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Genotoksik hasarin belirlenmesinde mikroniikleus testi
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OZET

Mikroniikleus (MN)’lar hiicrenin mitoz bolinmesi
sirasinda ortaya cikarlar ve esas cekirdege dahil
olmazlar. MN’ler tam kromozom veya
kromozom parcalarindan koken alan olusumlardir.
MN sayisindaki artis, somatik hucrelerdeki genomik
kararsizigin gostergesidir. MN testi, fiziksel ve kimyasal
ajanlarin  hiicrelerde olusturdugu genotoksik etkinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir testtir.
Bu test mitoz bolinme ile olusan hemen hemen
tim hiicre tipleri uzerinde in vitro ve in vivo olarak
uygulanabilmekte ve kromozom anormallikleri testine
gore daha kolay ve hizli sonu¢ vermektedir. Kiiltlrde
bir kez bolinmesini tamamlamis binukleat hiicrelerde
MN frekansin1 saptayan ve sitokalasin-B ile sitokinezin
bloklanmasina dayanan metodun gelismesi ile MN
testinin glivenilirligi ve gecerliligi artmistir. MN testi ayn
zamanda, in vitro calismalarda nikleer bolinme indeksi,
in vivo calismalarda ise polikromatik eritrositler ile
normokromatik eritrositler arasindaki oran kullanilarak
sitotoksisitenin tahmin edilmesini de saglamaktadir.
insan ve diger tiirler cevrelerinde bulunan cok sayida
farkli kimyasal ve fiziksel etkenlere maruz kalmaktadir.
Bu nedenle kimyasal ve fiziksel faktorlerin potansiyel
riskleri ve olumsuz etkilerini degerlendiren genotoksisite
calismalan giderek daha cok onem kazanmaktadir. MN
testi; fiziksel etkenlerin, ilaclarin, cevresel kirleticiler ve
gida katki maddeleri gibi giinliikk yasamda siklikla maruz
kaldigimiz her tiirli kimyasal maddenin genotoksik ve
karsinojenik potansiyellerinin ve guvenilirliliklerinin

asentrik

arastirilmasini, kanser riskinin tahmin edilmesini ve

ABSTRACT

Micronuclei (MN) are formed during mitosis and
do not integrate in the main nucleus. They may arise
from a whole lagging chromosome or an acentric
chromosome fragment. An increase of MN frequency
indicates genomic instability. The MN test is commonly
used to determine the genotoxic effects of chemical
and physical agents on somatic cells. It is applied
to all types of cells reproducing by mitosis in vitro
and in vivo, and it is easier and faster to perform
than the chromosome aberration assay. With the
development of the in vitro cytochalasin-B block
method for detecting MN frequency
cells,
At the same time, the test enables an estimation of
cytotoxicity using the frequency of nuclear division
index in

in  binuclear
its reliability and validity has been increased.

in vitro studies, and the ratio between
polychromatic  erythrocytes and
erythrocytes in in vivo studies. Human beings and
other species are exposed to a
chemical and physical factors in their environment.
Therefore, the genotoxic studies about the adverse
effects and potential
importance exponentially. The MN test is a practical
bio-monitoring test that provides an investigation
tool on genotoxic and carcinogenic potentials and
reliability of physical agents, drugs and all types
of other chemical such as pollutants, food additives
to which people are exposed daily, and it helps to

normochromatic

large number of

risks of those factors gain

predict and monitor the cancer risk. The MN technique,
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kanserin izlenmesini saglayan oldukca kullanisli bir
biyoizlem testidir. Basitligi, glivenirliligi, gecerliligi ve
farkli hiicre tiplerine uygulanabilirligi gibi avantajlara
sahip olmasi nedeniyle yillardir kullanilmakta olan MN
testinin, gelecekte de mutajenitenin belirlenmesi ve
onlenmesinde onemli bir rolui olacaktir. Bu derlemenin
amaci hucrelerdeki genetik hasarin indirekt gostergesi
olarak degerlendirilen MN teknigi hakkinda bilgi
vermektir.

Anahtar Sozciikler: Mikronuikleus testi, kromozom
hasari, genotoksisite

GIRIS

Mikronuklus (MN)’lar hicrenin mitoz boélunmesi
sirasinda ortaya c¢ikan, esas cekirdege dahil
olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom
koken alan olarak

fragmanlarindan olusumlar

tanmimlanmaktadir. Bu olusumla genellikle hiicre
siklustini  kontrol eden genlerdeki eksikliklerden,
mitotik igdeki hatalardan, kinetokordan veya
mitotik aygitin diger parcalarindan ve kromozomal
hasarlardan kaynaklanmaktadirlar. MN sayisindaki
artis, cesitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal
indirekt

gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Anoploidiyi

ve vyapisal kromozom diizensizliklerinin
uyaran ajanlar, sentromer boliinme hatalarina ve ig
iplikciklerinde fonksiyon bozukluklarina yol acarak;
klastojenler ise kromozom kiriklar olusturarak MN
olusumuna katkida bulunmaktadirlar. Bu nedenle
hiicrelerde MN sayisinda artis saptanmasi somatik
hiicrelerdeki genomik kararsizigin bir gostergesi
olarak kabul edilmektedir (1-5).

MN testi; skorlanmasi oldukca kolay, ekstra kultur
islemi basamagi olmadan uygulanabilen ve farkl
hiicre tiplerinde kullanilabilen bir testtir. MN testi,
klastojenik etkili bilesikler tarafindan olusturulan
kromozomal hasarlarin degerlendirilmesinde
yaygin olarak kullanilan standart genotoksisite test
sistemi icerisinde yer alir ve in vivo ve in vitro
olarak uygulanabilir. MN’ler hiicre dongiisii boyunca
meydana gelen hasar nerede olursa olsun hiicre
kromozomal

bolinmesi suresince olusur. Aksine,
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which has been used for many years due to its
advantages such as simplicity, reliability, validity
and applicability to different types of cells,
also carry on an important role in the future in

the evaluation and prevention

will

of mutagenicity.
The aim of this review is to give information about
the MN technique, which is considered to be an
indirect indication for genetic damage in cells.

Key Words: Micronucleus technique, chromosome
damage, genotoxicity

aberasyonlar, hiicre dongusu asamalarinin herhangi
birinde meydana gelebilir (6). Ayrica, sitogenetik
harabiyetin tespitinde, kromozom analizine gore kolay
uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmasi
ve istatistiksel yonden daha anlamli sonuclar elde
edilmesi gibi avantajlan sayesinde yaygin kullanim

alani bulan bir tekniktir (1-3, 5, 7-13).

MN TESTININ GELISIMi

MN testi 1950’lerde bitki hiicrelerinde kromozom
1970’lerde
hiicrelerinde ve daha sonra kilture edilmis insan

hasarinin olculmesinde, hayvan
lenfositlerinde kimyasal karsinojenleri belirlemeye
yonelik bir test olarak kullanilmaya baslanmistir (5,
7, 13). Bircok arastinict MN testi icin cesitli teknikler
kullanmislardir.  Bunlarin  basinda lenfosit hiicre
kilturleri ve direkt kemik iligi veya periferal kan
hiicrelerinin analizi gelmektedir. Baz1 arastirmacilar
gelistirdikleri metotlarla

modifiye anoploidiye

yol acan ajanlar ile klastojenleri birbirinden
ayirmada MN blyikluk farkindan yararlanmislardir.
Klastojenlerce  uyarnillan  hiicrelerde  asentrik
kromozomal fragmentler iceren kucuk ebatli MN’ler
olusmasina ragmen, anojenlerce uyarilan hiicrelerde
tam kromozom iceren daha biyik ebatli MN’ler
ortaya cikmaktadir (14-16) (Sekil 1). Eastmond ve
Tucker (17) aym amacla antikinetokor antikorlan
kullanarak kinetokor pozitif MN’lerin tam bir

kromozom, kinetokor negatif MN’lerin ise asentrik
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kromozom fragmenti icerdigini ve bu yontemin
anoploidi uyaran ajanlan klastojenlerden ayirmada
daha kesin bir yol oldugunu vurgulamislardir.
Daha sonra Fenech ve Morley (18) tarafindan, kuf
mantarlarinin metabolitlerinden olan sitokalasin-B
(Cyt-B)
durdurma esasina dayanan ve bir hicre siklusunu

ile mitoz geciren hicrelerde sitokinezi

tamamlayan hicrelerin binuklear goriinimleriyle
ayirt edilmesine olanak saglayan modifiye bir teknik
gelistirilmistir (Sekil 2). Cyt-B, bolunen hucrenin ikiye
ayrilmasin1 uyaran mikroflamentleri olusturacak olan
aktin molekiiliine baglanarak aktin polimerizasyonunu
inhibe etmektedir. Bu inhibisyondan dolay1 aktine
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baghi tim hareketler engellenmekte ve sitokinez
inhibe olmaktadir. Sitokinezi bloklama metodu ile
baz1 kinetik problemler ortadan kalkmis ve in vitro
MN tekniginin uygulanmasindaki glivenilirlik artmistir
(4, 5, 11, 19).

Standart lenfosit kilturlerine uygun
konsantrasyonda Cyt-B  eklenmesiyle, cekirdek
bolinmesini  tamamlarms  ancak  sitoplazmik
bolinmesini  gerceklestirememis cift cekirdekli
hiicrelerde, MN bulunduran hiicrelerin  orani

tespit edilmektedir (5, 18). Sitokinezi bloklanmis
hiicrelerde biniikleat hiicreler ve MN sayiminda su
kriterler kullanilmaktadir (11, 15, 20):
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mikroniikleus

Sekil 1. Klastojenler ve anojenler tarafindan uyarilan hiicrelerdeki MN’ler.

Kimyasal veya fiziksel
mutagen

interfaz

Anafaz

Sitokalasin B ile
sitokinezin bloklanmasi

Mikroniikleus tasiyan

Telofaz biniikleat hiicre

Sekil 2. Sitokinezin bloklanmasi yontemiyle MN iceren biniikleat hiicrenin olusumu.
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1. Hucreler cift nukleusa sahip olmalidir ve
belirgin sitoplazmasiyla yuvarlak veya oval goriinumlu
olmalidir.

2. Nukleuslar belirgin nukleus zaryla cevrili
yuvarlak veya oval olmalidir.

3. MN cap1 ana nikleusun 1/3’U kadar veya daha
kiicik olmalidir.

4. MN’ler yuvarlak ve oval sekillerde olmalidir.

5.MN’ler ana niikleustan agik bir sekilde ayrilmis

olmalidir veya mikronikleer sinirlar nikleer

sinirlardan ayirt edilebilir olmalidir.

6. Boya alma yogunlugunun ana niikleus ile ayn
olmalidir.

7. Sadece sitokinezi bloke edilmis cift cekirdekli
hiicrelerdeki MN’lerin sayilmasi esas alinmalidir.

Bu modifiye yontem ile hiicrelerin sadece MN
icerip icermedigi saptanmakta ve bu sayim islemi
kromozom anormallikleri testine gore daha hizli
gerceklesmektedir. Butiin halde kromozom seklinde
MN olusumuna neden olan ve kromozomal anormallik
testleriyle calisilmasi glic olan anoploidiyi indiikleyici
ajanlar da bu testle kolaylikla saptanabilmektedir
(19, 21). Aynca kimyasal bir madde uygulanmis
MN’lerin
incelenmesi, en az bir hiicre boliinmesi yoluyla yavru

hiicrelerden olusan vyavru hicrelerdeki

hiicrelere gecen genetik hasar1 ifade etmektedir.
Yani iki cekirdekli hiicrelerdeki MN’lerin sayilmasi
ile hiicrenin bir kez bolinmis oldugu ispatlanmis
olur. Sitokinezi bloklanmis hicrelerde MN yontemi
kullanilarak kromozom kirklar, kromozom
kaybi, disentrik kromozom olusumu gibi yeniden
diizenlenmeler, gen amplifikasyonu ve apoptosis
gibi olaylarnin frekansi da degerlendirilebilir. MN
direkt

DNA kiriklarindan veya DNA sentez hatalarindan

icerigindeki  kromozomal fragmentler,
kaynaklanabilir. Onarilmamis kromozom kirklari, bir
disentrik kromozom ve bir asentrik fragment olusumu
ile yeniden duzenlenmelere onculluk edebilir.
Genellikle disentrik kromozomlarin sentromerleri

anafazda niikleuslar arasinda niikleoplazmik kopri
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olusturur ve asentrik fragment MN’yi olusturur.
Asentrik fragmentlerin ve kromatid veya kromozom
kirnklarinin veya tam bir kromozomun anafazda geri
kalmasi sonucu olusan MN’ler, telofazdaki nuikleuslarin
disinda kalan kiicuk nikleuslar olarak gorulmektedir
(Sekil 3) (19, 22).

GR

Genotoksik maddelet === ﬂ

@ Gl: > GZ
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Gen Kromozom kiriklart Disentrik Apoplosis
amplifikasyonu ve kaybi kromozom

Sekil 3. Sitokinezi bloklanmis MN yontemi ile bazi
sitogenetik anormalliklerin tayin edilmesi.

MIKRONUKLEUS TEST PROTOKOLU
A. Hiicre Tipleri

MN testi mitoz geciren tuim bitki, hayvan ve
insan hiicrelerinde, fiziksel ve kimyasal ajanlarin
olusturdugu genotoksik etkinin belirlenmesinde
kullanilabilir. Daha ¢ok kan ve kemik iligi hiicrelerine
uygulanan bir yontem olmasina ragmen, cesitli
calismalarda karaciger, akciger, solungag, bdobrek,
bagirsak, embriyo, agiz epitel hiicreleri, liriner epitel
hiicreleri, deri fibroblastlarn ve yumurtalik hiicreleri
gibi pek cok hiicreye de MN testi uygulanmistir.
Farkli hicre cesitlerine uygulanabilen MN testi,
farkli organizmalar iizerinde de kullanilmaktadir. Bu
amacla insan lenfositleri, fare, sican, balik, kurbaga,
midye, salyangoz ve bitkiler test organizmasi olarak
kullamlmistir (5, 6, 23-25). MN testi insanlarda
genotoksisiteyi

belirlemek amaciyla cogunlukla

periferal kan lenfositlerinde uygulamr. Cunku
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yapilan calismalarda, kanser hastalarindan alinan
lenfositlerindeki MN
belirlenen artis, kanser olusan hedef dokudaki MN
frekans1 kadar bulunmustur (1, 2, 4, 9, 10). Lenfosit
kilturlerindeki calismalara paralel olarak MN teknigi,

periferal kan frekansinda

eksfolyatif hiicrelere de uygulanmistir (26). Bu teknik
sayesinde agiz, burun, brons ve Urotelyal eksfolyatif
hiicrelerde kimyasallarin ve enfeksiyonlarin etkilerini
degerlendirmek mimkiin olmustur (27, 28).

B. In Vitro MN Testi

In vitro MN testinde, hiicrelerin mitoz boliinme
gecirmesini saglayan kromozom medyumu bulunan
steril tiplere, periferik kan orneklerinden alinan
miktar steril ve hiicre

yeterli sartlarda ekilir

kulturt inkiibasyona birakili. Eger kimyasal bir
maddenin genotoksik etkisi incelenmek isteniyorsa,
kiltlrlere genellikle 24. saatte test bilesigi ilave
edilir ve 48 saat boyunca test maddesi ile muamele
Kaltur tupleri

sitokinezi engelleyerek iki nukleuslu hiicre

edilir. inkiibasyona birakildiktan
sonra,
olusumunu saglamak icin, kilturiin bitimine 24 saat
kala (inkubasyonun baslangicindan 44 saat sonra)
butun tiplere Cyt-B ilave edilir. Kiltlur slresinin
bitiminde tipler santrifijlenerek siipernatant atilir
ve tuplere hipotonik eriyik ilave edilerek yaklasik 10
dakika 37°C’de inkiibasyona birakilir. Siire sonunda
tupler santrifijlenerek, tiplere glasiyal asetik asit

ve metanol karisimindan olusan fiksatif ilave edilir.

Pe-u_fen_Lm Sltu]ﬂl'lf];\

Test ma [1119-91

Hip utomL muamelesi
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itk fiksatif ile oda sicakliginda muamele edildikten
sonra tupler tekrar santrifuj edilir ve bu islem tiipte
kalan sivinin berraklastigi goriiliinceye kadar 2-3
kez tekrarlanir. Daha sonra tuplerdeki sivi lamlarin
uzerine damlatilarak preparatlar hazirlanir. MN’lerin
boyanmasi icin preparatlar Giemsa-tampon boya
eriyiginde boyanir ve 1sik mikroskobu ile incelenir
(11, 29, 30) (Sekil 4).

1. MN Sayisinin Saptanmasi MN sayisini
belirlemek amaciyla her bir preparatta genellikle
2000 binukleat hucre

icerisinden

incelenir ve bu hucreler
(Sekil 5).
Ayrica incelenen biniikleat hiicrelerde toplam MN

MN tastyanlar belirlenir
say1s1 saptanarak, MN tasiyan binukleat hucrelerin
oranm1 ve toplam MN sayisinin incelenen binukleat
hiicre sayisina bolunmesiyle hiicre basina disen MN
ortalamasi ve % MN hesaplanir (11, 20).

2. Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi: Sitotoksisite,
biyiik oranda DNA’daki bazlarin modifikasyonlarindan
dogan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki
diger bozukluklara baglidir.  Niikleer
indeksi (NBI) ve mitotik indeks (M
proliferasyonu ve sitotoksisiteyi

bolinme
1) yeterli hiicre
gostermek icin
kullamlan indikator testlerdir. Ml ve/veya NBI’daki
bir azalma hiicre dongusuindeki bir inhibisyonu ve
bir kayb1

yansitir. Bu testler bazi kimyasallarin hiicrelerdeki etki

hiicrenin proliferasyon kapasitesindeki

mekanizmasi hakkinda onemli bilgiler de vermektedir

Fikisasvon

Santrifiy Santrifii

Inkiibasyon Tukiibasyon Inkitbasyon
Eromozom Santrifiij
medywnu

14, saat 44. saat

Sekil 4. In vitro MN test protokolu.

10 dakika

inkiibasyon

v /%?

V

@ Hoyama

+

Mikroskobik inceleme
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(31-34).
arasindaki iliski pek cok arastirmada gosterilmistir
(35).

Ayrica sitotoksisite ve tumor olusumu

Her bir test maddesi icin hazirlanan preparatlardan
genellikle 2000 hiicre sayilarak, bu
arasindan monontikleat (bir niikleuslu), binikleat

hiicreler

(iki nikleuslu), trintkleat (lic nukleuslu) ve

tetraniikleat (dort nukleuslu) olanlarin  orani
saptanir (Sekil 6). Bu orandan yola cikarak
asagidaki formiile gore NBI hesaplani. NBI’nin

hesaplanmas1 kimyasal veya fiziksel bir maddenin
sitotoksik etkisini gostermede onemli bilgiler saglar
(17, 36, 37).

Sekil 5. a- Bir MN, b- iki MN iceren biniikleat hiicreler.

. *
Binukleat hitcre

*®
- &

Tetraniikleat hiicre 19w

Moneniikleat hiicre

s

Trimiikleat hilcre

Sekil 6. Mononiikleat, bintkleat, triniikleat ve tetraniikleat
hiicreler.
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NBI= (MI + 2MIl + 3 MIIl + 4 MIV) / N

(MI: Bir niikleuslu hiicreler, MIl: iki niikleuslu
hiicreler, MIIl: Uc niikleuslu hiicreler, MIV: Dért
nikleuslu hiicreler ve N: Toplam hiicre sayist)

C. In Vivo MN Testi

Lenfosit kulturlerindeki calismalara paralel olarak
MN teknigi, in vivo olarak da uygulanmaktadir.
Memeli in vivo MN testi, in vitro test sistemlerinden

elde edilen mutajenik etkinin daha detayl
arastirilmasina ve bilesigin in vivo metabolizmasi,
farmakokinetigi ve DNA onarim sirecleri gibi
faktorlerin degerlendirilmesine de olanak

saglamaktadir (7, 12, 38-40). En siklikla kullanilan

in vivo MN testi, memeli eritrositlerindeki MN

sikiginin  belirlendigi testtir. Bu test genellikle
kemik iliginde ve/veya periferal kan hiicrelerindeki
eritrositlerin analizi yapilarak, test edilen bilesigin
kromozomal hasar olusturup olusturmadiginin
saptanmasinda kullamlir (7, 12, 38-40).

Kemik iligi  yetiskin
hematopoietik organdir. Cesitli kimyasal maddelerin

kemiricilerde  temel
uygulanmas1 hematopoietik hiicrelerin boliinmeleri
sirasinda, kromozom hasarina veya mitoz bolinmenin
engellenmesine yol acmaktadir (41). Eritropoezis
asamasinda son mitozdan sonra kemik iligindeki

eritroblastlar  polikromatik eritrositlere  (PCE)
donusurken cekirdeklerini kaybetmekte ve bu
sirada  meydana gelen  kromozomal hasar

sitoplazmada MN olusumuna neden olmaktadir.
MN iceren tam olarak olgunlasmamis (polikromatik)
eritrosit sayisindaki artis kromozomal hasarin
veya anafaz gecikmesi sonucu
gelen sitogenetik hasanin  bir
(14, 40, 42).

Genellikle in vivo MN calismalarinda periferal
kan daha az degiskenlik gosterdiginden daha iyi
calisilmaktadir. Fakat kemiricilerde dalak, MN
tastyan PCE’leri secici olarak uzaklastirdigi icin
MN calismalarinda kullanildig
dolasim kam yerine kemik iligi tercih edilmektedir

(43). Kemik iligi preparatlar ilk kez Schmid (7)

meydana
gostergesidir

rodentler zaman



V. SEKEROGLU ve Z. ATLI-SEKEROGLU

tarafindan gelistirilmistir. Bu yonteme gore; test
maddesinin hayvanlara uygulanmasindan belirli sure
sonra hayvanlar anestezi altinda servikal dislokasyon
yontemi ile oldurilup, femurlar ¢cikarilir ve femura ait
kemik iligi, icerisinde fotal serum ihtiva eden enjektor
ile santrifiij tupiine aktanlir. Kemik iligi numunesi
santrifuj edilir ve supernatant atilir. Geride kalan
kisma bir miktar fotal serum konularak siispanse edilir
ve temiz lamlar uzerine yayilir. Lamlar May- Grunwald
boyas1 ile boyanarak incelemeye hazir hale getirilir
(Sekil 7).

1. MN Sayisinin Belirlenmesi: Isik mikroskobunda
her preparat lizerinde rastgele 1000 adet PCE sayilir
ve bunlarin icerisindeki MN tasiyanlarin sayilan tespit
edilerek yiizdeleri cikanlir (Sekil 8) (41). PCE’ler
gelisimlerinin ara asamasinda olan, olgun olmayan
eritrositlerdir. Yapilarinda hala ribozom bulundururlar
ve ribozomlarin boyanma ozelliklerinden dolayi,
gelisimlerini  tamamlamis olgun normokromatik
(NCE) ayirt (12).
NCE’ler 151k mikroskobunda sarimsi turuncu renkte

eritrositlerden edilebilirler
gorulurken, daha buyuk olan PCE’ler mavi-yesil arasi
bir renkte gorulmektedirler. PCE’lerin icerisinde
olusan MN’ler ise, ana ¢ekirdegin licte bir ya da daha
az capinda, boyanma 6zelligi ana cekirdegin boyanma
ozelligi ile aym, yuvarlak sekilli, koyu mavi renkli
olmasi nedeni ile kolaylikla ayirt edilebilmektedirler
(Sekil 8) (44).

Test maddesi
% Femur

Fital serun

Sterl santiifiy
tipii
S antrifiy
Yayma

Sekil 7. In vivo MN test protokolu.
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2. Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi: MN testi,
PCE’lerde
ve hasarlarinin

uygulanan kimyasalin olgun olmayan
olusturdugu kromozom kayiplan
dolasim kanmindaki olgun NCE’nin olusumu uzerindeki
etkisini de belirlemektedir. PCE ile NCE arasindaki oran
kemik iligi hiicrelerini etkileyen kimyasal maddenin
toksisitesini gostermesi acisindan onemli bir indekstir
(41, 44).
kimyasal ile muamele edilen hayvanlardaki PCE/NCE

Kontrol grubu ile kiyaslandigi zaman

oraninda gozlenen onemli azalma, uygulanan kimyasal
maddenin kemik iligine ulastiginin ve niikleuslu oncii
eritrosit hiicrelerinin cogalmasini ve olgunlasmasini
engelleyerek eritrosit olusumunu azalttiginin ve
toksik etki meydana getirdiginin bir gostergesidir
(41,44,45).
olarak sitotoksik etki gosteren kimyasal ile muamele

Test maddesinin sitotoksisitesi, rutin
sonrasinda NCE’den yana artmasiile gosterilen PCE’nin
NCE’ye orani ile tespit edilmektedir. Kimyasal ile
muamele edilen hayvanlarda PCE/NCE oranin kontrol
grubuna kiyasla onemli derecede azalmasi, uygulanan
kimyasal maddenin kemik iligine ulastigini, niikleuslu
hiicrelerinin bolinmesi ve olgunlasmalan uzerinde
toksik etki
(41, 44).

meydana getirdigini gostermektedir

In vivo kemik iligi MN testlerinde Cyt-B
kullamlmaksizin genellikle kemik iligindeki veya
kandaki PCE’lerdeki MN siklig1 tespit edilmesine
karsin, Uma Devi ve ark. (46) fibrosarkom, B16 F1

Mikroskobik
inceleme

-7

Boyvama
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melanom C57 BL ve Ehrlich asit karsinomlu farelere
tekrarlayan farkli dozlarda Cyt-B enjekte ederek,
biniikleat
tumor hucrelerinde MN oranini tespit etmislerdir.
(47),
in vivo olarak sitokinezi bloklama yontemini ilk kez

in vivo olarak sitokinezi bloklanmis

Sekeroglu ratlara Cyt-B enjekte ederek,
kemik iligi hiicrelerine uygulamis ve bu yontemle bazi
insektisitlerin kemik iliginde binikleat hiicrelerdeki
MN sikligina etkisini incelemistir (Sekil 9). Tipki
in vitro MN testinde oldugu gibi sitokinezi bloklama
metodunun in vivo olarak da uygulanmasi, bu
tekniginin in vivo calismalardaki giivenilirligini daha
da artiracaktir.

€ '~

Lo =

s ®
o z 0
- A
Sekil 8. Kemik iligindeki normal polikromatik (PCE)

ve normokromatik (NCE) eritrositler ve MN tasiyan
polikromatik eritrosit (MNPCE) (44).

-

GENOTOKSISITE VE MIKRONUKLEUS TESTi

MN TESTiINiIN KULLANIM ALANLARI

1980’den sonra oOzellikle deney hayvanlariyla
gerceklestirilen kontrolli calismalarda,
ve fiziksel sebep oldugu
harabiyetin gostergesi
kullanilan MN calismalarinin sayist cok hizli bir

kimyasal
ajanlarin sitogenetik
guivenilir  bir olarak
sekilde artmistir. Gunumiizde MN testi genotoksik,
sitotoksik ve karsinojenik ajanlarin hiicre genomu
ve viabilitesi Uzerine etkilerinin analizinde basariyla
kullamlmaktadir (4, 5). MN testi baslica; kromozomlarn
etkileyebilecek fiziksel etkenlerin (UV ve irradyasyon
gibi) ve her turlu kimyasal maddenin genotoksik ve
karsinojenik potansiyellerinin tespitinde, ilaclarin
piyasaya surilmeden once toksik etkilerini ve
glivenilirligini arastirmada, kanserden korunmada
ve kanserin izlenmesinde bir biyoizlem testi olarak
yaygin kullanilmaktadir (1, 4, 5).

biri

genetiginde de hastaligin tamisimin konulmasi ve

Kullanim  alanlarindan olan  kanser
takibinin yapilmasinda onemli bir yer tutmaktadir.
Bu teknik hiicrelerin morfolojik bozuklugunu,
kromozom kiriklarini, premalign degisiklikleri ve
kanseri gosterebildiginden bir biyomarker olarak
degerlendirilebilmekte ve karsinojenlere maruz
kalmis bireylerde artmis kanser riskini gostermek
amaciyla kullanilabilmektedir (27, 48-52). Tedavinin
yani sira hastaligin ilerlemesi ile ortaya c¢ikan ikincil
kromozomal degisikliklerin tespiti icin oldukca

kullamisli bir yéntemdir (4, 10, 13, 19, 26, 27, 50, 53).

N

Sekil 9. Sitokinezi bloklanmis kemik iligi hiicrelerindeki MN’ler (Sekeroglu, 2010).
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Ayrica iyonize radyasyonun ve mikro dalga isinlarin
klastojenik etkisinin ortaya cikarilmasinda da genis
bir yer tutmaktadir (50, 54-56).

MN testi
gida katki
maddeler,

sigara, pestisitler, nanomateryaller,
maddeleri ve diger bircok kimyasal
parazitik enfeksiyonlar gibi
ve mesleki etkileri degerlendirebilmek icin de
kolaylikla kullamlmaktadir (6, 9, 33, 35, 40, 47,

48, 57-64).

cevresel

ilaclarin genotoksik etkilerinin belirlenmesinde
siklikla kullanilan bu test,
ilaclarin

hem yeni Uretilen

mutajenik etkilerinin onceden

gozlenebilmesini hem de ila¢ kullanan kisilerdeki
genotoksik etkilerin belirlenmesini saglamasindan

dolayr ilac sirketleri ve farmakolojik calismalar

icin giderek degeri artan bir test haline gelmistir.
Ayrica ilaclarin genotoksik bakimdan giivenirliligini
gosterdiginden insan sagligi icin de onemi biylktiir
(65, 66).
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