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Oz

Farkli hayvanlarin dokularinda biriken pek ¢ok kirletici faktor canlida genotoksik etki
gostermektedir. Bu etkinin degerlendirilmesinde kullanilan genotoksisite testleri; kirlilik
ajanlarimin hayvanlarda DNA hasarina neden olup olmadiginin belirlenmesine olanak
saglar. Bu faktorlerin etkilerini belirleyebilmek icin farkli hayvan dokularinda pek ¢ok
test sistemi gelistirilmig ve genotoksisite testleri biiyiik onem kazanmistir. Bu ¢alismada,
genotoksik hasarin belirlenmesinde ¢ok yaygin olarak kullanilan iki test yontemi olan
Mikroniikleus ve Comet Assay testleri karsilagtirilmis, avantaj ve dezavantajlari

belirlenerek farkli  hayvan tiirlerinde yapian ¢alismalarin  degerlendirilmesi
amaclanmistir.

Anahtar Kelimeler: Genotoksisite, genotoksik test yontemleri, mikroniikleus 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. Giris

Insan popiilasyonundaki artis, endiistri ve sanayideki gelismelerle birlikte kimyasallarin
yogun bir sekilde tiretimi, kullanim1 ve buna bagl olarak da bu maddelerin hem sucul
hem de karasal ekosistemde birikimi artmistir [1-3].

Genotoksik etkileri olan ¢evresel kirleticilerinin belirlenmesi ve degerlendirilmesi;
kirlilik durumunun, kirlilik kaynaklarinin kontroliiniin ve kirliligin izlenmesinde ¢ok
onemlidir. Bu nedenle pratik, kolay uygulanabilen, kisa siirede sonuglanabilecek, ayrica
hassas yontem ve tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir [3-4]. Bu tekniklerin basinda comet
assay ve mikroniikleus testi (MN) gelmekte ve en yaygin kullanilan biyoizleme testleri
olarak karsimiza ¢ikmaktadir [3, 5-6]. Bu testlerin sonuglar1 farkli bir¢ok tiirde kirlilik
maruziyetinin ve kirliligin etkisinin biyoizlemini amaglayarak yapilan in vivo ve in vitro
calismalara gore, kirlilik ve genotoksik hasar arasinda o6nemli derecede pozitif bir
korelasyon oldugunu ortaya koymaktadir [3, 7-9].

2. Materyal ve metod

Cevresel kirliligin belirlenmesinde kullanilan biyogdstergeler; bircok faktor hakkinda
bilgi sahibi olunmasini saglarlar. Bu faktorler; ekosistemdeki canlilarin toleransi, tiirlerin
kirlilige verdigi cevap, bu cevabin popiilasyon, komiinite ve ekositem iizerine etkisi, tim
bunlarin insan saglig1 tizerindeki zararl etkilerinin belirlenebilmesidir [3,10].

Genotoksisite; ¢ekirdek (niikleus), kromozomlar veya DNA’nin yapisinda meydana gelen
gen mutasyonlari, kromozom anomalileri, DNA kiriklar1 veya DNA eklentileri gibi
hasarlar1 tespit etmektedir. Genetik toksikoloji; fiziksel ve kimyasal ajanlarin ve
radyasyon gibi kirleticilerin; kalitsal materyaller, DNA ve hiicreler {izerindeki toksik
etkilerini inceler [11-12].

Genotoksikolojide kullanilan comet assay (tek hiicre jel elektroforezi) [13] ve MN testi
[14-16] kisa ve uzun donem etkinin belirlenmesinde 6nemli role sahip iki tekniktir [3,
17].

Bir¢cok farkli hayvan tiirlinde kullanilan bu test yontemlerinde aranan en belirgin
ozellikler; basit uygulanabilirlik, hizli sonug alabilme, ekonomik olmasi, az sayida 6rnek
ile calisilabilirlik, hasarin tespitinde tercih edilir olmasi seklinde siralanabilir [18].
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1.1. Mikroniikleus (MN) testi

Mikroniikleus testi ilk kez 70°li yillarda sunulmustur [ 16, 19]. Sekil 1°de gosterildigi gibi
mikroniikleuslar; mitotik hiicre boliinmesinin farkli ge¢is asamalari sirasinda olusmus
sitoplazma icerisinde ana niikleusun yaninda gozlenen fakat ana niikleusa dahil olmayan
ikinci bir kiigiik niikleus yapis1 olarak tanimlanmaktadir [16, 18, 20].

MN, hiicre boliinmesi esnasinda ana ¢ekirdege dahil olmayan, kromozomlarin ortamda
serbest kalmasiyla olusan niikleoplazma ile sarili bir yapidir [21]. MN c¢ogunlukla;
mitotik igdeki hatalardan, kromozomal hasarlardan, hiicre dongiisiinii kontrol eden
genlerdeki eksikliklerden, kinetokor ya da mitotik evrenin diger parcalarindan
kaynaklanmaktadir [12].

Sekil 1. Eritrosit hiicrelerinde genel mikroniikleus olusumu (X100) [18].

MN miktarindaki artis ne kadar fazla ise genetik diizensizligin o kadar fazla oldugu
anlamina gelir ki bu test hem klastojenik hem de anojenik etkileri birlikte belirleyebilmek
i¢cin kullanilan 6nemli bir testtir [22]. Anojenler etkisi altinda olusan MN’lar hiicrenin
cekirdegine ¢ok yakin biiytikliikte olabilirler. Ciinkii anojenler etkisi ile olusan MN’lar
tam bir kromozom igerebilir. Klastojenler etkisi altinda olusan MN’lar ise genellikle daha
kiigiik boyutlu olmaktadirlar ¢iinkii kromozomlarin par¢alanmasi veya kopmasina neden
olurlar [23-24]. MN’lar gen farklilasmasi (mutasyon) ve mitoz bodliinme sirasinda
kromozom kirilmasi sonucu olusan sitoplazma igerisinde ¢ekirdek ile ayn1 6zelligi tasiyan
kiigiik ¢ekirdekg¢ik goriiniimiindeki olusumlardir [22].

Kromozomlarin genomlarindaki g¢evresel kirleticilerin etkileri ig ipliklerinde islevsel
bozukluklara, sentromerde bdliinme sorunlarina neden olarak bu sayisal artis veya azalig
seklindeki durumlar MN olusumunu ortaya ¢ikarir [23-26].

MN testi kimyasal ve fiziksel ajanlarin olusturdugu genotoksik etkilerin in vivo ve in vitro
olarak belirlenmesinde ¢ogunlukla kullanilan bir testtir. Bu test arastiricilarin gelistirdigi
yeni yontemler sonucu artik sadece kandaki kimyasal maddelerin sebep oldugu
anormalileri in vitro olarak saptamak i¢in degil baska dokularda da uygulama alani
bulmaya baglamistir [26]. MN testinin memelilerin bir¢ok tiiriindeki hiicrelerin
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kromozomal hasarlarini belirlemek i¢in gelistirildigi ve hassas ve giivenilirligi yliksek bir
test yontemi oldugu bildirilmistir [27].

Insanlarda DNA hasarinin dlciilmesi ve MN frekansin1 belirlenmesi i¢cin MN test
yontemleri kullanilmigtir [28]. Bu test yontemi kromozom anormalilerini gdsteren diger
yontemlere gore basit ve hizli bir yontem olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Farkli
hayvanlarin dokularinda karsilagilan MN’lar dokunun alindigi canlinin herhangi bir
genotoksik etki altinda olup olmadiginin anlasilmasinda oldukg¢a 6nemli gostergelerdir
[18, 29].

Farkli hayvan tiirleri ile balik MN testlerinde hiicre tipleri ve onlarin tanimlanma kriterleri
Tablo 1°de gosterilmektedir. Eko-genotoksikolojik ¢aligmalar gostermektedir ki sucul
canlilarda dahil farkli hayvan dokularinin eritrositlerinde MN testi kirliligin 6nemli bir
belirtecidir [10, 30-37].

MN’larin belirlenmesi ve siniflandirilmas: farkli 6rneklerde, farkli laboratuvarlarda ve
farkli gozlemcilerde degisiklik gosterebilir:

e MN’larin degerlendirilme asamasinda laboratuvarda yapilan diger
degerlendirme sonuclariyla karsilastirma yapilmalidir.

e lk asamada lamlar kodlanarak gruplarin deney mi yoksa kontrol grubu mu
olduguna bakilmaksizin ‘kor’ olarak mikroskopta degerlendirilmelidir.

e Hasarli, ¢cok fazla i¢ ice gecmis, sayimi zor hiicreler dikkate alinmamali
boyama sirasinda da hata ya da boya kalintilar1 olabilecegi g6z Oniinde
bulundurulmalidir.

e Ust iiste birikmis ve hasarli hiicreler sayim sirasinda dikkate alinmamalidir.
Ayrica boyamadan kaynaklanan durumlar veya boya kalintilart MN olarak
degerlendirilip hiicrelerin sayiminda hatalara neden olabilmektedir.

e Dogru bir saymm iyi bir degerlendirme i¢in boyanmis preperatlar x1000
biiylitmede mikroskop altinda incelenmelidir. Dikkat edilmesi gereken bu
hususlar degerlendirme sirasinda hem laboratuvarlar arasindaki farkliliklarin
hem de okuyuculardan dogabilecek hatalarin en aza indirilmesine olanak
saglayacaktir [5].

1.2. Comet Assay

DNA hasarin1 ve bu hasarin seviyesini belirlemeye yardimer tek hiicre jel elektroforezi
olarak da adlandirilan comet assay ilk olarak Sing ve arkadaslar1 [38] tarafindan ortaya
cikarilmistir [13, 39]. DNA’larin hasar derecesinin durumuna gore kuyruklu yildiza
benzer formlarda farkli uzunluklarda goriintiiler olusturmalariyla hasarin belirlendigi bu
yonteme ingilizce “kuyruklu yildiz” anlamina gelen “comet assay” adi verilmistir [13,
18] (Sekil 2). Comet yontemindeki temel prensip, fiziksel ve kimyasal etkiler sonucu
olugsmus genotoksik ajanlarin olusturdugu mutasyonlarin organizmanin DNA’sinda ayri
ayr1 incelenerek tespit edilmesidir [18, 40]. Yapilan son ¢aligmalarda kullanimi giderek
artan comet assay, ¢evresel kirliligi ve bu kirliligin organizmada meydana getirdigi
hasarin belirlenmesinde olduk¢a yaygin olarak kullanilan bir genotoksisite testi haline
gelmistir [3, 41-44].

Farkli elektriksel yiik ve molekiil agirliklarina sahip DNA molekiillerinin elektriksel
alanda gd¢ etmeleri esasina dayanan yontemde DNA’lar canli hayvan dokularindan izole
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edilerek agaroz jel icerisine fikse edildikten sonra yiirlitme islemine tabi tutulurlar [3, 38,
45-46]. Yontemin prosediir asamalart tamamlandiktan sonra DNA molekiilleri farkli
boyalarla boyanarak hazirlanan preperatlar fliioresan mikroskopta incelenmeye tabi
tutulur. Bu yontemde DNA hasarlarinin degerlendirilmesinde; kuyruktaki DNA ytizdesi,
kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve bastaki DNA ylizdesi gibi parametreler yaygin
olarak tercih edilmektedir [13, 18].

Comet assay, tiim Okaryotik hiicrelere uygulanabilmekte olup bir¢ok memeli hiicresinde
de cesitli ajanlarin yol agtigit DNA hasar1 ve onarim bozuklugunun belirlenmesini
amaclayan calismalarda kullanilmaktadir. Genotoksik hasar, ilk etki bolgelerinde
degerlendirilebilir ve hemen hemen tiim Okaryotik hiicrelere uygulanabilir [3]. Son
zamanlarda comet yontemi diger test sistemlerine gére DNA hasarlarin1 belirlemedeki
hassasiyetinden ve c¢aligma siiresinin nispeten kisa olmasindan dolay1 toksisite
calismalarinda oldukga fazla tercih edilmektedir [5, 18, 47-51].

Sekil 2. Comet assay ornegi [18].

2. Bulgular ve tartisma

Frakli organizma tiirlerinde kirleticilerin genotoksik etkilerinin arastirildig1 bircok
calismada (Tablo 1 ve Tablo 2) goriilmektedir ki kirlilik tiim canli organizmalar i¢in
genotoksik bir risk olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Her iki test yonteminden yola ¢ikarak
sonuglar dikkate alindiginda kirliligin hayvanlar i¢in genotoksik bir risk olmaktan &te
stirekli izlenmesi ve derinlemesine degerlendirilmesi gereken bir durum oldugu
goriilmektedir. ~ Bu kirleticilerin veya herhangi bir kimyasalin genotoksisitesi
arastirilirken bir tiir lizerinde birkac farkli test sistemi uygulanabildigi gibi birkag tiir
tizerinde farkli test sistemlerinin kombine degerlendirilmesi sonuglarin giivenilirliklerinin
artmasi agisindan onemlidir.
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Tablo1. Farkli hayvanlarda kullanilan genotoksisite ¢caligmalarina mikroniikleus

ornekleri
Organizma Tiirii Lokalite Hiicre Tipi Arastinlan Kaynak
g P Kirlilik Kaynagi Y
Salmo trutta fario L
(balik) - Eritrositler PCB 77 7
Labidochromis
caeruleus Aydm, Tiirkiye Eritrositler Titanyum Dioksit 12
(balik)
Herbisit
Carassius auratus .1 Periferal kan (Roundup),
(balik) Tirkiye eritrositler glifosfat 48
formiilasyonu
Salmo trutta . .
Anguilla anguilla . Bobrek, Slklof(.)s.fam1d,
. . Ispanya . kolsisin ve 52
Phoxinus phoxinus eritrositler Kadmivum
(balik) y
Dezenfektanlar
. . ; . (sodyum
Cyprinus carpio Ital}fa, Perug.l'ai Periferal kan hipoklorit, 53
(balik) Trasimeno Golil L
perasetik asit ve
klorid dioksid)
Mugil sp. konzigflaslflltlar
Netuma sp. Gliney Brezilya Periferal Kan . ’ 54
(balik) mevsimsel
degisiklikler
Periferal kan
Carassius auratus eritrositleri, . .
. Civa clorid,
auratus Tiirkiye solungag ve Kursun asetat 55
(balik) yiizgec epitel ?
hiicreleri
Capoeta capoeta Kars Cayz, Periferal kan S
(balik) Tiirkiye eritrositleri Akrilamid >6
Mpytilus
galloprovincialis
(akdeniz midyesi),
Ruditapes
decussatus
(akivades) Car'l.akl.(ale, H?molen.f 57
. Tiirkiye hiicreleri
Pecten maximus
(deniz taragy)
Ostrea edulis
(Avrupa yasst
istiridyesi)
Mus musculus var. . .1 normakromatik .
albinos (Albino fare) Giresun, Tiirkiye eritrositler Dinikanazol >3
At ve Domuz Bosna Hersek Lenfositler 59
Rana ridibunda Porsuk Cayz, S . i1 "
(urbaga) Tiirkiye Eritrosit hiicreleri | Cesitli faktorler 60
Gnorimopsar chopi Brezilya Eritrosit 61
(kus)
. .ol Perifer kan . .
Civciv Tiirkiye hiicreleri Fipronil 62
Sprague-Dawley .l Kemik 1ligi Bakir
(sican) Tiirkiye Hiicreleri Asetoarsenit 63
Sap asil1 sigirlar Tiirkiye Kan serumlari 64
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Tablo 2. Farkli hayvanlarda kullanilan genotoksisite ¢caligmalarina Comet 6rnekleri

.. .. . .. . Kontaminasyon
Tiir Calisma Bélgesi Hiicre Tipi Nedeni M Kaynak
Salm()(énglic)lf arto - Eritrositler PCB 77 7
Zoarces viviparus | Goteborg Limani Eritrositler PAH metabolitleri 41
Danio rerio Almanya, Rhine Hepatositler ve ) 44
(balik) ve Elbe nehirleri solungaglar
Herbisit
Carassius auratus .1 Periferal kan (Roundup),
(balik) Tirkiye eritrositler glifosfat 48
formiilasyonu
Dezenfektanlar
Cyprinus carpio Ital}{a, Perug.i.ai Periferal kan h(ii)%cll(}ig;nit, 53
(balik) Trasimeno Golii o
perasetik asit ve
klorid dioksid)
Mugil sp. .
Netuma sp. Giiney Brezilya Eritrositler sijll\g;ig :?ﬁ;?s) 54
(balik)
Anguilla anguilla Portekiz, Aveiro Karaciger ve
L. caged eel Lagiinii bobrek hiicreleri ) 63
(balik)
Limnoper.na Guaiba Gélii . Enddstriyel,
fortune.l (Brezilya) Hemositler ker%tselz lgrsal 66
(golden midye) kirleticiler
Microtus
guentheri (tarla Antalya, Tiirkiye Kan lenfositleri Agir metal 67
faresi)
Apodemus 1
sylvaticus Portekiz Kan hiicreleri Radyoniikleidler 68
5 : ve metaller
(dag faresi)
Apodemus
flavicollis Bulgaristan Kan hiicreleri Hava kirliligi 69
(dag faresi)
Capoeta
banarescui Tiirkiye Eritrosit Agir metal 70
(balik)
Clco(qzégzllzi{c)oma Ispanya Kan hiicreleri Arsenik 71
A/g(l:;l; gn:ll}ﬁ;i;ls Ispanya Kan hiicreleri Arsenik 71
Xenopus laevis
Pleurodeles waltl Eritrositler Kadmiyum 72
(kurbaga)

Farkl1 hayvan tiirlerinde meydana gelen DNA hasarlarinin belirlenmesi ve izlenmesinde
nispeten ucuz bir yontem olan Comet Assay olduk¢a 6nem kazanmis uzun yillardan beri
genotoksikolojide onemli testlerden biri haline gelmistir [73-76]. Ayni sekilde MN
testleri de kisa zamanli, kolay uygulanabilir, duyarli bir test sistemi olmasi nedeni ile
canlilarda sikcga tercih edilmektedir. Tiim kirlilik etkilerinin belirlenmesi i¢in biiyiik capl
arastirma caligmalarinda da gilivenle kullanilabilir. Cevresel kirleticilerin genotoksik
etkilerinin hayvan tiirleri iizerinde MN testi ve Comet Assay ile arastirildigi bu
calismadan hareketle; kullanilan test sistemlerinin yani sira farkli yontemler de
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uygulanmali,  degerlendirilmeli ~ ve  birbirleriyle  karsilastirilarak  sonuglar
desteklenmelidir.
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