “long patch” (uzun yama) tamir sistemine benzer; burada
tamir edilen hasar 24-30 niikleotid uzunlugundadir (Agarwal vd., 1999; Zeng vd., 2014; Jelic
vd., 2021).

E. coli'deki “short patch” tamir mekanizmasina UvrABC tamir sistemi de denir. Bu
sistem, UvrA, UvrB, UvrC ve UvrD olmak tizere dort protein araciligiyla islev gormektedir.
Iki UvrA ve bir UvrB molekiiliinden olusan kompleks, DNA'y1 tarar ve hasar tespit ettiginde
DNA'ya baglanir. UvrB, hasarli bolgenin etrafinda tek iplikli bir kabarcik olusturarak
DNA'nin ¢oziilmesini saglar ve UvrCnin baglanmasina olanak tanir. UvrC, hasarin 3'
ucundan 4-5 niikleotid, 5' ucundan ise 8 niikleotid uzakta iki ¢entik meydana getirir. Béylece
yaklagik 12-13 niikleotid uzunlugunda tek iplikli DNA pargast olusturulur. Bu parca, DNA
helikaz1 olan UvrD tarafindan uzaklastirilir. UvrC bu asamada ayrilirken, UvrB yerinde kalir
ve ipligin hasar gormesini engelleyerek DNA polimerazin gelmesini saglar. Olusan bosluk,
DNA polimeraz 1 tarafindan doldurulur ve uglar DNA ligaz ile birlestirilir (Cooke vd., 2003;
Valavanidis vd., 2009).
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Sekil 1.2. E. Coli’ de NER Tamiri (Snustad ve Simmons’ dan)

Okaryotik Niikleotid Eksizyon Onarim (NER) sistemi, temel prensipleri E. coli’deki

mekanizma ile benzerlik gosterse de, hasar goérmiis DNA bolgesinin tespit edilmesi,
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kesilmesi ve ¢ikarilmasi agamalari agisindan daha karmasik bir yapiya sahiptir. Bu sistemin
isleyisinde 6nemli bir rol oynayan XPC proteini, DNA sarmalindaki biikiilmeleri taniyarak
hasarli alanin bulunmasii saglar. Hasar tespit edildikten sonra, DNA'min ¢ift sarmal
yapisinin agilmast siirecinde XPA ve XPD proteinleri devreye girer. Bu proteinler, helikaz
aktivitesi gostererek DNA'nin iki ipligini ayirarak tek iplikli bir kabarcik olusturur (Lee vd.,
1998; Halliwell, 1999; Kasai, 2002).

Bu tek iplikli kabarcik olusturulduktan sonra, ERCC1-XPF kompleksi hasar gérmiis
bolgeyi 5' ucundan keserken, XPG proteini ise 3' ucundan kesme islemini gergeklestirir.
XPG, UvrChnin islevini iistlenerek, hasarin tamir siirecinde kritik bir rol oynar. Bu kesim
islemleri sonucunda, genellikle 24-32 niikleotid uzunlugunda bir bosluk olusur. Olusan bu
bosluk, DNA polimeraz delta veya epsilon enzimleri araciligiyla doldurulur (Jeong, vd.,
2005).

Son olarak, DNA onarim siireci, DNA ligaz enzimi tarafindan gerceklestirilen
birlestirme islemiyle sonlandirilir. Bu adimlar, DNA'nin biitiinliigiinii ve fonksiyonelligini
korumak i¢in son derece onemlidir. NER mekanizmasi, genetik bilgiyi dogru bir sekilde
aktarabilmek ve hiicrelerin saglikli bir sekilde islev gormesini saglamak adina kritik bir rol
iistlenmektedir. DNA’da hasar gormils bazlarin ortadan kaldirilmasinda en yaygin
yontemlerden biri, hasarli bazlarin kesilip ¢ikarilmast ve yerlerine dogru bazlarin
konulmasidir. Bu siireg, DNA'nin sarmal yapisini 6nemli dlglide bozmayan, kiigiik baz
lezyonlarmin tamiri igin kullanilan karmagsik olmayan bir sistemdir. Oksidasyon,
deaminasyon ve iyonizan radyasyon gibi faktorlerin neden oldugu hasarlarin onarimi, Baz

Eksizyon Onarim (BER) mekanizmasi araciliiyla gergeklestirilir (Cooke vd., 2003).

BER tamir sisteminin isleyisi, hasarli bazlar1 taniyan ve baz ile seker komponenti
arasindaki glikozid bagim hidrolizleyerek kesen DNA glikozilazlar ile baslamaktadir. Bu
enzim, hasarli niikleotidden bazin ayrilmasi sonucunda olusan bolge, AP
(apurinik/apirimidinik) bolgesi olarak adlandirilir. AP bolgesi, bazin yoklugunda olusan bir
bosluk alanidir ve bu alanin onarilmasi igin 6zel enzimler devreye girmektedir (Marnet,

2000).

Ardindan, AP endoniikleaz enzimi, DNA zincirinin 5' yoniindeki fosfodiester bagini
keserek bu bolgede bir bosluk (gap) meydana getirir. Bu asamadan sonra, hasar gormiis
bolge tamamen yok edildikten sonra buradaki bosluk, DNA polimeraz tarafindan doldurulur.
Bu noktada, E. coli'de DNA polimeraz I bu onarimda gorev alirken, memelilerde DNA

polimeraz beta bu iglemi iistlenmektedir (De Martinis, 2002).
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Tamamlayici bazlar yerlestirildikten sonra, DNA ligaz enzimi araciligtyla fosfodiester
bag olusturulur ve aradaki bosluk kapatilmaktadir. Bu siireg, DNA'min biitlinligini
saglamak ve genetik bilginin dogru bir sekilde aktarilmasini temin etmek agisindan son
derece kritik bir oneme sahiptir. Ayrica, bu mekanizma, hiicrelerin saglikli islevlerini
stirdiirebilmesi ve genetik stabilitenin korunmasi igin hayati bir rol oynamaktadir (Dedon
vd., 1998).

1.4. DNA Hasar Yaniti

DNA hasar yaniti, lezyona 6zgii sensor proteinlerinin hasar yanitin1 baglatmasi, hasar
yanit faktorlerinin hasarli bolgelerde toplanmasi ve kromatin yeniden modelleme
mekanizmasinin aktive edilmesi gibi bir dizi mekanizmay1 igeren karmasik bir sistemdir
(Chatterjee ve Walker, 2017). Bu mekanizma, genomik biitiinliigii koruyarak ve genomda
meydana gelen defektlerin ¢oziimiinde etkin bir rol oynayarak, ¢esitli DNA tamir yollart,

hasar toleransi ve hiicre dongiisii kontrol noktalarin1 kapsamaktadir.

DNA hasar yanit mekanizmasi, organizmanin sagligi i¢in kritik dneme sahiptir. Bu
mekanizmada yer alan faktdrlerden herhangi birinde meydana gelen bir sorun, nérolojik
bozukluklar, immiin yetmezlik ve ¢esitli kanser tiirlerine yatkinlik durumlarinin ortaya
¢ikmasina neden olabilir. Ayrica, bu sistemde yasanan aksakliklar, organizmanin daha hizh

bir sekilde yaglanmasina yol agabilmektedir (Giglia-Mari vd., 2011).
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Sekil 1.3. BER Tamir Mekanizmasi (Snustad ve Simmons’dan)

Yanlis eslesme tamir mekanizmasi, yiiksek oranda korunmus bir sistem olup, genomik

biitiinliiglin korunmasinda kritik bir rol oynamaktadir. Bu mekanizma, esas olarak DNA
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replikasyonu ve rekombinasyonu sirasinda meydana gelen baz-baz uyumsuzluklarinin
ortadan kaldirilmasina odaklanmaktadir. Bu tiir hasarlarin etkin bir sekilde onarilmasi,
boliinen hiicrelerde kalict hale gelerek mutasyona doniisme olasiligini 6nemli dlglide azaltir.
Yanlis eslesme tamir mekanizmasi sayesinde DNA replikasyonunun dogrulugu yaklasik 100

kat artirilabilir, bu da genetik stabilitenin korunmasi agisindan son derece énemlidir.

Bu mekanizma, E. coli {izerinde yapilan arastirmalar sonucunda ortaya g¢ikarilmustir.
Burada, birkag proteinden olusan bir kompleks (Mut proteinleri) sayesinde yanlig
eslesmelerin replikasyon sonrasi onarildig: tespit edilmistir. Bu sistemin isleyisi su sekilde

gerceklesir.

[k olarak, MutS proteini DNA iizerinde dolasarak hatali gordiigii noktada durur. Bu
asamada, MutS-DNA kompleksi olusur ve onarimda gorevli bir diger protein olan MutL, bu
kompleksin igerisine katilir. Bu islem, ATP tiiketimi ile gergeklesir. MutL proteini, yanlis
eslesmenin bulundugu yakin bir bolgede ¢entik olusturacak olan MutH'nin aktiflesmesini
saglar. MutH, yeni sentezlenmis iplikteki yanlis eslesmenin 5' veya 3' ucundan kesme islemi

yaparak burada bir ¢entik olusumunu baslatir.

Sonrasinda, 6zel bir helikaz olan MutU, DNA'nin ¢ift sarmal yapisini1 ¢ézerek hasarli
bolgenin agilmasini saglar. Bu agsamadan sonra, meydana gelen bosluk, DNA polimeraz I ve
DNA ligaz enzimleri tarafindan tamamen kapatilir. Bu onarim siireci, DNA'nin biitiinliigiinii
saglamak ve genetik bilginin dogru bir sekilde korunmasini temin etmek agisindan kritik bir

mekanizmadir (Li, 2007).
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Sekil 1.4. E. Coli’ de Yanlis Eslesme Tamir Mekanizmas1 (Watson ve ark’dan)

Cift zincirli DNA“nin oksidatif stres sonucunda tek bir zincirinde meydana gelen

kirigin PARP1 proteini ile doldurularak saglam zincirin korunmasi saglanir.
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Sekil 1.5. Tek Zincir Kiriklarinin Tamiri

Cift zincir kiriklari, iyonizan radyasyon, kimyasal ajanlar veya DNA replikasyon
stirecleri sirasinda meydana gelen ve genetik materyalde onemli olumsuz sonuglara yol
acabilen hasarlardir. Bu tiir hasarlarin tamir edilmesi, istenmeyen rekombinasyonlarin ve
delesyonlarin 6nlenmesi acisindan kritik bir oneme sahiptir. Cift zincir kiriklarmin

onariminda temel olarak 1ki ana mekanizma bulunmaktadir:

Homolog Rekombinasyon: Bu onarim mekanizmasinda, cift iplik kirigi olan DNA
zinciri, zarar gormemis olan bir DNA zinciri kalip alinarak tamir edilir. Homolog
rekombinasyon, genetik cesitliligi saglamanin yani1 sira DNA'nin biitliinligiinii korumada da
onemli bir rol oynamaktadir. Bu siiregte, RecA ve Rad51 gibi proteinler kritik islevler
ustlenmektedir. RecA proteini, hasarli DNA ile saglam DNA arasindaki eslesmeyi
saglamada onemli bir rol oynarken, Rad51 proteini de DNA ipliklerinin eslesmesine ve

onarim siirecinin ilerlemesine katki saglamaktadir.

Bu mekanizmalarin etkin bir sekilde islemesi, hiicrelerin genetik bilgilerini
korumalarina ve hasar sonrasi normal islevlerine donmelerine olanak tanimaktadir. Bunun
yani sira, homolog rekombinasyonun saglikli bir sekilde ger¢eklesmemesi durumunda,
genetik materyalde kalic1 degisiklikler meydana gelebilir ve bu da kanser gibi hastaliklara
yol agabilmektedir (Shuman ve Glickman, 2007).
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Sekil 1.6. Homolog Rekombinasyon Tamiri

Nonhomolog Ug Birlestirme: Bu mekanizma, genellikle hatalara oldukg¢a egilimli bir
tamir mekanizmasi olarak bilinmektedir. Cift zincir kiriklarinin onariminda, hasarli DNA'nin
kirik uglarinin bir araya getirilmesi gerekmektedir. Bu birlestirme siirecinde Ku proteinleri,
ozellikle Ku70 ve Ku80, kritik bir rol oynamaktadir. Ku proteinleri, DNAmin kirik uglart
etrafinda baglanarak onlari stabilize eder ve onarim siirecinin ilerlemesini saglamaktadir. Bu
baglanma, DNA kiriginin uclarinin dogru bir sekilde hizalanmasini ve bir araya getirilmesini
kolaylastirir. Ku proteinleri, DNA'nin kirik bolgelerinde olusan bosluklari doldurmak ve
hasarin onarilmasini saglamak igin DNA ligaz gibi diger onarim proteinleriyle etkilesime
girmektedir. Ancak, bu mekanizmanin hataya egilimli olmasi, dogru dizilimde olmayan veya
uyumsuz DNA pargalarinin birlestirilmesine yol agabilir. Bu durum, genomda mutasyonlarin
birikmesine ve dolayisiyla hiicresel islevlerin bozulmasina sebep olabilir. Bu nedenle, ¢ift
zincir kiriklar1 onarimindaki bu mekanizmanin dikkatli bir sekilde diizenlenmesi ve
yonetilmesi, hiicre sagligi ve genom biitiinligii agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Ba ve
Boldogh, 2018).
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Sekil 1.7. Nonhomolog Ug birlesmesi ile Tamir

Oksidatif stres, hiicresel siireglerin kag¢inilmaz bir sonucu olarak genomik DNA'da
onemli hasarlara neden olmaktadir. Bu hasarlar, yalnizca endojen fizyolojik siireglerden
kaynaklanmakla kalmayip, ayn1 zamanda ¢evresel maruziyetlere verilen hiicresel tepkilerin
de etkisiyle artis gostermektedir. ROS olarak adlandirilan reaktif oksijen tiirleri, DNA'da
meydana gelen hasarlarin baslica nedenleri arasinda yer almaktadir. Ozellikle, ROS'larin
DNA iizerindeki en yaygin etkilerinden biri, guanin bazinin pre-mutajenik bir form olan 8-
okso-7,8-dihidroguanine (8-0ksoG) oksidasyonudur (Ba ve Boldogh, 2018).

Aragtirmalar, hiicre bagma giinliik yaklagik 100.000 kadar 8-0ksoG lezyonunun
olusabilecegini gostermektedir. Bu nedenle, oksidatif stresin bir biyolojik belirteci olarak
kabul edilmesi kaginilmazdir. Ayrica, yapilan birgok calisma, idrarda tespit edilen 8-
hidroksi-deoksiguanosin (8-OHdG) diizeyinin kanser, Parkinson hastaligi, sistemik lupus
eritematozus ve romatoid artrit gibi ¢esitli hastaliklarda mevcut DNA hasarinin iyi bir
biyobelirteci oldugunu ortaya koymustur. Bu baglamda, 8-oksoguanin glikozilaz (OGG1), 8-
oksoG DNA lezyonlarinin taninmasi ve uzaklastirtlmasinda gorev alan bir enzimdir. Bu
enzim, baz eksizyon tamiri (BER) mekanizmasinin 6nemli bir parcasi olarak islev

gormektedir. Insan hiicrelerinde OGG1 geni, kromozom 3p25 iizerinde lokalize olmustur.
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OGG1 enzimi, esas olarak sitoplazmada bulunmasina ragmen, DNA onarimmini
gerceklestirmek ve hiicresel hasar aninda hiicresel homeostaziyi diizenlemek amaciyla
cekirdege ve mitokondriye girebilmektedir. OGG1, insan dokularinda genis bir ifade
profiline sahip olup, oksidatif stresle iligkili hasarlarin onarilmasinda kritik bir rol
oynamaktadir. Bu nedenle, OGGl1'in islevselligi, hiicrelerin oksidatif strese karsi
dayanikliligini artirmak ve DNA'nin biitiinliigiinii saglamak agisindan son derece énemlidir.
OGG1 enziminin, DNA hasarinin etkilerini azaltmada ve hiicresel fonksiyonlarin
korunmasinda oynadigi rol, biyomedikal arastirmalarin énemli bir konusu olmaya devam

etmektedir (Li vd., 2021).
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Sekil 1.8. OGG1 tarafindan baglatilan DNA baz eksizyon onarim yolu (Li vd., 2021).

BER tamir siirecinde, OGG1, 8-0ksoG'yi tanir ve 8-0ksoG'nin N-glikosidik bagini
keserek bir apurinik/apirimidinik  (AP)-bdlge(ler) olusturur.  Apurinik/apirimidinik
endoniikleaz 1 (APE1), seker ve fosfat omurgasini keserek bir gap (bosluk) olusturur. Bu
gap, PARP-1, XRCC1 ve DNA polimeraz B ile doldurulur. En son DNA ligaz III islemi
tamamlar (Arkenberg ve Dittmar, 2004).
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1.5. DNA Hasar Tamir Mekanizmalari
1.5.1. DNA Baz Hasar1 Tamiri

Hasarin tersine ¢evrilmesi: Insanlarda ve diger memelilerde, DNA'daki O- ve N-
alkillenmis baz yapilarin1 onaran iki farkli enzim énemli bir rol oynamaktadir. O-alkillenmis
baz yapisini geri dondiiren enzim O6-alkilguanin-DNA alkiltransferazdir; bu enzim, genetik
bilgiyi tastyan DNA'nin biitlinliiglinii korumak i¢in kritik bir 6neme sahiptir. Diger yandan,
N-alkillenmis baz eklentilerini tersine ¢eviren enzim ise AlkB-iligkili a-ketoglutarate-bagl
dioksigenaz (AlkB) olarak tanimlanmaktadir. Bu enzimler, DNA iizerindeki hasar1 onarmak
icin oldukca etkili bir mekanizmaya sahiptir. Hasarin geri doniisiimii, bazdaki alkil
grubunun, enzimin katalitik cebinde bulunan sistein kalintisina transfer edilmesi yoluyla
gerceklesir. Bu islem, hasarin yok edilmesini saglarken, DNA'min yapisal biitlinligiiniin

korunmasina da katkida bulunmaktadir (Chatterjee ve Walker, 2017).

Baz ekzisyon tamiri (BER): Baz ekzisyon tamiri, ¢ok yonlii bir tamir sistemi olarak,
DNA'nin biitlinligiinii koruma konusunda hayati bir islev tistlenmektedir. Bu yolak, oksidatif
baz hasari, deaminasyon, alkilasyon ve abazik tek baz hasarimi etkili bir sekilde tamir
etmektedir (Chatterjee ve Walker, 2017; Slupphaug vd., 2003). DNA'nin ¢ift sarmal
yapisinda meydana gelen kiigiik kimyasal degisiklikler, BER mekanizmasinda substrat
olarak kullanilmakta ve bu siiregte birgok enzim tarafindan yonetilmektedir. Bu nedenle,

BER, DNA onariminda énemli bir rol oynamaktadir.

BER mekanizmasimin isleyisi, hiicre dongiisiiniin G1 fazinda aktif hale gelmektedir.
Hasar tespit edildikten sonra, kromatin yeniden modellenmesi gergeklesir ve ardindan, en az
11 farkli hasarli baza 6zgii DNA glikozilaz enzimleri hasarli alan1 tanimak iizere harekete
gecmektedir. Bu DNA glikozilaz enzimleri, baz ekzisyon yolunda goérev alan 0&zel
enzimlerdir ve iki temel tipte siiflandirilabilirler. Tek fonksiyonlu enzimler, yalmzca
glikozilaz aktivitesine sahipken, ¢ift fonksiyonlu enzimler, hem glikozilaz hem de P-liyaz
aktivitesi gostermektedir (Chatterjee ve Walker, 2017). Ornegin, urasil DNA-glikozilaz gibi
tek fonksiyonlu enzimler, hasarli bazlar1 ortadan kaldirarak abazik bolgeler olustururken;
bifonksiyonel enzimler ise liyaz aktivitesi ile DNA'min 3' ucundaki abazik boélgeyi
temizlemektedir. Oksidatif stres sonucunda olusan hasarli bazlarin onariminda bu

bifonksiyonel DNA glikozilaz enzimleri kritik bir rol iistlenmektedir (Slupphaug vd., 2003).

BER mekanizmasinda kisa ve uzun tamir yollar1 arasinda belirgin farkliliklar vardir.

Kisa tamir yolunda, yalnizca tek fonksiyonlu enzimler gorev alirken, uzun tamir yolunda ¢ift
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fonksiyonlu glikozilaz enzimleri islev gérmektedir (Chatterjee ve Walker, 2017). Kisa tamir
yolu, genellikle tek niikleotid bogluklarinin onariminda kullanilirken, uzun tamir yolu, iki ila
sekiz niikleotit arasindaki bosluklar1 gidermektedir. Her iki yolak da tek zincir boslugunun
olusturulmasi, DNA sentezi ile olusan boslugun doldurulmasi ve iki DNA zincirinin fosfat
ester bagi ile birlestirilmesi asamalarini igermektedir (Slupphaug vd., 2003). Bu siireg,
hiicrenin genetik bilgiyi dogru bir sekilde aktarmasimi ve biyolojik islevlerini
stirdiirebilmesini saglamaktadir. DNA hasarlarinin onarimi, genetik biitiinliigii korumak ve
hiicresel islevlerin devamliligini saglamak icin hayati dneme sahiptir. BER mekanizmasi,
DNA'nin biitiinliigiinii tehdit eden c¢esitli hasar tiirlerini etkili bir sekilde diizeltmekte ve

organizmanin sagligini koruma islevini yerine getirmektedir.
1.5.2. Coklu ve Hacimli Baz Hasarmin Tamiri

Niikleotit ekzisyon tamiri (NER): Niikleotit ekzisyon tamiri, DNA’da meydana gelen
UV isinlari, kimyasal eklentiler, alkilleyici ve oksidasyon ajanlari gibi etmenlerin neden
oldugu baz hasarlarin1 ortadan kaldirmak i¢in gérev yapan karmagik bir mekanizmadir (De
Boer ve Hoeijmakers, 2000). Ozellikle NER mekanizmasi, kemoterapdtik ajanlarin,
polisiklik aromatik hidrokarbonlarin ve diger hacimsel kimyasal eklentilerin neden oldugu
DNA'daki kimyasal degisikliklere ve heliks yapisinin bozulmasina karsi etkili bir savunma

mekanizmasi sunmaktadir.

NER mekanizmasinin anlagilmasi agisindan Escherichia coli bakterileri iizerinde
gerceklestirilen arastirmalar  biiyiilk O6nem tagimaktadir. Memeli sisteminde NER
mekanizmasi, prokaryotik canlilardakine kiyasla daha karmasik bir yapiya sahip olsa da,
temel mekanizmanin evrimsel olarak prokaryotik canlilardan daha gelismis canlilara
tagindigl goézlemlenmistir. Bu mekanizma, dncelikle hasarin tanimlanmasi, hasar ¢evresinde
DNA heliks yapisinin bolgesel olarak agilmasi, hasarli iplikteki lezyonun kaldirilmasi ve
iplik uzamasi asamalarin1 icerir (De Boer ve Hoeijmakers, 2000). Ayrica, NER
mekanizmasinda meydana gelen mutasyonlara sahip bireylerde, Xeroderma pigmentosum
(XP), Cockayne sendromu gibi ¢esitli genetik hastaliklara yatkinlik gozlemlenmektedir
(Chatterjee ve Walker, 2017).

Yanlis eslesme tamiri (MMR): Yanlis eslesme tamiri, DNA'da replikasyon hatalart
sonucunda meydana gelen yanlis baz eslesmelerini diizeltmeye yonelik bir mekanizmadir.
Bu hatalar, diniikleotit tekrarlarini olusturmakta ve cesitli hiicresel siireclerde, Grnegin
mayotik ve mitotik rekombinasyon, DNA hasar sinyali, apoptozis, somatik hipermutasyon ve

ticlii tekrar uzamasi gibi olaylarda 6nemli bir rol oynamaktadir (Chatterjee ve Walker, 2017).
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Yanlig eslesme tamiri, ayn1 zamanda oksidatif hasar sonucu olusan 8-oksoguanin gibi

lezyonlarin tamirinde de gorev almaktadir (Slupphaug vd., 2003).

MMR mekanizmasinda rol oynayan tamir genlerinin, hipoksi, inflamasyon gibi
cevresel stres faktorlerinin etkilerini baskilamada onemli bir islevsellige sahip oldugu
gosterilmistir. Ozellikle iireme hiicrelerinde gergeklesen MMR mutasyonlari, bireylerin

kolon ve over kanserine olan yatkinligini artirma potansiyeline sahiptir.

Iplikler aras1 ¢apraz baglanma tamiri (ICL): DNA'da ¢apraz baglanmaya neden olan
ajanlar, iki tamamlayici ipligin bazlarinin kovalent olarak baglanmasina yol agar ve bu
duruma "iplikler arasi ¢apraz baglanma" ad1 verilmektedir. Iplikler arasi capraz baglanmaya
yol agan ajanlar arasinda platin bilesikleri, nitrojen hardal gaz1 ve alkilleyici ajanlar 6rnek
verilebilir. Bu tiir hasarlar1 tanimlayan ve onaran mekanizmalar, Fanconi anemisi (FA)
olarak bilinen proteinler tarafindan gergeklestirilir (Chatterjee ve Walker, 2017). ICL tamiri,
DNA'nin biitiinliigiinii koruma ag¢isindan son derece kritik bir siirectir ve bu mekanizmada
meydana gelen bozulmalar, cesitli kanser tiirlerine ve genetik hastaliklara yol

acabilmektedir.
1.5.3. DNA Zincir Kiriklarinin Tamiri

Tek zincir kirtk tamiri (SSBR): Tek zincir kiriklari, genellikle DNA'nin oksidatif
hasari, abazik bolgeler (baz eksiklikleri) ve DNA topoizomeraz-1 enziminin yanlis aktivitesi
sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu tiir kiriklarin tamir edilmemesi durumunda, DNA
replikasyonunun bozulmasi, transkripsiyonun durmasi ve hiicresel NAD+, ATP ve apoptoz
indiikleyici faktorlerin hiicreden salimasi gibi olaylar meydana gelmektedir. Ozellikle, bu
sirec PARP1 (Poli(ADP-riboz) polimeraz 1) aktivasyonu ile iligskilidir. PARP1, DNA
hasarini tantyan ve onarma mekanizmalarini baslatan bir enzimdir. Tek zincir kiriklarmin
tamirinde, uzun yolak ve kisa yolak olmak flizere iki farkli mekanizma bulunmaktadir
(Chatterjee ve Walker, 2017). Uzun yolakta, hasarli DNA ipliginin tamiri i¢cin DNA
polimeraz ve DNA ligaz gibi enzimler gorev alirken; kisa yolakta, hizli bir sekilde onarim

saglamak i¢in daha basit ve hizl1 bir mekanizma kullanilmaktadir.

Cift zincir kirik tamiri (DSBR): Cift zincir kiriklari, hiicrelerin yasamsal
fonksiyonlarim etkileyen ve DNA hasar tiirleri arasinda en tehlikeli olanlardandir. Bu
hasarlar, iyonize radyasyon, radyomimetik kimyasallara maruziyet, reaktif oksijen tiirlerinin
olusumu, kromozomlar iizerindeki mekanik stres ve replikasyon catalinin DNA lezyonlarina

miidahalesi gibi nedenlerle ortaya ¢ikabilmektedir (Slupphaug vd., 2003). Cift zincir
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kiriklari, hiicre igin son derece toksik bir durumdur; bu hasar tamir edilmedigi takdirde

hiicrenin 6limiine neden olabilmektedir.

DNA’daki ¢ift zincir kiriklarinin tamirinde birgok mekanizma gorev almaktadir.
Hasarin  belirlenmesine yardimci1  sinyal olusumuyla baglayan siirecte, homolog
rekombinasyon (HR) ve homolog olmayan ug birlesmesi (NHEJ) olmak tizere iki farkli tamir
mekanizmasi devreye girmektedir. Her iki mekanizma, hiicre dongiisiiniin durmasi, apoptoz
ve hiicrenin gerekli adaptif yanitlarimt {iretebilmesi i¢in 6nemlidir (Chatterjee ve Walker,

2017).

Homolog rekombinasyon (HR), ¢ift zincir kiriklarimin tamirinde oldukca etkili bir
yoldur ve 6zellikle S fazindan sonra etkin hale gelir. Bu mekanizmada, DNA ucuna baglanan
proteinler (6rnegin, Rad52) ve saglam iplikten bilgi alarak onarima katkida bulunan Rad51
proteini rol oynamaktadir. Homolog rekombinasyon siireci, DNA polimeraz enzimi ile zincir
uzama islemi gergeklestirilerek devam eder. Zincir u¢larinin baglanmasinda ise DNA ligaz |
enzimi gorev yapmaktadir. Homolog olmayan u¢ birlesmesi (NHEJ), G1 fazinda baskin olan
baska bir tamir mekanizmasidir. NHEJ'de, Ku proteinleri (Ku70 ve Ku80) DNA’nin serbest
uclarina baglanir ve ardindan Xrcc4 proteini ile birlikte tamir siirecinde yer alir. NHEJ
mekanizmasinda, tamirin ligasyon Oncesi basamaginda helikaz ve ekzoniikleaz aktivitesi
igeren Rad50-Mrel1-Nbsl kompleksi rol oynamaktadir. Homolog rekombinasyon ve NHEJ
mekanizmalari, hasarin belirlenmesi ve tamirinde gorevli tamir faktorlerinin devreye
sokulmasinda ortak bir kinaz yapili ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) proteinine ihtiyag
duyar. Her iki mekanizma da hiicre dongiisiiniin farkli asamalarinda baskin olmaktadir; HR
tamir mekanizmasi, S fazindan sonra etkinlik gosterirken, NHEJ yolagi G1 fazinda daha

aktiftir (Slupphaug vd., 2003).

Baslangicta yapilan arastirmalar, 6karyotik hiicrelerde ¢ift zincir kirtklarinin tamirinde
baskin olan yolak olarak NHEJ'yi belirtse de, giiniimiizdeki g¢aligmalar bu hiicre tiirleri icin
homolog rekombinasyon yolunun da hayati 6neme sahip oldugunu gostermektedir (Khanna
ve Jackson, 2001). Bu mekanizmalarda yasanan herhangi bir defekt sonucunda, ataksi
telanjiektazi (AT) veya BRCA2 genindeki mutasyonlarin yol actifi meme kanseri gibi
durumlar ortaya ¢ikabilmektedir (Slupphaug vd., 2003).

1.6. Genotoksisite Testleri

Genotoksisite, hiicrelerin genetik materyali olan DNA ve RNA’nin yapisini ve

biitiinliigiinti bozan maddelerin hiicreler tizerindeki zararh etkilerini ifade etmektedir. Bu tiir
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zararli maddeler, genellikle kimyasal ya da fiziksel etkenler olup, DNA veya kromozomlarin
yapisint dogrudan etkileyerek, hiicre islevlerinde ciddi bozulmalara yol agabilmektedir (Saks
vd., 2017). Genotoksik maddeler, hiicre iginde yer alan aminoasitlerle etkilesime girerek
DNA fiizerinde farkli etkiler gostermektedir. Bu etkiler, tek ve ¢ift zincir kirilmalari,
kromozom aberasyonlari, nokta mutasyonlari, delesyonlar ve mikroniikleus olusumlar1 gibi
genetik hasarlarin ¢esitli bigimlerinde kendini gosterebilir (Phillips ve Arlt, 2009). Bu tip
hasarlar, DNA onarim mekanizmalarini zayiflatarak hiicre igi iletisimi bozar ve bu durum,

hiicresel islevlerin aksamasina ve hastaliklara yol agmaktadir (Dusinska vd., 2012).

Genotoksisiteye yol acan maddeler iki ana kategoride siniflandirilabilir: klastojenik ve
anojenik ajanlar. Klastojenik ajanlar, DNA'da yapisal hasar olusturarak kanser gibi ciddi
hastaliklarin temel nedenlerinden biri olabilirken; anojenik ajanlar, hiicre boliinmesi
sirasinda kromozom sayisini etkileyerek andploidiye neden olurlar, bu da hiicrelerin
kromozom sayisindaki anormallikleri ifade etmektedir (Stopper ve Miiller, 1997). DNA
hasari hem hiicre igindeki (endojen) faktorler hem de c¢evresel (eksojen) etkenlerle
olugabilmektedir. Endojen faktorlere hiicre ici reaktif oksijen tiirleri ve aminoasit
metabolizmas1 gibi biyokimyasal siiregler dahilken, eksojen faktorlere ise c¢evresel
kirleticiler, radyasyon, toksik kimyasallar ve mesleki maruziyetler 6rnek verilebilir (Hartwig
vd., 2020). Hiicre i¢indeki onarim mekanizmalarinin bozulmasi sonucunda DNA'da meydana
gelen hasarlar, hiicre dongiisiinde aksakliklara neden olur ve bu durum apoptoz, otofaji ve

yaslanma gibi siireglerin tetiklenmesine yol agmaktadir (Roos vd., 2015).

Genotoksinlerin olusturdugu DNA hasarlari, 6zellikle somatik ve iireme hiicrelerinde
genetik materyalin kalic1 bozulmasina neden olabilir ve bu da nesiller boyu aktarilabilecek
kalitsal hastaliklara yol agabilmektedir. Ozellikle DNA veya mitokondri iizerinde meydana
gelen bu tir hasarlar, norodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiiler rahatsizliklar, iireme
sistemi bozukluklari, erken yaglanma ve metabolik hastaliklar gibi genis bir yelpazede saglik
sorunlarina yol agabilmektedir (Turkez vd., 2017). Ayrica, 1s1 kaynakli gida toksinlerine, agir
metallere ve cevresel kirleticilere kronik maruziyet ya da sigara kullanimi gibi zararh
aligkanliklar da DNA’da olusan hasar seviyelerini 6nemli 6lgiide artirmaktadir. Bu nedenle,
cevresel ve insan sagligini koruma agisindan, kimyasal ajanlarin in vitro ve in vivo modeller
kullanilarak degerlendirilmesi, maruziyetin etkilerinin incelenmesi ve genotoksik maddelerin

kinetik profillerinin belirlenmesi biiyiik nem tasimaktadir (Elmassry vd., 2020).

Hiicre kiiltiirlerinde genotoksisiteyi 6lgmek amaciyla kullanilan baslica testler arasinda

Ames testi, mikroniikleus testi, komet testi, kromozom aberasyonu testi ve kardes kromatit
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degisimi testi yer almaktadir. Bu testler, DNA, gen ve kromozom hasarini tespit edebilmek
igin gelistirilmis hassas yontemlerdir (Saks vd., 2017). Ozellikle mikroniikleus testi,
hiicrelerin sitoplazmasinda, DNA parc¢aciklarini igeren mikroniikleuslarin olusumunu tespit
etmek icin kullanilan etkili bir mutajenite testidir. Bu yontem, ozellikle klastojenik ve
anojenik maddelerin etkilerini belirlemek i¢in kullanilir ve hiicrelerdeki DNA hasarini
degerlendirmede 6nemli bir rol oynamaktadir (Sioen vd., 2020). Mikroniikleus testi, ¢evresel
yonetim ve biyogiivenlik diizenlemelerinde yaygin olarak kullanilan uluslararasi kabul
gOrmiis testler arasinda yer alir ve 1985 yilinda Fenech ve Morley tarafindan gelistirilmistir
(Fenech ve Morley, 1985). Kimyasal maddelerin degerlendirilmesinde olduk¢a hassas bir
test olan mikroniikleus testi, hiicre sitoplazmasinda yuvarlak kromatin yapilari olan
mikroniikleuslarin varligini tespit etmektedir. Bu yapilarin olusumu, DNA zincirlerinde veya
tamir mekanizmalarinda meydana gelen bozulmalara, kromozom ayrilma hatalara ve

hiicresel siireglerdeki aksamalara bagli olarak gelisebilmektedir (Sommer vd., 2020).

Mikroniikleuslar, hiicre boliinmesi sirasinda DNA zincirlerinde olusan kopmalar,
kromozomlardaki yanls ayrismalar veya sentromerlerdeki hasarlar sonucu olusan asentrik
kromozom pargalarindan meydana gelmektedir (Palanikumar ve Panneerselvam, 2011,
Sommer vd., 2020). Hiicre boliinmesinin ilerleyen asamalarinda bu ekstrakromozomal
yapilar niikleer zarin disina gé¢ eder ve mikroniikleuslar sitoplazma iginde izole edilmis bir
sekilde gozlemlenebilir hale gelmektedir (Kisurina-Evgenieva vd., 2016). Sitokinezi
durdurulmus mikroniikleus testinde, sitokinez evresi sitokalazin B ile durdurularak
hiicrelerin bir kez boliinmesi saglamaktadir. Bu siirecte, hiicrelerde mikroniikleus olusumu,
biniikleat hiicreler ve niikleoplazmik kopriiller gibi DNA  hasart  belirtileri
degerlendirilmektedir (Fenech, 2007). Bu yontem, kromozomlardaki kayiplari, DNA
kiriklarin1 ve DNA tamir mekanizmalarindaki bozulmalari incelemek i¢in oldukea etkilidir.
Niikleoplazmik kopriiler ve niiklear tomurcuklar, hiicre boliinmesi sirasinda olusan replikatif
stresin bir sonucu olarak ortaya g¢ikar ve genomik kararsizliklarin belirteci olarak kabul
edilmektedir (Fenech ve Crott, 2002). Anafaz evresinde meydana gelen kromozom ¢ekilmesi
sirasinda olusan niikleoplazmik kopriiler, test edilen kimyasalin genotoksisitesini
dogrulamada 6nemli bir role sahiptir (Fenech, 2007). Bu nedenle, sitokinezi durdurulmus
mikroniikleus testi, genotoksinlerin hiicre diizeyinde yaratti1 hasarlarmn tespiti i¢in oldukga

hassas ve giivenilir bir yontemdir.
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1.6.1. Komet Testi

Komet testi, DNA’da meydana gelen yapisal bozukluklarin ve klastojenlerin neden
oldugu DNA hasariin tespiti i¢in kullanilan 6nemli bir genotoksisite testidir. Hiicresel
diizeyde yapilan bu test, Ozellikle kimyasal ajanlarin DNA {izerindeki etkilerini analiz
ederken hiicrelerde olusan kararsiz bolgelerin, genomik mutasyonlarin ve DNA zincirinde
meydana gelen kirilmalarin hassas bir sekilde degerlendirilmesini saglamaktadir. Bu
yontemin Onemi, kimyasallarin genetik materyal tizerindeki etkilerinin belirlenmesi ve
hiicrelerin kimyasal maddelerle etkilesimi sonucu olusan genotoksik hasarin izlenmesidir
(Langie vd., 2015). Komet testi, genotoksisite aragtirmalarinda hiicresel genetik materyalin
kararlihginin Slgiilmesi igin yaygin olarak kullanilan, giivenilir bir yontemdir. Ozellikle
okaryotik organizmalar {izerinde yapilan arastirmalarda, testin sonuglar1 oldukga giivenilir
olup, hiicresel DNA hasarinin incelenmesinde kritik bir rol oynamaktadir (Ostling ve

Johanson, 1984).

Bu testin temel ¢aligma prensibi, test edilen kimyasal maddenin DNA {izerindeki
capraz baglar1 uyarmasi ve ardindan bu baglarin bozulmasi ile DNA'nin elektroforez
sirasinda agaroz jel igerisinde go¢ edebilme yeteneginin azalmasidir. DNA’daki bu
degisiklikler, “kuyruklu yildiz” olarak adlandirilan bir gorsel forma neden olur ve bu
goriintiiden dolay1 teste “komet testi” adi verilmistir (Speit ve Hartmann, 2012). DNA
iizerinde kimyasal ajanlar tarafindan meydana getirilen hasarin ardindan, hasarli DNA
parcalar1 elektroforez sirasinda hiicre ¢ekirdeginden ayrilarak kuyruk seklinde bir iz birakir.
Bu kuyrugun uzunlugu ve bi¢imi, DNA {izerindeki hasarin biiyiikliigii hakkinda bilgi verir ve

bu nedenle komet testi, DNA hasariin gorsel ve 6l¢iilebilir bir gdstergesini sunmaktadir.

Komet testi, sadece DNA iizerindeki hasar1 tespit etmekle kalmaz, ayn1 zamanda DNA
onarimini da izlemeye olanak tanir. Kimyasal ajanlarin DNA’ya verdigi hasar sonrasinda, bu
ajanlarin ortamdan uzaklastirilmasi ya da onarict bir tedavi uygulanmasi durumunda,
DNA'nin tekrar eski haline gelmesi ve normal hiicresel islevine donmesi miimkiindiir. Bu
durumda, DNA f{izerindeki hasarin azaldigi ya da tamamen onarildigi gozlemlenir.
Dolayisiyla, komet testi genotoksik maddelerin etkilerinin incelenmesi ve bu etkilerin geri
dondiiriilebilirliginin  degerlendirilmesi agisindan olduk¢a degerli bir testtir (Speit ve

Hartmann, 2012; Azqueta vd., 2019).

Test edilen kimyasal maddenin hiicrelerin DNA’sina verdigi hasar, alkali bir ortamda
(pH>13) ¢oziillen DNA ¢ift sarmalinin elektroforez sirasinda jel ortaminda gbc¢ etmesiyle

Ol¢iilmektedir. Hiicrelerdeki DNA hasarimin derecesi, elektroforez sonucunda DNA'nin jelde
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ne kadar hareket ettigine bagl olarak belirlenmektedir. DNA’daki ¢apraz baglarin kopmasi
ve tek ya da ¢ift sarmalli kiriklarin olugsmasi, DNA’nin daha fazla go¢ etmesine neden olur
ve bu gbg, “kuyruk” olarak adlandirilan gorsel bir etkiyle sonuglanir (Speit ve Hartmann,
2022). Elektroforez isleminin ardindan hiicreler, floresan boyalarla boyanir ve DNA
hasarinin daha net bir sekilde goriintiilenmesi saglanmaktadir. Boya, ayn1 zamanda hiicresel
RNA’nin parcalanmasini saglayarak testin dogrulugunu artirir ve elde edilen sonuglarin

giivenilirligini pekistirir (Singh vd., 1988).

Komet testi sirasinda gbzlemlenen hiicreler, DNA iizerindeki hasarin derecesine bagl
olarak kuyruklu yildiz benzeri yapilar seklinde goriinmektedir. Bu kuyrugun uzunlugu ve
yogunlugu, hiicredeki DNA hasariin biyiikliiginii yansitir. Hasarin derecesine gore
hiicrelerin kuyruk uzunlugu artabilir veya azalabilir. Komet testinde DNA hasarini
degerlendirmek icin kullanilan belirli kriterler bulunmaktadir. Bu kriterler arasinda, kuyruk
uzunlugu, kuyruktaki DNA miktari, hiicre basinin ¢ap1 ve kuyruk momenti yer almaktadir
(Tice, 2015; Langie vd., 2015). Ozellikle kuyruk uzunlugu, DNA hasarinin derecesi ile
dogrudan orantili olup, DNA {izerindeki hasar arttikca kuyruk da daha uzun hale
gelmektedir. Kuyrukta biriken DNA miktari, hasarin boyutunu anlamada kritik bir gosterge
olarak kabul edilmektedir.

Komet testi, bireysel hiicrelerin incelenmesine olanak tantyan nicel bir yontemdir. Bu
test, DNA zincirinde meydana gelen kiriklarin, DNA onarim siireglerinin ve hiicresel
diizeyde meydana gelen hasarlarin detayli bir sekilde anlasilmasina yardimci olmaktadir.
Hiicre bagina diisen DNA go¢ miktarinin degerlendirilmesiyle, her bir hiicrenin maruz
kaldig1 genotoksik stres derecesi Ol¢iilebilir ve bu sayede DNA onarim mekanizmalarinin
nasil isledigi hakkinda bilgi edinilebilir. Ayrica, DNA’nin kimyasal ajanlar tarafindan ne
Olclide hasar gordiigii ve bu hasarin geri doniip donmedigi izlenebilir. Bu test, ¢evresel
kirleticiler, kimyasallar, radyasyon gibi dis etkenlerin hiicreler iizerindeki genotoksik
etkilerini incelemek amaciyla siklikla kullanilir. Genotoksisite ¢calismalarinda DNA hasarinin
tespiti ve onarim siireglerinin izlenmesi agisindan biiylik 6nem tagiyan komet testi, 6zellikle
kimyasal ajanlarin genetik materyal {izerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in yaygin olarak
tercih edilen bir yontemdir. Testin dogrulugu ve hassasiyeti sayesinde, hiicresel diizeydeki
DNA hasar1 ve onarim mekanizmalar1 detayli bir sekilde aragtirilabilir, bu da testin

genotoksisite aragtirmalarinda kritik bir yere sahip olmasini saglamaktadir (Collins, 2004).
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1.7. Saklama Kosullar

Komet testi, DNA hasarim tespit etmek i¢in kullanilan 6nemli bir yontem olup, ¢esitli
saklama kosullarinin bu hasar iizerindeki etkilerini inceleyen simirli sayida c¢aligmaya
sahiptir. Ancak, bu alandaki bazi 6ncii aragtirmalar, 6zellikle belirli saklama kosullarinin

DNA yapisina olan etkilerini kapsamli bir sekilde degerlendirmistir.

Anderson vd. (1997), bu alandaki ilk kapsamli ¢aligmalardan birini ger¢eklestirmistir.
Bu arastirmada, tam kan Orneklerinin ii¢ farkli sicaklikta (oda sicakligi, +4°C ve -196°C)
saklanmas1 ve ardindan komet testi ile DNA hasarinin degerlendirilmesi hedeflenmistir.
Calismada elde edilen bulgular, -196°C'de, yani sivi azot sicakliinda yapilan saklamanin
DNA iizerinde ciddi hasara yol actigini ve bu ortamin komet testi i¢in uygun olmadigini
gostermistir. Buna karsin, +4°C ve oda sicakliginda yapilan saklamalar, DNA hasarini
onemli Olclide artirmadan 4 giine kadar saklama siiresini tolere edebilmistir. Bu bulgu,
ozellikle DNA hasarmi minimumda tutmak i¢in saklama kosullarinin dogru seg¢ilmesinin
Oonemini vurgulamaktadir. Bu ¢alismanin sonucunda, diisiik sicakliklarin ve uygun saklama
kosullarimin DNA biitiinliigiinii korumada kritik bir rol oynadigi sonucuna varilmistir

(Anderson vd., 1997).

Bundan sonra, Al-Salmani vd. (2011) tarafindan yapilan bir diger arastirmada, tam
kan hiicrelerinin -80°C’de bir aya kadar saklanarak komet testi ile incelenmesi yapilmistir.
Bu c¢alismada, koruyucu c¢ozeltiler kullanilmadan yapilan saklamada, DNA hasarinda
herhangi bir degisiklik gbézlemlenmemistir. Al-Salmani ve ekibinin bulgulari, kan
orneklerinin kii¢iikk hacimlerde (~250 pL) vialler igerisinde saklanmasinin DNA hasarini
onlemede 6nemli bir faktdr oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle, kiiciik hacimde yapilan
saklamanin DNA {izerindeki etkisini minimumda tutma agisindan &nemli oldugu
belirtilmistir. Bu ¢aligma, komet testi i¢in drneklerin giivenli bir sekilde saklanabilecegini ve
bu saklama yontemlerinin gilivenilir sonuglar verdigini gostermektedir. Ayrica, kiigiik
hacimlerin saklama sirasinda DNA hasarin1 daha iyi koruyarak komet testi i¢in uygun

ornekler sagladig1 anlagilmistir (Al-Salmani vd., 2011).

Akor-Dewu vd. (2014) tarafindan yapilan bir diger arastirma ise, tam kan
orneklerinden mononiikleer hiicrelerin (PBMC) izole edilip -80°C’de saklanmasinin, komet
testi sonuglar tizerindeki etkisini incelemistir. Bu c¢alismada, dondurulmus PBMC’lerde
herhangi bir ekstra DNA hasarmin olugsmadigi ve hiicrelerin oksidatif stres gibi ¢evresel
etkenlere duyarlihginda bir degisiklik olmadigi gdzlemlenmistir. Ozellikle, bu calisma,

PBMC’lerin diisiik sicakliklarda saklanmasinin komet testi agisindan giivenilir sonuglar
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verdigini ve saklama isleminin DNA hasarmi artirmadigini gostermistir. Akor-Dewu ve
ekibi, PBMC’lerin dondurulmus kosullarda saklanmasinin, hiicrelerdeki DNA biitiinligiini
korudugunu ve bu tiir 6rneklerin giivenle kullanilabilecegini vurgulamistir. Bu c¢alisma,
farkli hiicre tiirlerinin saklama kosullarindaki farkliliklart ve DNA hasarmi koruma

kapasitesini anlamada énemli bir katki saglamistir (Akor-Dewu vd., 2014).

Ozsait, Ozcan, Koksal ve Unaltuna (2014) tarafindan yapilan ¢alismada,
kriyoprezervasyonun sperm hiicrelerinde neden oldugu hasarlar ve DNA hasarinin tespitinde
kullanilan yontemler incelenmistir. Kriyoprezervasyon, 6zellikle sperm hiicrelerinin diisiik
sicakliklarda canlilik ve islevselliklerini kaybetmeden saklanabilmesini saglayan bir
tekniktir. Bu yOntem, infertilite tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir ve sperm
hiicrelerinin saklanmasi konusunda kritik bir 6neme sahiptir. Kriyoprezervasyonun temel
amacl, bireylerin fertiliteyi kaybetme riskine girmemesi igin sperm hiicrelerini korumaktir.
Ozellikle kanser tedavisi gibi cerrahi miidahaleler, radyoterapi/kemoterapi gibi tedaviler
oncesinde ya da testis hasarina yol agabilecek hastaliklar (6rnegin diyabet gibi) gibi
durumlarda fertilitenin korunmasi amaciyla sperm kriyoprezervasyonu yapilmaktadir.
Ayrica, azoospermik hastalarda testis biyopsisi ya da epididimal aspirasyonla elde edilen
spermlerin saklanmasinda da 6nemli bir rol oynamaktadir. Ancak kriyoprezervasyon, sperm
hiicrelerinde bazi yapisal ve fonksiyonel zararlara yol acabilir. Bu zararlardan bazilari
arasinda motilite kaybi, morfolojik degisiklikler, membran biitiinliigii kaybi, DNA
fragmantasyonu ve mitokondri fonksiyon kaybi bulunmaktadir. Bu hasarlar, dondurulmus
sperm hiicrelerinin fertilizasyon yeteneklerini olumsuz yonde etkileyebilir ve tiip bebek
(IVF) tedavisi gibi yardimci tireme tekniklerinde istenilen sonuglarmn alinamamasina yol
acabilir. Ozellikle sperm DNA’smin biitiinliigii, yalnizca genetik materyalin dogru bir
sekilde aktarilmasi i¢in degil, ayn1 zamanda kaliteli embriyo gelisimi, fertilizasyon ve
gebeligin saglanmasi agisindan da kritik 6neme sahiptir. Cesitli ¢aligmalar, sperm DNA
hasarinin fertilizasyon potansiyelini, gebelik oranlarin1 ve canli dogum oranlarimi olumsuz
etkileyebilecegini gostermektedir. Sperm DNA hasarimin, yenidogan anomalileri ve
cocukluk cagi kanser riskini artirabilecegi one siiriilmektedir. Bu nedenle, sperm DNA
hasarinin tespit edilmesi ve bu hasarin minimuma indirilmesi, klinik uygulamalar i¢in biiyiik
O6nem tagimaktadir. Calismanin bir diger 6nemli bulgusu, sperm hiicrelerinde DNA hasarimin
tespitinde kullanilan ¢esitli yontemlerin etkinligidir. DNA hasarimi degerlendirmek igin
kullanilan en yaygin yontemlerden biri olan COMET (tek hiicre jel elektroforezi) testi,
dondurulmus sperm hiicrelerindeki DNA kirilmalarini tespit etmek i¢in giivenilir ve etkili bir
yontem olarak kullamlmaktadir. Ozsait ve arkadaslari, kriyoprezervasyon siirecinde sperm

DNA’smin maruz kaldig1 hasarin tespit edilmesinin, tedavi sonuglarini iyilestirmek ve klinik
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basar1 oranlarini artirmak agisindan biiyiik bir 6neme sahip oldugunu vurgulamislardir. Bu
baglamda, sperm DNA hasarinin belirlenmesi, yalmizca fertilite tedavilerinin basari
oranlarim artirmakla kalmayip, aymi zamanda ¢ocukluk ¢agi kanserleri ve genetik
hastaliklarin erken teshis edilmesine de yardimci olabilir. Ayrica, dondurulmus sperm
orneklerinin saklanmasinda kullanilan yontemlerin gelistirilmesi, sperm hiicrelerinin genetik

biitiinliigiinii korumak icin kritik bir adim olarak &ne ¢ikmaktadir (Ozsait vd., 2014).

Yildinm (2016) tarafindan yapilan bir bagka c¢aligmada, sperm hiicrelerinin
dondurulup ¢6ziilmesinin ardindan ortaya ¢ikan diisiik fertilizasyon oranlarmin sebepleri
arastirilmistir. Calismada, Izmir DSI Urkmez Su Uriinleri Uretim Tesisinden alman sazan
baligi (Cyprinus carpio) spermasi kullanilarak, ¢oziinme sonrast DNA hasar1 analiz
edilmistir. Calisma, 2-3 yas arasindaki 3 erkek sazan baligindan alinan sperm 6rneklerinin
dondurulup ¢6ziilmesinin ardindan, sperm DNA hasarini tespit etmek icin tek hiicre jel
elektroforezi (COMET) yontemiyle analiz yapilmistir. Sonuglar, dondurulmus sperm
DNA’sinin ortalama %31,8 oraninda hasar gordiigiinii géstermistir. Bu bulgu, dondurulmus
sperm hiicrelerinde DNA hasarinin anlamli bir sekilde arttigin1 ve bunun da fertilizasyon
oranlar1 lizerinde olumsuz bir etkisi oldugunu gostermektedir. Calismada ayrica, ii¢ farkl
COMET teknigi uygulanarak, en uygun yoOntemin optimize edilmesi hedeflenmistir.
Uygulanan tekniklerin her biri farkli sonuglar vermis ve bu sonuglar istatistiksel analizle
degerlendirilmistir. Ancak, yapilan analizde gruplar arasindaki farklar anlamli bulunmamaistir
(P < 0,05). Bu durum, farkli tekniklerin sperm DNA hasarini tespit etme agisindan benzer
etkinlige sahip oldugunu, ancak ¢oziinme sonrasi sperm DNA hasarinin genel olarak yiiksek
oldugunu gostermektedir. Yildirim’in ¢alismasi, dondurulmus sperm hiicrelerinin ¢oziilmesi
sonrasinda DNA hasarinin fertilizasyon oranlari iizerindeki etkisini ortaya koymus ve bu
sorunun ¢oziilmesi i¢in daha etkili sperm koruma ve saklama yontemlerinin gelistirilmesi

gerektigini vurgulamistir (Yildirim, 2016).

Yeni, Avdatek ve Giindogan (2017) tarafindan yapilan bir bagka g¢aligmada ise,
basarili reprodiiktif sonuglar elde edebilmek icin kaliteli sperma kullaniminin 6nemi ele
alimmistir. Sperm hiicrelerinde DNA hasari, yalnmizca dogal metabolizma siiregleri sirasinda
degil, ayn1 zamanda sperma alimi, islenmesi, degerlendirilmesi ve biyoteknolojik
manipiilasyonlar sirasinda da meydana gelebilir. Bu tiir DNA hasari, fertilizasyon sansini ve
embriyo gelisimini olumsuz yonde etkileyebilir. Sperma kalitesini belirlemek i¢in kullanilan
geleneksel yontemlerin yam sira, teknoloji ilerledik¢e yeni yontemler de gelistirilmis ve bu
yontemler daha kaliteli sperma se¢iminde biiyiik rol oynamaktadir. Sperm DNA hasarimin

tespiti, Ozellikle in vitro fertilizasyon (IVF), intracytoplasmic sperm injection (ICSI) gibi
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biyoteknolojik yoOntemlerde ve bazi fertilite sorunlarinin ¢oéziimiinde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Bu ¢alismada, spermatozoon DNA hasarini belirlemede kullanilan COMET
analiz yontemi iizerine yapilan son arastirmalar derlenmistir. Spermatozoon DNA hasarinin
belirlenmesi, fertilizasyon sansini tahmin etmek ve embriyonun maruz kalabilecegi riskleri
belirlemek icin giderek daha &nemli hale gelmektedir. Ozellikle IVF ve ICSI gibi yardimc1
iireme tekniklerinde sperm hiicrelerinde herhangi bir DNA hasarmin varligi, tedavi
basarilarin1  dogrudan etkileyebilir. Ayrica, ithal dondurulmus sperm Orneklerinin
degerlendirilmesinde COMET analizinin kullanimi, sperm kalitesinin belirlenmesinde
onemli bir ara¢ haline gelmistir. COMET analizi, genetik toksikoloji ve cevre risk
analizlerinde giderek daha yaygin olarak kullanilmakta olup, biyolojik arastirmalarda
giivenilir, ucuz ve kolay uygulanabilir bir yontem olarak onemini korumaktadir. Bu
baglamda, sperm DNA hasarmin tespiti, yalnizca biyoteknolojik uygulamalarin etkinligini
artirmakla kalmayip, ayni zamanda sperm hiicrelerinin genetik biitiinliigiinii korumaya

yonelik gelistirilecek yeni tekniklerin temelini de atmaktadir (Yeni vd., 2017).

2017 yilinda Somel tarafindan gerceklestirilen c¢aligmada, antik DNA (aDNA)
orneklerinin saklama kosullarinin DNA hasari tizerindeki etkileri incelenmistir. Bu ¢alisma,
ozellikle eski DNA oOrneklerinin uzun siireli saklanmasinin, DNA molekiillerinde
deaminasyon ve diger bozulma siireclerini hizlandirabilecegini vurgulamaktadir. DNA
orneklerinin bozulmaya kargi hassas oldugu bilinen bir gercektir ve bu bozulmalar, gevresel
faktorler, depolama sicakligi, nem gibi unsurlarin etkisiyle meydana gelir. Somel, bu
etmenlerin DNA’nin biitiinligiinii bozarak hasar oranlarim artirabilecegini ve bu durumun
genetik analizlerin dogrulugunu olumsuz ydnde etkileyebilecegini belirtmistir. Calismada,
DNA’nin dogru analiz edilebilmesi i¢in saklama kosullarinin ¢ok biiyiik bir éneme sahip
oldugu ifade edilmistir. Ozellikle, DNA &6rneklerinin -80°C gibi cok diisiik sicakliklarda
saklanmasi1 gerektigi vurgulanmis ve bu kosullarda saklanan Orneklerin daha az DNA
hasarina ugradigi goézlemlenmistir. Diisiik sicakliklar, DNA’nin bozulma hizin1 azaltarak
ornegin bozulmadan kalmasini saglayan en etkili yontem olarak belirlenmistir. Ote yandan,
sicaklik ve nem gibi degiskenlerin etkisiyle olusan deaminasyonun, DNA dizileme
sonuclarinda hatali genetik bilgiler iiretmesine yol agabilecegi belirtilmistir. Bu nedenle,
Ozellikle eski DNA oOrneklerinin saklanmasi sirasinda uygun kosullarin saglanmasi, genetik

analizlerin dogrulugu ve giivenilirligi agisindan kritik bir neme sahiptir (Somel, 2017).

2018 yilinda Ar ve Yildiz tarafindan yapilan caligmada ise, teke spermasimin suni
tohumlamada etkin kullanimi igin kisa ve uzun siireli saklama kosullarinin ¢ok &nemli

oldugu vurgulanmistir. Sperma motilitesinin ve canliliginin korunabilmesi i¢in cesitli
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sulandiricilar ve katki maddeleri kullanilmakta ve bu katki maddeleri spermanin korunmasin
saglamaktadir. Ancak, bu katki maddelerinin bazilar1 6zellikle teke seminal plazmasindaki
fosfolipaz A2 enzimiyle etkilesime girerek sperma {izerinde olumsuz etkiler
yaratabilmektedir. Bu etkilesimin, doneme, irka ve hatta ayni tekenin ejakulatlari arasinda
degiskenlik gosterebildigi belirtilmistir. Calismada, teke spermasinin saklanmasinda seminal
plazmanin ayrilip ayrilmamasi gerektigi konusu tartigilmistir. Kisa siireli saklama igin
kullanilan soliisyonlar arasinda salin, sodyum sitrat-yumurta sarisi, seker-yumurta sarist gibi
farkli ¢oziimler yer almaktadir. Bu ¢6ziimlerin, spermanin 4°C ile 25°C arasinda
saklanabilmesi i¢in ortamda antibiyotik ve antifungal bilesenler eklenmesi gerektigi ifade
edilmistir. Ayrica, spermanin dondurulmadan 6nce oksidatif strese maruz kaldigi, bu yiizden
kisa siireli saklamada antioksidan eklenmesinin faydali olacagi belirtilmistir. Suni
tohumlamada kullanilacak spermanin en iyi sekilde giin iginde alinip kullanilmas1 gerektigi,
1-2 giinden fazla saklanan spermanin fertilite oranlarin1 olumsuz etkileyebilecegi de bu
caligmanin sonuglari arasinda yer almaktadir. Eger sperma 1 giinden uzun siire saklanacaksa,

seminal plazmanin ayrilmasi gerekebilecegi vurgulanmistir (Ar1 ve Yildiz, 2018).

2018 yilinda Kiigiiktiirkmen ve Bozkir tarafindan gerceklestirilen ¢alismada ise, soguk
zincir uygulamalariin biyofarmasétik iiriinlerin taginmasi, saklanmasi ve dagitimi sirasinda
iiriin kalitesinin korunabilmesi i¢in ne kadar énemli oldugu ele alinmistir. Soguk zincir,
biyolojik tiriinlerin ve sicakliga duyarli tibbi {irlinlerin iiretimden nihai kullaniciya ulagana
kadar belirli sicaklik araliklarinda tutulmasinmi saglayan &zel saklama kogsullarini ifade
etmektedir. Soguk zincir, immiinomodiilatorler, monoklonal antikorlar, hormonlar, enzimler,
biliylime faktorleri ve immiinolojik iiriinler gibi biyofarmasétik maddelerin taginmasi ve
saklanmasinda kritik bir rol oynamaktadir. Soguk zincir uygulamalarinin bozulmasi
durumunda, bu iiriinler hastalar i¢in ciddi riskler olusturabilecegi gibi, bozulan iiriinlerin
atilmasi da biiyiik maliyetlere yol agmaktadir. Bu nedenle, biyofarmasétik iirlinlerin stabil
kalabilmesi i¢in soguk zincir kosullarina biiylik 6zen gosterilmesi gerektigi ifade edilmistir.
Calisma, soguk zincir uygulamalarinin biyolojik ve biyoteknolojik {iriinlerin taginmasinda ve
dagitilmasinda nasil saglandigini kapsamli bir sekilde incelemektedir. Ozellikle proteinlerin
bozulma siirecleri ve bu bozulmaya yol acan kosullar detayli bir sekilde ele alinmistir.
Donma ve sicaklik degisikliklerinin, protein stabilitesi izerindeki etkileri degerlendirilmis ve
soguk zincir uygulamalarinin biyofarmasotik {irlinlerin korunmasindaki rolii agiklanmistir.
Ayrica, agsilar gibi biyolojik iirlinlerin soguk zincir uygulamalar1 ile tasinmasi ve saklanma
kosullar1 da degerlendirilmistir. Calismanin sonunda, soguk zincir yonetimi ile ilgili
uluslararast diizenlemeler ve kilavuzlar hakkinda da bilgi verilmis, Tiirkiye’deki

uygulamalarla ilgili bilgiler sunulmustur (Kii¢iiktiirkmen ve Bozkir, 2018).
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2019 yilinda Ladeira ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilen bir ¢aligmada, kan
orneklerinin saklanma kosullarimin DNA hasarina etkisi ilizerine yapilan bir inceleme
gerceklestirilmistir. Bu caligmada, az miktarda saklama ¢ozeltisi kullanilmadan dogrudan
dondurulan kan oOrneklerinin komet testi sonuglari detayli bir sekilde analiz edilmistir.
Calismada, taze orneklerle karsilastirildiginda, 3 aya kadar saklanan orneklerde ekstra bir
DNA hasarmin gozlenmedigi belirtilmistir. Bu bulgu, kisa siireli saklamalarin DNA hasarim
onemli derecede artirmadigini ortaya koymaktadir. Ancak, 3 aydan daha uzun siire saklanan
periferik kan mononiikleer hiicrelerinde (PBMC) hafif de olsa bir DNA hasarinin artis
gosterdigi gdzlemlenmistir. Bu durum, uzun siireli saklamalarin DNA {izerinde kiiciik, ancak
belirgin olumsuz etkiler yaratabilecegini gostermektedir. Ladeira ve calisma arkadaslari, bu
sonuclarin saklama siirelerinin uzunlugu ile dogru orantili olarak DNA'nin bozulma
siirecinin hizlandigin1 ve bu da genetik analizlerin dogrulugunu etkileyebilecegini
vurgulamaktadir. Bu bulgu, saklama kosullarinin 6zellikle uzun siireli depolama s6z konusu
oldugunda biiyiik 6nem tasidigini ve bu tiir saklamalarda DNA'nin otantik sinyalinin

korunmasina 6zen gosterilmesi gerektigini ortaya koymaktadir (Ladeira vd., 2019).

Benzer bir ¢alismayi, Milic ve galisma arkadaslar1 2019 yilinda gerceklestirmistir. Bu
aragtirmada, kiiciik miktarlarda saklanan kan orneklerinin bir yil boyunca saklanmasinin
ardindan komet testine tabi tutulmus ve taze drneklerle karsilastirilan sonuglar incelenmistir.
Calisma sonucunda, bir yil boyunca saklanan kan oOrneklerinde kuyruk yogunlugu
degerlerinde anlamli bir degisiklik gozlemlenmemistir. Bu durum, kan 6rneklerinin kiigiik
hacimlerde giivenli bir sekilde dondurulmasinin, uzun siireli saklama kosullarinda bile DNA
hasarini artirmadigini gostermektedir. Milic ve arkadaslari, saklama kosullarinin DNA
tizerindeki etkilerini inceledikleri bu calismada, kiiciik hacimli saklamalarin genetik
biitiinligii koruma konusunda daha verimli oldugunu ve uzun siireli depolama siireclerinde

DNA'nin zarar gérmedigini ortaya koymuslardir (Milic vd., 2019).

Ozcan tarafindan 2019 yilinda yapilan bir diger calismada, sperma drneklerinin farkli
sicaklik kosullarinda ve iki farkli ortam sivisinda (normal semen ve gradient islemli) 24 saat
boyunca saklanarak sperm kalitesindeki degisiklikler incelenmistir. Calisma, 25 normal
sperm Ornegi kullanilarak gergeklestirilmis ve sperma Orneklerinin tli¢ farkli sicaklik (oda
sicakligl, 4°C, 37°C) altinda 24 saat siireyle saklanmasinin ardindan hareketlilik, 6lii hiicre
orani ve DNA fragmantasyon oranlar1 6l¢iilmiistiir. Farkli saklama kosullar1 incelendiginde,
Ozellikle oda sicakliginda sperm hareketlilifi ve DNA yapisinin daha iyi korundugu
gozlemlenmistir. Ayrica, gradient islemine tabi tutulmus Orneklerin kalitesi, normal

orneklere kiyasla daha iyi sonuglar vermistir. Bu bulgular, sperm saklama kosullarinin,
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ozellikle sicaklik gibi faktorlerin, sperm kalitesi iizerinde dogrudan etkisi oldugunu
gostermektedir. Ozellikle oda sicakhiginda yapilan saklamanim, sperm kalitesini en iyi
sekilde korudugu ve hareketlilik ile DNA yapisint daha stabil tuttugu sonucuna varilmistir.
Bu calisma, sperm saklama kosullarinin genetik materyalin korunmasinda ne kadar kritik bir

rol oynadigim bir kez daha ortaya koymaktadir (Ozcan, 2019).

2021 yilinda Bankoglu ve ekibi, tam kan ve periferik kan mononiikleer hiicrelerinin
(PBMC) farkli saklama yontemlerinin DNA hasar iizerindeki etkilerini incelemislerdir.
Calismada, saklama ¢ozeltisi i¢inde ve dogrudan dondurularak saklanan orneklerin komet
testi ve FPG komet testlerine tabi tutulmasi sonucunda, PBMC’lerin saklama c¢oOzeltisi
olmadan dogrudan dondurulmasinin uygun oldugu belirtilmistir. Ancak, c¢ozeltiden
cikarildiktan sonra komet testinin hemen yapilmamasi gerektigi vurgulanmistir. Bankoglu ve
caligma arkadaslari, ¢ozeltiden ¢ikarilan 6rneklerin en az 16 saat bekletilerek test edilmesinin
daha giivenilir sonuglar verdigini rapor etmislerdir. Bu bulgular, saklama kosullarinin ve
orneklerin toparlanma siirecinin test sonuglari {izerinde dogrudan etkisi oldugunu
gostermektedir. Ozellikle drneklerin ¢ozeltiden cikarildiktan sonra belirli bir toparlanma
stirecinden gegmesi gerektigi ve bu siirecin test sonuclarinin dogrulugunu artiracagi ifade

edilmistir (Bankoglu vd., 2021).

Ayni y1l, Baydas ve arkadaglar1 da benzer bir ¢aligmay1 gerceklestirmistir. Caligsmada,
kan ve lenfosit 6rnekleri +4°C, -20°C ve -80°C gibi farkli sicakliklarda ve gesitli siirelerde
saklanarak komet testi uygulanmistir. Calisma sonucunda, taze 6rneklerle saklanan 6rnekler
arasinda DNA hasar1 acisindan anlamhi bir fark olmadigi ortaya c¢ikmistir. Farkh
sicakliklarda saklanan Orneklerin DNA hasarina yol agmadan giivenli bir sekilde
saklanabilecegi sonucuna ulagilmigtir. Baydas ve arkadaslari, bu bulgularla birlikte, kan ve
lenfosit orneklerinin farkli sicaklik kosullarinda uzun siire saklanmasinin DNA hasari

tizerinde anlaml1 bir etkisi olmadigini gostermistir (Baydas vd., 2021).

2023 yilinda Ulas Pimar tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, travmaya bagli hemoraji
ve kan kaybinin 6nlenebilir 6liimler arasinda 6nemli bir yer tuttugu ve travmatik koagiilopati
ile birlikte mortalite oranlarini artirdig1 vurgulanmistir. Calismada, kanamanin kontrol altina
alinmasi i¢in sistematik bir yaklasim gerekliligi {izerinde durulmus, hastaneye kabul sonrasi
uygulanan laboratuvar testleriyle hedefe yonelik kan iirlinlerinin verilmesinin basar1 sansini
artirdign belirtilmistir. 1970'li yillardan bu yana askeri travma hastalarinda kullanilan tam
kanin, eritrosit siispansiyonu, plazma ve platelet gibi komponent kan {irlinlerine yerini

biraktigi ifade edilmistir. Son yillarda PROPPR gibi c¢alismalarin etkisiyle travma
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hastalarinda kan dirtinlerinin = 1:1:1 oraninda kullanilmasinin  faydali olabilecegi
disiiniilmektedir. Calismada, tam kanin 14-21 giin saklanabilmesi ve igeriginde hematokrit,
platelet, koagiilasyon faktdrleri gibi bilesenler bulunmasi tizerine degerlendirmeler yapilmis;
bununla birlikte, tam kan temin etme ve saklama kosullarinin zorluklari ve ek maliyetler gibi
faktorlerin, tam kan kullanimimi sinirladigi vurgulanmistir. Bu arastirma, kan {irlinlerinin
saklama kosullarinin, ozellikle tam kan ve komponent {irlinleri arasinda, mortaliteyi

azaltmadaki etkisini ele almistir (Ulag Pinar, 2023).

Genel olarak, literatiir taramalari, komet testi uygulamalarinda kullanilan biyolojik
orneklerin, uygun saklama kosullarina ve uygun siireler boyunca depolandiginda, DNA
iizerindeki olumsuz etkilerden kacinilabilecegini ve bu durumun komet testinin dogrulugu ile
giivenilirligini biiylik 6l¢lide koruyacagini acik¢a ortaya koymaktadir. Komet testi, ozellikle
genetik hasarin, drnegin DNA kirilmalarinin tespiti i¢in yaygin bir sekilde kullanilan giiglii
bir biyomarker analiz teknigidir. Bu test, hiicrelerdeki DNA hasarinin miktarin1 ve tipini
degerlendirmede c¢ok o©nemli bir rol oynar ve yapilan c¢alismalar, testin sonucunun
dogrulugunun biiyiik 6l¢iide orneklerin dogru bir sekilde saklanmasina bagli oldugunu
vurgulamaktadir. Bu nedenle, biyolojik orneklerin saklanma kosullarinin ve saklanma
stiresinin dikkatle kontrol edilmesi, test sonuglarmin giivenilirligini ve dogrulugunu

saglamak adina kritik bir 6neme sahiptir.

Saklama kosullarinin ve siirelerinin dogru bir sekilde ayarlanmasi, 6rneklerin biyolojik
bilesenlerinin bozulmasini dnler ve bu sayede komet testinin hassasiyetini korur. Yapilan
pek cok caligma, biyolojik 6rneklerin, 6zellikle kan ve hiicresel drneklerin, farkli sicaklik ve
ortam kosullarinda saklandiginda, genetik yapilarinda meydana gelen degisikliklerin
etkilerini incelemistir. Ornegin, taze drneklerle karsilastirildiginda, uzun siireli dondurma ve
belirli saklama ¢ozeltileri kullanarak yapilan saklama iglemlerinin, DNA hasarini artirmadan
giivenli bir sekilde orneklerin depolanmasina olanak tanidigina dair 6nemli bulgular elde
edilmistir. Bununla birlikte, yapilan arastirmalar, saklama siirelerinin uzamasi durumunda,
ozellikle 3 aydan daha uzun siireli saklama islemlerinde, bazi durumlarda DNA hasarinin
belirgin bir sekilde arttigin1 da ortaya koymustur. Ancak, bu artiglar genellikle sinirlt bir
diizeyde kalmakta ve uzun siireli saklama kosullarinin titizlikle kontrol edilmesi halinde, bu

tir etkiler minimize edilebilmektedir.

Ozellikle kiigiik hacimlerde saklama yapilmasi, DNA hasarini azaltma konusunda
onemli bir strateji olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kiigiik hacimlerde yapilan saklamalarin,

ornegin hiicresel yapilar1 daha az bozarak, DNA {izerinde daha az stres olusturdugu ve
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genetik hasar1 engelledigi gosterilmistir. Bu, biyolojik 6rneklerin saklanmasi sirasinda daha
etkili ve giivenli bir yontem olarak 6ne g¢ikmaktadir. Ayrica, saklama c¢ozeltilerinin ve
orneklerin ¢ikarilmasindan sonra, belirli bir toparlanma siirecinin gerektigi de 6nemli bir
bulgu olarak literatiirde yer almaktadir. Ornekler, ¢dzeltiden cikarildiktan sonra, DNA'nin
yapisal biitlinliglinii yeniden kazanabilmesi i¢in belirli bir siire boyunca ortam kosullarina
adapte olmalidir. Bu toparlanma siirecinin dogru bir sekilde yonetilmesi, testin
giivenilirligini artirarak, saklama ve tasima sirasinda olusabilecek olasi hatalarin Oniine

gecilmesini saglar.

Bu literatiir taramasi, hem teorik hem de pratik agidan biyolojik 6rneklerin saklanma
stireclerine yonelik degerli rehberler sunmaktadir. Saklama kosullari, biyolojik 6rneklerin
kalitesini ve test sonuglarinin dogrulugunu etkileyen temel faktorlerden biridir. Bu
faktorlerin géz Oniinde bulundurulmasi, sadece arastirmalarin giivenilirligini artirmakla
kalmaz, ayn1 zamanda klinik ve laboratuvar uygulamalarinda da 6rneklerin daha etkin bir
sekilde kullanilmasin1 saglar. Sonug¢ olarak, biyolojik oOrneklerin dogru bir sekilde
saklanmasi, genetik analizler i¢in 6nemli bir 6n kosul olup, komet testi gibi hassas testlerde
dogru ve giivenilir sonucglar elde edilmesini saglayan temel bir adim olarak karsimiza

cikmaktadir.

Bu calismanin temel amaci, komet testiyle degerlendirilen DNA hasar diizeylerinin
ornek saklama kosullarina bagli olarak nasil degistigini bilimsel olarak ortaya koymaktir.
Ozellikle tam kan ve izole lenfosit drneklerinin farkli sicaklik (oda sicaklhigi, +4°C, —20°C,
—80°C) ve siirelerdeki saklama kosullarinmin DNA biitiinliigli iizerindeki etkileri sistematik
bigimde karsilastirilmistir. Boylece, kisa vadeli analizlerde hangi 6rnek tipinin daha kararli
oldugu ve uzun siireli biyobanka saklamalarinda DNA hasarin1 en az artiran kosullarin
belirlenmesi hedeflenmistir. Calisma, komet testinin giivenilirligini etkileyen pre-analitik
faktorleri tanimlayarak, hem biyomonitorizasyon c¢aligmalarinda kullanilacak &rneklerin
uygun saklama stratejilerinin gelistirilmesine hem de biyobankacilikta standardizasyonun

saglanmasina katki sunmay1 amaglamaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1.

2.1.2.

Kullanilan Maddeler

Tripan mavisi (Sigma, Almanya)

Hidrojen peroksit (H,0,) (Sigma, Almanya)
Sodyum hidroksit (NaOH) (Merck, Almanya)
Hidroklorik asit (HCI) (Merck, Almanya)

Sodyum kloriir (NaCl) (Zag Kimya, Tiirkiye)
Na,EDTA (VWR Chemicals, ABD)

Tris (VWR Chemicals, ABD)

Sodyum lauril sarkosinat (Amreco, ABD)

Triton x-100 (Merck, Almanya)

Etanol (Merck, Almanya)

Etidyum bromiir (Amresco, ABD)

Diisiik erime noktali agar (LMA) (Sigma, Almanya)
Normal erime noktali agar (NMA) (Amresco, ABD)
Dimetilsiilfoksit (DMSO) (Serva, ABD)

Fosfat tamponu ¢ozeltisi (PBS) (Sigma, Almanya)
Lokosep ayirma tiipii 12 ml(Grenier Bio-One, Avusturya)

Kullanilan Aletler ve Malzemeler

Karbondioksit inkiibatorii (Heal Force HF240, Cin)
Santrifuj cihazi (Hettrich Rotina 90, Almanya)

pH metre cihazi (WTW pH 330i, Almanya)

Hiicre sayim cihazi (Bio-Rad TC20, Singapur)

Inverted Mikroskop (Micros MCX 7600, Avusturya)
Fluoresan Mikroskobu (Leica DM 1000, Almanya)
COMET Assay IV yazilimm (Perceptive Instruments, UK)
Plaka calkalayic1 (Heidolph Titramax 101, Almanya)

Su banyosu (Boeco, Ultraterm BWT-U, Almanya)

Derin Dondurucu (-20°C) —(-80°C), (Scancool, Almanya)
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Steril ¢alisma kabini (Esco, Class Il Biological Safety Cabinet, Singapur)
Sterilizator (Sanyo MAC 235EX, Japonya)

Hassas terazi (Sartorius CP225D, Tiirkiye)

S1v1 azot tanki (International Cryogenics, ABD)

Vorteks (Niive NM110, Tiirkiye)

Multiplaka okuyucu (Thermo Scienific Mutiskan Co., Finlandiya)

Buz makinasi (Hoshizaki, Avrupa)

2.2. Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Lizing ¢ozeltisi: 2,5 M NaCl, 10 mM Tris, 100 mM Na,EDTA tartilarak ve distile
suda ¢oziildiikten sonra pH:10’a ayarlandi. Ph ayarlandiktan sonra %21 sodyum lauril
sarkosinat ilave edilerek 1-2 giin siiresince karistirildi ve oda sicakliginda saklandi.
Kullanilacag: giin bu ¢ozeltiye taze olarak %1 triton ve %10 DMSO ilave edildi ve +4°C’de

sogumasi saglanarak kullanildi.

Notralizasyon ¢ozeltisi: 0,4 M Tris distile suda ¢6ziildii ve pH=10’a ayarlanarak oda

sicakliginda saklandi.

Elektroforez ¢ozeltisi: Bu ¢ozeltinin deney gilinii taze hazirlanarak kullanilmasi
gerekmektedir.1 mM Na,EDTA ve 300 mM NaOH distile suda ¢oziilerek pH>13 olacak
sekilde ayarlandi ve +4°C’de sogutulduktan sonra kullanildi.

Etidium bromiir ¢ozeltisi: 200 ug/ml stok ¢ozeltinden 100 ml hazirlanarak oda
sicakliginda saklandi. Bu stok ¢ozeltiden boyama esnasinda 20 pg/ml hazirlanarak her bir

lama 60 pl damlatilarak kullanildi.

Disiik erime noktali agar (LMA): %0,75’lik ¢ozeltisi PBS ile ¢oziilerek hazirlandiktan

sonra +4°C’de saklandi. Deney esnasinda ¢oziilerek 37<C’ye getirilerek kullanildi.

Normal erime noktali agar (NMA): %1’°lik ¢ozeltisi PBS ile ¢oziilerek hazirlandi.
Cozelti heniiz sicak iken lamlar bu ¢ozeltinin igine daldirilarak agar ile kaplanarak oda

sicakliginda kurutuldu.
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2.3. Kan numunelerinin toplanmasi ve lenfosit izolasyonu

2.3.1. Numune toplanmasi

Calisma grubundaki goniilliilerin arastirmaya dahil edilme dlgiitleri:

25 ile 60 yas arasinda olmak

Son 4 hafta icinde herhangi bir ila¢ kullanmamak
Son 4 hafta i¢inde alkol veya sigara kullanmamak
Akut veya kronik herhangi bir hastaligi olmamak
Kadin veya erkek (Cinsiyet ayrimi yapilmayacaktir.)

Calisma grubundaki goniilliilerin arastirmadan hari¢ tutulma 6l¢iitleri:

25 yagindan kiiciik, 60 yasindan biiyiik olmak
Son 4 hafta i¢inde herhangi bir ilag kullanmak
Son 4 hafta i¢inde alkol veya sigara kullanmak

Akut veya kronik herhangi bir hastalig1 olmak

34 yasinda saglikli ve ilag kullanmayan 1 kadin goniilliiden toplam 10 ml kan 6rnegi

heparinli bir tiipe alinarak ¢alismamiza baslanmistir. 10 ml kanin 5 ml’si ile LeucoSep

(Greiner bio-one, 12 ml) tiipler kullanilarak lenfosit izolasyonu yapilmistir. Hiicrelerin sayim

islemi TC20 Otomatik Hiicre Sayim Cihazi (Bio-Rad TC20, Singapur) kullanilarak

gerceklestirilmistir. Alinan kanin diger 5 ml’si tam kan ¢alismasinda kullanilmisgtir.

Caligmanin yapilmast igin gerekli onay 09.06.2022 tarihinde Ankara Universitesi Tip

Fakiiltesi Insan Arastirmalar1 Etik Kurulu’'ndan alinmistir. Onay numarast: 2022000325-
1(2022/325)

2.3.2. Tam kandan lenfosit izolasyonu

Lenfositlerin izolasyon islemi Sekil 2.1.’de gdsterilmistir.

LeucoSep
tuplere fikol

eeeeeeee

Lenfosit
Taze ve i Vorteks
antikoagule

edilmis
kanin tipe
aktanlmas)

1000 g 30 sn Ust faz atiir
oda
sicakbginda
santrifi)

1000 g 10 dk \geren ara
oda fazin bagka 250 g'de 10
sicakliginda 1&';[Erra§s| dk oda
santrifij “ sicakliginda
ve uzerine Saﬂlf\'uj

Pellet
Gzerine PBS
ilavesi

250 g'de 10
dk oda
sicakliginda
santrifij

Ust faz atilir

Lenfosit
saklama
iglemi
agamasina
gegilir

Sekil 2.1. Lenfosit izolasyon asamalari
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Heparinli tiiplere alman 10 mL kan ile LeucoSep (Greiner, 15 mL) tiipler kullanilarak
lenfosit izolasyonu yapildi. Oncelikle lenfosit ayirma ¢dzeltisi (histopak) 1siktan korunarak
oda sicakligina getirildi. 15 ml’lik LeucoSep tiiplere 2 mL histopak konuldu. 1000 g’de 30
saniye oda sicakliginda santrifiij edildi (histopak ¢ozeltisinin tiipteki filtrenin alt kismina
gegebilmesi amaciyla) ve santrifiijden sonra 1.5-2 mL kan tiipe aktarildi, ardindan 1000 g’de
10 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi. Santrifiijden sonra tiipteki fazlarin siralamasi
yukaridan asagiya plazma-lenfosit iceren arafaz—histopak—filtre-histopak—pellet (eritrositler
ve graniilositler) seklindedir. Lenfosit i¢eren disk iizerinde tiim fazlar baska bir tiipe aktarildi
(Bu asamada tiipte bulunan filtre, eritrositler ve graniilositleri igeren pellet ile
kontaminasyonu 6nlemektedir). Diger bir tiipe aktarilan lenfositli fazin {izerine 2 mL PBS
ilave edildi. Vorteksledikten sonra 250 g’de 10 dakika oda sicakliginda santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra iist faz atild1 ve bu yikama islemi 1 kez daha tekrarlandi. Son santrifiijden

sonra {ist faz atild1 ve pelletin ilizerine yaklasik 2 mL RPMI ilave edilerek iyice karistirildi.

Sekil 2.2. Lenfosit igeren tiipiin santrifiij edilirken goriintiisii

Sekil 2.3. Lenfosit igeren fazin lenfosit izolasyon tiipiindeki goriintiisii
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Sekil 2.4. Son santrifiijden sonra {ist faz atildiktan sonra lenfosit tiipliniin goriintiisii

2.4. Lenfosit sayimi

Lenfosit hiicresi sayim1 TC-20 cihazinda tripan mavisi yontemiyle yapilmistir. Negatif
yiiklii bir boya olan tripan mavisi, hiicre 6limii durumunda bozulan membran biitiinliigu
nedeniyle hiicre icine girerek hiicrenin boyanmasina neden olur; canli hiicrelere
giremediginden boyanma olmaz. Bu yontemle lenfosit siispansiyonu, tripan mavisi boyasi ile
karistirildi ve sayim lamma damlatildi. TC-20 sayim cihazi (BioRad) kullanilarak tripan
mavisi yontemiyle hiicre sayis1 ve %canlilik belirlenmistir. Ayrica komet testinde her bir lam
iizerinde en az 20.000 hiicre olacak sekilde (deneyimizde 25.000 olarak ayarlanmistir)

lenfosit hiicrelerinin sayimi ve saklama tiiplerinde paylastirilarak saklanmalar1 yapilmstir.

-20°C, 45¢
-20°C,

m

L

y.  Saglikiigéniliiden kan LA 80°C, +SC
numunesinin alinmas:
-80°C,
— -20C. 45C
— [S20rc, 8
3AY \<
S — -BOC, +5C Sl
A S —3
Farkli kosullar altinda A |
Lenfosit izolasyonu lenfositlerin saklanmasi —  20°C, 45 Belirlenen siireler sonunda lenfosit
207, canliidinin degerlendirilmesi
AT —  -80°C, 45¢
—

-80°C,

-20°C, +5¢
-20°C,
-80°C, +SC

I

-80°C,

Sekil 2.5. Lenfosit canliliginin degerlendirilmesi i¢in izlenen yontem ve siireg¢ (C: %10 DMSO igeren
kriyoprezervasyon ¢ozeltisi). Saglikli goniilliiden alinan tam kandan lenfosit izolasyonu Sekil 2.1°¢
gore gerceklestirilmistir. Lenfositlerin saklanmasinda farkli kosullar olarak siire (1, 3, 6 ve 12 ay),
sicaklik (-20°C ve -80°C) ve %10 DMSO iceren kriyoprezervasyon ¢ozeltisi ve dogrudan saklama
lenfosit canliliginin degerlendirilmesi i¢in segilen parametrelerdir.
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Tripan mavisi yonteminde, 20 pl lenfosit siispansiyonu 20 pl tripan mavisi ¢ozeltisi
icerisine ilave edilmistir. Hazirlanan tripan mavisi + lenfosit siispansiyonundan 10 pl
alinarak hiicre sayim lami {izerine yayilmistir. Hiicre sayim lami TC20 otomatik hiicre
sayim Cihazina yerlestirildikten sonra % canli hiicre sayis1 cihaz ekraninda okunan deger ile

belirlenmistir (Sekil 2.6).

| 4 \
* 4 |
b+ = A
] ,&;"r/ : ]
20 pl lenfosit . 10 plL lenfosit
= ; 20 pL tripan .. . .
slispansiyonu . sUispansiyonu +tripan % canlihk
mavisi i
mavisi

Sekil 2.6. Tripan mavisi yontemi ile hiicre canliliginin belirlenmesi. TC20 otomatik hiicre sayim
cihazi ile, cihaza 6zgii hiicre sayim lami yerlestirilerek hiicre siispansiyonsiyonu igerisindeki %
canlilik degerleri elde edilmistir. Sayim cihazinin ekraninda 1 ml’deki toplam hiicre sayisi, canli
hiicre sayis1 ve % canlilik verileri gosterilmektedir

2.5. Komet Yontemi icin Kan ve Lenfositlerin Saklama Kosullarina Gére

Hazirlanmasi

Komet testi taze olarak alinan tam kan ve izole edilen lenfositler ile uygulanmistir.
Ayni giin hem tam kan 6rnekleri (5 mL) hem de izole lenfositler (diger 5 mL kandan izole
edilen) saklanmak {izere kiiciik miktarlarda (200-250 uL) ependorflara ayrilmis ve
saklanmigtir. Bu asamada tam kan ve lenfositler hem direkt olarak saklanmis, hem de

saklama ¢ozeltisi (%10 DMSO igeren besi yeri) icerisinde viallere konularak saklanmustir.
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ﬁ Heparinli tipte 10 mL

kan drnegi

LeucoSep tip ile
lenfosit izolasyonu

+AC'de saklama

|

-20'de saklama

-80'de saklama

1,2,3,4,5,6 ve 7. ginlerde komet testi

1,2,3,4,5,6 ve 7. glinlerde komet testi

1,3, 6.ve 12. aylarda
komet testi

Sekil 2.7. Tezimizde uygulanacak basamaklar
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2.6. Komet Testi

Komet testinde pozitif kontrol olarak 50 uM H,0, kullanilmistir.

Hiicreleri agara alma islemi: Tam kan ve izole edilen lenfositler TC-20 sayim
cihazindan sayilarak her bir lamda 20.000-30.000 arasinda hiicre olacak sekilde hesaplanarak
50 pl hiicre siispansiyonu ile 37 °C’de eritilmis 100 pl % 0.5’lik LMPA, kanstirildiktan
sonra onceden % 1’lik NMPA c¢ozeltisine daldirilip agar ile kaplanmis lamlara yayilir ve
iizerine lamel kapatildiktan sonra buzlu metal ylizey iizerinde yaklasik olarak 5 dakika

bekletilerek agarin katilasmasi saglanir.

Lizing: Lamlar daha oOnceden hazirlanip buzdolabinda bekletilen soguk lising

coOzeltisine daldirilarak en az 1 saat siireyle buzdolabinda bekletilir.

Alkali uygulamasi ve elektroforez: Elektroforez tanki soguk elektroforez ¢ozeltisi ile
uygun miktarda doldurulur (Bu tampon ¢ozelti, lamlarin iizerini 0,5-1 cm gececek kadar
olmalidir). Lysing ¢ozeltisinden ¢ikarilan lamlar agar yayilan kisimlari iiste gelecek sekilde
elektroforez tankinin igine yerlestirilir. Lamlar, 20 dakika akim uygulamadan bu ¢ozeltide

bekletildikten sonra, 25 V ve 300 mA akim uygulayarak 20 dakika elektroforez uygulanir.

Notralizasyon: Elektroforez asamasi bittikten sonra elektroforez tankindan ¢ikarilan
lamlar ii¢ kez noétralizasyon ¢ozeltisi ile yikanir. Hiicreleri lamlara fikse etmek amaciyla

alkol igerisine daldirilan lamlar okuma yapilincaya kadar nemli ortamda saklanir.

Boyama ve mikroskopta degerlendirme: Lamlarin tizerine 60 ul (20 ug/ml) etidium
bromiir ¢ozeltisi ilave edilir ve en az 10 dakika beklenip mikroskopta okuma yapilir. Her
lamda 100 hiicre, floresan mikroskopunda degerlendirilir ve Comet assay IV programi

kullanilarak hiicreler sayilir.

Komet testinin uygulama basamaklar1 Sekil 2.8.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.8. Komet testi uygulama basamaklari
2.7. Istatistiksel degerlendirmeler

Calismamizda lenfositlerin canlilik degerleri bir sitotoksisite test yontemi olan tripan
mavisi yontemi ile belirlenmis ve istatiksel analizi IBM SPSS programi (SPSS
WindowsMRelease 22.0) t-test kullanilarak yapilmustir. Istatiksel olarak anlamlilik sinirt
p<0.05 kabul edilmistir.

Komet testi ile elde edilen DNA kuyruk yogunlugu (Mean Tail Intensity) degerleri,
her bir lamdan rastgele segilen 100 hiicre tizerinden hesaplanmis ve kontrol ile test gruplari
arasinda karsilastirmalar yapilmustir. Veriler ortalama + standart hata (SEM) seklinde
sunulmus, gruplar arasi farklarin istatistiksel anlamliligi One-Way ANOVA testi ile analiz
edilmistir. Anlamli fark tespit edilen durumlarda post-hoc karsilastirmalar Fisher’s Least
Significant Difference (LSD) testi ile yapilmistir. Tiim analizlerde p<0.05 degeri istatistiksel

anlamlilik sinir1 olarak kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

Bu calismada, komet testi ile elde edilen DNA hasar1 diizeyleri, farkli saklama
kosullar1 ve stirelerine gore degerlendirilmistir. Oda sicakligi ve +4 °C’de saklanan tam kan
ve izole lenfosit 6rneklerine, kan alimini takip eden ilk 7 giin boyunca her giin komet testi
uygulanmistir. Bu gruplara ait veriler ¢izelge 3.1'de sunulmustur. Ilk giin elde edilen
sonuclar, hem tam kan hem de izole lenfositler i¢in kontrol grubu olarak kabul edilmistir.
Ayrica, -20 °C ve -80 °C’de saklanan numunelere 1., 3., 6. ve 12. aylarda komet testleri
uygulanmig ve analizler Tablo 3.2.’de sunulmustur. Her bir 6rnek i¢in hazirlanan lamlar
tizerinde Comet Assay IV programi kullanilarak rastgele segilen 100 hiicreye ait ortalama
kuyruk yogunlugu (Mean Tail Intensity) degerleri & standart hata (SEM) ile ifade edilmistir.
Bu bulgular, DNA hasarinin zamana ve saklama kosullarina bagl olarak nasil degistigini

ortaya koymaktadir.

Cizelge 3.1. 7 giinliik oda sicaklig1 ve +4°C komet testi sonuglar1

Giin Tam Kan Tam Kan Izole Lenfosit Izole Lenfosit
(+4°C) (Oda Sic.) (+4°C) (Oda Sic.)
1. Giin 2,95+0,447 2,95+0,447 3,14+0,418 3,14+0,418
2. Glin 3,360,515 3,414£0,526 3,44+0,525 6,78+1,275
3. Giin 3,65+0,579 6,630,942 6,71+1,231 7,86+1,439
4. Giin 5,97+1,213 6,46+0,808 11,96+2,087 14,4242,438
5. Giin 6,15+1,02 X 11,85+1,765 X
6. Giin 6,80+1,09 X 17,7942,516 X
7. Giin 9,84+1,763 X 18,934+2,209 X

Oda sic. ve +4°C’de saklanan numunelerin 1,2,3,4,5,6 ve 7. giinlerde komet

uygulamalar1 yapilmis ve c¢izelge 3.1’de sonuglart verilmistir. Kan alindiktan sonraki ilk

1 hafta her giin komet testi uygulanmustir. Ik giin uygulanan komet testi sonuglar1 hem tam

kan hem izole lenfositler igin (1.gilin) kontrol olarak kullanilacaktir.
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Cizelge 3.2. -20°C ve -80°C’de saklama ¢ozeltisi (SC) varliginda ve direkt saklanarak c¢aligilan
orneklerdeki komet testi sonuglari -20°C ve -80°C’de saklanan numuneler ile komet analizleri
tamamlanmis 1., 3., 6. ve 12. aylarda komet testi uygulamalar1 ¢alisilmistir. Elde edilen sonuglar
cizelge 3.2 te verilmistir. X ile gosterilen alanlarda ghost hiicrelerdir, Comet Assay IV Software ile

sayilamayacak kadar hasarli hiicrelerdir.

+4

+4

+4

+4 +4

Grup 1. Ay 3. Ay 6. Ay 12. Ay
Tam Kan (-20°C SC) 16,10+1,42 18,35+1,83 16,97+1,5 20,86=+1,5
Tam Kan (-20°C) 7,771 12,93+1,37 10,92+1,24 10,06+1,19
Tam Kan (-80°C SC) | 7,37+1,1 6,84+0,91 9,56+1,06 9,22+1,13
Tam Kan (-80°C) 8,65+0,97 7,61+1,1 10,36+1,05 8,60+1,04
Lenfosit (-20°C SC) 8,02+0,87 17,05+1,37 X X
Lenfosit (-20°C) 24,64+1,94 X X X
Lenfosit (-80°C SC) 4,07+0,50 3,91+0,57 4,97+0,7 6,71+0,76
Lenfosit (-80°C) 28,81£1,62 42.24+1,48 X X
Tam kan
12
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Sekil 3.1. Tam kanin oda sicakligi (OS) ve +4°C’de 1 haftalik siirecteki komet testi sonuglarindan
kuyruk yogunluklar1. (n=100) + SEM.
alinmustir) (p<0.05 , One- Way ANOVA).

* Kontrolle karsilastirildiginda (Kontrol TK 1. giin olarak
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Tam Kan Orneklerinin Kisa Siireli Saklanmasinda Elde Edilen Bulgular

Tam kan orneklerine ait DNA hasar1 diizeyleri, 1 hafta boyunca her giin yapilan komet
testi ile degerlendirilmis ve elde edilen bulgular grafiklerle gosterilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, 3. glinden itibaren DNA hasarinda 1. giine kiyasla artig gozlemlenmis, ancak
bu artig yalnizca 7. giin sonunda 4°C'de saklanan Orneklerde istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05). Oda sicakliginda saklanan tam kan Orneklerinde ise 5. giinden
itibaren hiicresel yapilarin bozuldugu (ghost hiicre olusumu) ve florosan mikroskoba bagl
Comet Assay IV Software tarafindan degerlendirilemeyecek diizeyde tahribat meydana

geldigi belirlenmistir.

Ghost/hedgehog/cloud olarak adlandirilan bu hiicreler, DNA’nin neredeyse tamaminin
kuyruga goc ettigi, niikleer “bas”in siliklestigi ve yogun DNA parcalanmasiyla karakterize
bir morfoloji gostermektedir. Bu goriiniim ¢ogunlukla ileri sitotoksisite veya apoptoz/nekroz
ile iligkilidir; ancak literatiir, ayn1 morfolojinin asir1 genotoksik maruziyet, yiiksek alkali

kosullar veya pre-analitik hatalar sonucunda da olusabilecegini vurgulamaktadir (Lorenzo
vd., 2013).

Bu bulgular dogrultusunda, oda sicakliginda saklama siiresinin maksimum 4 giin ile
sinirli oldugu, DNA hasarmin 3. giinden itibaren belirgin sekilde arttigi gbéz Oniinde
bulundurularak komet testi igin yalnizca ilk 2 giin boyunca kullanilmasinin daha uygun
oldugu diisiiniilmektedir. Ote yandan sekil 3.1 de goriildiigii gibi, 4°C’de saklanan
orneklerde DNA hasar1 zamanla artmakla birlikte, bu artisin 7. giine kadar istatistiksel olarak
anlamli olmadigi, ancak en uygun kullanim siiresinin 3 giin ile sinirhi oldugu

diistintilmektedir.
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Sekil 3.2. izole lenfositlerin oda sicakligi (OS) ve +4°C’de 1 haftalik siirecteki komet testi
sonuglarindan kuyruk yogunluklari . (n=100)+SEM. * Kontrolle karsilastirildiginda (Kontrol TK 1.
giin olarak alinmustir) (p<0.05 , One- Way ANOVA).

izole Lenfosit Orneklerinin Kisa Siireli Saklanmasinda Elde Edilen Bulgular

Izole lenfosit &rneklerinde DNA hasar1 diizeyleri kisa siireli (1 haftalik) saklama
siiresince degerlendirilmistir. Yapilan analizler sonucunda, oda sicakliginda saklanan
orneklerde DNA hasarinin 3. giinden itibaren istatistiksel olarak anlamli gekilde arttigi
belirlenmistir (p<0.05). Benzer sekilde, 4°C’de saklanan orneklerde ise DNA hasarinda
anlamlt artis 4. glinden itibaren gozlenmistir. Bu bulgular dogrultusunda, izole lenfositlerin
komet testi i¢in oda sicakhiginda en fazla 2 giin, 4°C’de ise en fazla 3 giin siireyle

saklanmasinin uygun oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 3.3. Tam kan ve izole lenfositlerin oda sicakligi (OS) ve +4°C’de 1 haftalik siiregteki komet testi
sonuglarindan elde edilen DNA kuyruk yogunluklar1 (n=100) = SEM. * Tam kan ile izole lenfositler
karsilastirildiginda (p<0.05 , One- Way ANOVA).

Tam Kan ve izole Lenfosit Orneklerinin Kisa Siireli Saklanmasinda DNA Hasarina

fliskin Bulgularin Karsilastirilmasi

Tam kan ve izole lenfosit orneklerinin oda sicakligi ve +4°C’de 1 haftalik siire
boyunca saklanmasina iligkin Komet testi sonuglarina gore, her iki grupta da 1. ve 2. giinlerde
DNA hasar1 diisiik diizeyde bulunmustur. 2. giinden itibaren izole lenfosit 6rneklerinde DNA
hasarinda artis gdzlemlenmis olsa da, bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir. 4.
giinden itibaren ise izole lenfositlerin DNA hasar diizeyi, tam kana kiyasla anlamli sekilde
yiiksek bulunmus ve bu fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). Tam kan 6rneklerinde
de zamanla DNA hasarinda artig goriilmiis, bu durum olasi hemoliz ile iligkilendirilebilir.
Ancak genel degerlendirme sonucunda, kisa vadeli saklamalarda (1-7 giin) tam kanin izole
lenfositlere kiyasla daha stabil oldugu ve komet testi i¢in daha uygun oldugu belirlenmistir.
Ozellikle sadece 2 giin saklama yapilacaksa, izolasyon islemi uygulanmadan tam kanin
dogrudan kullammmi yeterli olabilecegi diisiiniilmektedir. Ote yandan, uzun siireli
saklamalarda izole lenfositlerin saklama ¢ozeltisi eklenerek -80°C gibi uygun kosullarda
muhafaza edilmesi, DNA biitiinliigiinii yiiksek oranda korudugundan, komet testi i¢in daha

avantajli bir yontem olarak degerlendirilmektedir.
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Sekil 3.4. Tam kan ve izole lenfositlerin 1 ay -20°C ve -80°C’de saklama ¢ozeltisi ilavesi ve direkt
olarak saklanmasi sonrasinda komet testi ile elde edilen kuyruk yogunlugu (DNA hasari) sonuglari.
*saklama ¢ozeltisi ilavesi ile direkt saklamanin dna hasar iizerine etkisi, #-20°C ve -80°C’de
saklamanin dna hasari lizerine etkisi (p<0.05, one-way Anova)

1.Ay Sonunda Tam Kan ve izole Lenfosit Orneklerinde Saklama Kosullarina Gore

DNA Hasarimin Karsilastirilmasi

Sekil 3.4’te, tam kan ve izole lenfosit O6rneklerinin -20°C ve -80°C'de, bir kismi
saklama ¢ozeltisi (SC) ilave edilerek, bir kismi ise dogrudan (SC’siz) saklanmasi sonucunda
1 ay sonunda yapilan Komet testi bulgulari sunulmaktadir. Elde edilen kuyruk yogunlugu
degerlerine gore, saklama ¢ozeltisinin tam kan Ornekleri i¢in uygun olmadigi goriilmiistiir.
Saklama ¢ozeltisi ilavesiyle saklanan tam kan 6rneklerinde, dogrudan saklananlara kiyasla
DNA hasarn istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek bulunmustur (p<0.05). Buna
karsilik, izole lenfositlerde saklama ¢dzeltisi kullanimi DNA hasarini anlamli sekilde
azaltmistir; bu durum, izole lenfositlerin uzun siireli saklanmasinda saklama ¢6zeltisinin
koruyucu etkisini ortaya koymaktadir. Ayrica, -20°C ve -80°C kosullar karsilastirildiginda,
izole lenfositlerin saklama ¢o6zeltisi esliginde -80°C’de muhafaza edilmesinin DNA
biitiinligiinii en iyi sekilde korudugu ve DNA hasarinin istatistiksel olarak anlamli diizeyde

daha diisiik oldugu belirlenmistir.

52



3.AY
50
45 *I
40
=
2 35
=
5o 30 #
: 25 * g
= 20 #
2, I
g 15
10 '
T R N:
0 [
Kontrol -20°C -20°C saklama -80°C -80°C saklama
¢ozeltili cozeltili
mTam kan m Lenfosit

Sekil 3.5. Tam kan ve izole lenfositlerin 3 ay -20°C ve -80°C’de saklama ¢ozeltisi ilavesi ve direkt
olarak saklanmasi sonrasinda komet testi ile elde edilen kuyruk yogunlugu (DNA hasari) sonuglari.
*saklama ¢Ozeltisi ilavesi ile direkt saklamanin dna hasari tizerine etkisi, #-20°C ve -80°C’de
saklamanin dna hasari {izerine etkisi (p<0.05, one-way Anova)

3.Ay Sonunda Tam Kan ve izole Lenfosit Orneklerinde Saklama Kosullarina Gore

DNA Hasarinin Karsilastirilmasi

Sekil 3.5°de, tam kan ve izole lenfosit 6rneklerinin 3 ay boyunca -20°C ve -80°C’de,
saklama ¢ozeltisi (SC) ilave edilerek veya dogrudan (SC’siz) saklanmasinin ardindan
uygulanan Komet testi sonuglarina gore elde edilen kuyruk yogunlugu (% DNA in tail)
degerleri sunulmustur. Saklama ¢dzeltisinin varlig1 agisindan degerlendirildiginde, tam kan
orneklerinde SC ilavesi DNA hasarin1 artirmis ve bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05). Buna karsilik, izole lenfosit orneklerinde SC ilavesi ile DNA
hasarinin anlamhi diizeyde azaldigi ve hiicresel biitiinliiglin daha iyi korundugu
goriilmiistiir.Ozellikle -20°C’de, SC ilave edilmeden saklanan izole lenfositlerde ciddi
diizeyde DNA hasar1 meydana gelmis ve bu oOrneklerde ghost hiicre olusumu nedeniyle
hiicreler Comet Assay analiz yazilimi tarafindan degerlendirilememistir. Buna karsin, -
80°C’de SC ile saklanan izole lenfositlerde DNA hasar1, kontrol grubuyla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gdstermemistir. Bu sonug, uygun kosullarda (SC + -80°C)
izole lenfositlerin uzun siireli saklanmasimin DNA biitlinliigii agisindan kontrol diizeyine

yakin koruma sagladigin1 gostermektedir.
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Sekil 3.6. Tam kan ve izole lenfositlerin 6 ay -20°C ve -80°C’de saklama ¢ozeltisi ilavesi ve direkt
olarak saklanmasi sonrasinda komet testi ile elde edilen kuyruk yogunlugu (DNA hasar1) sonuglari.
*saklama c¢Ozeltisi ilavesi ile direkt saklamanin dna hasari lizerine etkisi, #-20°C ve -80°C’de
saklamanin dna hasari tizerine etkisi (p<0.05, one-way Anova)

6.Ay Sonunda Tam Kan ve izole Lenfosit Orneklerinde Saklama Kosullarina Gore

DNA Hasarinin Karsilastirilmasi

Sekil 3.6°da, tam kan ve izole lenfosit Orneklerinin -20°C ve -80°C’de, saklama
¢ozeltisi (SC) ilavesiyle veya dogrudan (SC’siz) 6 ay siireyle saklanmasinin ardindan yapilan
Komet testi ile elde edilen DNA hasar1 (kuyruk yogunlugu) sonuglari sunulmaktadir. Bu
analizde, baz1 gruplarda ghost hiicre olusumu nedeniyle 6l¢iim yapilamamig, bu durum ilgili
gruplarda grafik siitununun yer almamasiyla gosterilmistir. Ozellikle -20°C’de hem
dogrudan saklanan hem de SC ilavesiyle saklanan izole lenfosit érneklerinde ciddi hiicresel
bozulma meydana gelmis ve bu Ornekler Comet Assay analiz yazilimi tarafindan
degerlendirilememistir. Benzer sekilde, -80°C'de SC ilavesi olmadan dogrudan saklanan
izole lenfositlerde de ghost hiicre olusumu gézlenmistir. Buna karsin, -80°C’de SC ilavesi ile
saklanan izole lenfosit 6rneklerinde DNA hasar diisiik diizeyde kalmis ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05). Bu durum, 6
ay boyunca optimum DNA biitiinliigii korunmasinin yalnizca SC varliginda -80°C kosulunda
saglandigini géstermektedir. Tam kan 6rneklerinde ise tiim gruplar analiz edilebilir nitelikte
kalmig, ghost hiicre olusumu goézlenmemistir. Bu bulgular, genel olarak tam kanin izole
lenfositlere kiyasla daha dayanikli oldugunu; ancak uzun siireli saklamalarda saklama

¢ozeltisi ilavesiyle birlikte izole lenfositlerin daha etkin korunabildigini ortaya koymaktadir.

54



12. AY

N N
o (6]
B3

-
(S]

Kuyruk Yogunlugu
[3=Y
o

s
5
HE
0
Kontrol -20°C -20°C saklama -80°C -80°C saklama
¢ozeltili ¢ozeltili

m Tam kan Lenfosit

Sekil 3.7. Tam kan ve izole lenfositlerin 12 ay -20°C ve -80°C’de saklama ¢ozeltisi ilavesi ve direkt
olarak saklanmasi sonrasinda komet testi ile elde edilen kuyruk yogunlugu (DNA hasari) sonuglari.
*saklama ¢Ozeltisi ilavesi ile direkt saklamanin dna hasar iizerine etkisi, #-20°C ve -80°C’de
saklamanin dna hasari lizerine etkisi (p<0.05, one-way Anova)

12.Ay Sonunda Tam Kan ve izole Lenfosit Orneklerinde Saklama Kosullarina Gore

DNA Hasarinin Karsilastirilmasi

Sekil 3.7°da, tam kan ve izole lenfosit Orneklerinin -20°C ve -80°C’de, saklama
¢ozeltisi (SC) ilavesiyle veya dogrudan (SC’siz) 12 ay siireyle saklanmasinin ardindan
yapilan komet testi ile elde edilen DNA hasar1 (kuyruk yogunlugu) sonuglar1 sunulmaktadir.
Bu analizde, baz1 gruplarda ghost hiicre olusumu nedeniyle 6l¢iim yapilamamig, bu durum
ilgili gruplarda grafik siitununun yer almamasiyla gosterilmistir. Ozellikle -20°C’de hem
dogrudan saklanan hem de SC ilavesiyle saklanan izole lenfosit drneklerinde ciddi hiicresel
bozulma meydana gelmis ve bu Ornekler Comet Assay analiz yazilimi tarafindan
degerlendirilememistir. Benzer sekilde, -80°C'de SC ilavesi olmadan dogrudan saklanan
izole lenfositlerde de ghost hiicre olusumu gézlenmistir. Buna karsin, -80°C’de SC ilavesi ile
saklanan izole lenfosit 6rneklerinde DNA hasar diisiik diizeyde kalmis ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml bir fark gézlenmemistir (p>0.05). Bu durum,
12 ay boyunca optimum DNA biitiinliigli korunmasiin yalnizca SC varliginda -80°C
kosulunda saglandiginmi gostermektedir. Tam kan orneklerinde ise tiim gruplar analiz
edilebilir nitelikte kalmis, ghost hiicre olusumu goézlenmemistir. Bu bulgular, genel olarak
tam kanin izole lenfositlere kiyasla daha dayanikli oldugunu; ancak uzun siireli saklamalarda
saklama c¢ozeltisi ilavesiyle birlikte izole lenfositlerin daha etkin korunabildigini ortaya

koymaktadir.
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4. TARTISMA

Komet testi (alkali tek hiicre jel elektroforezi), hiicrelerde meydana gelen DNA tek ve
cift zincir kiriklarin1 saptamak i¢in kullanilan hassas ve giivenilir bir biyobelirte¢ analiz
yontemidir. ilk kez Singh ve arkadaslar1 (1988) tarafindan tanimlanan bu yontem, DNA
hasarinin nicel ve nitel degerlendirilmesini saglayan diisiik maliyetli ve hizli bir analiz
teknigidir (Singh vd., 1988). Komet testi, genellikle periferal kan lenfositlerinde kullanilsa
da, sperm hiicreleri, doku kiiltiirii hiicreleri, organoidler ve ¢esitli hayvansal dokularda da
basariyla uygulanabilmektedir. Yontem hem g¢evresel maruziyetin biyomarker analizi, hem
de genotoksisite ve DNA onarim kapasitesinin degerlendirilmesinde yaygin bigimde

kullanilmaktadir (Collins, 2004; Azqueta & Collins, 2013).

Yontemin 6zglinligii ve tekrarlanabilirligi, analiz edilen hiicre tipine, elektroforez
kosullarina, goriintii analiz yazilmina ve O©rnek hazirlama prosediirlerine gore
degisebilmektedir. Bu nedenle “Minimum Information for Reporting on the Comet Assay”
(MIRCA) gibi standart protokol Onerileri gelistirilmistir. MIRCA, komet testinde
metodolojik varyasyonu azaltmayr ve veri kalitesini artirmayi hedefleyen bir raporlama

sistemidir (Meller vd., 2020).

Ozellikle insan biyomonitorizasyon calismalarinda DNA hasar1  diizeylerinin
degerlendirilmesinde en yaygin kullanilan metotlardan biri olan komet testi, diisiik diizeyde
DNA bozulmalarini bile saptayabildigi i¢in erken donemde genotoksik etkilere karsi oldukga
duyarlidir (Fairbairn vd., 1995; Collins vd., 2014). Collins ve vd. (2014) galigmasi1 6zellikle
¢ok merkezli insan biyomonitorizasyon calismalarinda komet testinin standardizasyonu ve
kullanimina odaklanarak yontemin gilivenilirligini vurgulamaktadir. Buna ek olarak, DNA
onarim kapasitesini degerlendirmek {izere “challenge comet assay” gibi modifiye protokoller
gelistirilmistir. Bu protokoller, hiicrelerin DNA hasarina kars1 verdigi yaniti degerlendirme
acisindan Onemli katkilar sunmaktadir (Valdiglesias vd., 2020). Boylece sadece hasarin
varlig1 degil, hiicrenin hasar1 tamir etme kapasitesi de analiz edilebilmektedir. Sonug olarak,
komet testi, genetik toksisite degerlendirmeleri, maruziyet analizleri ve DNA onarim
dinamiklerinin anlasilmasinda temel bir ara¢ haline gelmistir. Ancak elde edilen verilerin
giivenilirligi, yontemin dogru uygulanmasi ve ornek kosullarinin dikkatli bigimde

standartlastirilmasina baghdir.
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Hem tam kan hem izole lenfositlerin birlikte degerlendirilmesi, farkli 6rnek tiplerinin
karsilastirmali analizine olanak tanimis ve ¢alismanin kapsamini giiglendirmistir. Marino ve
arkadaslar1 (2021), tam kan ve PBMC’lerin uzun dénem saklama kosullarina tepkilerini
karsilastirarak benzer sekilde Omnek tipine oOzgii farkliliklarin  6nemli oldugunu

vurgulamiglardir (Marino vd., 2021).

Uzun siireli saklama kosullarimin sistematik incelenmesi, —20°C ve -80°C
ortamlarinin DMSO igeren ve icermeyen kosullarda kiyaslanmasini miimkiin kilarak
literatiirdeki 6nemli bir boslugu doldurmustur. Marino vd. (2021), —80 °C’de 12 aya kadar
saklamanin genel olarak DNA stabilitesini korudugunu, ancak 6zellikle PBMC o6rneklerinde
6. aydan itibaren DNA hasarinda hafif fakat anlamli bir artis izlendigini bildirmistir. Bu

bulgular, ¢calismamizdaki uzun donem gozlemleri destekler niteliktedir.

Kugiik  hacimli  oOrneklerin  saklanabilmesinin ~ dogrulanmasi, komet testi
uygulamalarinda hem pratiklik hem de kaynak kullaniminda tasarruf saglamistir. Al-Salmani
(2011), yalnizca 250 pL tam kan Orneginin herhangi bir kriyoprotektan eklenmeden
—80°C’de bir ay boyunca saklanabilecegini ve bu siirenin sonunda komet testi icin gecerli
sonuglar verdigini gostermistir. Bu bulgu, calismamizda kii¢iik hacimli 6rneklerin tercih

edilmesi yoniindeki metodolojik yaklagimi desteklemektedir.

Kriyoprezervasyon sonrast DNA hasar1 ve onarim kapasitesinin degerlendirilebilmesi,
farkli 6rnek tiplerinde giivenilir 6l¢lim yapilmasina olanak tanimis ve uzun dénem saklama
kosullarinin etkilerinin daha kapsamli incelenmesini miimkiin kilmigtir. Bankoglu ve
arkadaglar1 (2021), insan kani, buffy coat ve PBMC o6rneklerinin dondurulup ¢oziildiikten
sonra komet testiyle hem DNA hasarmin hem de onarim kapasitelerinin giivenle
Olciilebildigini gostermistir. Bu bulgu, ¢alismamizda izole lenfositlerin uzun dénem boyunca

DMSO varliginda korunabildigine dair sonuglarla értiismektedir (Bankoglu vd., 2021).

Caligmamizda ghost hiicrelerin ve sayillamayan hiicrelerin raporlanmasi, komet testi
analizlerinde ¢ogu arastirmada ihmal edilen ancak sonuglarin giivenilirligi igin kritik bir
ayrintidir. Karbaschi ve arkadaslar1 (2019), lizis siiresi, tampon ¢dzeltinin tazeligi ve 1s18a
maruz kalma gibi protokol adimlarindaki farkliliklarin DNA hasar1 sonuglarimi dogrudan
etkiledigini ve bu nedenle bu tiir metodolojik ayrtilarin raporlanmasinin zorunlu oldugunu

vurgulamislardir.

Bu c¢aligmada kan alimini takiben ilk yedi giin boyunca tam kan ve izole lenfosit

ornekleri oda sicakligi (OS) ve +4°C kosullarinda komet testi ile degerlendirilmistir. Elde
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edilen bulgular, kisa vadede tam kan Orneklerinin daha stabil kaldigini, buna karsilik izole
lenfositlerde 3.—4. giinlerden itibaren DNA hasarinin anlamli bigimde arttigin1 géstermistir.
Ayrica, oda sicakliginda saklanan tam kan 6rneklerinde 5. giinden sonra hiicresel biitiinliik
bozulmus ve ghost hiicrelerin yogunlugu nedeniyle analiz yapilamamistir. Bu durum, izole

lenfositlerin tam kana kiyasla kisa siirede daha hassas oldugunu ortaya koymustur.

Baydas ve arkadaslar1 (2021), tam kan ve lenfosit 6rneklerinin +4°C’de 1-7 giin
saklanmasinin DNA hasar1 lizerinde anlamli bir etki yaratmadigini ve genotoksisite
sonuglarimin minimal diizeyde kaldigini1 bildirmistir. Bu bulgu, ¢alismamizda tam kanin
+4°C’de gorece diisiik DNA hasar1 gostermesiyle uyumludur. Ancak izole lenfositlerde 3.—
4. giinden itibaren goriilen DNA hasar artisi, Baydas’in verilerinden kismen farklilik
gostermektedir. Bu farklilik donor 6zellikleri, izolasyon siirecinde olusabilecek hiicresel stres
ve saklama ¢ozeltisinin kullanilip kullanilmamasi gibi faktorlerle agiklanabilir (Baydas vd.,
2021).

Volobaev ve arkadaslari (2021), hem insan periferal kan Iokositlerinde hem de
fibroblast hiicrelerinde yalnizca 6-24 saatlik kisa siireli saklamanin bile DNA gociinii
artirdi§ini rapor etmistir. Bu sonug, komet testinin sadece giinler degil, saatler icinde bile
DNA hasarindaki degisimleri yakalayabildigini gostermektedir. Caligmamizda izole
lenfositlerde 3. giinden itibaren gézlenen DNA hasar artis1, Volobaev’in kisa siireli duyarlilik

bulgularinin giin dlgegine yansimig hali olarak yorumlanabilir.

Marino ve arkadaslari (2021), tam kan ve PBMC 0&rneklerini degerlendirerek kisa
sireli saklamalarda DNA hasarinin simirli kaldigimi, ancak uzun siireli kosullarda
PBMC’lerin daha hassas oldugunu bildirmistir. Bizim ¢alismamizda da kisa vadede tam
kanin o6lgiilebilir ve daha stabil kalmasi, izole lenfositlerin ise daha erken bozulmaya

baglamasi bu literatiir bulgulariyla uyumludur.

Ayrica, MIRCA kilavuzunda (Meller vd., 2020) belirtildigi {izere, gecikme siiresi,
saklama sicakligi, tamponlarin tazeligi ve lizis kosullar1 gibi pre-analitik degiskenler
laboratuvarlar arasi varyasyonu artirmaktadir. Ozellikle agaroz konsantrasyonu, alkali
inkiibasyon siiresi ve elektroforez parametrelerinin siki kontrol altinda tutulmasi gerektigi
vurgulanmistir (Collins, 2014). Caligmamizda oda sicakliginda 5. giinden itibaren goriilen
ghost hiicre olusumlari, pre-analitik kosullarin komet sonuglarii  dogrudan

etkileyebilecegine dair 6nemli bir gostergedir.
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Sonug olarak, kisa siireli saklamalarda tam kanin izole lenfositlere kiyasla daha stabil
oldugu, ozellikle ilk 48 saat i¢inde giivenilir sonuglar verdigi sdylenebilir. Izole lenfositlerin
ise oda sicakliginda en fazla 2 giin, +4 °C’de ise en fazla 3 giin boyunca kullanilabilir oldugu
degerlendirilmektedir. Daha uzun siireli saklamalarda DNA hasarindaki artig ve ghost hiicre

olusumu nedeniyle analizlerin giivenilirligi azalmaktadir.

Bu ¢aligmada —20 °C ve —80 °C’de hem dogrudan (saklama ¢6zeltisi olmaksizin) hem
de DMSO igeren kosullarda saklanan tam kan ve izole lenfosit ornekleri 1., 3., 6. ve 12.
aylarda komet testi ile degerlendirilmistir. Bulgular, 6zellikle izole lenfositlerde —80 °C ve
DMSO kombinasyonunun DNA biitiinliigiinii en iyi korudugunu, buna karsin —20 °C’de,
ozellikle kriyoprotektansiz kosullarda ghost hiicre olusumunun belirginlestigini géstermistir.
Tam kan 6rneklerinde 6l¢iimler yapilabilmis olsa da bazi noktalarda DMSO eklenmesi DNA
goclinli artirmistir. Bu durum, Ornek tipine gore saklama ¢ozeltisinin farkli etkiler

gosterebilecegine isaret etmektedir.

Marino ve arkadaslari (2021), tam kan ve PBMC orneklerini 12 aya kadar —80 °C’de
saklamis; 4 aya kadar DNA hasarinda anlamli degisiklik saptanmazken, 6. aydan itibaren
DNA hasarinin belirginlestigini rapor etmistir. Ayrica tam kan orneklerinde bazal DNA
hasarinin PBMC’lere gore daha yiliksek olabilecegi de belirtilmistir. Bu bulgular, bizim
calismamizda 6zellikle 6-12. aylarda izlenen DNA hasar artiglariyla uyumludur.

Moller ve arkadaslar1 (2021), farkli kan fraksiyonlarinin (tam kan, buffy coat, PBMC)
uygun protokollerle saklanmasi halinde DNA hasarinda yalnizca minimal diizeyde artis
gozlendigini, ayrica DNA onarim kapasitelerinin giivenilir bigimde degerlendirilebildigini
vurgulamiglardir. Bu bilgi, ¢alismamizda —80 °C’de DNA stabilitesinin biiyiik &lgiide

korunmasiyla ortiismektedir.

Baydas ve arkadaslart (2021), kisa ve wuzun siireli saklama kosullarmi
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda 6zellikle izole hiicrelerde —20 °C’nin DNA biitiinligiini
korumada yetersiz oldugunu bildirmistir. Calismamizda —20 °C’de saklanan izole

lenfositlerde goriilen ghost hiicreler de bu bulguyu destekler niteliktedir.

Bankoglu ve arkadaglarn (2021) ise tam kan, buffy coat ve PBMC’lerin
kriyoprezervasyon sonrasi komet testi ile DNA hasarinin ve DNA onariminin giivenilir
bicimde oOlgiilebildigini gdstermistir. Bununla birlikte, protokol ayrintilarinin (dondurma—

¢dzme hizi, DMSO konsantrasyonu) belirleyici oldugu 6zellikle vurgulanmistir. Bu sonug,
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bizim ¢aligmamizda DMSO’nun izole lenfositlerde koruyucu etki saglarken tam kanda her

zaman ayni faydayi gostermemesini agiklayabilir.

Sonug olarak, uzun siireli saklamalarda izole lenfositlerin —80 °C + DMSO
kombinasyonu ile korunmast DNA biitiinligiinii saglamada en uygun kosul olarak one
cikmaktadir. Tam kan Ornekleri kisa vadede daha dayanikli goriinse de uzun siireli
saklamalarda DNA hasar1 artmaktadir ve saklama ¢ozeltisinin olast yan etkileri dikkate
almmalidir. =20 °C kosullart uzun dénem saklama i¢in uygun degildir; ozellikle izole
lenfositlerde ~ ghost  hiicre  artis1  nedeniyle  analizler  giivenilir  sekilde

gerceklestirilememektedir.

Bu calismada kullanilan DMSO igeren saklama ¢ozeltisinin etkileri 6rnek tipine gore
farklilik gostermistir. Bulgular, izole lenfositlerde DMSO’nun 6zellikle —80 °C kosullarinda
DNA biitiinliigiinii korudugunu, buna karsilik tam kan 6rneklerinde bazi1 zaman noktalarinda
DNA hasarint artirabildigini gdstermektedir. Bu durum, literatiirdeki bulgularla da

desteklenmektedir.

Bankoglu ve arkadaslari (2021), PBMC’lerin dondurulmasinda %10 DMSO
kullaniminin DNA  biitiinliigiinii korudugunu, ¢6ziindiirme sonrasi kisa bir toparlanma
(recovery) siiresi ile giivenilir komet analizleri yapilabildigini rapor etmistir. Bu bulgu,
calismamizda izole lenfositlerde DMSO ile DNA hasarindaki azalmanin gozlenmesiyle

uyumludur.

Pu ve arkadaslar1 (2016) da insan kaninda yaptiklar1 ¢alismada, %10 DMSO ile —80
°C kosullarinda saklanan &rneklerin hem alkali hem de Fpg-modifiye komet testi i¢in uygun
oldugunu gostermistir. Bu galigsma, izole lenfositlerde DMSO’nun koruyucu mekanizmasini
desteklemektedir. Buna karsilik, Ladeira ve arkadaglar1 (2019) tam kan, buffy coat ve
PBMC’lerde kriyoprezervasyonun DNA hasar iizerine etkilerini karsilastirmis; tam kanin
bazi kosullarda kriyoprotektansiz da giivenle saklanabilecegini belirtmistir. Benzer sekilde
Koppen ve arkadaglari (2018) de tam kan i¢in uygun protokollerle kriyoprotektansiz
kosullarda komet analizinin giivenilir yapilabilecegini rapor etmistir. Bu ¢aligmalar,
calismamizda tam kanda DMSO eklenmesiyle gézlenen DNA hasar1 artigin1 agiklamakta;
tam kan matriksinde DMSO’nun her zaman koruyucu etki gostermedigini teyit etmektedir.
Bu farkliligin mekanizmast1 kismen DMSO’nun eritrositler iizerindeki etkileriyle
aciklanabilir. Yi ve arkadaslar1 (2017), DMSO’nun eritrositlerde gecirgenligi degistirdigini,
diisiik konsantrasyonlarda bile hemolizi artirabildigini ve buna bagli oksidatif stres

olusturabilecegini gostermistir. Benzer sekilde, Gironi ve arkadaslar1 (2020) DMSO’nun
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biyolojik membranlarin mekanik ve yapisal Ozelliklerini degistirdigini bildirmistir. Bu
mekanizmalar, tam kan 6rneklerinde DMSO’nun bazen DNA hasarini artirabilmesinin olasi
nedenlerindendir. Sonug¢ olarak, DMSO izole lenfositlerde —80 °C kosullarinda DNA
biitiinliigiinii koruyan etkili bir kriyoprotektandir. Ancak tam kan Orneklerinde eritrosit-
plazma matriksi nedeniyle DMSO’nun etkisi daha karmasik olup, bazi durumlarda DNA
gbclinii artirabilmektedir. Bu nedenle, izole lenfositlerde —80 °C + %10 DMSO o6nerilirken,

tam kan i¢in DMSO’suz saklama protokollerinin da giivenilir olabilecegi dikkate alinmalidir.

Bu calismada baz1 gruplarda (6zellikle —20 °C ve kriyoprotektansiz kosullarda uzun
stireli saklamada) ghost hiicre olusumu nedeniyle Comet Assay yaziliminin hiicreleri
sayamadig1 gozlenmistir. Skorlama ve raporlama ilkeleri agisindan, giincel kilavuz ve
validasyon c¢aligmalarinda ghost/hedgehog hiicrelerin standart DNA hasar1 parametrelerine
(%Tail DNA, OTM) dahil edilmemesi, bunun yerine ayr1 bir son nokta olarak raporlanmasi
onerilmektedir. Ornegin bir OECD (2016) dogrulama ¢alismasinda, hiicreler “skorlanabilir”,
“skorlanamaz” ve “hedgehog” olarak siniflandirilmis; hedgehog hiicreler kaydedilmis ancak
istatistiksel analize dahil edilmemistir. Benzer bigcimde MIRCA kilavuzu (Meller vd., 2020)
ve gorsel skorlama rehberi (Meller vd., 2023) ghost hiicre oranlarinin mutlaka agikc¢a

raporlanmasini ve bu hiicrelerin DNA hasar1 metriklerinden ayr1 tutulmasini 6nermektedir.

Ghost hiicrelerin artisi gogunlukla sitotoksisite artisiyla paralel seyretmektedir. Bu
nedenle komet testi ile birlikte mutlaka viabilite/sitotoksisite testleri (6rn. Trypan blue, MTT,
LDH, koloni olusumu) uygulanmalidir. Azqueta ve arkadaslar1 (2022), komet testinde
yanlig-pozitif sonuglarin Onlenebilmesi i¢in sitotoksisite diizeyinin kontrol edilmesi
gerektigini ve yaklasik %25 canlilik kaybinin pratik bir esik degeri olarak kullanilabilecegini
onermektedir. Cordelli ve arkadaslar1 (2021) da benzer sekilde nanomalzeme g¢aligsmalarinda

sitotoksisiteye yol agan dozlardan kaginilmasi gerektigini belirtmistir.

Bu c¢alismada —20 °C’de (6zellikle kriyoprotektansiz kosullarda) saklanan izole
lenfositlerde ghost hiicre artis1 gézlenmistir. Bu durum, buz kristali olusumu ve osmotik
stresin hiicre zarim ve ¢ekirdek biitiinliigiinii bozmasiyla agiklanabilir. Buna karsilik =80 °C
+ %10 DMSO kosullarinda saklanan izole lenfositlerde DNA biitlinliigiiniin korundugu
goriilmiigtiir. Bu bulgu, literatiirde DMSO’nun buz kristali olusumunu azaltarak DNA
yapisin1 koruduguna dair raporlarla uyumludur. Sonug olarak ghost hiicreler, yalnizca asir
DNA hasarmin degil, ayn1 zamanda sitotoksisite ve pre-analitik stresin gostergesi olarak

degerlendirilmelidir. Bu nedenle laboratuvarlar arasi karsilastirmalarda ghost hiicrelerin ayri
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bir parametre olarak raporlanmasi ve MIRCA standartlarina uygun bicimde kayit altina

alinmasi biiyiik 6nem tagimaktadir (Meller vd., 2020; Meller vd., 2023).

Bu calismada kisa siireli (+4 °C ve oda sicakligl) ve uzun siireli (—20 °C/—80 °C)
saklama kosullarinda tam kan ile izole lenfositlerin komet testi sonuglar1 karsilastirildiginda,
kisa vadede tam kanin analitik olarak daha stabil kaldig1 (ghost hiicre olusumunun daha geg
basladigl), uzun vadede ise izole Ilenfositlerin dogru kriyoprotektan ve sicaklik
kombinasyonu (6zellikle =80 °C + DMSO) altinda DNA biitlinltigiinii daha iyi koruyabildigi
gortilmiistir (Marino vd., 2021; Koppen vd., 2018; Ladeira vd., 2019; Bankoglu vd., 2021;
Moller vd., 2021).

Kisa siireli saklama kosullarinda (ilk 1-7 giin), izole lenfositlerde hiicre izolasyonunun
mekanik/ozmotik yiikii ve tampon degisimi nedeniyle erken donemde DNA gdcii artis1 ve
ghost hiicre egilimi daha ¢abuk ortaya ¢ikarken; tam kanin plazma ve eritrosit igerigi, ilk 48—
72 saatte kismi tamponlama etkisi olusturabilmektedir. Volobaev ve arkadaslar1 (2021),
yalnizca saatler 6lgeginde bile (624 saat) saklama/isleme gecikmelerinin komet metriklerini
etkiledigini; Baydas ve arkadaglar1 (2021) ise +4 °C’de ilk hafta i¢in DNA hasarindaki
degisimlerin siirli kaldigini bildirmistir. Bu bulgular, calismamizda kisa vadede tam kanin
oOlgiilebilirligi ve izole lenfositlerin kirilganligi yoniindeki gozlemlerimizle ortlismektedir

(Volobaev vd., 2021; Baydas vd., 2021).

Uzun siireli saklama kosullarinda (> 1-12 ay), uygun sekilde korunmus izole
lenfositler/PBMC’ler —80 °C + %10 DMSO ile DNA biitiinliiglinii daha iyi korumaktadir.
Buna karsin —20 °C saklama, 6zellikle kriyoprotektansiz kosullarda, buz kristali ve osmotik
stres nedeniyle niikleer yap1 bozulmasina ve ghost hiicre artigina yol agmaktadir. Bankoglu
ve arkadaslar1 (2021), tam kan, buffy coat ve PBMC’lerin kriyoprezervasyon sonrast Comet
Assay yazilim ile giivenilir bicimde degerlendirilebildigini; ancak protokol ayrintilarinin
(dondurma-¢ézme hizi, DMSO kullanimi) belirleyici oldugunu gostermistir. Meller ve
arkadaslar1 (2021) ise farkli kan fraksiyonlarimin biyobanka materyali olarak kiiciik/orta
diizey bazal etkilerle saklanabildigini, fakat ayrintili raporlama gerektirdigini vurgulamistir

(Bankoglu vd., 2021; Meller vd., 2021).

Bazal hasar diizeyi acisindan bakildiginda, Marino ve arkadaslar1 (2021), 12 aylik
izlemede tam kan Orneklerinde hem taze hem donmus durumda PBMC’ye kiyasla bazal
DNA hasarinin daha yiiksek oldugunu ve oOzellikle 6. aydan itibaren hasar artiginin
belirginlestigini rapor etmistir. Bu bulgu, calismamizda uzun vadede tam kanda DNA

hasarinin daha fazla olmasina iligkin gdzlemlerle uyumludur (Marino vd., 2021).
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Tam kanin pratik iistiinligii ile izolasyonun getirisi karsilastirildiginda, Koppen ve
arkadaglar1 (2018), tam kan icin optimize edilmis kriyoprezervasyon protokolleriyle diisiik
hacimli orneklerden giivenilir komet Ol¢limleri yapilabilecegini gostermistir. Ladeira ve
arkadaslar1 (2019) ise farkli kan fraksiyonlarinda (tam kan, buffy coat, PBMC)
kriyoprezervasyonun DNA hasaria etkilerini karsilagtirarak 6rnek tipine 6zgii protokol

gerekliligini vurgulamistir (Koppen vd., 2018; Ladeira vd., 2019).

Ornek tipine bagl farkliliklart dogru yorumlamak igin ise standartlastirma ve
karsilastirilabilirlik 6nemlidir. MIRCA kilavuzu, pre-analitik degiskenlerin (gecikme stiresi,
sicaklik, lizis/alkali kosullari, elektroforez parametreleri, DMSO yiizdesi, dondurma/cézme
hizi) ayrintili bigimde raporlanmasini Onermektedir. Cok merkezli caligsmalar icin
dondurulmus PBMC/buffy coat orneklerinin kullanimi ve yontemsel tutarlilik 6nemlidir

(Moller vd., 2021; Bankoglu vd., 2022; Collins, 2014).

Sonug olarak kisa vadeli dl¢limler (< 48—72 saat) i¢in tam kan pratik ve giivenilir bir
secenek sunarken; uzun vadeli saklama ihtiyacinda izole lenfosit/PBMC o6rneklerinin —80 °C

ve DMSO ile korunmasi DNA stabilitesi agisindan daha uygundur.

Bu calismada elde edilen bulgular, komet testi ile DNA hasarinin 6rnek tipi (tam kan
vs. izole lenfosit), saklama sicakligi (oda sicakligi, +4 °C, =20 °C, —80 °C) ve saklama
¢ozeltisinin varligina bagl olarak farklilik gosterdigini ortaya koymustur. Literatiirde yapilan
benzer ¢alismalarla karsilastirildiginda, elde edilen sonuglarin biiyiik 6l¢iide uyumlu oldugu,

ancak bazi kosullarda geliskili bulgularin da yer aldig1 goriilmektedir.

Kisa siireli saklama kosullarina bakildiginda, ¢alismamizda +4 °C’de kisa siireli
saklamada DNA hasarmin gorece disiik diizeyde kaldigi, ancak izole lenfositlerde 3—4.
giinden itibaren anlamli artis gozlendigi tespit edilmistir. Baydas ve arkadaslari (2021), +4
°C’de hem tam kan hem de izole lenfositlerde 1 haftaya kadar DNA hasarmin sinirh
kaldigini bildirmistir. Bizim ¢alismamizda izole lenfositlerde daha erken artigin gdzlenmesi,

muhtemelen izolasyon isleminden kaynaklanan ek stresle agiklanabilir (Baydas vd., 2021).

Uzun siireli saklama kosullarina bakildiginda, —80 °C’de DMSO ilavesiyle saklanan
izole lenfositlerde DNA biitiinliigiiniin biiyiik 6l¢lide korundugu sonucumuz, Bankoglu ve
arkadaslarinin (2021) ve Marino ve arkadaglariin (2021) bulgulariyla uyumludur. Her iki
calisma da —80 °C’de DMSO varliginda uzun siireli saklamanin DNA hasarin1 minimal

diizeyde tuttugunu rapor etmistir. Buna karsin —20 °C’de kriyoprotektansiz saklama
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kosullarinda ghost hiicre olusumunun artisi, bizim ¢alismamizda da gézlenmis ve literatiirde

de bu durum DNA biitiinligiinii bozucu bir faktor olarak tanimlanmistir (Ladeira vd., 2019).

Tam kan ve PBMC Kkarsilastirildiginda, Marino ve arkadaglart (2021), tam kan
orneklerinde bazal DNA hasarinin PBMC’lere kiyasla daha yiiksek oldugunu, ancak kisa
stireli saklamada bu farkin sinirh kaldigini belirtmistir. Bizim bulgularimiz da kisa vadede
tam kanin daha stabil oldugunu, fakat uzun vadede izole lenfositlerin DMSO ile daha iyi
korundugunu gostermektedir. Koppen ve arkadaslari (2018) ise tam kanin uygun
protokollerle kriyoprezervasyona uygun oldugunu, ancak PBMC’lerin arastirma amacli uzun

donem saklama i¢in daha elverisli oldugunu vurgulamistir.

Ghost hiicre olusumu agisindan degerlendirildiginde, calismamizda —20 °C
kosullarinda izole lenfositlerde gozlenen ghost hiicreler, Lorenzo ve arkadaslarinin (2013)
komet testinde “hedgehog/ghost” morfolojilerinin siklikla ileri sitotoksisiteye isaret ettigini
bildiren ¢alismalariyla uyumludur. Bu da DNA hasarinin yalnizca genotoksisite degil, ayni
zamanda sitotoksisite parametreleri ile birlikte degerlendirilmesi gerektigini ortaya

koymaktadir.

Celigkili bulgular acisindan bakildiginda, literatiirde bazi ¢alismalar tam kanin daha
yiiksek bazal hasara sahip oldugunu (Marino vd., 2021), bazilan ise kisa siireli saklamada
tam kanin daha giivenilir oldugunu (Baydas vd., 2021) gostermistir. Bu farkliliklar, biiyiik
olasilikla donér ozellikleri, 6rnek isleme hizlari, kullanilan tamponlar ve elektroforez
kosullarindaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle ¢aligmamizin sonuglari, genel
egilimi desteklemekle birlikte, metodolojik farkliliklar nedeniyle bazi noktalarda

ayrigmaktadir.

Sonug olarak, bulgularimiz literatiirle biiyiik 6l¢lide ortiismekte; 6zellikle —80 °C +
DMSO kombinasyonunun DNA biitiinliigiinii koruyucu etkisi evrensel olarak teyit
edilmektedir. Ancak kisa vadede tam kan ve izole lenfositler arasindaki farkliliklarin,
izolasyon islemleri ve laboratuvarlar arasi metodolojik degiskenlerden etkilendigi

unutulmamalidir.

Bu calisma, ornek tipi (tam kan ve izole lenfosit), saklama siiresi ve sicakligr ile
saklama ¢ozeltisinin (DMSO) komet testi sonuglarini anlamli bi¢imde etkiledigini ortaya
koymustur. Kisa vadede (<48-72 saat) tam kan Ornekleri, analiz edilebilirlik ve hiicresel

morfolojik biitiinliik agisindan izole lenfositlere kiyasla daha stabil kalmistir. Buna karsilik
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uzun vadede (>1-12 ay), izole lenfositlerin —80 °C’de DMSO varliginda saklandiginda DNA
biitiinliiglinii daha iyi korudugu dogrulanmigtir (Bankoglu vd., 2021; Marino vd., 2021).

Klinik ve biyomonitorizasyon uygulamalar1 agisindan, pre-analitik asamadaki gecikme
ve saklama sicakligi en kritik belirleyicilerdir. Cok merkezli arastirmalar, kisa siireli
saklamalarda +4 °C’nin DNA hasarini minimal diizeyde tuttugunu, buna karsin oda
sicakliginda Ozellikle izole hiicrelerde erken donemde DNA hasarmin belirginlestigini
gostermektedir. Uzun siireli saklama i¢in —80 °C ve uygun kriyoprotektan kullanim
onerilmektedir. Buna karsihlk —20 °C’nin 6zellikle kriyoprotektansiz kosullarda
ghost/hedgehog hiicre artisina yol agtigi ve DNA biitiinliigiinii bozdugu bildirilmistir
(Baydas vd., 2021; Volobaev vd., 2021).

DMSO’nun etkisinin ornek tipine bagli oldugu goriilmektedir. PBMC ve izole
lenfositlerde %10 DMSO kullanimi, buz kristali olusumunu azaltarak niikleer biitiinliigiin
korunmasina katkida bulunurken, tam kan 6rneklerinde eritrosit ve plazma komponentleri
nedeniyle farkli sonuglar elde edilmektedir. Eritrositlerde membran gecirgenligini degistiren
ve hemoliz egilimini artirabilen DMSO, dolayli olarak lokositlerde DNA gogiinii de
artirabilir. Bu nedenle tam kan i¢in DMSO kullanimi zorunlu degildir (Yi vd., 2017).

Ghost/hedgehog hiicreler, ileri diizey DNA parcalanmasi ve/veya sitotoksisite ile
iligkilendirilmektedir. Bu nedenle bu hiicreler %Tail DNA ve OTM gibi nicel sonug
analizlerine dahil edilmemeli, ayr1 bir parametre olarak raporlanmalidir. Sitotoksisite
esiklerinin uygulanmasi (yaklasik %25 canlilik kaybi) yanlis pozitif yorum riskini
azaltmaktadir. Bu yaklasim, giincel yontem g¢aligmalar1 ve kilavuzlarla da desteklenmektedir
(Azqueta vd., 2022; Collins vd., 2023). Ayrica, raporlamada MIRCA ilkelerinin (6r. gecikme
stiresi, saklama sicakligi, lizis ve alkali kosullar, elektroforez parametreleri, DMSO yiizdesi,
dondurma-¢6zme hizi) titizlikle uygulanmasi, laboratuvarlar arasi karsilastirilabilirligi

artirmaktadir (Meller vd., 2020).

Biyobanka ve saha aragtirmalar1 acgisindan, dondurulmus kan fraksiyonlarinda (tam
kan, buffy coat, PBMC) DNA hasar1 ve onarim Ol¢iimleri uygun protokollerle giivenilir
sekilde yapilabilmektedir. Bununla birlikte, kullanilan kriyoprotektan, dondurma-¢ézme
hizlann ve c¢ozdiirme sonrasi toparlanma siiresi gibi metodolojik ayrmtilar, sonuglarin
giivenilirligini dogrudan etkilemektedir. EPIC-Heidelberg kohortu {izerine yapilan ¢caligmada
komet testinin kisa ve uzun vadeli tekrarlanabilirligi degerlendirilmis ve oOzellikle
PBMC/bufty coat 6mneklerinde zaman noktalar1 arasinda degiskenlikler rapor edilmistir
(Bankoglu vd., 2022).
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Regiilasyon ve translasyon boyutunda, OECD TG-489 kilavuzu, in vivo memeli
komet testi uygulamalarinda istatistiksel analiz ve tarihsel kontrol verilerinin 6nemini
vurgulamaktadir. Klinik ve adli uygulamalarda komet testinin giivenilirliginin artirilmasi igin

protokol seffaflig1 ve kalite gostergeleri kritik 6nemdedir (OECD, 2016).

Sonug olarak, kisa vadeli 6l¢limlerde tam kanin pratik ve giivenilir bir segenek oldugu;
uzun vadeli saklamada ise izole lenfosit veya PBMC o6rneklerinin —80 °C’de DMSO ile
korunmasinin DNA stabilitesi agisindan en uygun yaklagimi sundugu goriilmiistiir. Komet
testinin klinik ve adli bilimlerde daha yaygin kullanilabilmesi i¢cin harmonize edilmis
protokoller, sitotoksisite esiklerinin uygulanmasi ve ghost hiicre raporlamasinin standardize

edilmesi, gelecekte uluslararasi diizeyde mutlaka saglanmalidir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda, tam kan ve izole lenfosit 6rneklerinin kisa ve uzun siireli farkli
saklama kosullarinda DNA hasar1 {izerine etkileri komet testi ile sistematik olarak
incelenmistir. Bulgular, 6rnek tipinin (tam kan/izole lenfosit), sicakligin ve saklama
cozeltisinin DNA biitiinliigli agisindan kritik 6neme sahip oldugunu ortaya koymustur.
Ozellikle kisa vadede (<72 saat) tam kan &rneklerinin daha stabil oldugu, uzun vadede (>1—
12 ay) ise izole lenfositlerin —80 °C ve DMSO ile birlikte saklandiginda DNA biitiinliigiinii

daha iyi korudugu goriilmiistiir.

Calismamizda +4 °C kosullarinda saklanan tam kan 6rneklerinde DNA hasarinin ilk
hafta boyunca smirli kaldigi, buna kargin oda sicakliginda saklanan &rneklerde 5. giinden
itibaren ghost hiicrelerin artmasi nedeniyle analizlerin yapilamaz hale geldigi saptanmistir.
Izole lenfositlerde ise DNA hasarinin oda sicakliginda 3. giinden, +4 °C’de ise 4. giinden
itibaren anlamli diizeyde arttig1 belirlenmistir. Bu bulgular, kisa vadeli analizlerde tam kanin
daha giivenilir bir materyal oldugunu gostermektedir. Uzun siireli saklama kosullarinda —20
°C’nin yetersiz kaldigi, o&zellikle kriyoprotektansiz izole lenfositlerde ghost hiicre
olusumunun belirginlestigi saptanmistir. Buna karsilik —80 °C kosulunda ve DMSO
varliginda saklanan 6rneklerde DNA biitiinliigliniin biiyiik 6l¢iide korundugu goriilmiistiir.
Ayrica, tam kanda DMSO varligmmin bazi kosullarda DNA hasarmi artirdigi, bunun
muhtemelen eritrositlerde hemoliz ve oksidatif stres mekanizmalari ile iligkili olabilecegi

diistintilmektedir.

Bu ¢alisma, komet testi metodolojisine ve biyomonitorizasyon arastirmalarina énemli
katkilar saglamaktadir. Literatiirde sinirh sayida yer alan karsilagtirmali ¢calismalarin 6tesine
gecerek, hem tam kan hem izole lenfositlerin farkli saklama kosullarina verdikleri yanitlar
sistematik sekilde analiz edilmistir. Arastirmanin bilimsel katkilar1 su sekilde 6zetlenebilir:
Kisa vadeli analizlerde tam kanin pratik ve giivenilir bir segenek oldugunun gosterilmesi,
uzun vadeli biyobanka caligmalarinda izole lenfositlerin —80 °C ve DMSO ile birlikte
saklanmasinin en uygun kosul oldugunun ortaya konmasi, ghost hiicrelerin yalnizca
genotoksisite degil, aym1 zamanda sitotoksisite ve pre-analitik faktorlerle iligkili
olabileceginin vurgulanmast ve tam kan ile PBMC’ler arasindaki farkliliklarin dondr
ozellikleri, ornek hazirlama hizlari ve kullanilan protokollerle acgiklanabileceginin

goOsterilmesi bu ¢alismanin 6ne ¢ikan yonleridir. Bu baglamda c¢alismamiz, hem bilimsel
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arastirmalar hem de biyobankacilik, adli tip ve klinik toksikoloji uygulamalari agisindan

onemli bir metodolojik referans niteligi tasimaktadir.

Calismamiz, komet testinin gilivenilirligi a¢isindan saklama kosullarinin kritik roliinii
vurgulamaktadir. Bulgulara gore, kisa siireli analizlerde (+4 °C, <72 saat) tam kan
orneklerinin izolasyona gerek kalmadan kullanilabilecegi; uzun siireli saklamalarda (>1-12
ay) izole lenfositlerin —80 °C ve %10 DMSO ile saklanmasinin DNA biitiinliigiinii korumak
i¢cin zorunlu oldugu anlagilmaktadir. Ayrica —20 °C kosullarinin 6zellikle kriyoprotektansiz
saklamalarda DNA hasarim1 hizla artirdigi ve ghost hiicre olusumunu tetikledigi
belirlenmistir. Tam kanda DMSO kullaniminin her zaman faydali olmadigi, eritrositlerin ve
plazma proteinlerinin etkisiyle DNA hasarinin artabilecegi géz oniinde bulundurulmalidir.
Bununla birlikte MIRCA kilavuzunda onerildigi sekilde tiim pre-analitik kosullarin
(tamponlarin tazeligi, elektroforez kosullari, dondurma-¢ozme hizi vb.) raporlanmasinin
zorunlu oldugu vurgulanmaktadir. Bu ¢ikarimlar, saha 6rneklemesi, biyobanka yonetimi,

toksikoloji testleri ve klinik arastirmalar i¢in dogrudan uygulanabilir sonuglar sunmaktadir.

Her bilimsel aragtirmada oldugu gibi bu calismanin da bazi smirliliklarn
bulunmaktadir. Ornek sayisinin siirli olmasi, farkl yas, cinsiyet ve saglik durumuna sahip
bireylerde dogrulama yapilmasini gerektirmektedir. Komet testi yalnizca DNA kiriklarini
6lgmektedir; DNA hasarinin daha kapsamli degerlendirilmesi i¢in YH2AX, mikroniikleus
testi ve 8-0x0-dG gibi ek biyobelirteglerin entegrasyonu gereklidir. Calismamizda sadece
DMSO kriyoprotektan1 kullanilmigtir. Alternatif kriyoprotektanlarin (trehaloz, hidroksietil
nisasta, antioksidan katkilar vb.) arastirilmasi ileriki ¢alismalar i¢in gereklidir. Ayrica ghost
hiicrelerin standardizasyonu heniiz uluslararasi diizeyde saglanmamistir; bu nedenle

laboratuvarlar arasi karsilagtirmalarda farkliliklar goriilebilir.

Bu caligmanin sonuglari, saklama kosullarinin DNA hasar diizeyleri iizerinde
belirleyici oldugunu goéstermektedir. Ancak komet testi metodolojisi hala bazi sinirliliklar
icermekte ve bu alanin daha ileriye taginabilmesi i¢in cesitli iyilestirmelere ihtiya¢ vardir.
Gelecek aragtirmalara yonelik Oneriler su sekildedir: Daha genis drneklem ve ¢ok merkezli
dogrulama gereklidir. Calismamiz tek bir goniilliiden alman orneklerle yiiriitilmistiir.
Gelecek calismalarda farkli yas, cinsiyet ve saglik durumlarimi temsil eden daha genis
orneklemler {izerinde c¢alisilmali, ayrica ¢ok merkezli (multisite) caligsmalar ile protokol
varyasyonlarinin sonuglara etkisi arastirilmalidir. Ozellikle MIRCA (Minimum Information

for Reporting on the Comet Assay) kilavuzunun dnerdigi sekilde, pre-analitik degiskenlerin
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(6r. gecikme siiresi, saklama sicakligi, lizis kosullar1) sistematik raporlanmasi, ¢aligmalarin

karsilastirilabilirligini artiracaktir (Meller vd., 2020).

Coklu biyobelirteclerin entegrasyonu oOnemlidir. Komet testi tek basina DNA
kiriklarin1 gostermektedir, ancak DNA hasar1 ve onarimi hakkinda daha kapsamli bilgi elde
etmek igin farkli biyobelirteglerle desteklenmesi gereklidir. Ornegin YH2AX, mikroniikleus
testi ve 8-0x0-dG gibi ek parametrelerle komet verilerinin birlikte degerlendirilmesi,

genomik instabiliteyi daha kapsamli sekilde ortaya koyabilir (Valdiglesias vd., 2013).

Alternatif kriyoprotektanlarin arastirilmasi da gelecekte Onem tagimaktadir. Bu
calismada izole lenfositlerde DMSO’nun koruyucu etkisi acik¢a gozlenmistir. Ancak
DMSO’nun eritrositler ve endotel hiicreleri iizerinde olasi toksik etkileri rapor edilmistir (Yi
vd., 2017). Bu nedenle, trehaloz, hidroksietil nisasta gibi alternatif kriyoprotektanlarin ya da
antioksidan katkili c¢ozeltilerin test edilmesi, daha biyouyumlu saklama kosullarinin

gelistirilmesine katki saglayacaktir (Baust vd., 2009).

Ghost hiicrelerin standardize edilmesi gerekmektedir. Calismamizda —20 °C
kosullarinda sik gbzlenen ghost hiicreler, ileri diizey DNA bozulmasinin gdstergesi olarak
kabul edilmistir. Ancak literatiirde bu morfolojilerin sitotoksisite ve genotoksisite ayriminda
dikkatle yorumlanmasi gerektigi vurgulanmaktadir. Gelecek ¢alismalarda ghost hiicreler i¢in
nicel esigin tanimlanmasi1 ve farkli toksik ajanlara veya saklama kosullarina bagh

degisimlerin sistematik incelenmesi gerekmektedir (Azqueta vd., 2022).

Biyobanka protokollerinin harmonizasyonu da biiyiikk Onem tasimaktadir.
Biyomonitorizasyon ve epidemiyolojik arastirmalarda komet testi kullanimi artmaktadir. Bu
nedenle, biyobankalarda saklanan kan &rneklerinin DNA hasar1 analizine uygunlugunu
saglamak amaciyla standart protokollerin gelistirilmesi ve uygulanmasi biiyiilk Onem
tagimaktadir. Bu konuda Moller ve arkadaglarmin (2021) onerdigi gibi, farkli kan
fraksiyonlarinin (tam kan, buffy coat, PBMC) saklama ve ¢dziindiirme kosullar1 net bigimde

tanimlanmali ve raporlanmalidir.

Klinik ve adli uygulamalara entegrasyon da gelecekteki 6nemli bir hedef olarak
goriilmektedir. Komet testi, cevresel toksin maruziyetlerinin biyobelirteci olarak
kullanilmakta, ayn1 zamanda adli tip alaninda DNA hasarinin retrospektif incelenmesine
olanak saglamaktadir. Ancak klinik ve adli uygulamalarda Komet’in giivenilirligi, saklama

kosullarinin standartlagtirilmasi ile dogrudan iligkilidir. Bu baglamda referans hiicrelerin ve
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ploidinin kontroli, testin dogru yorumlanmasi agisindan kritik goriilmektedir (Brunborg vd.,
2015).

Bu tez caligmasi, DNA hasari analizlerinde 6rnek saklama kosullarimin belirleyici
roliini kapsamli bi¢cimde ortaya koymustur. Bulgular, kisa vadede tam kanin pratik ve
giivenilir bir secenek oldugunu; uzun vadede ise izole lenfositlerin —80 °C ve DMSO
kombinasyonuyla DNA biitiinligiinii en iyi sekilde korudugunu gostermistir. Elde edilen
sonuclar yalnizca akademik arastirmalar igin degil, ayn1 zamanda biyobankacilik, ¢evresel
biyomonitorizasyon, klinik toksikoloji ve adli tip uygulamalari i¢in de dogrudan
uygulanabilir metodolojik oneriler sunmaktadir. DNA hasar1 analizlerinde giivenilirligin
saglanmasi, yalnizca komet testi teknigine degil, ayn1 zamanda 6rneklerin dogru kosullarda
saklanmasina, pre-analitik degiskenlerin kontroliine ve raporlama standartlarinin
uygulanmasina baghdir. Gelecekte yapilacak aragtirmalarin MIRCA kilavuzuna uygun
olarak tasarlanmasi, ¢ok merkezli ve genis Orneklemli caligmalarla desteklenmesi, komet

testinin bilimsel, klinik ve adli degerini daha da artiracaktir.
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