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Ozet

Genetik toksisite, genotoksinlerin kromozom ve DNA yapisinda meydana getirdigi hasarlart kapsayan bir terimdir. Bu
hasarlar genellikle gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri, DNA zincir kirtklar1 ve DNA eklentileridir. Bu tip genetik
hasarlar; dogum defektleri, kanser, yaslanma, infertilite ve bazi genetik ve multifaktoryal hastaliklara yol agabildigi i¢in,
mutajen ve karsinojenlerin tanimlanmasi ve risklerinin en diisiik seviyeye indirilebilmesi halk saghginmn korunmasi igin
onemlidir. Genotoksisite testleri, kimyasal ve fiziksel ajanlarin mutajenitelerinin belirlenmesi ve bu ajanlarin karsinojenik
potansiyellerinin tahmin edilebilmesi i¢in kullanilmaktadir. Bu testler; fiziksel etkenlerin, ilaglarin, ¢evresel kirleticiler ve
gida katki maddeleri gibi giinliik yasamda siklikla maruz kaldigimiz her tiirlii kimyasal maddenin genotoksik ve kanserojenik
potansiyellerinin ve giivenilirliliklerinin arastirilmasini, kanser riskinin tahmin edilmesini ve kanserin izlenmesini saglayan
biyoizlem testleridir. Insanlar siirekli gevrelerinde bulunan gok sayida kimyasal ve fiziksel ajana maruz kaldiklar1 igin, bu
ajanlarin potansiyel riskleri ve olumsuz etkilerini degerlendiren genotoksisite caligmalart gittikce artan bir 6nem
kazanmaktadir. Bu nedenle bu derlemenin amaci, hiicrelerdeki genetik hasarin gostergesi olarak degerlendirilen genotoksisite
testleri ve uygulamalart hakkinda bilgi vermek ve bu testlerin kullanimlarinin yayginlastirilmasina yardimer olmaktir.

Anahtar Kelimeler: DNA hasari, mutajenler, mutajenite testleri

GENETIC TOXICITY TESTS

Abstract

Genetic toxicity is a term including chromosome and DNA damages caused by genotoxins. These damages are usually gene
mutations, chromosome aberrations, DNA strand breaks and DNA adducts. Since these genetic damages can cause birth
defects, aging, cancer, infertility and some genetic and multifactorial diseases, identifying mutagens and carcinogens and
minimizing their risks are very important for the protection of public health. Genotoxicity tests have been used to assess
mutagenicity of chemical and physical agents and, to predict carcinogenic potential of these agents. These tests are bio-
monitoring tests that provide to investigate of genotoxic and carcinogenic potentials and reliability of physical agents, drugs,
all types of chemical we are exposed to every day such as pollutants, food additives and, to predict for cancer risk and to
monitor of cancer. Since humans are continuous exposed to a large number of chemical and physical agents in their
environment, the genotoxic studies about the adverse effects and potential risk of these agents, gain ground exponentially.
Therefore, the aim of this review is to give information about the genotoxicity tests which are considered to be indication for
genetic damage in cells, and their applications, as well as help to generalize the use of these tests.
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1.Giris

Toksikolojinin bir alt dali olan genetik toksikoloji, organizmanin normal biyolojik isleyisi sirasinda veya kimyasal,
fiziksel ve biyolojik etkenlere bagli olarak hiicrelerin DNA molekiillerinde meydana gelen degisiklikleri inceleyen
bir bilimdir ve ¢esitli ajanlarin ortaya ¢ikardig1 genetik hasarin degerlendirilmesinde 6nemli bir yere sahiptir [1-4].

Genetik toksisite ya da genotoksisite; ¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda meydana gelen DNA eklentileri, DNA
kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri, klastojenite ve andploidi gibi hasarlar1 kapsayan genel bir
terimdir. DNA veya genomun kopyasinin ¢ikarilmasini saglayan enzimlerle etkilesime giren ve mutasyona neden
olan genotoksik maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi veya bazi degisimlere yol agmasi ise genotoksik etki
olarak tanimlanmaktadir [1-3,5].

DNA molekiiliinde mutasyonlara yol agan ajanlar ya da mutajenler, DNA iizerindeki etkilerini ya dogrudan, ya da
genomik bilgilere gore sentezlenen proteinlere baglanarak dolayli yolla gosterirler. DNA hasarinda rol alan kilit
molekiillerde ve yollardaki bozukluklar ise doku hasari, yaslanma, kanser, infertilite ve bazi genetik ve
multifaktoryal hastaliklara yol agmaktadir (Sekil 1) [6,7].

Genotoksisite ve karsinojenite arasindaki iligki pek ¢ok ¢alismada incelenmis ve insanlar i¢in karsinojen olan pek
¢ok bilesigin genotoksik oldugu bulunmustur. Kimyasal maddelerin mutajenik etkileri ile karsinojenik potansiyelleri
arasimnda kuvvetli bir iliskinin oldugunun gosterilmesi, genotoksisite testlerinin endiistri kuruluslart tarafindan
kimyasal maddelerin karsinojenik risklerinin arastirilmasinda tarama testleri olarak kullanilmasi sonucunu

dogurmustur [1,4,5,8,9].
GENOTOESINLER.
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Sekil 1. Genotoksinlerin DNA iizerindeki etki mekanizmasi ve sonuglart.

2. Genetik Toksisite Testlerinin Kullanim Alanlar:

Genetik toksisite ya da genotoksisite testleri 1970° lerden beri kullanilmaktadir ve gliniimiize kadar mutajenik ve
genotoksik maddelerin karsinojenik potansiyellerini 6lgebilmek igin bir¢ok genotoksisite testi gelistirilmistir [10].
Bu testler, g¢esitli mekanizmalarla dogrudan ya da dolayli olarak genetik materyalde meydana gelen hasarlari
saptamak amaciyla gelistirilmis in vitro ve in vivo testlerden olusurlar [1,4,5]. Genotoksisite testleri ile mutajenlerin
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tanimlanmasi, insanda risk tayininin yapilmasi ve bu maddelere gereksiz maruziyetin Onlenmesi genetik
toksikolojinin baslica amaglarin1 olusturmaktadir. Genellikle kisa dénem mutajenite testleri tarama amach
kullanilirken, memeli testleri ise insanda risk tayini igin kullanilmaktadir [4].

Genotoksisite testleri esas olarak genomu etkileyebilecek UV ve irradyasyon gibi fiziksel etkenlerin, parazitik
enfeksiyonlarin, sigara, pestisitler, ilaglar, gida katki maddeleri, nanomateryaller gibi bircok kimyasal ajanin
genotoksik ve kanserojenik potansiyellerinin tespitinde, ilaglarin hem piyasaya siiriilmeden 6nce hem de ilag
kullanan kisilerdeki genetik etkilerini ve gilivenirliligini arastirmada, bazi hastaliklarda artmis DNA hasarinin
tespitinde, genetik hasar ile hastaliklar arasindaki iligskinin belirlenmesinde, kanserden korunmada, kansere
duyarliligin tayininde ve takibinin yapilmasinda biyoizlem testleri olarak kullanilmaktadir [1,7,11-20].

Bilesiklerin genotoksik etkisinin saptanmasinda tek bir testin tek basina yeterli olmadigi, bu nedenle bilesiklerin
genotoksik ya da mutajenik aktivitesinin belirlenmesinde bir seri test sisteminin kullanilmasi gerektigi
vurgulanmugtir [1,3,18,19,21-23].

3. Genetik Toksisite Testleri

Genetik sistemler ile genotoksisitesi test edilmek istenen maddelerin karsinojenik ve mutajenik potansiyelleri
arasinda iligki kurulmasim saglayan ve en yaygin olarak kullanilan standart in vitro ve in vivo mutajenite testleri;
Ames testi, Comet testi, Kromozom anormallikleri (KA) testi, Kardes kromatit degisimi (KKD) testi ve
Mikroniikleus (MN) testidir.

3.1. Salmonella/Mikrozom Mutajenite (Ames) Testi

Ames testi olarak da adlandirilan Salmonella/mikrozom mutajenite testi, kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin
arastirilmasinda kullanilan, test parametreleri agisindan en iyi standardize edilmis ve mutajen/karsinojen etkisi en iyi
bilinen kimyasallarla gecerliligi en fazla kabul edilmis bakteriyel test sistemlerinden biridir. Ayrica hizli, ucuz ve
uygulanabilirliginin kolay olmasi nedeniyle ¢ok yaygin bir kullanim alanina sahiptir. Bu test, insanlarda ve deney
hayvanlarinda tiimor olusumunda somatik hiicrelerin tiimér baskilayici genlerinde meydana gelen nokta
mutasyonlarin saptanmasinda ve kimyasallarm DNA ile etkilesimlerini 6nleyerek mutajenik ve karsinojenik
etkilerini ortadan kaldiran antimutajenik ve antikarsinojenik maddelerin tayininde de siklikla kullanilmaktadir [1,24-
30].

Ames testinde, histidin operonunun degisik bolgelerinde ¢esitli mutasyonlar igeren Salmonella typhimurium’un
mutant suslart kullanilmaktadir. Bu testin temeli, S. typhymurium’un yapay mutasyonla olusturulmus olan histidin
sentezleme yeteneklerini kaybetmis suslarmin, sitokrom P-450 enzimlerini igeren memeli karaciger post
mitokondriyal siipernatant (S9) varliginda veya yoklugunda, test bileseni ile muamele edildikten sonra ikinci bir
mutasyon gecirip histidini sentezleyebilen ve histidinden bagimsiz ortamda ¢ogalmasi esasina dayanir. Histidinsiz
ortamda ireyebilmelerine yol acan kendiliginden geri mutasyona ugrayan koloniler sayilarak mutajenite
belirlenmektedir (Sekil 2). Ortamda pozitif mutajen bir kimyasal madde varsa, geri mutasyonla ¢ogalan bakteri
koloni sayisi istatistiksel olarak anlamli artmaktadir [1,4,24,25,30].

Olasi mutajen
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Sekil 2. Ames testinin uygulanmasi ve mutajeniteyi gosteren koloniler.
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3.2. Comet Testi

Son yillarda gelisen Comet teknigi, ¢esitli ajanlarin yol agtigt DNA tek ve ¢ift zincir kiriklarinm tespiti igin
kullanilan hassas, hizli ve giivenilir bir yontemdir. Tek hiicre jel elektroforez (Single cell gel electrophoresis) teknigi
olarak da adlandirilan Comet yontemi, birgok memeli hiicresinde gesitli ajanlarin indiikledigi DNA hasar1 ve onarim
bozuklugunun tayinini amaglayan c¢alismalarda kullanilmaktadir. DNA kiriklarimin tayini prensibine dayanan bu
yontem, pek cok fiziksel ve kimyasal mutajenin 6zellikle insanlarda yol agtigt DNA hasarinin tayininde, kanser
hastalarinda DNA hasarmin derecesini ve tamirini tespit etmede, bazi kalitsal hastaliklarin prenatal tanisinda, bazi
hastaliklarda artmis DNA hasarmi belirlemede kullanilan bir biyoizlem testidir. Ayrica genotoksinleri ilk etki
bolgelerde degerlendirebilmesi, hemen hemen tiim oOkaryotik hiicrelere uygulanabilmesi, diisiik hasar seviyesini
oOlgebilmes, az sayida hiicre 6rnegi gerektirdigi icin hizli, basit ve ucuz bir yontem olmasi gibi avantajlarindan dolay:
genis bir kullanim alanina sahiptir [1,31-39].

Comet yontemi, alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve farkli elektrik yiike sahip DNA molekiillerinin
elektriksel alanda farkli go¢ etmeleri esasina dayanmaktadir. Bu yonteme gore, hiicreler veya c¢ekirdekgikler
oncelikle agaroza yerlestirilmekte, daha sonra lizis ve alkali elektroforez tamponunda yiiriitme ve nétralizasyon
islemlerinden gegirilerek floresan boya ile boyanmaktadir. Floresan mikroskop ile incelenen preparatlarda zarar
gormemis DNA’lar comet (kuyruk) olusturmazken, hasar gérmiis DNA molekiillerindeki fragmentler farkli
molekiiler agirliklarma ve farkl elektrik yiiklerine sahip olacaklarmmdan elektriksel alanda farkli hizlarda hareket
ederek ¢ekirdekten digar1 dogru goc etmekte ve kuyruklu yildiz goriiniimii olusturmaktadirlar (Sekil 3). Bu goriiniim
nedeniyle bu teknige "Comet" adi verilmistir. Comet testi ile DNA hasarmin kantitatif olarak saptanmasinda; kuyruk
momenti, kuyruktaki DNA yiizdesi ve kuyruk uzunlugu gibi parametreler kullanilmaktadir [19,31,32,34,38-40].

® -

a b

Sekil 3. Hasarsiz DNA (a) ve hasarli DNA tasiyan niikleuslarin (b) Comet testi ile gdriiniimii.
3.3. Kromozom Anormallikleri (KA) Testi

Kromozomal anormallikler DNA diizeyindeki hasarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Kromozom kiriklari
DNA’daki onarilmams ¢ift zincir kiriklarindan, yeni yapiya sahip kromozomlar ise DNA’daki zincir kiriklarinin
yanlis onarilmasindan kaynaklanmaktadir. Genetik materyalde olusan bu tip hasarlar tamir edilemediginde ortaya
¢ikan yiiksek KA frekansi ise, artmis kanser riskini gostermektedir [16,17,19,41,42]. KA testi, mutajenler tarafindan
indiiklenen ¢esitli yapisal ve sayisal kromozomal anormalliklerin saptanmasi amaciyla siklikla kullanilan standart bir
yontemdir. /n vitro KA testi ile memeli hiicre kiiltlirlerinde, in vivo KA testi ile genellikle kemik iligi hiicrelerinde
kromozom anormalligi frekansi degerlendirilebilmektedir. Ayrica in vivo KA testi, 6zellikle mutajenik hasarmn
belirlenmesinde tiire ve dokuya gore degisebilen metabolizma, farmakokinetik ve DNA onarim mekanizmalar1 gibi
faktorlerin degerlendirilmesine de olanak saglamaktadir [1,11,43,44].

In vitro memeli KA testinde, hiicrelerin mitoz boliinme gecgirmesini saglayan ortamlarda, genellikle periferal kan
lenfosit hiicreleri inkiibe edilmektedir. /n vivo KA testinde ise genellikle hedef doku olarak vaskiilarizasyonu fazla
ve hizli sirkiilasyona sahip hiicre populasyonu iceren kemik iligi kullanilmaktadir. /n vitro KA testinde kiiltiirler
hasat edilmeden genellikle 2 saat dnce, in vivo galismalarda ise hayvanlar sakrifiye edilmeden 2-4 saat once, bir
tiibilin polimerizasyon inhibitorii olan ve hiicre bdliinmesini metafaz asamasinda durduran kolsisin uygulanmaktadir.
Kiiltiirlerden veya kemik iligi hiicrelerinden uygun protokollere gore metafaz hiicreleri elde edilmekte ve
kromozomlarda ortaya ¢ikan gesitli yapisal ve sayisal anormallikler (Sekil 4) tespit edilebilmektedir [11,43-45].
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Sekil 4.

Kromozom anormallikleri igeren metafazlar. a- Fragment, b- Kardes kromatit birlesmesi, ¢- Kromatit kiriklari, d-
Kromozom kirigi, e- Poliploidi, f- Endoreduplikasyon.

3.4. Kardes Kromatit Degisimi (KKD) Testi

KKD, kardes kromatitlerin homolog lokuslar1 arasinda DNA replikasyon firiinlerinin simetrik degisimidir ve DNA
¢ift zincir kiriklarmin homolog rekombinasyon yoluyla onarilmasmi gostermekedir. Ayrica KKD’ler nokta
mutasyonlarin indiiksiyonu, gen amplifikasyonu ve sitotoksisite ile yakindan iliskilidir [46-51]. Bu test, gesitli
ajanlarm mutajenik ve karsinojenik etkilerinin, 6zellikle kromozomlarda olusan yapisal degisimlerin arastiriimasinda
onemli bir yere sahiptir. Mutajen ve karsinojen oldugu bilinen maddelere maruz kalan hiicrelerde ve kromozom
kirilganlig1 ve yatkinligi ile karakterize edilen gesitli kalitsal hastaliklarda KKD frekansinin arttigi ve artmig KKD
frekanst ile tiimor olusumu arasinda lineer bir iliskinin oldugu saptanmistir [19, 46-49,51-55]. KKD testi ile 6zellikle
DNA eklentileri olugturan veya DNA replikasyonu ile etkilesime giren mutajen bilesikler saptanmaktadir. KKD
testinde, DNA kiriklarini goriiniir hale getirmek icin hiicre kiiltlirlerine DNA’da timin analogu gibi davranan Bromo-
deoksiiiridin (BrdU) maddesinin eklenmektedir ve bu maddenin hiicre dongiisii sirasinda kardes kromatidlerin
arasma girmesi saglanarak homolog kromozomlardaki DNA pargalarinin karsilikli degisimi gdsterilmektedir.
Kiltiirlerdeki hiicreler cogalirken DNA’larin replikasyonu sirasinda yeni sentezlenen poliniikleotid ipligine ortamda
bulunan BrdU igeren bromurasil niikleotidleri gegmektedir. Ultraviyole lambasi ile 1sinlanmaya maruz birakildiginda
DNA igine yerlesmis olan BrdU daha agik renkte boyanmis bolgeler olarak goériilmektedir (Sekil 5a). Kromatidlerin
farkli boyanmasina neden olan bu boyanma farki ile DNA’da kardes kromatidler arasinda olusan degisimler
gozlenebilmektedir (Sekil Sb) [48,51,56-58].

a b
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Sekil 5. a- BrdU ile kardes kromatit degisiminin belirlenmesi, b- Kardes kromatit degisimleri igeren metafaz plagi.
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3.5. Mikroniikleus (MN) Testi

MN’ler genellikle hiicre siklusunu kontrol eden genlerdeki eksiklerden, mitotik igdeki hatalardan, kinetokordan veya
mitotik aygitin diger parcalarindan ve kromozomal hasarlardan kaynaklanan, hiicrenin mitoz bdliinmesi sirasinda
ortaya ¢ikan, esas ¢ekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan koken alan
olusumlardir. MN sayisindaki artisg, ¢esitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu kromozom diizensizliklerinin ve somatik
hiicrelerdeki genomik kararsizligin indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Yapilan calismalarda, g¢esitli
fiziksel ve kimyasal ajanlara maruz kalan insanlarda, kanser ve genomik diizensizlik ile karakterize edilen cesitli
hastaliklarda MN frekansmin énemli dlgiide yiiksek oldugu bulunmustur [1,22,52,59-63].

MN testi, mitoz ile olusan tiim hiicre tipleri iizerinde in vitro ve in vivo olarak uygulanabilmesi nedeniyle genetik
toksikoloji arastirmalarinda kullanilan yaygin bir test haline gelmistir [62,63]. In vitro MN testinde, uygun
ortamlarda inkiibasyona birakilan hiicre kiiltiirlerine, ilk mitozdan &nce kiiltiiriin yaklasik 44. saatinde sitokalasin-B
maddesi ilave edilmektedir. Bu madde sitokinezi inhibe etmekte ve bir hiicre siklusunu tamamlayan biniikleat (¢ift
niikleuslu) hiicrelerin olusumunu saglamaktadir. Inkiibasyon siiresi sonunda Kkiiltiirler protokollere uygun sekilde
hasat edilmekte ve preparatlarda MN bulunduran biniikleat hiicrelerin (Sekil 6) orani tespit edilmektedir [1,64,65]. In
vivo MN testinde ise, sitokinezi bloke edilmemis memeli eritrosit hiicrelerindeki MN siklig1 belirlenmektedir. Bu
test ile genellikle kemik iliginde ve/veya periferal kan hiicrelerindeki olgunlagsmamis (polikromatik) eritrositlerin
MN olusumu bakimimdan analizi yapilmakta ve test edilen bilesigin genetik bir hasar olusturup olusturmadigi
saptanmaktadir [64,67-69].

/ 10 um

10 ym

Sekil 6. Mikroniikleus igeren biniikleat hiicreler.
4. Sonug¢

Son yillarda genetik defektlerin, genetik hastaliklarin ve kanser vakalarinin sayisi énemli bir artis gostermektedir.
Her ne kadar bu tip defektler ve hastaliklarin nedenleri spontan mutasyonlara baglansa da, ¢evremizde siirekli maruz
kaldigimiz dig kaynakli fiziksel ve kimyasal ajanlarm etkileri de goz ardi edilemeyecek kadar biiyiiktiir. Bu nedenle
mutajenlerin genotoksisite agisindan degerlendirilmesi ve ciddi genotoksik risk tasiyanlarin belirlenerek gerekli
onlemlerin almmasini amaglayan genotoksisite testlerinin kullanimlarinin yayginlastirilmas1 ve gelistirilmesi
gerekmektedir. Bu testlerin kullanimlarinin yayginlagmasi ile bireylerin herhangi bir kimyasal ajana verecekleri
genetik cevabin dnceden belirlenmesi, metabolizma bozukluklar1 ve kanser gibi hastaliklarin klinik belirti vermeden
taranarak yatkin bireylerin saptanmasi ve gerekli onlemlerin alinmasi saglanabilecektir. Tibbi arastirmalarda
genotoksisite testlerinin yayginlagtirilmasiyla insan sagligi ve yasam kalitesinin artmasi tiim bilim adamlarinin
beklentisidir.
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