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Ozet

Kimyasal maddelerin yaygin bir bigimde kullanilmasi ¢evre kirlenmesine sebep olur. Bu kimyasallar DNA molekiiliinde mutasyonlara yol agan
mutajenlerdir. DNA veya genomun replikasyonunu saglayan enzimlerle etkilesime girerek mutasyona neden olan kimyasallarin DNA’da hasar
olusturmasi ve mutasyona yol agmasi genotoksik etki olarak tanimlanir. Genetik toksikoloji ¢alismalarinda DNA molekiillerinde meydana
gelen degisiklikler incelenir ve ¢esitli ajanlarin ortaya ¢ikardigi genetik hasar degerlendirilir. Genetik toksisite; ¢ekirdek, kromozom ve DNA
yapisinda meydana gelen DNA eklentileri, DNA kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri, klastojenite ve andploidi gibi hasarlart
kapsar. DNA hasarinda rol alan kilit molekiillerdeki bozukluklar ise doku hasari, yaslanma, kanser, infertilite ve bazi genetik hastaliklara yol
acmaktadir. Bu nedenle genotoksisite ¢alismalari canli hayati i¢in bilyiik 6nem tasir. Genotoksisite testleri 1970 ler den beri kullanilmakta
olup giiniimiize kadar mutajenik ve genotoksik maddelerin karsinojenik potansiyellerini 6lgmek i¢in birgok yoéntem gelistirilmistir. Her ne
kadar genotoksisite testleri ile ilgili derleme ¢aligmalar1 yapilmigsa da biitiin testleri i¢ine alan giincel bir ¢alismaya rastlanmamustir. Bu konuda
calisma yapacak arastiricilara yol gosterecek detayli bir derleme calismasina ihtiya¢ vardir. Bu nedenle bu calismada cesitli kimyasallarin
genetik materyalde olusturdugu hasarlari saptamak i¢in gelistirilmis in vivo ve in vitro testler ayrmntili olarak verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Toksik maddeler, Toksisite, Genotoksisite, In vivo, In vitro testleri

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.
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GIRIS in vivo Genotoksisite Testleri:
Genel olarak genotoksisitesi arastirilacak bir kimyasal

Genotoksisitesi arastirilacak bir maddenin fiziksel ve . o .. S . .
? maddenin etkileri birden fazla tiirde, in vivo olarak incelenir.

kimyasal 6zelliklerinin incelenmesi, dogrudan toksisite testi
olmadig1 halde 6n degerlendirme olarak yapilmalidir. Kim-
yasal maddenin fiziksel ve kimyasal etkenler karsisindaki
dayanikliliklarinin  incelenmesi  ¢evredeki  stabiliteleri
hakkinda bilgi verir. Uguculuklar, lipofil ézelliklerinin in-
celenmesi canli organizmaya giris yolu ve absorbsiyonlari
hakkinda degerlendirmede yararli olur [1] Toksikolojinin
bir alt dali olan genetik toksikoloji, organizmanin nor-
mal biyolojik isleyisi sirasinda veya kimyasal, fiziksel ve
biyolojik etkenlere bagli olarak hiicrelerin DNA molekiil-
lerinde meydana gelen degisiklikleri inceleyen bir bilim-
dir ve gesitli ajanlarn ortaya ¢ikardigr genetik hasarin
degerlendirilmesinde 6nemli bir yere sahiptir [2-4] DNA
hasarinda rol alan kilit molekiillerde ve yollardaki bozuk-
luklar ise doku hasari, yaslanma, kanser, infertilite ve bazi
genetik ve multifaktoryal hastaliklara yol agmaktadir [5, 6]

Akut Genotoksisite Analizi:

Deney canlilarinda tek dozla alinan cevap (etki) iliskisi
degerlendirilir. Bu amagla yeni bir kimyasal maddenin, akut
toksisitesi dncelikle medyan letal doz (LT, veya LC, ) tayini
ile yapilir [1, 7]

Sekil 1: Medyan latel doz-LD, [8].
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LD,, (medyan letal doz): “deney canlilarina belirli
kosullarda ve dogrudan uygulanan toksik maddenin, bu canli
populasyonunun %50’sini 6ldiiren dozu” olarak tanimlanir.
Terapotik indeks (Tedavi indeksi-T1); genel olarak bir ilacin
toksik dozu (LD, ) ile tedavi dozunu (ED, ) karsilastirmak
i¢in kullanilir. TI ne kadar biiyiikse o ilag o kadar giivenilir
olarak kabul edilir [7-1].
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Sekil 2. Zararsizlik sinirlarini belirleme [8].

Kronik Genotoksiste Analizi:

Kimyasal maddelerin kiimiilatif (birikme) etkilerini
arastirmak amaci ile yapilir. Ayrica maddenin karsinojenik
potansiyeli olup olmadigi arastirilir. 3 aydan fazla siireli
olarak uygulanir. Uygulama siiresi, insanlarin incelenecek
maddeye maruz kalma siiresi g6z oniine alinarak secilir. Le-
tal siire (LT, ): “Bir kimyasal maddenin belirli bir dozunun
deney canlilarinin yarisini 6ldiirmesi i¢in gegen siire” olarak
tamimlanir. LT, "nin doza gore degisimi, kronik toksisitenin
kantitatif degerlendirilmesinde kullanilabilir.

4
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Sekil 3. Ortalama 6liim zamani ile doz arasindaki iliski [9].

in vitro Genotoksisite Testleri:

In vitro testler izole hiicre sistemlerinde uygulanan
testlerdir. Bir kismi kisa siireli testler olup, in vivo veya
in vivo ve in vitro sistemlerde kombine olarak yiiriitiliir.
Genel olarak bu testler kimyasal maddelerin genom veya
hiicre transformasyonu tistiindeki etkisini dlcer. Boylece bu
etkilerle kimyasal karsinojenezis arasindaki iliskiyi goster-
mede yardimci olurlar. Mutajenezis ile kimyasal karsinoje-
nezis arasindaki iliskinin gézlenmesini saglar [10].

Kimyasal maddelerin yaygin bir bigimde kullanilmasi
sonucunda bu maddeler ya direkt veya metabolik {iriin-
ler nedeniyle etki ederler. Bu etkiler insan ve hayvanlarda
zehirlenmelere sebep olurlar. Yaban hayati ve yararli canli
gruplarinin dlmesiyle dogal denge bozulur. Hava, su, to-
prak ve gida maddelerindeki ilag kalintilari, bazi canlilarin

zararli hale gelmesi ve bu zararlilarin bagisiklik kazanmasi
ile gevre kirlenmesi ad1 altinda birgok olumsuz etkiler ortaya
cikar [11].

Salmonella / Mikrozom Mutajenite (AMES) Testi:

Canlilarin, tiimor olusumunda somatik hiicrelerin timor
baskilayict genlerinde meydana gelen nokta mutasyonlarin
saptanmasinda ve kimyasallarin DNA ile etkilesimlerini 6n-
leyerek mutajenik ve karsinojenik etkilerini ortadan kaldiran
antimutajenik ve antikarsinojenik maddelerin tespitinde
siklikla kullanilmaktadir [12, 13].

Salmonella  typhymurium’un  yapay mutasyonla
olusturulmus olan histidin sentezleme yeteneklerini
kaybetmis suslarimin, test bileseni ile muamele edildikten
sonra ikinci bir mutasyon gegirip histidini sentezleyebilen
ve histidinden bagimsiz ortamda ¢ogalmasi esasina dayanir.
Histidinsiz ortamda iireyebilmelerine yol agan kendiliginden
geri mutasyona ugrayan koloniler sayilarak mutajenite be-
lirlenmektedir. Ortamda pozitif mutajen bir kimyasal madde
varsa, geri mutasyonla cogalan bakteri koloni sayisi istatis-
tiksel olarak anlamli artmaktadir [14].
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Sekil 4. Ames testi [15].

Comet Testi:

DNA kiriklarinin tayini prensibine dayanan bu yontem,
pek cok fiziksel ve kimyasal mutajenin 6zellikle insanlar-
da yol ac¢tigi DNA hasarmin tayininde, kanser hastalarinda
DNA hasarinin derecesini ve tamirini tespit etmede, bazi
kalitsal hastaliklarin prenatal tanisinda, bazi hastaliklarda
artmis DNA hasarini belirlemede kullanilan bir biyoizlem
testidir. Son yillarda gelisen Comet teknigi, cesitli ajanlarin
yol agtigt DNA tek ve cift zincir kiriklarinin tespiti i¢in
kullanilan hassas, hizli ve giivenilir bir yontemdir [16, 17].
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Sekil 5. Hasarli ve normal DNA-Comet testi [18].

RAPD (Rastgele Arttirilmis Polimorfik DNA) Testi:

RAPD (Rastgele Arttirilmis Polimorfik DNA, Ran-
domly Amplified Polimorphic DNAs) ilk defa 1990’ da
rastgele secilmis primerlerin kullanildigt ve Polimeraz
Zincir Reksiyonu’ nu (PCR) temel alan bir teknik olarak or-
taya ¢cikmistir. Teknigin en biiyiik avantajlari genom dizisi
hakkinda 6n bilgiye, yiiksek safliktaki DNA’dan ¢ok mik-
tarlara, Southern blot veya radyoaktiv kimyasallara ihtiyag
duymamasidir. Ayrica hizli ve diisiik maliyetlidir. RAPD
teknigi pek ¢ok alanda oldugu gibi degisik bitki tiirlerinin
genetik degiskenliginin belirlenmesinde yaygim bir sekilde
basariyla uygulanmaktadir [19].

1991 tarihinde ise bu metodla ayni temele dayanan fa-
kat farkli olarak 10 niikleotitden daha kisa primerlerle daha
kompleks DNA parmakizi profili elde edilen DAF (DNA
Amplification Fingerprinting) olarak isimlendirilen diger
benzer bir metot yayinlanmistir [20].
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Sekil 6. RAPD Testi-Analiz sonucu olusan bant desenleri [21].

Kromozom Anormallikleri (KA) Testi:

Kromozom kiriklart DNA’daki onarilmamus ¢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 frekanst ise, artmig
kanser riskini gostermektedir [22-25].

KA testi, mutajenler tarafindan indiiklenen g¢esitli
yapisal ve sayisal kromozomal anormalliklerin saptanmasi
amaciyla siklikla kullanilan standart bir yontemdir. Ozel-
likle mutajenik hasarin belirlenmesinde tiire ve dokuya gore

degisebilen metabolizma, farmakokinetik ve DNA onarim
mekanizmalari gibi faktorlerin degerlendirilmesine de ola-
nak saglamaktadir [26, 28].
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Sekil 7. KA Testi- Preimplantasyon Genetik Tan1 [29].

Kardes Kromatit Degisim (KKD) Testi:

Cesitli  ajanlarin  6zellikle kromozomlarda olugan
yapisal degisimlerin arastirilmasinda kullanilir. Mutajen ve
karsinojenik oldugu bilinen maddelere maruz kalan hiicre-
lerde ve kromozom kirilganlig1 ve yatkinlig ile karakterize
edilen c¢esitli kalitsal hastaliklarda kardes kromatit degisim
frekansinin arttigi ve artmig kardes kromatit frekansi ile
timor olusumu arasinda bir iligkinin oldugu saptanmustir
[30, 31]. Kardes kromatit degisimleri nokta mutasyonlarin
indiiksiyonu, gen amplifikasyonu ile yakindan iliskilidir
ve DNA cift zincir kiriklarinin homolog rekombinasyon
yoluyla onarilmasini géstermektedir [32, 33].

Testte, DNA kirtklarini goriiniir hale getirmek i¢in hiicre
kiiltiirlerine DNA’da timin analogu gibi davranan Bromode-
oksiliridin (BrdU) maddesinin eklenmektedir. Bu maddenin
hiicre dongiisii sirasinda kardes kromatidlerin arasina girme-
si saglanarak homolog kromozomlardaki DNA pargalarinin
karsilikli degisimi gosterilmektedir. Kromatidlerin farkli
boyanmasina neden olan bu boyanma farki ile DNA’da
kardes kromatidler arasinda olusan degisimler gozlene-
bilmektedir [34, 35].

subxstitution treatment MICroSCopy
sl opde f
Gl 5 G2M %g
| |
| | 5
Erdl) | |
| |
| | i
——
metaphase
arest,  Haechst light heal,
zwelling, 33253 Giemsa
cEf olie & fization
| 11 |
VR
| e |
| 11 |
| [ | i
[ sfgms [sfgms [stems  [sfes 15 [#lens [sdems
£~ F-HE) £ 44 e SR

Sekil 8. KKD Testi-BrdU ile kardes kromatit degisiminin belirlen-
mesi [36].

Mikronukleus (MN) Testi:

Mitoz boliinme ile olusan tiim hiicre tipleri iize-
rinde uygulanabilmesi nedeniyle genetik toksikoloji
arastirmalarinda kullanilan yaygin bir test haline gelmistir
[37, 38]. Cesitli fiziksel ve kimyasal ajanlara maruz kalan
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insanlarda, kanser ve genomik diizensizlik ile karakterize
edilen ¢esitli hastaliklarda MN frekansinin 6nemli 6lgiide
yiiksek oldugu bulunmustur [39].

Uygun ortamlarda inkiibasyona birakilan hiicre kiiltiir-
lerine, ilk mitoz béliinmeden once kiiltiiriin yaklagik 44. sa-
atinde sitokalasin-B maddesi ilave edilmektedir. Bu madde
sitokinezi inhibe etmekte ve bir hiicre siklusunu tamam-
layan biniikleat (¢ift niikleuslu) hiicrelerin olusumunu
saglamaktadir [40]. Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirler
protokollere uygun sekilde preperasyonu yapilir ve preparat-
larda mikronukleus bulunduran biniikleat hiicrelerin orani
tespit edilmektedir [41].

Ater 44 hours fixation
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Sekil 9. MN testi [42].

ALLIUM Testi:

Kimyasallarin canlilar tizerinde neden oldugu genetik
hasarlarin tespitinde bitki biyotestleri yliksek duyarliliklar
sebebiyle uzun bir siiredir kullanilmaktadirlar [43, 44].
Ozellikle kolay elde edilmesi, uygulamanin basitligi se-
bebiyle Allium testi arastirmacilar tarafindan sik¢a tercih
edilmektedir [45]. Allium testi tiim mitotik evrelerdeki an-
ormalliklerin belirlenmesini saglamaktadir ve memeli test
sistemleriyle 1yi korelasyon gostermektedir [43-46].

Sekil 10. A//ium kromozom aberasyon testi [47].

Mitotik Aktivite (indeks) Hesaplama Yontemi:

Meristematik hiicrelerdeki mitoz boliinme sathalarin
gozlenmesi ile mitotik aktivite (indeks) hesaplanabilmek-
tedir. ~ Mitotik aktivite, boliinen hiicrelerin boliinmeyen
meristematik hiicrelere gore oranidir.  Genellikle kromo-
zom sayimi c¢alismalarinda ve toksikolojik ¢alismalarda
kullanilmaktadir.  Eger, bir kimyasal madde ile uygulama
varsa, maddenin boliinme orani iizerinde ne sekilde etkili
oldugu konusunda bilgi vermektedir. Mitotik indeks disinda
ayrica, M/T+A orani da hesaplanmaktadir.  Bu katsaymin
yiiksek degerde olmasi (yani 1’ den biiyiik olmasi) ve anafaz
+ telofaz frekansimin azalmasi, karyokinetik ig ipliklerinin
inaktive oldugunu gostermektedir.

Boliinen Hiicre Sayisi

Mitotikindeks (%) = x100

Toplam Hiicre Say isi

Sekil 11. Mitotik Aktivite (indeks) Testi [48].

Sekil 12. Mitoz Béliinme [49].

Stamen Tiiy Analizi:

Kimyasallarin genotoksisitesini test etmede kullanilan,
bitkilerde 6zel lokus mutasyon analizleri bulunmaktadir.
Bunlar bir ya da iki lokusta heterozigot olan &zel
olusturulmus test strainleri veya klonlar iizerine temelle-
nir. Bu durum, test bilesiklerinin uygulanmasindan kisa bir
siire sonra somatik mutasyonlarin ortaya ¢ikmasina neden
olur. Somatik mutasyonlar; yapraklar (soya fasiilyesi, tiitiin,
yonca, misir), ¢icek petalleri, stamen tiiyleri (7radescan-
tia pallida H ) tizerindeki farkli renklerdeki doku bdolgeleri
olarak ifade edilir [50]. Stamen tilyii analizinde ‘somatik re-
sesif mutasyonlarn’ varligi, pembe renkli mitotik hiicrelerin
olusumu ile ortaya ¢ikmaktadir [51].

Sekil 13. Tradescantia pallida H bitkisi [52].
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Sekil 14. Tradescantia pallida H.-stamen tiiyl hiicrelerinde muta-
syon [51].

SONUC

Teknoloji gelistikge kullanilan bir¢ok kimyasal madde,
tarimda ve endiistriyel alanlarda sikca kullanilmaktadir. Bu
kimyasal maddeler ister istemez yasantinin vazgecilmez
par¢ast olmustur. Ve zaman zaman canli hayatini tehli-
keye sokmaktadir. Cevreye ve canli hayatina giren bu mad-
deler mutajenik ve karsinojenik etki gosterebilmektedirler.
Bu maddeler kullanima sunulmadan once ya da piyasaya
siirlilmeden once tehlikelilik smirlarinin belirlenmesi ge-
rekmektedir. Ayrica g¢evreye verilen atiklarinda genotok-
sisitelerinin bilinmesi gereklidir. Diger taraftan maddelerin
genotoksisitelerinin arastirilmasi risk degerlerinin belirlen-
mesi, bu maddelerin fayda-zarar iligkilerini ortaya ¢ikarmak
ve giivenli kullanma kosullarin1 belirlemek amacim
tastyabilmelidir. Bunun i¢in gerekli olan analiz yontemi et-
kili sonuglar verebilmesi i¢in dogru bir sekilde secilmelidir.
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