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Öz 

Farklı hayvanların dokularında biriken pek çok kirletici faktör canlıda genotoksik etki 

göstermektedir. Bu etkinin değerlendirilmesinde kullanılan genotoksisite testleri; kirlilik 

ajanlarının hayvanlarda DNA hasarına neden olup olmadığının belirlenmesine olanak 

sağlar. Bu faktörlerin etkilerini belirleyebilmek için farklı hayvan dokularında pek çok 

test sistemi geliştirilmiş ve genotoksisite testleri büyük önem kazanmıştır. Bu çalışmada, 

genotoksik hasarın belirlenmesinde çok yaygın olarak kullanılan iki test yöntemi olan 

Mikronükleus ve Comet Assay testleri karşılaştırılmış, avantaj ve dezavantajları 

belirlenerek farklı hayvan türlerinde yapılan çalışmaların değerlendirilmesi 

amaçlanmıştır. 

Anahtar Kelimeler: Genotoksisite, genotoksik test yöntemleri, mikronükleus testi, comet 

assay 

 

 

Examples of the applications of Micronucleus (MN) and Comet 

Assay tests in different animal species. 

 

 

Abstract 

Many pollutants accumulate in the tissues of various animals and exhibit genotoxic effects 

in living organisms. Genotoxicity tests, used to assess this effect, allow for the 

determination of whether pollutants cause DNA damage in the organism. To determine 

the effects of these factors, various test systems have been developed in different animal 
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tissues, and genotoxicity tests have gained significant importance. In this study, two 

widely used test methods for assessing genotoxic damage, Micronucleus and Comet Assay 

tests, were compared, their advantages and disadvantages were determined, and the 

evaluation of studies conducted in different animal species was aimed. 

Keywords: Genotoxicity, genotoxic test methods, micronucleus test, comet assay 

 

 

1.  Giriş 

 

İnsan popülasyonundaki artış, endüstri ve sanayideki gelişmelerle birlikte kimyasalların 

yoğun bir şekilde üretimi, kullanımı ve buna bağlı olarak da bu maddelerin hem sucul 

hem de karasal ekosistemde birikimi artmıştır [1-3]. 

Genotoksik etkileri olan çevresel kirleticilerinin belirlenmesi ve değerlendirilmesi; 

kirlilik durumunun, kirlilik kaynaklarının kontrolünün ve kirliliğin izlenmesinde çok 

önemlidir. Bu nedenle pratik, kolay uygulanabilen, kısa sürede sonuçlanabilecek, ayrıca 

hassas yöntem ve tekniklere ihtiyaç duyulmaktadır [3-4].  Bu tekniklerin başında comet 

assay ve mikronükleus testi (MN) gelmekte ve en yaygın kullanılan biyoizleme testleri 

olarak karşımıza çıkmaktadır [3, 5-6].  Bu testlerin sonuçları farklı birçok türde kirlilik 

maruziyetinin ve kirliliğin etkisinin biyoizlemini amaçlayarak yapılan in vivo ve in vitro 

çalışmalara göre, kirlilik ve genotoksik hasar arasında önemli derecede pozitif bir 

korelasyon olduğunu ortaya koymaktadır [3, 7-9].  

 

 

2.   Materyal ve metod 

 

Çevresel kirliliğin belirlenmesinde kullanılan biyogöstergeler; birçok faktör hakkında 

bilgi sahibi olunmasını sağlarlar. Bu faktörler; ekosistemdeki canlıların toleransı, türlerin 

kirliliğe verdiği cevap, bu cevabın popülasyon, komünite ve ekositem üzerine etkisi, tüm 

bunların insan sağlığı üzerindeki zararlı etkilerinin belirlenebilmesidir [3,10]. 

Genotoksisite; çekirdek (nükleus), kromozomlar veya DNA’nın yapısında meydana gelen 

gen mutasyonları, kromozom anomalileri, DNA kırıkları veya DNA eklentileri gibi 

hasarları tespit etmektedir.  Genetik toksikoloji; fiziksel ve kimyasal ajanların ve 

radyasyon gibi kirleticilerin; kalıtsal materyaller, DNA ve hücreler üzerindeki toksik 

etkilerini inceler [11-12]. 

Genotoksikolojide kullanılan comet assay (tek hücre jel elektroforezi) [13] ve MN testi 

[14-16] kısa ve uzun dönem etkinin belirlenmesinde önemli role sahip iki tekniktir [3, 

17].  

Birçok farklı hayvan türünde kullanılan bu test yöntemlerinde aranan en belirgin 

özellikler; basit uygulanabilirlik, hızlı sonuç alabilme, ekonomik olması, az sayıda örnek 

ile çalışılabilirlik, hasarın tespitinde tercih edilir olması şeklinde sıralanabilir [18]. 
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1.1. Mikronükleus (MN) testi 

Mikronükleus testi ilk kez 70’li yıllarda sunulmuştur [16, 19].  Şekil 1’de gösterildiği gibi 

mikronükleuslar; mitotik hücre bölünmesinin farklı geçiş aşamaları sırasında oluşmuş 

sitoplazma içerisinde ana nükleusun yanında gözlenen fakat ana nükleusa dahil olmayan 

ikinci bir küçük nükleus yapısı olarak tanımlanmaktadır [16, 18, 20]. 

MN, hücre bölünmesi esnasında ana çekirdeğe dâhil olmayan, kromozomların ortamda 

serbest kalmasıyla oluşan nükleoplazma ile sarılı bir yapıdır [21].  MN çoğunlukla; 

mitotik iğdeki hatalardan, kromozomal hasarlardan, hücre döngüsünü kontrol eden 

genlerdeki eksikliklerden, kinetokor ya da mitotik evrenin diğer parçalarından 

kaynaklanmaktadır [12]. 

 

 

Şekil 1. Eritrosit hücrelerinde genel mikronükleus oluşumu (X100) [18]. 

 

MN miktarındaki artış ne kadar fazla ise genetik düzensizliğin o kadar fazla olduğu 

anlamına gelir ki bu test hem klastojenik hem de anojenik etkileri birlikte belirleyebilmek 

için kullanılan önemli bir testtir [22].  Anojenler etkisi altında oluşan MN’lar hücrenin 

çekirdeğine çok yakın büyüklükte olabilirler.  Çünkü anojenler etkisi ile oluşan MN’lar 

tam bir kromozom içerebilir.  Klastojenler etkisi altında oluşan MN’lar ise genellikle daha 

küçük boyutlu olmaktadırlar çünkü kromozomların parçalanması veya kopmasına neden 

olurlar [23-24].  MN’lar gen farklılaşması (mutasyon) ve mitoz bölünme sırasında 

kromozom kırılması sonucu oluşan sitoplazma içerisinde çekirdek ile aynı özelliği taşıyan 

küçük çekirdekçik görünümündeki oluşumlardır [22].  

Kromozomların genomlarındaki çevresel kirleticilerin etkileri iğ ipliklerinde işlevsel 

bozukluklara, sentromerde bölünme sorunlarına neden olarak bu sayısal artış veya azalış 

şeklindeki durumlar MN oluşumunu ortaya çıkarır [23-26]. 

MN testi kimyasal ve fiziksel ajanların oluşturduğu genotoksik etkilerin in vivo ve in vitro 

olarak belirlenmesinde çoğunlukla kullanılan bir testtir.  Bu test araştırıcıların geliştirdiği 

yeni yöntemler sonucu artık sadece kandaki kimyasal maddelerin sebep olduğu 

anormalileri in vitro olarak saptamak için değil başka dokularda da uygulama alanı 

bulmaya başlamıştır [26].  MN testinin memelilerin birçok türündeki hücrelerin 
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kromozomal hasarlarını belirlemek için geliştirildiği ve hassas ve güvenilirliği yüksek bir 

test yöntemi olduğu bildirilmiştir [27]. 

İnsanlarda DNA hasarının ölçülmesi ve MN frekansını belirlenmesi için MN test 

yöntemleri kullanılmıştır [28].  Bu test yöntemi kromozom anormalilerini gösteren diğer 

yöntemlere göre basit ve hızlı bir yöntem olarak karşımıza çıkmaktadır. Farklı 

hayvanların dokularında karşılaşılan MN’lar dokunun alındığı canlının herhangi bir 

genotoksik etki altında olup olmadığının anlaşılmasında oldukça önemli göstergelerdir 

[18, 29]. 

Farklı hayvan türleri ile balık MN testlerinde hücre tipleri ve onların tanımlanma kriterleri 

Tablo 1’de gösterilmektedir.  Eko-genotoksikolojik çalışmalar göstermektedir ki sucul 

canlılarda dahil farklı hayvan dokularının eritrositlerinde MN testi kirliliğin önemli bir 

belirtecidir [10, 30-37]. 

MN’ların belirlenmesi ve sınıflandırılması farklı örneklerde, farklı laboratuvarlarda ve 

farklı gözlemcilerde değişiklik gösterebilir: 

• MN’ların değerlendirilme aşamasında laboratuvarda yapılan diğer 

değerlendirme sonuçlarıyla karşılaştırma yapılmalıdır.  

• İlk aşamada lamlar kodlanarak grupların deney mi yoksa kontrol grubu mu 

olduğuna bakılmaksızın ‘kör’ olarak mikroskopta değerlendirilmelidir.  

• Hasarlı, çok fazla iç içe geçmiş, sayımı zor hücreler dikkate alınmamalı 

boyama sırasında da hata ya da boya kalıntıları olabileceği göz önünde 

bulundurulmalıdır. 

• Üst üste birikmiş ve hasarlı hücreler sayım sırasında dikkate alınmamalıdır. 

Ayrıca boyamadan kaynaklanan durumlar veya boya kalıntıları MN olarak 

değerlendirilip hücrelerin sayımında hatalara neden olabilmektedir.  

• Doğru bir sayım iyi bir değerlendirme için boyanmış preperatlar x1000 

büyütmede mikroskop altında incelenmelidir. Dikkat edilmesi gereken bu 

hususlar değerlendirme sırasında hem laboratuvarlar arasındaki farklılıkların 

hem de okuyuculardan doğabilecek hataların en aza indirilmesine olanak 

sağlayacaktır [5].  

 

1.2. Comet Assay 

DNA hasarını ve bu hasarın seviyesini belirlemeye yardımcı tek hücre jel elektroforezi 

olarak da adlandırılan comet assay ilk olarak Sing ve arkadaşları [38] tarafından ortaya 

çıkarılmıştır [13, 39].  DNA’ların hasar derecesinin durumuna göre kuyruklu yıldıza 

benzer formlarda farklı uzunluklarda görüntüler oluşturmalarıyla hasarın belirlendiği bu 

yönteme ingilizce “kuyruklu yıldız” anlamına gelen “comet assay” adı verilmiştir [13, 

18] (Şekil 2).  Comet yöntemindeki temel prensip, fiziksel ve kimyasal etkiler sonucu 

oluşmuş genotoksik ajanların oluşturduğu mutasyonların organizmanın DNA’sında ayrı 

ayrı incelenerek tespit edilmesidir [18, 40].  Yapılan son çalışmalarda kullanımı giderek 

artan comet assay, çevresel kirliliği ve bu kirliliğin organizmada meydana getirdiği 

hasarın belirlenmesinde oldukça yaygın olarak kullanılan bir genotoksisite testi haline 

gelmiştir [3, 41-44]. 

Farklı elektriksel yük ve molekül ağırlıklarına sahip DNA moleküllerinin elektriksel 

alanda göç etmeleri esasına dayanan yöntemde DNA’lar canlı hayvan dokularından izole 
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edilerek agaroz jel içerisine fikse edildikten sonra yürütme işlemine tabi tutulurlar [3, 38, 

45-46].  Yöntemin prosedür aşamaları tamamlandıktan sonra DNA molekülleri farklı 

boyalarla boyanarak hazırlanan preperatlar flüoresan mikroskopta incelenmeye tabi 

tutulur.  Bu yöntemde DNA hasarlarının değerlendirilmesinde; kuyruktaki DNA yüzdesi, 

kuyruk uzunluğu, kuyruk momenti ve baştaki DNA yüzdesi gibi parametreler yaygın 

olarak tercih edilmektedir [13, 18].  

Comet assay, tüm ökaryotik hücrelere uygulanabilmekte olup birçok memeli hücresinde 

de çeşitli ajanların yol açtığı DNA hasarı ve onarım bozukluğunun belirlenmesini 

amaçlayan çalışmalarda kullanılmaktadır.  Genotoksik hasar, ilk etki bölgelerinde 

değerlendirilebilir ve hemen hemen tüm ökaryotik hücrelere uygulanabilir [3].  Son 

zamanlarda comet yöntemi diğer test sistemlerine göre DNA hasarlarını belirlemedeki 

hassasiyetinden ve çalışma süresinin nispeten kısa olmasından dolayı toksisite 

çalışmalarında oldukça fazla tercih edilmektedir [5, 18, 47-51]. 

Şekil 2. Comet assay örneği [18]. 

 

2. Bulgular ve tartışma 

 

Fraklı organizma türlerinde kirleticilerin genotoksik etkilerinin araştırıldığı birçok 

çalışmada (Tablo 1 ve Tablo 2) görülmektedir ki kirlilik tüm canlı organizmalar için 

genotoksik bir risk olarak karşımıza çıkmaktadır.  Her iki test yönteminden yola çıkarak 

sonuçlar dikkate alındığında kirliliğin hayvanlar için genotoksik bir risk olmaktan öte 

sürekli izlenmesi ve derinlemesine değerlendirilmesi gereken bir durum olduğu 

görülmektedir.  Bu kirleticilerin veya herhangi bir kimyasalın genotoksisitesi 

araştırılırken bir tür üzerinde birkaç farklı test sistemi uygulanabildiği gibi birkaç tür 

üzerinde farklı test sistemlerinin kombine değerlendirilmesi sonuçların güvenilirliklerinin 

artması açısından önemlidir. 
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Tablo1. Farklı hayvanlarda kullanılan genotoksisite çalışmalarına mikronükleus 

örnekleri 

Organizma Türü Lokalite Hücre Tipi 
Araştırılan 

Kirlilik Kaynağı 
Kaynak 

Salmo trutta fario 

(balık) 
- Eritrositler PCB 77 7 

Labidochromis 

caeruleus 

(balık) 

Aydın, Türkiye Eritrositler Titanyum Dioksit 12 

Carassius auratus 

(balık) 
Türkiye 

Periferal kan 

eritrositler 

Herbisit 

(Roundup), 

glifosfat 

formülasyonu 

48 

Salmo trutta 

Anguilla anguilla 

Phoxinus phoxinus 

(balık) 

İspanya 
Böbrek, 

eritrositler 

Siklofosfamid, 

kolşisin ve 

kadmiyum 

52 

Cyprinus carpio 

(balık) 

İtalya, Perugia, 

Trasimeno Gölü 
Periferal kan 

Dezenfektanlar 

(sodyum 

hipoklorit, 

perasetik asit ve 

klorid dioksid) 

53 

Mugil sp. 

Netuma sp. 

(balık) 

Güney Brezilya Periferal Kan 

Çevresel 

kontaminantlar, 

mevsimsel 

değişiklikler 

54 

Carassius auratus 

auratus 

(balık) 

Türkiye 

Periferal kan 

eritrositleri, 

solungaç ve 

yüzgeç epitel 

hücreleri 

Civa clorid, 

kurşun asetat 
55 

Capoeta capoeta 

(balık) 

Kars Çayı, 

Türkiye 

Periferal kan 

eritrositleri 
Akrilamid 56 

Mytilus 

galloprovincialis 

(akdeniz midyesi), 

Ruditapes 

decussatus 

(akivades) 

Pecten maximus 

(deniz tarağı) 

Ostrea edulis 

(Avrupa yassı 

istiridyesi) 

Çanakkale, 

Türkiye 

Hemolenf 

hücreleri 
 57 

Mus musculus var. 

albinos (Albino fare) 
Giresun, Türkiye 

normakromatik 

eritrositler 
Dinikanazol 58 

At ve Domuz Bosna Hersek Lenfositler  59 

Rana ridibunda 

(kurbağa) 

Porsuk Çayı, 

Türkiye 
Eritrosit hücreleri Çeşitli faktörler 60 

Gnorimopsar chopi 

(kuş) 
Brezilya Eritrosit  61 

Civciv Türkiye 
Perifer kan 

hücreleri 
Fipronil 62 

Sprague-Dawley 

(sıçan) 
Türkiye 

Kemik İliği 

Hücreleri 

Bakır 

Asetoarsenit 
63 

Şap aşılı sığırlar Türkiye Kan serumları  64 
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Tablo 2. Farklı hayvanlarda kullanılan genotoksisite çalışmalarına Comet örnekleri 

Tür Çalışma Bölgesi Hücre Tipi 
Kontaminasyon 

Nedeni 
Kaynak 

Salmo trutta fario 

(balık) 
- Eritrositler PCB 77 7 

Zoarces viviparus Göteborg Limanı Eritrositler PAH metabolitleri 41 

Danio rerio 

(balık) 

Almanya, Rhine 

ve Elbe nehirleri 

Hepatositler ve 

solungaçlar 
- 44 

Carassius auratus 

(balık) 
Türkiye 

Periferal kan 

eritrositler 

Herbisit 

(Roundup), 

glifosfat 

formülasyonu 

48 

Cyprinus carpio 

(balık) 

İtalya, Perugia, 

Trasimeno Gölü 
Periferal kan 

Dezenfektanlar 

(sodyum 

hipoklorit, 

perasetik asit ve 

klorid dioksid) 

53 

Mugil sp. 

Netuma sp. 

(balık) 

Güney Brezilya Eritrositler 
Metil metan 

sülfonat (MMS) 
54 

Anguilla anguilla 

L. caged eel 

(balık) 

Portekiz, Aveiro 

Lagünü 

Karaciğer ve 

böbrek hücreleri 
- 65 

Limnoperna 

fortunei 

(golden midye) 

Guaíba Gölü 

(Brezilya) 
Hemositler 

Endüstriyel, 

kentsel, kırsal 

kirleticiler 

66 

Microtus 

guentheri (tarla 

faresi) 

Antalya, Türkiye Kan lenfositleri Ağır metal 67 

Apodemus 

sylvaticus 

(dağ faresi) 

Portekiz Kan hücreleri 
Radyonükleidler 

ve metaller 
68 

Apodemus 

flavicollis 

(dağ faresi) 

Bulgaristan Kan hücreleri Hava kirliliği 69 

Capoeta 

banarescui 

(balık) 

Türkiye Eritrosit Ağır metal 70 

Ciconia ciconia 

(leylek) 
İspanya Kan hücreleri Arsenik 71 

Milvus migrans 

(kara çaylak) 
İspanya Kan hücreleri Arsenik 71 

Xenopus laevis 

Pleurodeles waltl 

(kurbağa) 

 Eritrositler Kadmiyum 72 

 

Farklı hayvan türlerinde meydana gelen DNA hasarlarının belirlenmesi ve izlenmesinde 

nispeten ucuz bir yöntem olan Comet Assay oldukça önem kazanmış uzun yıllardan beri 

genotoksikolojide önemli testlerden biri haline gelmiştir [73-76].  Aynı şekilde MN 

testleri de kısa zamanlı, kolay uygulanabilir, duyarlı bir test sistemi olması nedeni ile 

canlılarda sıkça tercih edilmektedir.  Tüm kirlilik etkilerinin belirlenmesi için büyük çaplı 

araştırma çalışmalarında da güvenle kullanılabilir.  Çevresel kirleticilerin genotoksik 

etkilerinin hayvan türleri üzerinde MN testi ve Comet Assay ile araştırıldığı bu 

çalışmadan hareketle; kullanılan test sistemlerinin yanı sıra farklı yöntemler de 
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uygulanmalı, değerlendirilmeli ve birbirleriyle karşılaştırılarak sonuçlar 

desteklenmelidir.  
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