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OZET

DNA hasarinin kromozom seviyesinde ¢alisilmasi, genetik toksikoloji aragtirmalarinin temel dayanaklarindandir. Mikroniikleus
yontemi, kromozom hasarmmi degerlendirmek amaciyla gelistirilen yontemlerden biridir. Mikroniikleuslar; sentromeri olmayan
kromozom veya kromatid fragmentlerinden ya da anafazda ge¢ kalip kutuplara gé¢ edemeyen kromozom veya kromatidlerden
olusan ve telofazda hiicre zar ile kusatilarak kardes hiicre ¢ekirdeklerine dahil olmadan sitoplazmada kalan, ¢ekirdek dis1 kiigiik
cisimciklerdir. Bu yontemde mikroniikleuslarin yanisira niikleoplazmik kopriiler (NPK) ve niikleer tomurcuklar (NT)
degerlendirilebilmekte ve hiicre O6limii ile niikleer boliinme indeksi de Olgiilebilmektedir. Disentrik kromozomlarin
sentromerlerinin farkli kutuplara go¢ etmesinden orjinlenen NPK, DNA’nin yanli§ onariminin; kromozom rearanjmaninin,
telomer ug birlesmesinin; NT ise gen amplifikasyonu ve/veya degismis gen dozajinin gostergesi olarak sayilmaktadir. Ayrica her
hiicrenin sahip oldugu ¢ekirdek sayisinin degerlendirilerek niikleer boliinme indeksinin hesaplanmasmin yanisira nekrotik ve
apoptotik hiicrelerin de belirlenebilmesi mitotik aktivite ve sitotoksisitenin tayinine olanak saglamaktadir. Analiz edilebilen tim
bu parametreler mikroniikleus yontemini genetik kusurlarin, beslenme yetersizliklerinin veya ekzojen kaynakli genotoksinlerin
sebep oldugu kromozomal instabilite fenotipinin ve degismis hiicresel canliligin kapsaml olarak 6lgiilebildigi “sitom” yontemi
haline getirmistir. Bu derlemede mikroniikleus yonteminin genotoksisite ¢aligmalarindaki yeri ve 6nemi ile sitom yaklagiminin bu
yonteme kattig1 yeniliklere deginilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mikroniikleus, Sitom, Genotoksisite, Sitotoksisite

CYTOM APPROACH TO GENO-CYTOTOXICITY STUDIES

ABSTRACT

Working at the chromosomal level of DNA damage is the mainstay of the genetic toxicology researches. The micronucleus assay
is one of the developed methods to evaluate chromosomal damage. Micronuclei are non-centromeric chromosomes/chromatids
fragments, or chromosomes/chromatids which lagging in the anaphase and cannot migrate to the poles, located in the cytoplasm
without being included in the sister cell nuclei and surrounded by cell membranes in telophase. In this method, besides
micronuclei, nucleoplasmic bridges (NPBs) and nuclear buds (NBUDSs) can be evaluated, cell death and nuclear division index
(NDI) can be measured. NPBs originated from the centromeres of dicentric chromosomes migrating to different poles, are
indicative of DNA mis-repair, chromosome rearrangement, telomere end-fusions. NBUDs are considered as markers of gene
amplification and/or altered gene dosage. In addition to NDI, establishing to necrotic and apoptotic cells may allow the
determination of mitotic activity and cytotoxicity. All these analysed parameters have transformed micronucleus method into
"cytome" assay by which chromosomal instability phenotypes and altered cellular viability caused by genetic defects, nutritional
deficiencies, genotoxins from exogenous sources can be measured comprehensively. In this review, the place and importance of
micronucleus method in genotoxicity studies and the innovations caused by the cytome approach are mentioned.
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1. GIRIS

Bilesiklerin toksik etkisi, bilesigin konsantrasyonu ve maruz kalma siiresinin bileskesidir. Bir toksine
maruz kalan hiicre popiilasyonunda, hiicre tipine ve yogunluga bagli olmakla beraber dinamik
degisiklikler ortaya ¢ikar. In vitro sartlarda yetisen hiicrelerde bilesiklerin etkilerinin analiz edilmesi, tim
hayvanlarda potansiyel toksik etkilere dair 6ngorii olusturmak amaciyla yapilmaktadir [1].

Cekirdekte, kromozomlarda ve/veya DNA yapisinda meydana gelen hasarlar nitelemek amaciyla “genetik
toksisite” ya da “genotoksisite” terimleri kullanilmaktadir. Bagska bir deyisle genotoksisite, kimyasal
maddelerin DNA’ya veya genomun dogrulugunu diizenleyen hiicresel bilesenlere (ig iplikg¢iklerine,
topoizomerazlara, DNA onarim sistemine, DNA polimerazlara) zarar verme kapasitesini ve genetik bilgi
tizerindeki yan etkileri ifade etmektedir. Genetik materyale potansiyel zarari olan maddelerin etkileri,
dogrudan veya dolay1 yoldan gergeklesebilmektedir. Zararli etkiler sadece mutajenik maddelerden
kaynaklanmayabilir. Bu nedenle, genotoksisite, mutasyonlarda artis yapma yetenegi demek olan
mutajeniteden daha kapsamli bir biyolojik olaydir. Sitotoksisite terimi ise hiicre 6liimiine neden olan
anlamini tasimaktadir [2-4].

Genotoksisitesi aragtirilacak maddelerin  giivenlik degerlendirmeleri yapilirken; gen mutasyonu,
klastojenite ve andploidi gibi anormallikleri degerlendiren farkli testlerin kombinasyonlari uygulanir.
Ciinkii bu {i¢ sonlanim noktas1 genel olarak insan hastaliklar ile iliskilendirilen genetik hasarlara yol
acmaktadir. Bu ii¢ genetik degisim, eger germ hiicrelerinde olusursa kalitilabilir etkilere sahip olarak
ileriki nesiller agisindan ciddi risk olusturma potansiyeli de tasimaktadirlar. Somatik hiicrelerdeki benzer
degisimler ise malignansi olusumunda O©nemli rol istlenirler. Maruziyet siiresi ve maddenin
konsantrasyonuna bagli olarak genotoksik veya mutajenik maddelerin olusturacagi genetik hasarin
derecesi degisebilmektedir [3, 5, 6].

Insanoglunun genetik biitiinliigii kimyasal ve fiziksel genotoksinlere maruziyete sebep olan endiistriyel
faaliyetlerin, beslenme aligkanliklar1 gibi hayat stili faktdrlerinin, cesitli tibbi tedavilerin, UV
maruziyetinde artisa sebep olan iklimsel degisiklikler gibi etkenlerin giderek artan tehtidi altindadir. Bu
nedenle, insan popiilasyonunda genetik hasarin kabul edilebilir seviyesini, belirli genotoksinlere asir
duyarli olabilecek bireyleri, ¢evreye salinan yeni kimyasallarin olasi etkilerini, biiyiik bir kazadan sonra
bir popiilasyonda genetik hasar artig oranini belirleyebilmek ve mesleki agidan genetik diizeyde zararli
olabilecek ajanlara maruz kalan kisileri rutin olarak izlemek onemlidir [7]. Birgok kronik dejeneretif
hastaligin temelinde genetik hasar yatmaktadir. Hatasiz 6l¢limler, hasarin 6nlenmesi ve genomik saglik
durumunun gelistirilmesi agisindan énemlidir. Bu sebeple DNA hasarmin 6lgiilebilmesi amaciyla ¢esitli
metotlar gelistirlmistir. Son 50 yilda kimyasallarin rutin analizinde, gevresel arastirmalarda ve ayrica
mesleki maruziyetin, yasam tarzi faktorlerinin ve beslenmenin DNA biitiinliigii lizerindeki etkisine iliskin
insan ¢aligmalarinda kullanmak amaciyla gelistirilen genotoksisite test prosediirleri genis bir yelpazede
olusturmustur [8, 9]. Genotoksik oldugu bilinen kimyasallarin kromozom anomalileri ile kardes kromatid
degisimlerini indiikledigi 1970’lerde belirlenmistir [6]. Aradan gegen siire iginde ¢ok ¢esitli gentoksisite
testleri gelistirilmis olmakla birlikte hi¢bir yontem tek basina etkili bir tarama saglayamamaktadir [7].

Cesitli etki mekanizmalar1 ile dogrudan veya dolayli olarak genetik hasari indiikleyen maddeleri
belirlemek amaciyla in vitro ve in vivo olarak tanimlanan genotoksisite testleri uygulanmaktadir.
Genotoksisite testlerinin uygulanisi, uzun dénemli karsinojenite ¢alismalarinin tasarlanmasi, yiriitiilmesi
ve yorumlanmasi i¢in de dnemlidir. Yiiksek hassasiyetleri ve hizli sonug vermeleri nedeniyle genotoksisite
arastirmalarinda in vitro yontemlerin kullanimu tercih edilmektedir [5].
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Genotoksik ve mutajenik agidan incelenecek maddelerin etkilerini ortaya ¢ikarmak amaciyla en yaygin
kullanilan in vivo ve in vitro testler Ames Testi, Comet Testi, Kromozom Anormallikleri Testi,
Mikroniikleus Testi ve Kardes Kromatid Degisim Testidir [2, 3, 5, 10-12].

2. MiKRONUKLEUS YONTEMIi

Radyasyon tarafindan indiiklenen asentrik kromatid veya kromozom fragmanlarindan kaynaklanan ve
normal ¢ekirdeklerden gorece kiigiik olan; mikroniikleus (MN) -ilk ¢alismalarda fragment niikleus olarak
da gegmekteydi- olarak isimlendirilen ilave g¢ekirdeklerin varligi; mikroniikleus sikliginin kromozom
aberasyon sikligi ile iliskili oldugu ve bu sebeple kromozomal hasar miktarinin 6l¢iilmesi amaciyla
kullanilabilecegi 1950’lerden beri bilinmektedir. ilk mikroniikleus calismalari bitki kokleri iizerinde
yapilmigtir [13-15]. Mikroniikleus sayiminin kemik iligi gibi boliinen hiicrelerde in vivo kromozom
hasarin1 degerlendirmek igin bir alternatif olabilecegi Schmid [16] ve Heddle [17] tarafindan bagimsiz
olarak oOnerilmistir. O tarihten bu yana mikroniikleus ydntemi, genetik toksikoloji caligmalarinin
vazgecilmez testlerinden biri haline gelmistir [14, 18].

Mikroniikleus yonteminin farkli hiicre tiplerine uygulanmasi yoluyla popiilasyondaki genetik hasarin
izlenmesi, genotoksik ilaglarin arastirilmasi, radyosyona karsi tiimor duyarliliginin tespiti ve radyasyon
duyarliliginin degerlendirilmesi miimkiin olmaktadir. Protokol farkliliklarina ragmen MN indiiksiyonu,
hastaliklarin ve DNA hasarinin indiiksiyonu ile ilgili siireclerde de etkli bir biomarker olarak dikkate
alinmaktadir [14]. MN yontemi, cevresel ajanlardan kaynaklanan genetik hasarin belirlenmesi igin
biyolojik bir belirte¢ olarak ya da nanopartikiil veya ilaglar gibi yeni iiriinlerin biyolojik uyumlulugunu
tanimlamak i¢in de kullanilmaktadir [19].

MN teknigi ile hem klastojen hem de Onojen maddeler testpit edilebilir. Ayrica imminokimyasal
etiketleme sayesinde kinetekor, sentromer veya telomer gibi spesifik niikleer elemanlarin MN dogas1 ve
mekanizmasi iizerindeki rolii de incelenebilmektedir [3].

Artrmg MN siklig1 kiimiilatif DNA hasarini ve bazi hastaliklar i¢in yiiksek riski gostermektedir. Bu sebeple
normal bir populasyon i¢in referans frekansi belirlemek, genomik hasarin derecesini ve farkli gevresel
genotoksik faktdrlere maruz kalan populasyonlar ile normal populasyon arasinda kanser ve diger hastaliklar
acisindan riski degerlendirmek ve karsilastirmak i¢in temel olusturur [8, 19]. Bu amagla, 1997 yilinda, diinya
capinda farkli laboratuvarlarda, farkli popiilasyonlarda MN sikliginin referans degerini belirlemek amaciyla
Michael Fenech ve Stefano Bonassi ondereliginde “HUman MicroNucleus” projesi baslatilmigtir. MN
sikliginin 6lgiimiinde karigikliga neden olan etkenleri tanimlamak, populasyon bazli ¢aligmalarda standart
protokol(ler) olarak kullanilan farkli teknikleri karsilastirmak, olgu-kontrol ¢alismalart olarak kontrollii
giden prospektif caligmalar uygulamak ve MN'nin yaslanmay1 da igeren kanser ve diger hastaliklar i¢in bir
biyolojik belirte¢ olarak uygunlugunu incelemek projenin hedefleri arasindadir [20].

Mikroniikleus yontemi, niikleer boliinmesini tamamlayan ama sitoplazma boliinmesi aktin polimeraz
inhibitorii sitokalasin-B ile engellenmis hiicrelerde c¢ekirdek disinda kalmis genetik materyallerin
belirlenmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontem ile kromozom kayiplari ve kromozom kiriklart hatasiz
sekilde dl¢iiliip degerlendirilmektedir. Standart protokole gore 44.saatte sitokalasin B eklenir ve 72. saatte
kiltiir sonlandirilir. Oysa geg¢ boliinen hiicrelerin sayisini maksimuma ¢ikarmak igin sitokalasin B’yi 24.
saatte eklemek ve 96. saatte kiiltiirii sonlandirmak da standart protokolle ayni 6l¢iide kullaniglidir Periferal
lenfositler, toplandiklar1 zaman hasar belirlenmesi i¢in ideal olan Go fazindadirlar. Oysa hiicreler S, G2 ve
M fazlarinda genotoksik etkenlere karsi daha hassastir, bu sebeple test edilecek maddeleri, hiicrelerin ¢cogu
boliiniirken uygulamak esastir (Fenech, 2000; Mateuca et al., 2006; OECD, 2016b).
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Klasik sitogenetik tekniklerde kromozomlar, metafazlarda aberasyonlar gozlenerek ve sayilarak dogrudan
calisilir. Bu yaklagim en ayrintili analizi saglasa da metafazlardaki aberasyonlarin degerlendirilmesinin
zahmetli ve karmasik olusu ayrica preparasyon tekniginden kaynakli kayiplar ve artifaktlar, kromozom
hasarinin degerlendirilmesi igin daha basit bir sistem gelistirilmesi gerekliligini dogurmustur.
Mikroniikleus yontemi, klasik kromozom analiz yontemi kadar hassas bir DNA hasar indikatorii olarak
degerlendirilmektedir. ilaveten, MN teknigi, kromozom aberasyon teknigi ile karsilastirildiginda
skorlamas1 daha kolaydir. Buna ek olarak kromozom analiz yontemi ile karsilastirildiginda degerlendirme
yapmak i¢in sayiminin gorece basit olmasi, ileri tecriibe gerektirmemesi ve zaman kullanimi agisindan da
daha tasarruflu bir yontem oldugu arastirmacilar tarafindan one siiriilmektedir. Ama bu yontemin asil
avantaji, daha fazla sayida hiicre incelenmesine dayanan istatistiksel degerlendirme sonucunun yiiksek
giivenilirlikte olmasidir. Bu avantaj, kromozom analizinde kullanilan kolsisin blokajinin 1-4 saat,
mikroniikleus yonteminde uygulanan sitokinez blokajinin ise 24-28 saat siirmesi ve akabinde etkilenen
toplam hiicre miktarindan kaynaklanmaktadir [12, 21].

Mikroniikleus teknigi ilk kullanilmaya baslandiginda sadece boliinme siirecini tamamlamus hiicrelerde
MN olusumu goriilebilmekteydi. Bu sebeple ilk ¢aligmalarda maruziyetin ardindan bdliinen hiicrelerde
MN olusumlarinin degerlendirilebildigi biyolojik bir dozimetre olarak nitelendirilmistir. Arastirmacilarin
bir kiif mantarinin metaboliti olan sitokalasin-B’nin kiiltiire eklenmesi sonucu hiicrelerde sitokinezin
engellendigini bulmasi sayesinde bu durum asilmis oldu ve bdylece bir niikleer boliinmesini tamamlamig
hiicrelerin biniikleat goriiniimii ile taninmasina olanak saglandi. Bu gelisimin ardinda teknik artik
“Sitokinezi Bloklanmig Mikronukleus Teknigi (The cytokinesis-block micronucleus technique-CBMN)”
olarak literatiire gecti [22]. Giiniimiizde CBMN teknigi, boliinen ve boliinmeyen hiicreler arasinda ayirim
yapamayan konvansiyonel yontemlerden daha kesin ve daha duyarli bir teknik olarak kabul gormektedir.
Ayrica maruziyetin ardinda bir bdliinme gegiren hiicrelerin ayirtedilebilmesi de yontemsel gelisimde
onemli bir basamaktir [20].

3. MIKRONUKLEUS YONTEMINDE “SiTOM” YAKLASIMI

Insan hiicrelerindeki MN indeksi, genetik toksikoloji arastirmalari igin standart sitogenetik testlerden biri
haline geldi. Gegen yillar icin CBMN teknigi kromozom kirigi, kromozom kaybi, ayrilamama, nekroz,
apoptoz ve sitositazin 6l¢iildiigi karsilastirmali bir metoda doniistii. Biniikleat hiicrelerde MN sayilirken
niikleoplazmik kopriilerin (NPK) de degerlendirilmesiyle kromozom rearanjmanlarinin da kaydedilmesi
saglandi. "Sitom (cytome)" konsepti, incelenen sistemdeki her hiicrenin canlilik durumu (nekroz,
apoptoz), mitotik durum (mononiikleotid, metafaz, anafaz, bir nukleuslu, ¢ok ¢ekirdekli) ve kromozomal
instabilitesi ya da hasar durumu (MN, NPK’ler, NT’ler) agisindan sitolojik olarak skorlandigini
gostermektedir [23]. CBMN tekniginin “CBMN-cytome” teknigine evrilmesi ile MN, NPK ve NT
sayesinde kromozomal instabilite veya hasar durumu; hiicrelerin ¢ekirdek sayisi ve hiicre dongiisii
evrelerinin degerlendirilmesi ile mitotik durum ve nekrotik ve apoptatik hiicrelerin degerlendirilmesi ile
de canlilik durumu hakkinda bilgi saglamaktadir (Sekil 1) [24].

Mikroniikleuslarin olusum mekanizmalarina baktigimizda; sentromeri olmayan kromozom veya kromatid
fragmentlerinden ya da anafazda ge¢ kalip kutuplara go¢ edemeyen kromozom veya kromatidler
kargimiza ¢ikmaktadir. Arta kalan bu genetik materyallerin ¢evresi telofazda hiicre zari ile kusatilir ve
kardes hiicre ¢ekirdeklerine dahil olmadan sitoplazmada yeralan ¢ekirdek dis1 kiigiik cisimcikler olarak
kalir. Mikroniikleus adi da bu durumdan koken almaktadir. Mikroniikleuslar1 olusturan kromozom
fragmentleri; dogrudan cift zincir kiriklari, replikasyonun ardindan ¢ift zincir kingma doniisen tek zincir
kiriklart veya DNA sentezinin inhibisyonu sonucu olusmaktadir. Olusan kirik tekrar birlesmez ise, bir
delesyonlu kromozom ve bir asentrik fragment meydana gelir. Kromozom kirilmasi sonucu olusan
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asentrik pargalar ya metafazda kaybolur ya da anafazda mikroniikleuslar1 olustururlar. Sentromerik ve
perisentromerik tekrar bolgelerindeki sitozin rezidiilerinin hipometilasyonu da mikroniikleus olusumunu
etkileyen bir diger faktordiir. Metilasyon profili degisen tekrar bolgeleri, kinetekor proteinlerinin ig
iplik¢ikleri ile dogru baglanti kurma yeteneginin kaybolmasina ve dolayisiyla kromozom kayiplarma yol
acmaktadir. Diger yandan, mitoz kontrol noktalarindaki hatalar, anormal sentrozom amplifikasyonlar1 ve
mitotik 1§ iplik¢iklerinin toplanmasindaki kusurlar da kromozom kayiplarini arttirarak mikroniikleus
olusumuna katki  saglamaktadirlar. Mikroniikleus olusumunun satellit DNA  bdlgelerinin
hipometilasyonunun sonucu olarak artabilecegi de diisliniilmektedir. Ayrica hiicre dongiisii kontrol
noktalarinda veya DNA tamirinde gorevli “housekeeping” genlerin promotor bdlgelerindeki ya da
yakinlarindaki CpG adaciklarinin hipermetilasyonu da genom hasarini arttirabimektedir [12, 14, 18, 25].
Spontan mikroniikleus olusumuna katki saglayabilecek mutasyonlar ise; kinetekor proteinleri,
sentromerler ve ig iplik¢iklerinde meydana gelen ve esit olmayan kromozom dagilimina veya anafazda
kromozom kaybina sebebiyet veren mutasyonlar ile endojen veya ekzojen mutajenlerden kaynaklanan
DNA zincir kiriklarmin tamir edilmemesinin sebebiyet verdigi asentrik kromozom fragmentleri olarak
siralanabilir [7].

a b ox

® | Op

CBMN
siTom
YONTEMI

f g I
Sekil 1: CBMN-cyt analizi i¢in degerlendirilen parametreler (a) Mononiikleated hiicre (b) Biniikleat hiicre; (c) Multiniikleat

hiicre; (d) Erken nekrotik hiicre; (¢) Geg apoptotik hiicre; (f) Mikroniikleus tastyan biniikleat hiicre; (g) Niikleoplazmik
koprii ve mikroniikleus tastyan biniikleat hiicre (h) Niikleer tomurcuklar bulunduran biniikleat hiicre [23].

Mikroniikleuslar, morfolojik olarak ana ¢ekirdege benzemekle birlikte daha kiigiiktiirler. Fenech [7];
mikroniikleuslarin degerlendirme kriterlerini (i) Caplari, ana g¢ekirdegin 1/16 ile 1/3 olmali; (ii) Isik
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kirilmasina sebep olmamali; (iii) Niikleoplasmik bir koprii ile ana ¢ekirdege bagli olmamali seklinde
bildirmistir.

Biniikleat hiicrelerin ¢ekirdekleri arasindaki kopriiler; “Niikleoplazmik kopriiler” de kromozom
rearanjmaninin  Ol¢iiti  olarak CBMN-cyt tekniginde MN’larin  yanisira sayilmalidir.  Disentrik
kromozomlarin sentromerlerinin anafazda hiicrenin kars1 kutuplarina ¢ekilmesiyle NPK’lerin meydana
geldigi kabul edilmektedir. NPK’lerin olusumlarinda rol alan temel mekanizmalar; disentrik veya
multisentrik kromozomlarin sentromerlerinin anafazda farkli kutuplara ¢ekilmesi; DNA kiriklariin yanlig
onarimi; fazla kisa olan telomerlere, islevsiz telomerlere ya da telomer olmamasina bagl olarak telomer
ug birlesmeleri; anafazda kardes kromatidlerin hatali ayrilmasi olarak sayilabilir [18, 23].

Niikleer tomurcuklarin olusum siireci, gen amplifikasyonunu indiikleyen kuvvetli segici kosullar altinda
yetistirilen kiiltiirlerde gozlenmistir. Gen amplifikasyonunun, metotreksat gibi ilaglara karsi hiicresel
direngte ve timor progresyonunda onemli bir olay oldugu disiiniilmektedir. Cekirdekten niikleer
materyalin aktif eleminasyon siireci; kirik-birlesme-koprii dongiisii ile olusan amplifiye DNA’nin
eleminasyonu; DNA tamirinde DNA-protein komplekslerinin eleminasyonu; kazla kromozomlarin
eliminasyonu (polipoid hiicrelerde andploididen kurtulmayr kolaylastirmak ig¢in); kirilmig NPK’lerin
kalintilariin iki ¢ekirdek arasinda ¢ekilmesi bir veya her iki ¢ekirdekte de gegici bir NT ile sonuglanabilir
[18].

Ilk cekirdek boliinmesini takiben Kkiiltiire eklenen sitokalasin-B, boliinen hiicrelerin iki g¢ekirdekli
(biniikleat) asamada tutulmasini saglamaktadir. Mikroniikleus sayiminda bu iki g¢ekirdekli hiicreler
degerlendirilmektedir. Niikleer bolinme indeksi (NBI) de birinci, ikinci, {i¢iincii ve dérdiincii cekirdek
boliinmelerini  gegiren hiicrelerin  sayimiyla gerceklesmektedir. Niikleer bolinme indeksi, hiicre
boliinmesinin inhibisyonu, yani sitotoksisite hakkinda bilgi vermektedir [12, 14].

CBMN-cyt tekniginde her slaytin analizinde en az 1000 biniikleat hiicre degerlendirilmeli ve MN’lar,
NPK’ler ve NT’lar sayilmalidir. Saglikli bireylere ait lenfositlerde 1000 biniikleat hiicre
degerlendrildiginde MN oran1 0-3 arasinda olmalidir. Bu oran genotoksin maruziyetine ve yasa bagh
olarak artabilmektedir.

Niikleer boliinme indeksini (NBI) hesaplamak tizere 500 hiicre degerlendirip mononiikleat, biniikleat,
triniikleat ve tetraniikleat hiicreler sayilmalidir. NBI ve biniikleat hiicrelerin orani, lenfositlerin mitojenik
cevabinin ve kullanilan ajanin sitostatik etkilerinin karsilastirilmasi i¢in faydali parametrelerdir.

Niikleer boliinmenin daha dogru sekilde degerlendirmesi i¢in skorlanan hiicrelerin toplam sayisina
nekrotik ve apoptotik hiicreler eklenmesiyle saganabilir. Ciinkii test edilen kimyasallarin toksik olan daha
yiikksek dozlarinda, hiicrelerin biiyiilk bir boliimiiniin canli olmamasi beklenmektedir. Nekrotik ve
apoptotoik hiicrelerin dahil edilmedigi degerlendirmelerde biniikleat oranimin ve NBI’nin var olandan
daha yiiksek belirlendigi unutulmamalidir. Niikleer boliinme sitotoksisite indeksi (NBSI) hesaplamasi
yapabilmek i¢in 500 hiicre degerlendirilerek mononiikleat, biniikleat, triniikleat ve tetraniikleat hiicrelerin
yani sira apoptotik veya nekrotik hiicreler de sayilmalidir. Ama tam kan kiiltiirii MN tekniginde kullanilan
hipotonik uygulamasi1 nekrotik ve apoptotik hiicrelerin morfolojilerini bozarak yok edebilmektedir. Bu
sebeple nekrotik ve apoptotik hiicrelerin de degerlendirilebilmesi igin hipotonik uygulamasi
gerektirmeyen hiicre hatti kiiltiirleri veya izole edilmis lenfositlerden kurulan kiiltiirlerle g¢alismak
gerekmektedir. NBI ve NBSI parametrelerinin hesaplanmasi igin kullanilan formiiller [14, 26];
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NBI = (M1 +2(M2) + 3(M3) + 4(M4))/N

NBSI = (Ap + Nec + M1 + 2(M2) +3(M3) + 4(M4))/N

(Ap: Apoptotik hiicre sayisi; Nec: Nekrotik hiicre sayisi; M1: Mononiikleat hiicre sayis;; M2: Biniikleat
hiicre sayis1; M3: Triniikleat hiicre sayis1; M4: tetraniikleat hiicre sayisi; N: Toplam degerlendirilen hiicre
sayi1st)

4. SONUC

CBMN-cyt teknigi sayesinde aragtirmacilar; kromozomal instabilite fenotipi, kirik-fiizyon-koprii dongiisii,
DNA yanlis onarimi, kromozom kirig1 ve asimetrik rearanjmani, telemor ug birlesmesi, hiicre dongiisii
kontrol noktasi iglev bozukluklari, kromozomlarin yanlig ayrilmasi (pansentromerik ve ya kromozom
spesifik problarla kullanildiginda), gen amplifikasyonu ve fazla DNA’nin niikleer eleminasyonu, DNA
hipometilasyonu, degismis mitotik aktivite ve/veya sitostatiz, nekroz veya apoptoz yoluyla hiicre 6limii
gibi hiicresel ve niikleer disfonksiyon ¢aligmalar1 yapabilmektedir.

CBMN yonteminin, in vitro veya in vivo yaslanma, mikro besin eksikligi veya fazlaligi, genotoksin
maruziyeti ve genom muhafazasinda genetik kusurlarin neden oldugu hiicresel ve niikleer disfonksiyonun
caligmasi igin etkili bir ara¢ oldugu kanitlanmistir. Ayrica bu yontemin nutrigenomik ve toksikogenomik
alanlarinda da verimli sonuglar ortaya koydugu son ¢aligmalar tarafindan gosterilmistir [23]. Sonug olarak,
CBMN yontemi, kromozom instabilitesi, hiicre 6liimil ve sitositazin ¢esitli yonlerinin dogrudan ve/veya
dolayl1 olarak 6l¢iilmesini saglayan etkili bir "sitome" yontemi haline gelmistir.

TESEKKUR
Bu c¢alisma 10-11.Kasim.2017 tarihinde diizenlenen III. Uluslararasi Multidisipliner Calismalari

Sempozyumu (ISMS)’nda sozlii bildiri olarak sunulmus olup 6zet kismu ilgili sempozyumun o&zet
kitabinda yer almaktadir.
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