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Özet
Kimyasal maddelerin yaygın bir biçimde kullanılması çevre kirlenmesine sebep olur. Bu kimyasallar DNA molekülünde mutasyonlara yol açan 
mutajenlerdir. DNA veya genomun replikasyonunu sağlayan enzimlerle etkileşime girerek mutasyona neden olan kimyasalların DNA’da hasar 
oluşturması ve mutasyona yol açması genotoksik etki olarak tanımlanır. Genetik toksikoloji çalışmalarında DNA moleküllerinde meydana 
gelen değişiklikler incelenir ve çeşitli ajanların ortaya çıkardığı genetik hasar değerlendirilir. Genetik toksisite; çekirdek, kromozom ve DNA 
yapısında meydana gelen DNA eklentileri, DNA kırıkları, gen mutasyonları, kromozom anormallikleri, klastojenite ve anöploidi gibi hasarları 
kapsar. DNA hasarında rol alan kilit moleküllerdeki bozukluklar ise doku hasarı, yaşlanma, kanser, infertilite ve bazı genetik hastalıklara yol 
açmaktadır. Bu nedenle genotoksisite çalışmaları canlı hayatı için büyük önem taşır. Genotoksisite testleri 1970’ ler den beri kullanılmakta 
olup günümüze kadar mutajenik ve genotoksik maddelerin karsinojenik potansiyellerini ölçmek için birçok yöntem geliştirilmiştir. Her ne 
kadar genotoksisite testleri ile ilgili derleme çalışmaları yapılmışsa da bütün testleri içine alan güncel bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bu konuda 
çalışma yapacak araştırıcılara yol gösterecek detaylı bir derleme çalışmasına ihtiyaç vardır. Bu nedenle bu çalışmada çeşitli kimyasalların 
genetik materyalde oluşturduğu hasarları saptamak için geliştirilmiş in vivo ve in vitro testler ayrıntılı olarak verilmiştir.
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Genotoxic Analysis Methods of Toxic Substances

Abstract
The widespread usage of chemicals causes environmental pollution. These chemicals, which cause mutations in the DNA molecule are muta-
gens. Chemicals which cause mutation by interacting with DNA or genome’s replication enzymes lead DNA damage and mutations are defined 
as genotoxic effect. The changes occurred in the DNA molecule is examined in genetic toxicology studies and genetic damages caused by 
various agents are evaluated. Genetic toxicity includes damages; such as DNA adducts occurred in the structure of nucleus, chromosomes and 
DNA, DNA breaks, gene mutations, chromosomal abnormalities, clastogenic and aneuploidy. Defects in the key molecules involved in DNA 
damage lead tissue damage, aging, cancer, infertility and some genetic disease. Therefore genotoxicity studies are of great importance for life. 
Genotoxicity tests are being used since in 1970’s. Many methods have been developed to measure the mutagenic and carcinogenic potential of 
genotoxic agents until today. Although review studies were done with genotoxicity tests, actual study including all tests has not been encoun-
tered. A detailed review study is needed to guide researchers who wanted to study on this subject. Therefore, in vivo and in vitro tests which 
were developed to determine damages in genetic material caused by various chemicals were given detailed in this study.
Keywords: Toxicity, Toxic substances,  Genotoxicity, In vivo, In vitro, Tests
 
GİRİŞ

Genotoksisitesi araştırılacak bir maddenin fiziksel ve 
kimyasal özelliklerinin incelenmesi, doğrudan toksisite testi 
olmadığı halde ön değerlendirme olarak yapılmalıdır.   Kim-
yasal maddenin fiziksel ve kimyasal etkenler karşısındaki 
dayanıklılıklarının incelenmesi çevredeki stabiliteleri 
hakkında bilgi verir. Uçuculukları, lipofil özelliklerinin in-
celenmesi canlı organizmaya giriş yolu ve absorbsiyonları 
hakkında değerlendirmede yararlı olur [1]  Toksikolojinin 
bir alt dalı olan genetik toksikoloji, organizmanın nor-
mal biyolojik işleyişi sırasında veya kimyasal, fiziksel ve 
biyolojik etkenlere bağlı olarak hücrelerin DNA molekül-
lerinde meydana gelen değişiklikleri inceleyen bir bilim-
dir ve çeşitli ajanların ortaya çıkardığı genetik hasarın 
değerlendirilmesinde önemli bir yere sahiptir [2-4]  DNA 
hasarında rol alan kilit moleküllerde ve yollardaki bozuk-
luklar ise doku hasarı, yaşlanma, kanser, infertilite ve bazı 
genetik ve multifaktoryal hastalıklara yol açmaktadır [5, 6] 

İn vivo Genotoksisite Testleri:
Genel olarak genotoksisitesi araştırılacak bir kimyasal 

maddenin etkileri birden fazla türde, in vivo olarak incelenir.

Akut Genotoksisite Analizi:
Deney canlılarında tek dozla alınan cevap (etki) ilişkisi 

değerlendirilir. Bu amaçla yeni bir kimyasal maddenin, akut 
toksisitesi öncelikle medyan letal doz (LT50 veya LC50) tayini 
ile yapılır [1, 7] 

Şekil 1: Medyan latel doz-LD50[8]. 
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LD50 (medyan letal doz): “deney canlılarına belirli 
koşullarda ve doğrudan uygulanan toksik maddenin, bu canlı 
populasyonunun %50’sini öldüren dozu” olarak tanımlanır. 
Terapotik indeks (Tedavi indeksi-TI); genel olarak bir ilacın 
toksik dozu (LD50) ile tedavi dozunu (ED50) karşılaştırmak 
için kullanılır. TI ne kadar büyükse o ilaç o kadar güvenilir 
olarak kabul edilir [7-1]. 

Şekil 2.  Zararsızlık sınırlarını belirleme [8]. 

Kronik Genotoksiste Analizi: 
Kimyasal maddelerin kümülatif (birikme) etkilerini 

araştırmak amacı ile yapılır. Ayrıca maddenin karsinojenik 
potansiyeli olup olmadığı araştırılır. 3 aydan fazla süreli 
olarak uygulanır.  Uygulama süresi, insanların incelenecek 
maddeye maruz kalma süresi göz önüne alınarak seçilir. Le-
tal süre (LT50): “Bir kimyasal maddenin belirli bir dozunun 
deney canlılarının yarısını öldürmesi için geçen süre” olarak 
tanımlanır.LT50’nin doza göre değişimi, kronik toksisitenin 
kantitatif değerlendirilmesinde kullanılabilir.

 
Şekil 3.  Ortalama ölüm zamanı ile doz arasındaki ilişki [9]. 

İn vitro Genotoksisite Testleri:
In vitro testler izole hücre sistemlerinde uygulanan 

testlerdir. Bir kısmı kısa süreli testler olup, in vivo veya 
in vivo ve in vitro sistemlerde kombine olarak yürütülür. 
Genel olarak bu testler kimyasal maddelerin genom veya 
hücre transformasyonu üstündeki etkisini ölçer. Böylece bu 
etkilerle kimyasal karsinojenezis arasındaki ilişkiyi göster-
mede yardımcı olurlar. Mutajenezis ile kimyasal karsinoje-
nezis arasındaki ilişkinin gözlenmesini sağlar [10]. 

Kimyasal maddelerin yaygın bir biçimde kullanılması 
sonucunda bu maddeler ya direkt veya metabolik ürün-
ler nedeniyle etki ederler. Bu etkiler insan ve hayvanlarda 
zehirlenmelere sebep olurlar. Yaban hayatı ve yararlı canlı 
gruplarının ölmesiyle doğal denge bozulur. Hava, su, to-
prak ve gıda maddelerindeki ilaç kalıntıları, bazı canlıların 

zararlı hale gelmesi ve bu zararlıların bağışıklık kazanması 
ile çevre kirlenmesi adı altında birçok olumsuz etkiler ortaya 
çıkar [11]. 

 
Salmonella / Mikrozom Mutajenite (AMES) Testi: 
Canlıların, tümör oluşumunda somatik hücrelerin tümör 

baskılayıcı genlerinde meydana gelen nokta mutasyonların 
saptanmasında ve kimyasalların DNA ile etkileşimlerini ön-
leyerek mutajenik ve karsinojenik etkilerini ortadan kaldıran 
antimutajenik ve antikarsinojenik maddelerin tespitinde 
sıklıkla kullanılmaktadır [12, 13]. 

Salmonella typhymurium’un yapay mutasyonla 
oluşturulmuş olan histidin sentezleme yeteneklerini 
kaybetmiş suşlarının, test bileşeni ile muamele edildikten 
sonra ikinci bir mutasyon geçirip histidini sentezleyebilen 
ve histidinden bağımsız ortamda çoğalması esasına dayanır. 
Histidinsiz ortamda üreyebilmelerine yol açan kendiliğinden 
geri mutasyona uğrayan koloniler sayılarak mutajenite be-
lirlenmektedir. Ortamda pozitif mutajen bir kimyasal madde 
varsa, geri mutasyonla çoğalan bakteri koloni sayısı istatis-
tiksel olarak anlamlı artmaktadır [14]. 

 
Şekil 4. Ames testi [15]. 

Comet Testi:
DNA kırıklarının tayini prensibine dayanan bu yöntem, 

pek çok fiziksel ve kimyasal mutajenin özellikle insanlar-
da yol açtığı DNA hasarının tayininde, kanser hastalarında 
DNA hasarının derecesini ve tamirini tespit etmede, bazı 
kalıtsal hastalıkların prenatal tanısında, bazı hastalıklarda 
artmış DNA hasarını belirlemede kullanılan bir biyoizlem 
testidir. Son yıllarda gelişen Comet tekniği, çeşitli ajanların 
yol açtığı DNA tek ve çift zincir kırıklarının tespiti için 
kullanılan hassas, hızlı ve güvenilir bir yöntemdir [16, 17]. 
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Şekil 5. Hasarlı ve normal DNA-Comet testi [18]. 

RAPD (Rastgele Arttırılmış Polimorfik DNA) Testi:
RAPD (Rastgele Arttırılmış Polimorfik DNA, Ran-

domly Amplified Polimorphic DNAs) ilk defa 1990’ da 
rastgele seçilmiş primerlerin kullanıldığı ve Polimeraz 
Zincir Reksiyonu’ nu (PCR) temel alan bir teknik olarak or-
taya çıkmıştır. Tekniğin en büyük avantajları genom dizisi 
hakkında ön bilgiye, yüksek saflıktaki DNA’dan çok mik-
tarlara, Southern blot veya radyoaktiv kimyasallara ihtiyaç 
duymamasıdır. Ayrıca hızlı ve düşük maliyetlidir. RAPD 
tekniği pek çok alanda olduğu gibi değişik bitki türlerinin 
genetik değişkenliğinin belirlenmesinde yaygın bir şekilde 
başarıyla uygulanmaktadır [19]. 

1991 tarihinde ise bu metodla aynı temele dayanan fa-
kat farklı olarak 10 nükleotitden daha kısa primerlerle daha 
kompleks DNA parmakizi profili elde edilen DAF (DNA 
Amplification Fingerprinting) olarak isimlendirilen diğer 
benzer bir metot yayınlanmıştır [20]. 

 

Şekil 6. RAPD Testi-Analiz sonucu oluşan bant desenleri [21]. 

Kromozom Anormallikleri (KA) Testi:
Kromozom kırıkları DNA’daki onarılmamış çift zincir 

kırıklarından, yeni yapıya sahip kromozomlar ise DNA’daki 
zincir kırıklarının yanlış onarılmasından kaynaklanmaktadır. 
Genetik materyalde oluşan bu tip hasarlar tamir 
edilemediğinde ortaya çıkan yüksek KA frekansı ise, artmış 
kanser riskini göstermektedir [22-25]. 

KA testi, mutajenler tarafından indüklenen çeşitli 
yapısal ve sayısal kromozomal anormalliklerin saptanması 
amacıyla sıklıkla kullanılan standart bir yöntemdir. Özel-
likle mutajenik hasarın belirlenmesinde türe ve dokuya göre 

değişebilen metabolizma, farmakokinetik ve DNA onarım 
mekanizmaları gibi faktörlerin değerlendirilmesine de ola-
nak sağlamaktadır [26, 28]. 

 

Şekil 7.  KA Testi- Preimplantasyon Genetik Tanı [29]. 

Kardeş Kromatit Değişim (KKD) Testi:
Çeşitli ajanların özellikle kromozomlarda oluşan 

yapısal değişimlerin araştırılmasında kullanılır. Mutajen ve 
karsinojenik olduğu bilinen maddelere maruz kalan hücre-
lerde ve kromozom kırılganlığı ve yatkınlığı ile karakterize 
edilen çeşitli kalıtsal hastalıklarda kardeş kromatit değişim 
frekansının arttığı ve artmış kardeş kromatit frekansı ile 
tümör oluşumu arasında bir ilişkinin olduğu saptanmıştır 
[30, 31].  Kardeş kromatit değişimleri nokta mutasyonların 
indüksiyonu, gen amplifikasyonu ile yakından ilişkilidir 
ve DNA çift zincir kırıklarının homolog rekombinasyon   
yoluyla onarılmasını göstermektedir [32, 33]. 

Testte, DNA kırıklarını görünür hale getirmek için hücre 
kültürlerine DNA’da timin analoğu gibi davranan Bromode-
oksiüridin (BrdU) maddesinin eklenmektedir. Bu maddenin 
hücre döngüsü sırasında kardeş kromatidlerin arasına girme-
si sağlanarak homolog kromozomlardaki DNA parçalarının 
karşılıklı değişimi gösterilmektedir. Kromatidlerin farklı 
boyanmasına neden olan bu boyanma farkı ile DNA’da 
kardeş kromatidler arasında oluşan değişimler gözlene-
bilmektedir [34, 35]. 

 

Şekil 8. KKD Testi-BrdU ile kardeş kromatit değişiminin belirlen-
mesi [36]. 

Mikronukleus (MN) Testi:
Mitoz bölünme ile oluşan tüm hücre tipleri üze-

rinde uygulanabilmesi nedeniyle genetik toksikoloji 
araştırmalarında kullanılan yaygın bir test haline gelmiştir 
[37, 38].  Çeşitli fiziksel ve kimyasal ajanlara maruz kalan 
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insanlarda, kanser ve genomik düzensizlik ile karakterize 
edilen çeşitli hastalıklarda MN frekansının önemli ölçüde 
yüksek olduğu bulunmuştur [39]. 

Uygun ortamlarda inkübasyona bırakılan hücre kültür-
lerine, ilk mitoz bölünmeden önce kültürün yaklaşık 44. sa-
atinde sitokalasin-B maddesi ilave edilmektedir. Bu madde 
sitokinezi inhibe etmekte ve bir hücre siklusunu tamam-
layan binükleat (çift nükleuslu) hücrelerin oluşumunu 
sağlamaktadır [40].  İnkübasyon süresi sonunda kültürler 
protokollere uygun şekilde preperasyonu yapılır ve preparat-
larda mikronukleus bulunduran binükleat hücrelerin oranı 
tespit edilmektedir [41]. 

 
Şekil 9. MN testi [42]. 

ALLIUM Testi:
Kimyasalların canlılar üzerinde neden olduğu genetik 

hasarların tespitinde bitki biyotestleri yüksek duyarlılıkları 
sebebiyle uzun bir süredir kullanılmaktadırlar [43, 44].  
Özellikle kolay elde edilmesi, uygulamanın basitliği se-
bebiyle Allium testi araştırmacılar tarafından sıkça tercih 
edilmektedir [45].  Allium testi tüm mitotik evrelerdeki an-
ormalliklerin belirlenmesini sağlamaktadır ve memeli test 
sistemleriyle iyi korelasyon göstermektedir [43-46]. 

 
Şekil 10.  Allium kromozom aberasyon testi [47]. 

Mitotik Aktivite (İndeks) Hesaplama Yöntemi:
Meristematik hücrelerdeki mitoz bölünme safhaların 

gözlenmesi ile mitotik aktivite (indeks) hesaplanabilmek-
tedir.   Mitotik aktivite, bölünen hücrelerin bölünmeyen 
meristematik hücrelere göre oranıdır.    Genellikle kromo-
zom sayımı çalışmalarında ve toksikolojik çalışmalarda 
kullanılmaktadır.    Eğer, bir kimyasal madde ile uygulama 
varsa, maddenin bölünme oranı üzerinde ne şekilde etkili 
olduğu konusunda bilgi vermektedir.  Mitotik indeks dışında 
ayrıca, M/T+A oranı da hesaplanmaktadır.    Bu katsayının 
yüksek değerde olması (yani 1’ den büyük olması) ve anafaz 
+ telofaz frekansının azalması, karyokinetik iğ ipliklerinin 
inaktive olduğunu göstermektedir.

 

Şekil 11. Mitotik Aktivite (İndeks) Testi [48]. 
 

Şekil 12. Mitoz Bölünme [49]. 

Stamen Tüy Analizi:
Kimyasalların genotoksisitesini test etmede kullanılan, 

bitkilerde özel lokus mutasyon analizleri bulunmaktadır. 
Bunlar bir ya da iki lokusta heterozigot olan özel 
oluşturulmuş test strainleri veya klonlar üzerine temelle-
nir. Bu durum, test bileşiklerinin uygulanmasından kısa bir 
süre sonra somatik mutasyonların ortaya çıkmasına neden 
olur. Somatik mutasyonlar;  yapraklar (soya fasülyesi, tütün, 
yonca, mısır),  çiçek petalleri, stamen tüyleri (Tradescan-
tia pallida H ) üzerindeki farklı renklerdeki doku bölgeleri 
olarak ifade edilir [50].  Stamen tüyü analizinde ‘somatik re-
sesif mutasyonların’ varlığı, pembe renkli mitotik hücrelerin 
oluşumu ile ortaya çıkmaktadır [51]. 

 

Şekil 13. Tradescantia pallida H bitkisi [52]. 
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Şekil 14. Tradescantia pallida H.-stamen tüyü hücrelerinde muta-
syon [51]. 

SONUÇ
Teknoloji geliştikçe kullanılan birçok kimyasal madde,  

tarımda ve endüstriyel alanlarda sıkça kullanılmaktadır. Bu 
kimyasal maddeler ister istemez yaşantının vazgeçilmez 
parçası olmuştur. Ve zaman zaman canlı hayatını tehli-
keye sokmaktadır. Çevreye ve canlı hayatına giren bu mad-
deler mutajenik ve karsinojenik etki gösterebilmektedirler. 
Bu maddeler kullanıma sunulmadan önce ya da piyasaya 
sürülmeden önce tehlikelilik sınırlarının belirlenmesi ge-
rekmektedir. Ayrıca çevreye verilen atıklarında genotok-
sisitelerinin bilinmesi gereklidir. Diğer taraftan maddelerin 
genotoksisitelerinin araştırılması risk değerlerinin belirlen-
mesi, bu maddelerin fayda-zarar ilişkilerini ortaya çıkarmak 
ve güvenli kullanma koşullarını belirlemek amacını 
taşıyabilmelidir. Bunun için gerekli olan analiz yöntemi et-
kili sonuçlar verebilmesi için doğru bir şekilde seçilmelidir.
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