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Ozet

Mikroniikleus, kromozom pargalarindan veya tiim kromozom kaynakli olup béliinme esnasinda anafazda geciken kiigiik ve
fazladan olusan niikleer olusumlardir. Son yillarda in vitro mikroniikleus testi, genotoksisite i¢cin umut verici bir metod olarak
kabul gérmeye baslamustir. Cytokinesis Block MicroNucleus (CBMN) analizi mikronukleusla beraber apoptotik ve nekrotik
hiicreleri de tanimlar. Bu test kanser tedavisi sirasinda ve genotoksisiti belirlemede kullanilabilmektedir. Bu gibi dlgiimler
kromozom kirig1 ve apoptoz - kanser yolagindaki mekanizmalarin aydinlanmasinda da faydali olacaktir.
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CHROMOSOME FRACTURES AND MICRONUCLEUS-APOPTOSIS
CONNECTION

Abstract

Micronuclei (MN) are small and extra nuclear bodies which is originating from chromosome fragments or whole chromosomes that lag
behind at anaphase during nuclear division. In the recent years, the in vitro micronucleus test has become promising methodologies for
genotoxicity testing. Cytokinesis blocked micronucleus (CBMN) assay is described as the inclusion of apoptotic and necrotic cells
behind micronucleus. This test can be used during cancer treatment and to determine genotoxicity. These measurements, such as
fracture of the chromosome, enlightenment of the mechanisms apoptosis and cancer pathway will be useful.
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1.Giris

Kromozom kiriklari, ya kendiliginden ya da mutajenik ajanlar nedeniyle olusabilirken; bazen de iyonize
radyasyon veya DNA hasarina neden olan kimyasallardan koken alabilmektedir. Genellikle kirtlmis uglar
yeniden birlesir ve kirik onartlir ancak bazi durumlarda, bir kirtk kromozomlarda delesyona yol agabilir veya
bir hiicrede birden fazla kirik meydana gelmisse kromozomlarin yeniden diizenlenmeleri miimkiin
olabilmektedir [1].
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Kromozom kiriklar1 hiicre siklusunun Gy, S ve G, evrelerinde mitoz ve mayoz siiresince olusabilir. Kromozom kirik
¢alismalar1, gen mutasyonlarinda yapilan arastirmalar ile baglantilidir. Ciinkii pek ¢ok mutajen hem kromozom
kiriklarin1 hem de gen mutasyonlarini indiikler. DNA’nin bir kolunda kirik olusma nedenlerini; pirimidin
dimerlerinin olusmasi (kisa dalga boylu UV), baz alkilasyonu (alkilleyici ajanlar), iplik¢ikler arasinda capraz
baglant1 (uzun dalga boylu UV, ¢ok fonksiyonlu alkilleyici ajanlar), DNA ¢ift sarmalinin arasina mutajen girmesi
(acriflavin, proflavin vb.) gibi etkenleri sdyleyebiliriz [1, 2, 3, 4].

Kromozomlarda yapisal olarak iki tip kirik vardir. Bunlar, kromozom tipi kirik ve kromatid tipi kiriklardir. Bir
ajanin kromozom ya da kromatid tipi kiriklara neden olmasi, hiicre siklusunun hangi fazinda etkili olduguna baglidir.
Eger ajan mitoz boliinmenin Go ya da G1 fazinda etkiliyse kromozom tipi kiriklara, S ya da G, fazinda etkili ise
kromatid tipi kiriklara neden olur. Kromozom kiriklari, eger G; fazinda yalniz bir kromatid de bir kirik meydana
getirir ve S fazi boyunca devam ederse, metafazdan sonra her iki kromatid de kirik olusur ve bdylece kromozom tipi
kirik meydana gelir. Bu kirik tekrar birlesmez ise, bir delesyonlu kromozom ve bir asentrik fragment meydana gelir.
Kromozom kirtlmasi sonucu olusan asentrik pargalar ya metafazda kaybolmakta ya da anafazda mikroniikleuslar
olusturmaktadir [1, 2, 3, 4].

2. Yontem

2.1. Mikroniikleus olusum mekanizmasi ve kriterleri

MN (Mikroniikleus) olusumu ilk olarak Howell ve arkadaslar1 tarafindan eritrositlerde saptanmustir. Jolly tarafindan
tanimlanmistir. Bu nedenle Howell-Jolly cisimcigi adi da verilmektedir. Mikroniikleus, hiicre bdliinmesi sirasmda
serbest kalan kromozom fragmentinin ya da kromozomlarin ortamda varligini siirdiirmesidir. Bir niikleoplazma ile
sarilarak sitoplazma igerisinde ana niikleusun yaninda yer alan niikleer materyaldir [5]. MN olusumunun temelini,
DNA hasar1 olusturmaktadir. Organizmanin g¢esitli mutajenik, klastojenik ve karsinojenik ajanlara maruz kalmasi
sonucunda DNA’da harabiyet meydana gelmektedir. Genetik hasar Sl¢iimiinde, MN testinin toksikolojide, diyette,
ilag sanayide, kanser riski olusumu siiphesinde, radyoterapide énemi anlasilmistir [6]. DNA hasar oraninin in vivo
ve in vitro olarak belirlenmesinde, en ekonomik ve pratik tekniklerden biri haline gelmistir [5,6,7,8,9].

MN teknigi, insan periferik kan lenfositlerinde ,kemik iliginde ve yanak mukoza hiicresinde kimyasal ajanlarmn
genotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Teknigin basit olusu, kisa zamanda sonuca ulasilmasi
ve DNA harabiyeti konusunda giivenilir bilgi vermesi teknigi dnemli hale getirmistir [7,8,9]. Bugiin, pek ¢ok kanser
tipi ile spesifik kromozom diizensizlikleri arasinda baglanti oldugu bilinmektedir. Bu amagla kanserli olgularda
mikroniikleus testi yapilmakta ve anlamli sonuglar elde edilmektedir [10,11,12]. MN testi ile dlgililen genotoksisiti ve
iyonize radyasyonla tedavi sirasinda sitotoksik iliski incelenmistir. Elde edilen sonuglara gére MN testi, gerek kanser
gerekse tedavi sirasinda kullanilabilen bir test haline gelmistir.

MN testinin genis bir aragtirma ortami buldugu diger bir alanda yaslanmadir. Yas artisiyla andploidi sikligi arasinda
yakin bir iligki vardir. Bireyin yasam igerisinde maruz kaldigi ¢evresel ajanlarin etkisiyle kromozomlarin normal
boliinmeden saptigr belirlenmistir. Her hiicrenin mitotik aktivitesi yas ilerledik¢e yavaglamakta ve mitoz boliinmede
ig iplik¢iklerinde katalizor gorevi yapan enzimlerde dejenerasyon olusmaktadir [13,14,15,16,17].

CBMN (Cytokinesis Block MicroNucleus) analizleri, Cyt-B’nin (Cytochalasin-B) hiicre bdliinmesini sitokinez
evresinde durdurmasi 6zelligi temel alinarak tanimlanmistir. [6,7,8]. Cyt-B, Helmin dematiodeumdan elde edilen bir
ekstraktir. Cyt-B hiicre boliinmesini sitokinez evresinde aktin filamentlerini etkileyerek durdurur. Bu etkisini de
aktin filamentlerin ucuna baglanarak, aktinin polimerize olmasini dnleyerek gergeklestirir [15,16,17,18,19]. Maluf
ve arkadaglari, CBMN yonteminden faydalanarak, Down sendromlu ve Fanconi anemili hastalarda MN
frekanslarinin yiiksek oldugunu gostermislerdir [20]. Down sendromlu bireylerin malin hastaliklar igin yiiksek riske
sahip hastalik grubundan oldugunu belirterek, bu hiicrelerin ¢esitli mutajen, radyasyon, viriis ve kimyasallara karsi
fazlaca hassas oldugu igin periferik kanlarinda MN frekansmin yiikseldigini belirlemislerdir [20]. Bisht ve
arkadaslar1 da doza bagli olarak artan MN dagilimmdan 1°li MN oraninin fazla olusunun asentrik fragment kaynakl
oldugunu agiklamiglardir [21]. Mikronukleuslardaki kromozom orijinlerini belirleyebilmek i¢in, MN’un orijinin tiim
kromozomdan mi (sentromer pozitif MN) yoksa asentrik kromozom pargasindan mi kaynaklandigini (sentromer
negatif MN) anlayabilmek i¢in de FISH (Floresan In Situ Hibridizasyon) teknigi kullanilmaktadir [22, 23, 24].
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Fenech ve arkadaglar1 ise, NPB (NucleoPlasmic Bridge: Niikleoplazmik Koprii) olusumlarinin anafazda
kromozomlarin sentromerlerin zit kutuplarma ¢ekilmesi sirasinda gergeklestigini ve bir yada daha fazla NPB’lerin
yanindaki 1’li veya 2°li MN’larin % 60’indan daha fazlasinin asentrik kromozom pargasindan orijin aldigmni
gostermislerdir [5]. Bu olusumlarin molekiiler mekanizmasi tam olarak ortaya konamamistir ama gelecekte bu yonli
¢alismalar ile mekanizmalar agiga ¢ikarilacaktir.

2.2. Mikronukleus hesaplama Kriterleri

Insan lenfositlerinin sitokinezinde bloklanan mikroniikleus igin detayli hesaplama yontemleri Washington’da
Genotoxicity International Work Shop’la tiim diinyaya bildirilmistir [9]. Buna gére, CBMN analizlerinde oncelikle
hiicre tipleri belirlenmelidir. Hiicreler, mononiikleus, biniikleus, multiniikleus, hiicre tipinde ya da apoptotik veya
nekrotik hiicre tipinde olabilirler.

Mononiikleuslu hiicreler kiigiik sitoplazma, biiyiik niikleus seklindedir. Biniikleuslu hiicreler ise aynadaki goriintii
kadar es biiyiikliikteki iki hiicre tipindedir. Bu tip hiicreler niikleoplazmik kopriiyle (NPB) beraber olabilir.
Niikleuslar birbirine dokunabilir veya st liste olabilir. Multiniikleuslu hiicreler li¢ veya dortli halde, farkl
biiyiikliikteki hiicre formundadir [9]. Bu tip hiicreler pek ¢ok MN igerebilir. Apoptotik hiicrelerde ise sitoplazma
bozulmamistir. Kromatin yogunlugu artmistir. Niikleer sinirlar ya erken ya da gec apoptotik formundadir. Nekrotik
hiicrelerde, sitoplazmik smirlar daha az tanimlidir ve vakuoller vardir. Cok sayidaki vakuoller sitoplazmadadir.
Sitoplazmik membranin hasara ugrayip niikleusun ¢ok az bozuldugu kisim erken nekrotik hiicre fazidir. Geg
nekrotik hiicrede ise sitoplazma kaybolmustur [9].

Sitokinezde bloke edilmis hiicreler CBMN frekansi igin hesaplanirken asagidaki dzellikleriyle karakterizedir:

- MN sayimlar1 BN’( BiNiikleus) da yapilmalidir.

- MN’larin ¢ap1 ana niikleus yar1 ¢apinin 1/16 ile 1/3 arasindaki degerlerde olmalidir.

- MN’m alani1 ana niikleusun alaninin 1/256 ile 1/9’u arasinda olmalidir.

- MN’lar ana niikleusa bagli olmamalidir.

- MN’larin ¢ogu niikleuslarin arasindadir ama ayn1 zamanda hiicrelerin kutuplarinda da olabilir.

- MN’larin yapilar: kiigiik niikleuslara benzer. Fakat kabarciklar, noktalar MN olarak kabul edilmemektedir

(Sekil 1) [9].
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Sekil 1. CBMN (Cytokinesis Block MicroNucleus) Dagilimi;

1.Binukleuslu hiicre, 2. Bir MN ‘lu BN hiicre, 3. Iki MN ‘lu BN hiicre, 4. U¢ MN ‘lu BN hiicre, 5. Dért MN ‘lu BN
hiicre, 6. NPB’li BN hiicre, 7. Bir niikleoplazmik k&prii ve bir MN ‘lu BN hiicre, 8. Bir niikleoplazmik kdprii ve iki
MN “lu BN hiicre, 9. Iki niikleoplazmik k&prii, 10.1ki niikleoplazmik képrii ve bir MN ‘lu BN hiicre, 11. .iki
niikleoplazmik koprii ve iki MN’Iu BN hiicre

Not : Fenech M.: The in Micronucleus Technique’den modifiye edilerek alinmistir [9].

Klastojenlere maruz kalmig BN hiicrelerde niikleoplazmik kopriiler gézlemlenir. Bu kopriiler iki niikleusu birlestirir.
NPB’lerin anafaz boyunca sentromerlerin zit kutuplara cekilerek disentrik kromozom olusumu nedeniyle oldugu
diisiiniilmektedir. Bu koprii kalinligi BN hiicrelerdeki nukleus ¢apinm 1/3 - 1/25 arasinda degismektedir [5, 9].
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Sensitif niiklear boliinme frekansini hesaplamak i¢in nekroza ve apoptoza ugramis hiicreleri de saymak
gerekmektedir. Bu yiizden daha duyarli formiillere ihtiyag duyulmusdur. Hiicrelerin biiyiik boliimii yiiksek toksik
dozlu kimyasallarda 6lmektedir. Hiicre boliinme kinetigi kullanilarak modifiye edilen esitlikte asagida belirtilen NDI
(Nuclear Division Index:Niikleer Boliinme Frekansi) ve NDCI (Nuclear Division Cytotoxicity Index:Niikleer
Boliinme Sitotoksite Frekansi) hesaplamalari ile lenfositlerin mitojenik cevaplari belirlenmektedir (Sekil 2) [9,25].

NDI: [MI+2(M2)+3(M3) +4(M4)] /N

NDCI: [Ap+NectM1+2(M2)+3(M3)+4(M4)] / N*

Ap: Apoptotik hiicre

Nec: Nekrotik hiicre

M1 : Bir niikleuslu hiicre,

M2 : iki niikleuslu hiicre,

M3 : Ug niikleuslu hiicre,

M4 : Dort niikleuslu hiicre,

N: Toplam yasayan hiicre,

N* : Toplam hiicre (Yasayan hiicre + Apoptotik hiicre + Nekrotik hiicre)
NDI: Niiclear Division Index (Niikleer Boliinme Frekansi)

NDCI: Niiclear Division Cytotoxicity Index (Niikleer Boliinme Sitotoksite Frekansi)
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Sekil 2. Sitotoksik ajanin etkisindeki hiicrelerin olasi durumlari

Not : Fenech M.: Micronuclei, NPB & nuclear buds induced in folic acid deficient human lymphocytes CBMN
assay’den modifiye edilerek alinmustir. [5].

3. Sonug¢

Son yillardaki ¢aligmalar gostermistir ki; niikleer olusumlar giiglii gen amplifikasyon 6l¢iimleridir ve bu olusumlar
MN artisiyla beraber goriilmektedir. Farkli maddelerdeki sitotoksik etkinin belirlenmesi ¢aligmalari, CBMN
analizlerine farkli boyutlar kazandirmistir. Bintikleus hiicrelerdeki, yapisik olan olusumlar DNA amplifikasyonu
olarak degerlendirilmeye baslanmis ve tipki CBMN sayimindaki gibi BN hiicrelerin yanindaki olusumlar sitotoksite
kontrolil i¢in ayr1 birer biyolojik marker olarak kabul gérmeye baslamustir.

Sitotoksik ajanlarin etkisindeki hiicreler kromozom kiriklarma, mikronukleus ve apoptotik hiicre olusumlarina yol
agmaktadir. Cytokinesis Block MicroNucleus (CBMN) metodu ile apoptotik ve nekrotik hiicreler de belirlenerek,
DNA hasar1 gosterilebilmektedir. Mikroniikleus (MN) indeksi kanser riskinde de belirleyicidir. Boyle ¢alismalarin
eklenmesi ile de kromozom kirig1 onu takip eden mikronukleus ve apoptotik hiicre olusumu ve kanser iliskisi ortaya
konabilecektir. Bununla beraber bu yolakta daha pek ¢ok mikro diizeydeki calismalara ihtiyag duyulmaktadir.
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