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Tavuk Yumurtasi Mikroniikleus Testi

Haluk OZPARLAK!, Biilent CELIK'

OZET: Genotoksisite testleri icinde ¢ok yaygin kullamlan yontemlerden biri mikroniikleus teknigidir.
Mikroniikleus testleri igerisinde ise digerlerine kiyasla daha yeni bir teknik Tavuk Yumurtas1 Mikroniikleus
Testi (Hen’s Egg Test for Micronucleus Induction, HET-MN)’dir. HET-MN hayvan haklar1 ve etik
agidan kesinlikle uygun, in vitro ve in vivo deneyler arasina yerlestirebilecegimiz son derece basit, ucuz
ve hizli bir genotoksisite testidir. Ayrica bu modelin sagladig1 yiiksek metabolik yetkinlik mutajen ve
promutajenleri iceren ksenobiyotiklerin metabolik aktivasyonuna da imkéan tanimaktadir. Bu makalede
once mikroniikleus testlerinin ¢esitleri, ardindan HET-MN’nin uygulamastyla ilgili giincel yaynlar
derlenmistir.
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Hen’s Egg Test For Micronucleus Induction (HET-MN)

ABSTRACT: One of widely used methods in genotoxicity tests is micronucleus technique. Hen’s
Egg Test for Micronucleus Induction (HET-MN) is a member of relatively new of micronucleus tests.
HET-MN is an extremely simple, inexpensive and rapid genotoxicity assay which is positioned between
pure in vitro and in vivo analysis, strictly in line with animal protection regulations and ethical aspects.
Furthermore the high metabolic competency provided by this model enables metabolic activation of
xenobiotics including mutagens and promutagens. In this article, recent publications about the kinds of
micronucleus tests and then the application of HET-MN have been compiled.
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GIRIS

Gliniimiiz ~ diinyasinda  insanoglu  yasam
ortamlarinda mevcut ¢ok fazla sayida kimyasal ve
fiziksel ajana giin gectik¢e daha fazla maruz kalmaktadir.
Bu sebeple bu ajanlarin potansiyel genotoksik risklerini
ve olumsuz etkilerini degerlendiren ¢alismalarin 6nemi
gittikce artmaktadir. Ayrica yeni ilaglarin ve diger
kimyasal maddelerin genotoksik etki bakimindan
taranmas1 toksikolojik incelemelerin vazgecilmez bir
asamasini teskil etmektedir.

Genotoksisite, genotoksinlerin kromozom
yapisinda ve DNA yapisinda meydana getirdigi
hasarlar1 i¢eren bir kavramdir. Bu hasarlar ¢ogunlukla
DNA zincir kiriklar1 ile DNA eklentileri, gen
mutasyonlar1  ve  kromozom  anormallikleridir.
Bahsedilen hasarlar; birtakim genetik ve multifaktoryal
hastaliklara, yaglanmaya, dogum defektlerine, kisirliga
ve kansere yol agabildigi i¢in, mutajen ve karsinojen
maddelerin belirlenmesi ve olas1 tehlikelerinin en diisiik
diizeye indirilebilmesi halk sagligi i¢in Onemlidir.
Toksikolojinin bir alt dali olan genotoksisite, genetik
hasarlara neden olabilecek ajanlar1 arastirmaktadir.
1992  yilinda Uluslararas1  Kanser
Arastirmalar1 Ajansi (IARC) raporunda genis yer bulan
genotoksisite, DNA’da goriilen dogrudan veya dolayli
etkiler olarak ifade edilmistir (Yirtici, 2007). Canlinin
genetik materyali DNA’da hasarlara ve genetik
degisimlere neden olan maddelere genel bir ifadeyle
genetik zehirler veya genotoksinler denir (Vural, 2005).
Genotoksik maddeler canli organizmalarin iizerinde
etkilerini iki yolla gosterirler. Birincisi DNA iizerinde
dogrudan (hardal gaz1 gibi biyotransformasyon
yolagina girmeden DNA molekiiliinii alkilleyerek) ya
da dolayli olarak (mikotoksinler gibi dogrudan DNA’ya
etki etmeyip olusturduklart metabolitleriyle DNA’y1
etkileyerek) hasarlar olusturmak, ikincisi DNA onarim
mekanizmasini bloke ederek (organik ¢oziiciiler gibi)
DNA hasarlarinin birikmesine neden olmaktir (Cavas,
2004; Ozdemir ve ark., 2015).

yayinlanan

Genotoksisite testlerinde amag genomu etkileyecek
UV ve irradyasyon gibi etmenler, parazitler, sigara,

ilaglar, gidalarda kullanilan katki maddeleri ve
pestisitler gibi ajanlarin  genotoksik  etkilerinin
belirlenmesidir. Bu testler ilaclarin etkilerinin

arastirilmasinda, ilaglarin piyasaya siiriilmesinde ve
piyasaya siiriilen ilaglar1 kullananlarda genetik etkilerin
belirlenmesinde kullanilir. Baz1 hastaliklara 6zgii artan
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DNA hasarlarinin belirlenmesinde ve belirlenen hasarla
hastalik arasinda bir iliskilendirmenin yapilabilmesinde,
kanserle miicadelede, kanser duyarliliginin tayininde
ve takip edilmesinde genotoksisite test tekniklerine
biyoizleme teknikleri olarak bagvurulmaktadir (Preston
et al., 1981; Choy, 2001; Jena et al., 2002; Mateuca et
al., 2006; Ozdemir ve ark., 2015).

Genotoksisite testlerinde hedef DNA molekiilii
oldugu icin yapilan calisma sonuglari insan sagligiyla
ilgili ortaya ¢ikabilecek sorunlarin belirlenmesinde
kullanilabilmektedir. Bundan dolay1 bir
DNA’sinda hasara neden olan bir maddenin farkli
tirden canlilarin DNA’sinda hasar olusturabilecegini
diistinmek miimkiindiir. ~ Gliniimiizde genotoksik
etkilerin incelenmesini amaglayan mikroorganizmalar,
bitkiler, bocekler ve omurgali hayvanlar tlizerinde
uygulanabilen 200’1 agkin test teknigi bulunmaktadir.
Genel bir ifadeyle bir genotoksisite testinde istenilen
temel oOzellikler ekonomik acidan ucuz olmasi,
uygulanmasinin basit ve hizli olmasi, genetik hasarlarin
belirlenmesinde hassas ve etkili olmasi, etik kurallara
uygun olmasi, diger testlerle korelasyon gostermesi ve
analiz i¢in az sayida Ornegin yeterli olmasi1 seklinde
siralanabilir (Waters, 1988; Ocal, 2012). Genel
olarak genotoksisite testleri a) Cevreden kaynakli ya
da mesleki nedenlerden dolay: siirekli bazi ajanlara
maruz kalan bireylerin genetik yapilarinin izlenmesi,
hasarlarin boyutunun ve sebebinin incelenmesinde b)
Yapay ya da kirletici ajanlarin genotoksik etkilerinin
arastirilmasinda c) Uretilerek cesitli alanlarda insanlarin
kullanimina sunulan ya da sunulmasi planlanan kimyasal
icerikli maddelerin genotoksik ya da anti-genotoksik
etkilerinin aragtirilmasinda ve belirlenmesinde d) Cesitli
hastaliklarla genetik hasarlarin iligkilendirmesinde
kullanilmaktadir (Griffiths et al., 2000; Gomez-Arroyo
et al., 2000; Monarca et al., 2001; Laffon et al., 2001).

tiriin

DNA’da hasarlara neden olan maddeler bununla
birlikte canlida doku hasarlarina, yaslanmaya, bazi
genetik hastaliklara, kanser gibi bir¢ok hastaliklara
sebep olmaktadir. Genotoksisite ve Kkarsinojenite
baglantisi ¢esitli calismalarla incelenmis ve karsinojen
olan birgok bilesigin ayni zamanda genotoksik madde
oldugu kanisina varilmistir. Buradan da anlasilmaktadir
ki maddelerin genotoksik, karsinojenik ve mutajenik
etkileri arasinda kuvvetli bir bag vardir. Bu baglamda
genotoksisite testlerinin endiistri alaninda kimyasal
maddelerin olas1 karsinojenik etkilerinin taranmasi
amaciyla kullanilmasi gerekliligi de ortaya konmustur
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(Purchase et al., 1978; Choy, 2001; Zeiger, 2004).
Karsinogenezdeki genetik degisimlerin belirlenmesinde
ve karsinojenlerin tanimlanmasinda genotoksisite
testlerinin O6nemi olduk¢a biyiiktir. Bu sebeple
maddelerin etkilerini belirlemek igin ¢esitli test teknikleri
gelistirilmistir. Genetik etkilerin tamam hakkinda bilgi
verecek nitelikte tek bir test teknigi yoktur. Yani bir
kimyasal madde birden fazla test teknigi kullanilarak
incelenmelidir. Genotoksiste testleri uygulanirken in
vitro ve in vivo testler birlikte uygulanmalidir (Al-Sabti
and Metcalfe, 1995; Aydin, 2007).

Genotoksisite testleri genotoksik maddelerin
belirlenmesinde 1970 yilindan beri kullanilmakta olup
her gecen giin yeni teknikler eklenmektedir. Glinlimiizde
yaygin olarak kullanilan bu testlerde asagida belirtilen
prokaryotik ve 6karyotik sistemler kullanilmaktadir.

I. Bakteriyal Testler: 1. Umu testi 2. SOS testi 3.
Ames testi 4. E.coli testi 5. Mutotox testi.

II. Okaryotik Testler: 1. Comet testi 2. DNA
alkalin unwinding assay 3. Alkali DNA elituion
assay 4. DNA tamir sentezi (UDS assay) 5. Maya
testleri (Saccharomyces, Neurospora ve Aspergillus)
6. Drosophila mutasyon test sistemleri 7. Sperm
aberasyon yontemi 8. Kok ucu testi 9. Kromozom
aberasyon testi 10. Kardes kromatit degisimi (SCE
assay) 11. Mikroniikleus testi (MN Test) (Cakur,
2004; Cunny and Hodgson, 2004; Parlak ve ark.,
2011; Ocal, 2012).

Genotoksisite testleri icerisinde yaygm bir sekilde
kullanilan yontemlerden birisi de mikroniikleus (MN)
testleridir. Bu makaleyle oncelikle MN testlerinin
cesitleri hakkinda bilgi vermek amaglanmistir. Bunun
yanisira dzellikle alternatif bir MN test yontemi olan
tavuk yumurtas1 mikroniikleus test sisteminin (Hen’s
Egg Test for Micronucleus Induction- HET-MN)
uygulanmas1 hakkinda bilgi vermek ve boylece bu
testin kullaniminin yayginlastirilmasina katki saglamak
amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT

Bu ¢alisma ¢ok sayida giincel literatiir kullanilarak
olusturulmustur. Bunlar icerisinde 6zellikle Wolf and
Leupke (1997), Wolf et al. (2002), Wolf et al. (2003)
ve Wolf et al. (2008)’in makaleleri giincel ve 6nemli
caligmalardir.
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BULGULAR VE TARTISMA

Mikroniikleus (MN) ve MN Testleri

Mikroniikleus ~ (Micronucleus, = MN) 151k
mikroskobuyla goriilebilen, bir hiicrenin

sitoplazmasinda bulunan, hiicrenin ana c¢ekirdegiyle
benzer boyanan, incelenen hiicrenin tipine bagl olarak
hiicre ¢ekirdeginin iigte birinden biiyiikk olmayan ve
cogunlukla yuvarlak veya hafif oval sekilli yapilardir.
Bununla birlikte 151k mikroskobuyla goriilemeyen,
yalnizca elektron mikroskobuyla tespit edilebilecek
kadar kiicik MN’ler de olabilir. MN’ler tipik iki
zardan olusan bir niikleus zarfina, niikleer laminaya
ve niikleus porlara sahiptirler. Biyokimyasal agidan
yapisina bakildiginda MN’ler DNA sentezleme ve eger
niikleolus organizer bolgesine (Nucleolus Organizer
Region-NOR) sahip bir kromozom pargasi ise RNA,
mRNA ve rRNA’da sentezleme yetenegine sahiptirler
(Miiller and Streffer, 1994).

MN mitoz boliinmenin metafaz-anafaz gegisi
esnasinda olusur. MN’ler, bir kromozomun kutuplara
cekilmesi sirasinda gergeklesen andjenik (kromozom
kaybina sebep olan) bir olay sonucu tiimiiyle kayb1 ya
da klastojenik (kromozom kirigina sebep olan) bir olay
sonucu asentrik (sentromersiz) bir pargasinin kirilip
kardes hiicrelere ulasamamasi sonucu sekillenebilirler
(Fenech et al., 1999). MN genelikle hiicre siklusunun
kontroliinii  saglayan  genlerin  eksikliginden,
kinetokorlardaki hatalardan, ig ipligindeki hatalardan,
kromozom hasarlarindan ve mitotik aygitin diger
parcalarindan olusan ve ana c¢ekirdek disinda tam
kromozom veya asentrik kromozom fragmentlerinden
olugsmaktadir. MN’lerin biiyiikliigii ana c¢ekirdegin
1/3-1/16’s1 MN
genellikle ana niikleustan ayridir ve ayni renkte
boyanir. Sekil olarak genellikle yuvarlaktir ancak bazen
badem ya da hilal seklindede olabilir (Vanparys et al.,
1990; Duffaud et al., 1997; Kirsch-Volders et al., 1997,
Stopper and Miiler, 1997; Choy, 2001; Demirel ve

Zamani, 2002; Mateuca, 2006; Yirtici, 2007).

biiylikliiglintin arasinda degisir.

MN olusumlart DNA’da meydana gelen kiriklar
neticesinde olusmaktadir ki bu kiriklarin cinsi bazen
tek zincir kirig1 bazen de ¢ift zincir kingidir. Tek
zincir kiriklar1 hiicrenin replikasyonu sirasinda ¢ift
zincir kingina dontisebilir. Genellikle bir hiicre iginde
bir MN olusumu gériilirken genotoksik maddenin
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etkisine bagli olarak MN sayis1 iki veya daha fazla
olabilmektedir (Fenech, 1985).

Iyonizan radyasyon ve pek ¢ok kimyasal mutajen,
kromozomlarda biiyiik, ¢cok sayida ve ¢ogunlugu 151k
mikroskobuyladagoriilebilenyapisalbozuklugayolacar.
Bu bozukluklar, DNA tamir teorisi ve iyonizan 1ginlarin
kullanildigr radyo biyolojide biyolojik dozimetri,
klinik sitogenetik ve cesitli maddelerin kimyasal ve
elektromanyetik alanlar gibi fiziksel etkenlerin ¢evresel
etkilerinin degerlendirilmesinde bir¢ok pratik uygulama
alan1 olan testlerin temel teorisini sekillendirmektedir.
“Asimetrik Olaylar” veya “Kararsiz Kusurlar” da
denen kromozom bozukluklarinda, kromatidlerin
kromozomal mikrotubuluslara tutunma bdlgeleri olan
kinetokor ve sentromerleri olusmaz. Boyle kromozom
parcalart “Asentrik Fragmanlar” olarak da bilinirler.
Hiicre boliindiigiinde bunlarin bazilar1 yeni olusan
hiicre ¢ekirdeginin yapisina giremez ve ayrilarak
sitoplazmada kiigiik, ekstra niikleuslar1 yani MN’leri,
tek baslarina veya diger yapilarla birlikte sekillendirirler.
Boyle MN’ler yeni hiicrelerin sadece birinin ya da her
ikisinin sitoplazmasinda goriiliirler (Savage, 2000).

Bir hiicrede bulunan asentrik fragman sayisiyla o
hiicrede olusan mikroniikleus sayisi arasinda basit bir
bagmtikurulmasiniengelleyen vekritik sayisal sonuglara
ulagmay1 zorlastiran pek ¢ok faktér bulunmakla birlikte;
yapilan deneysel calismalar, bir etkenin genotoksik
etkisinin hiicrelerdeki MN bulunma sikliginda yani
MN frekansinda sebep oldugu sayisal artisla ortaya
konulabilecegini gostermistir. Bu bulguya dayanilarak,
interfazdaki yani arafazdaki hiicrelerde MN frekansinin
saptanmas1 suretiyle gerceklestirilen genotoksisite
tespit yonteminin; daha kompleks ve daha ¢ok zaman
isteyen, metafaz sathasindaki kromozomlardaki (mitoz
boliinmede) yapisal ve sayisal sapmalar tespit eden
yontemlerin yerini alabilecegi ileri siiriilmiis ve bu
amacla MN testleri gelistirilmistir. Mutajen maddelerin
genotoksik  potansiyellerinin  incelenmesinde  ve
ozellikle de sayisal cevaplar gerektiginde MN testi
oldukga giivenilir bir yontem olup; son derece mantikli
sonuclar elde edilebilmektedir. Bununla birlikte, bu
analiz sisteminde de pek ¢ok analiz yonteminde oldugu
gibi yeterli tecriibeye sahip olunmamasi durumunda
pek cok zorlukla karsilagilabilmektedir (Savage, 2000).

MN frekansi, fibroblast kiltiirleri ve lenfosit
kiiltlirleri yan1 sira epitel hiicresi dokiintiilerinde de
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tespit edilebilmektedir. Hatta doku kesitlerinde de MN
saymmi yapilabilecegi belirtilmektedir. Gliniimiizde
MN yontemi standart bir sitogenetik test olarak
kabul gorlir hale gelmistir. Standart mikroniikleus
testinde; etkisi incelenecek olan madde hiicre
kiiltiiriine ilave edilir. Daha sonra, mitojen (Ornegin;
phytohemagglutinin, PHA) ilavesiyle mitoz boliinmeye
sevk edilen hiicreler, mitozun karyokinez asamasim
tamamladiktan sonraki kritik bir evrede sitokinezi
(kardes
takip eden

hiicrelerin  niikleuslarinin ~ sekillenmesini
sitoplazma boliinmesi) durduran bir
maddenin (Ornegin; Cytochalasin B, Cyt-B) ilave
edilmesinden sonra iki niikleuslu (dikaryotik) hiicreler
olusturulur. Boyle hiicrelerde yapilan incelemede
olusan mikroniikleuslar daha kolayca taninabilirler.
Sitogenezis-Blok Mikroniikleus (Cytokinesis-Block
Micronucleus, CBMN) testiyle kromozom kiriklari,
kromozom kayiplari, nondisjunction, nekroz, apoptozis
ve sitostazis gibi bozukluklar da belirlenmektedir.
Bunun yani sira bu yontemle mukoza epitel hiicreleri
(ag1z, burun, brons ve {irogenital sistemin eksfolyatif
hiicreleri gibi) de incelenebildiginden yontem, gesitli
kimyasal ve fiziksel ajanlarin sitogenetik etkilerinin
belirlenmesi amaciyla eksfolyatif sitolojide de yaygin
bigimde uygulanan bir teknik haline gelmistir. Bununla
birlikte mikrontkleuslar,
bulunan hiicrelerde gozlenmezken bazal kisminda
bulunan hiicrelerde gozlenmektedir (Miiller and
Streffer, 1994; Fenech, 2000; Kirsch-Volders and
Fenech, 2001; Fenech et al., 2003). Kromozomlardaki
yapisal ve sayisal bozukluklarin belirlenmesinde en

¢ok kullanilan, ucuz, basit ve hizli bir yontem olan

epitelin ylizey kisminda

mikroniikleus testi, OECD (Organization for Economic
Cooperation and Development), ICH (International
Conference on Harmonization), EU (European Union)
ve USEPA (United State Environmental Protection
Agency) tarafindan bilimsel bir yontem olarak kabul
edilmigtir (USEPA 1996, Wolf et al., 2002; Wolf et al.,
2003). MN test tekniginin etkili bir metot olmasimin
baslica nedenleri farkli hiicre tiplerine uygulanabilmesi,
sayimlarinin kolay yapilabilmesi, elde edilen verilerin
fazla olmasindan dolay1 istatitiksel olarak testin
giivenirliliginin artmasidir (Rajaguru et al., 1999). Testin
uygulanmasinda dikkat edilmesi gereken noktalardan
birincisi incelenecek maddelerin konsantrasyonlar1 (en
az i¢ konsantrasyon), ikincisi ¢aligmada kullanilan
¢oziicii veya tastyicinin kullanildigi negatif kontroller ile
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mitomisin C (Mitomycin C, MMC) veya siklofosfamid
(Cyclophosphamide, CP) gibi pozitif kontrol gruplarinin
mutlaka olusturulmasidir (GPT, 2006).

MN testiyle genotoksik ajanlarin mutajenik
etkileri tespit edilirken, kullanilan test gruplarindaki
MN oram kontrol gruplarindan daha fazla ¢ikar ise test
edilen maddenin mutajenik olduguna, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda bir farklilik meydana gelmemisse
mutajenik olmadigina karar verilir. Eger uygulanan
madde mevcut MN oraninda azalmaya sebep oluyorsa
maddenin anti-mutajenik oldugu anlagilir. Ayrica
uygulanan maddenin toksik dozunun artmasiyla birlikte
artan MN olusumuna karsin, sonradan bir azalma
meydana geliyorsa o zaman da asir1 toksik dozdan hiicre
Olimlerinin gerceklesmeye basladigi diistiniilebilir (Al-
Sabti, 1986; Heddle et al., 1991).

Hiicrede spontan olarak da MN olusabilir. Spontan
MN sayist hiicre boliinmesinin ve asentrik kromozom
pargalarinin olusma sikligma baglhdir. Spontan MN
olusumunaikitipmutasyonneden olmaktadir. Bunlardan
birincisi, kinetokor proteinlerinde, sentromerde
olugan mutasyonlar ve anafazda kromozom kaybi ya
da esit olmayan kromozom dagilimma yol agan ig
iplik¢iklerindeki mutasyonlardir. Ikincisi ise, asentrik
kromozomlarin olusumuna neden olan,
mutajenlere maruz kalmanin bir sonucu olarak tamir
edilemeyen DNA zincir kiriklaridir (Alakog, 2010).

gevresel

MN testi kromozomlar tizerinde etkili olan fiziksel
ve kimyasal maddelerin genotoksik ve karsinojenik

potansiyellerinin  belirlenmesinde  kullanilmaktadir.
Piyasaya siirlilmeden oOnce ilaglarin kanserden
korunmada, kanseri izlemede, toksik etkilerin

aragtirllmasinda ve giivenirliliginin belirlenmesinde
kullanilan biyoizlem bir test olarak kullanilmaktadir.
MN testi kanser tanisinin konulmasi ve takibinin
yapilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Hiicrede
meydana gelen morfolojik bozukluklar, kromozom
kiriklari, ileride tiimore doniisebilecek lezyonlar
kanser gostergesidir. Bu ylizden karsinojenlere maruz
kalmis bireylerin kanser risklerinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Ayrica bu yontem sigara, gida katki
maddeleri, pestisitler, iyonize radyasyon, mikrodalga
1silar gibi buna benzer birgok kimyasal ve fiziksel
etkenlerin degerlendirilmesinde de yaygm olarak
kullanilmaktadir (Preston et al., 1981; Choy, 2001;
Mateuca et al., 20006).
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Lenfosit kiltiirlerindeki in vitro aragtirmalarin
yani sira MN teknigi, in vivo olarak da kullanilmakadir.
Memeliler iizerinde gerceklestirilen in vivo MN
testi, in vitro ortamlardaki test sistemlerinde tespit
edilen mutajenik etkinin daha ayrmtili incelenmesine
ve test edilen maddenin in vivo farmakokinetigi,
metabolizmasi ve DNA onarim siiregleri gibi unsurlarin
analiz edilmesine de imkan vermektedir. Cogunlukla
tercih edilen in vivo MN testi, memeli eritrositlerindeki
MN frekansinin tespit edildigi yontemdir. Genellikle bu
test kemik iligindeki veya periferal kan hiicrelerindeki
ikisindeki
yapilarak, test edilen maddenin kromozomal hasara
sebep olup olmadiginin belirlenmesinde kullanilir.
Pekcok kimyasal bilesigin uygulanmasi hematopoietik
hiicrelerin  boliinme aninda kromozom hasarina
veya mitoz boliinmenin sekteye ugramasia sebep
olmaktadir. Eritropoezisde son mitoz boliinmenin
ardindan kemik iligindeki eritroblastlar polikromatik

ya da her eritrositlerin  analizlerinin

eritrositlere doniislirken niikleuslarin1  kaybetmekte
ve bu esnada olusan kromozomal hasar hiicrenin
sitoplazmasinda MN olusumuna sebebiyet vermektedir.
MN ihtiva eden tamamen olgunlagmamis polikromatik
eritrosit frekansindaki artma kromozomal hasarin veya
anafaz gecikmesi sonucunda olusan sitogenetik hasarin
belirtecidir. Cogunlukla in vivo MN yontemi kullanilan
arastirmalarda periferal kan daha stabil oldugundan
daha ¢ok tercih edilmektedir (Von Ledebur and Schmid,
1973; MacGregor et al., 1987; Mavournin et al., 1990;
Ustiin, 2007).

Bitkiler iizerinde de MN testi uygulanmaktadir.
Ormegin, Vicia faba bitkisinin kok ucu hiicrelerinde
fenoliin toksik etkileri MN testiyle belirlenmeye
caligilmistir. Yapilan ¢alisma neticesinde fenoliin Vicia
faba bitkisinin kok ucu hiicrelerinde MN olusumuna
neden oldugu belirlenmistir (Cavusoglu ve ark., 2008).

Son yillarda MN testinin avantajlarindan dolay1

baliklardaki kromozomlarmm yapisal ve sayisal
hasarlarinin ~ belirlenmesinde ~ de  kullanilmaya
baglanmistir. Ancak baliklarin  kromozomlarinin

memeli kromozomlarina oranla kii¢lik olmasi baliklarda
kiiciik MN olusumlarina neden olmaktadir. Baliklarda
eritrositlerdeki MN’lerin yan1 sira solungag epitelindeki
MN’ler de incelenmektedir. Ornegin, Pyrethroid
grubundan Cypermethrin’in Oreochromis niloticus
tirii ilizerindeki genotoksik etkilerinin belirlenmesi
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amaciyla solungag epitel hiicrelerine mikroniikleus testi
uygulanmig ve doz artigina bagli olarak mikroniikleus
frekansinda anlamli artiglar tespit edilmistir (Ergene ve
ark., 2001).

Amfibilerin eritrositlerinde niikleus bulunmasi
MN daha hale
getirmistir. Ornegin, Rana catesbeiana iribaslari
iizerinde yapilan MN testleri sayesinde iribaglarin su
kirliligininde model organizma olarak kullanilabilecegi

testinin  kullanimini kullanigh

onerilmektedir (Campana et al., 2003). Portekiz’in
kiigiik bir kasabasindaki uranyum madeni goéliinden
ve bu goliin uzagindaki referans bolgeden alinan Rana
perezi tiri kurbagalarin dokularindaki histopatolojik
degisimler ve eritrositlerdeki niikleer anomaliler
incelenmigtir. Calismada kirli bolgede goriilen eritrosit
niikleer anomalilerin (loblu, mikroniikleuslu vb.)
referans bolgeye gore 6nemli derecede yiiksek ¢iktigi

bildirilmistir (Margues et al., 2009).

MN ve niikleus anormalliklerinin degerlendirildigi
bir diger canli grubu da kaplumbagalardir. Ornegin,
rehabilitasyon merkezlerinde tedavi altinda bulunan
yarali Caretta caretta’larin perifer kanlarinda bazi
kimyasal ajanlarin sebep oldugu genotoksik etkiler MN
ve niikleus anormallikleri belirlenerek tespit edilmistir
(Ergene ve ark., 2012). Azerbaycan’da kontamine
olmus sulak alanlarda yasayan sucul kaplumbagalarin
(Emys orbicularis ve Mauremys caspica) kromozom
diizeyindeki zararlarin1 degerlendirmek icin MN testi
ve flow sitometri yontemi (Flow Cytometry Method-
FCM) kullanilmis ve MN testiyle kirliligin genotoksik
diizeyde oldugu tespit edilmistir (Matson et al., 2005).

MN testinin bir bagska modifikasyonu 5-7 giinliik
civcivlerin kemik iligi ve perifer kan eritrositleri
iizerinde gergeklestirilmis ve basta pestisitler olmak
iizere c¢esitli kimyasal bilesiklerin genotoksik etkisi
bu yontemle test edilmistir (Bhunya and Jena, 1992;
Jena and Bhunya, 1992; Bhunya and Jena, 1993; Jena
and Bhunya, 1994; Bhunya and Jena, 1996; Ozparlak
ve ark., 2011). Bu test yontemini kullanan arastiricilar
civeiv in vivo MN test sistemin memeli test sistemlerine
alternatif olabilecegini vurgulamiglardir (Bhunya and
Jena, 1992; Giri et al., 2002).

Son zamanlarda yapilan genotoksisite
caligmalarinda farkli canli organizmalarda ve farkli

dokularda ana niikleusta genotoksik maddelerin
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sebep oldugu sekilsel bazi bozukluklarin oldugu
belirlenmistir. Bu sebeple MN testlerinde MN orani
yani sira genotoksisitenin bir indikatorii olarak
niikleus anormallikleri de belirlenebilmektedir. Bu
bozukluklar biniikleus, tomurcuklu niikleus, loplu
niikleus ve centikli niikleus gibi siralanabilir (Ayllon
and Garcia-Vazquez, 2000; Cavas and Goziikara 2003;
Ozparlak, 2006; Kénen, 2007; Aymak, 2010). Bir hiicre
igerisinde ¢ift niikleus bulundurma durumu sitotoksik
etmenlerin gdstergesi olarak kabul edilebilir. Niikleus
anormalliklerinden biri olan ¢entikli niikleuslarda ise
niikleus zarinda i¢ce dogru bir ¢okiintli meydana gelir ve
¢entik olusur. Centik igerisinde kromatin bulundurmaz.
Tomurcuklu niikleusta niikleusun zarindan dis kisma
dogru c¢ikitilar vardir. Kromatin igeren bu c¢ikintilar
Loblu niikleusta
tomurcuktan daha biiyilk ve daha fazla lob s6z
konusudur. Biniikleus yapisi ise ayni hiicre igerisinde

iki tane niikleus bulunma durumudur (K&énen, 2007).

tomurcuk  goriiniimiindedirler.

Niikleusta tomurcuklanma hiicre dongiisiiniin S
evresinde olusur ve meydana gelen tomurcuklar MN ile
ayn1 morfolojik goriiniimdedirler. ikisi arasindaki fark
olusum sathalarina bagh olarak, lob ve tomurcuklarin
ana niikleusa biiylikligi ve kalinlig1 degisebilen bir
niikleoplazmik kopriiyle bagli olmasidir. Niikleusta
tomurcuklanma ve meydana gelen mikroniikleusun
hiicreden atilmasinin  ne kadar hala
bilinmemektedir (Shimizu et al., 1998).

stirdligii

Tavuk Yumurtas1 Mikroniikleus Testi (Hen’s
Egg Test For Micronucleus Induction, HET-MN)

Literatiire bakildiginda tavuk embriyolarinin
embriyotoksisite ~ ve  teratojenite  ¢alismalarinda
yaygin bir sekilde kullanildigi  goriilmektedir.

Jelinek (1977) dolli tavuk yumurtasi kullanarak
Tavuk Embriyotoksisite Belirleme Testini (Chicken
Embryotoxicity Screening Test, CHEST), Luepke
(1985) Tavuk Yumurtasi Korioallantoik Membran
Testini (Hen’s Egg Test-Chorioallantoic Membrane,
HET-CAM), Kemper and Luepke (1986) Tavuk
Yumurtasi Testini (Hen’s Eggs Test, HET), Rosenbruch
and Holst (1990) HET-CAM’a alternatif baska bir
testi, Nishigori et al. (1992) Dolli Tavuk Yumurtast
Tarama Testini (Hen’s Fertile Egg Screening Test,
HEST), Neumann et al. (1997) ise tavsan goz irritasyon
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testine (Draize Test) alternatif olarak PHET’i (Photo
Hen’s Egg Test) gelistirmislerdir. Bu test yontemleri
kullanilarak yapilmis ¢ok sayida arastirma mevcut
olup tavuk embriyolar1 yogun bir sekilde kullanilmaya
devam etmektedir (Ozparlak, 2015).

Wolf and Leupke (1997) ise kulugkaya alinan
dolli tavuk yumurtalarinda gelisen embriyolarin
periferal kan eritrositlerinde MN olusumunu rapor
ederek, Tavuk Yumurtasi Mikroniikleus Testi (Hen’s
Egg Test for Micronucleus Induction, HET-MN) olarak
isimlendirdikleri yontemi geligtirmisler ve daha sonra
yaptiklari arastirmayla (Wolf et al., 2002) bu yontemde
hizli,
basit ve ucuz bir genotoksisite testi olan bu metod,

modifikasyonlar yapmiglardir. Son derece
etik acidan ve hayvan haklar agisindan da makul
goriilmektedir. HET-MN’nin gerceklestirildigi evrede
beyin aktivitesi baslamazken, yiiksek bir metabolik
aktivitenin bulunmasi bu testi hayvan kullaniimayan
diger genotoksisite caligmalarina da iistiin kilmaktadir.
Bununda 6tesinde korio-allantoik membranin sinirlerle
temasmin olmamasi ve aci reseptdrlerinden yoksun
olmasi testin olumlu yanlarindandir. Yumurtadaki
embriyo ortaminin fizyolojik kosullara daha yakin
olmasi bu testi in vitro testlere de istiin kilmaktadir.
Tavuk embriyosunun dolasimdaki
kompozisyonunun ergin memelilerdeki kemik iligi
hiicre kompozisyonuna benzemesi, fare periferal
kaninda %35 oraninda polikromatik eritrosit bulunurken
11 giinliik tavuk embriyolarinda bu oranin %25-50
olmasi, ayrica ¢ogu memelide anormal eritrositleri

eritrosit hiicre

elimine eden dalagin tavuk embriyosunda HET-MN’nin
gergeklestirildigi  evrelerde tamamiyla gelismemesi
ve dolayisiyla MN’lerin dolasimda yogunlagsmasi bu
yontemin diger Oonemli &zellikleridir. Bu ydntemin
bilgisayarli resim analiz sistemleriyle ¢ok hizl
gerceklestirilebilecegi de vurgulanmistir (Wolf and

Leupke, 1997; Wolf et al., 2002; Wolf et al., 2003).

Wolf et al. (2002) HET-MN’yi modifiye etmek
icin siklofosfamid (Cyclophosphamide, CP) ve
7,12-dimethyl-benz[a]anthracene (DMBA) ile
yaptiklar1 ¢ok sayidaki denemelerde, test edilecek
soliisyonlar1 kuluckanin 8., 9. veya 10. giinlerinde,
birinci yontemde yumurtanin sivri ucundan albiimine
hipodermik igne ile enjekte etmisler, ikinci yontemde
ise hava kamarasin1 acarak kabuk alt1 zar1 {izerine
pipetle vermislerdir. Uygulamalar1 takiben kulugkanin
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24, 48 veya 72. saatlerinde embriyolardan (Arteria

Umbilicalis ~ Sinistra’dan) kan Ornekleri alarak,
frotilerini hazirlayip, modifiye May-Griinwald Giemsa
yontemiyle boyamiglar ve eritrositlerdeki MN oranlarini
belirlemigslerdir. Hava kamarasina yapilan enjeksiyonlar
sonucunda albiimine kiyasla daha yiiksek oranda MN
gozlemislerdir. Ayrica 8. glinde yapilan enjeksiyondan
sonraki 72. saatte almman kan Orneklerindeki MN
oraninin en yiiksek diizeyde oldugunu, diger saatlerdeki
oranlarin ise daha diisiik oldugunu tespit etmislerdir.
Bu sonuglar 1s1ginda HET-MN i¢in hava kamarasi
yontemiyle, test soliisyonunun kuluckanin 8. giiniinde
enjekte edilerek 11. giinde kan Orneklerinin alinmasi

ideal olarak kabul edilmistir (Wolf et al., 2002).

Tavuk embriyolarinda embriyonik donemin 4.
giiniinde karaciger farklilagmasi olmakta ve bu giinden
sonra karacigerin detoksifikasyon mekanizmalar
1983).
Wolf and Leupke (1997), memeli embriyosunun

caligmaya baslamaktadir (Hamilton et al.,

aksine, tavuklarda karacigerin erken farklilasmasina
bagl olarak, tavuk embriyosunun gelisiminin erken
evrelerinde de yogun bir metabolik aktivasyon mevcut
oldugunu belirtmisler, bdylece kuluckanin 8. giiniinde
enjeksiyon yapilarak promutajenlerin de genotoksik
etkilerinin belirlenebildigini vurgulamislardir.

Wolf et al. (2002) ve Wolf et al. (2003) embriyonik
donemdeki periferal eritrositleri iki hiicre hattina
ayirmiglardir (Sekil 1). E I olarak adlandirdiklar1 gruba
primitif eritrositleri (primary/primitive erythrocytes),
E II olarak adlandirdiklar1 gruba sekonder eritrositleri
(secondary/definite erythrocytes) dahil etmislerdir. E II
(sekonder eritrositler) eritroblastlari, proeritroblastlari,
erkenpolikromatik,ortapolikromatik ve gegpolikromatik
eritrositleri ve olgun normokromatik eritrositleri ihtiva
etmektedir. E I hiicreleri daha biiylik boyutlari, diisiik
niikleus-sitoplazma oranlar1 ve yuvarlak yapilar ile
karakteristiktir. E II hiicreleri ise biiyiik, yuvarlak,
bazofilik ve biyiik niikleuslu proeritroblastlardan
baslayip, oval sekilli, normokromatik, kii¢iik ve yogun
niikleuslu olgun hiicrelere kadar olan eritroid seri
hiicrelerini kapsamaktadir (Wolf and Luepke, 1997;
Wolf et al., 2002). Embriyonik doénemdeki hiicre
tiplerinin siniflandirilmasinda ayrica Bruns and Ingram
(1973) ve renkli literatiir olarak Lucas and Jamroz
(1961) referans olarak kabul edilmektedir. Bu hiicrelerin
cogunlugu Sekil 1°de goriilebilir. Wolf et al. (2002)
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calismalarinda primitif eritrositlerde (E I) kuluckanin
6. ve 7. giinleri arasinda proliferasyon sona erdigi igin
kuluckanm 8. giinii enjeksiyon yapilan ¢aligmalarda
bu hiicrelerin mutajenik muameleden etkilenmedigini,
MN olusturamadigini ve MN orani bakimindan kontrol
grubundan fark gdstermedigini tespit etmislerdir. Bu
sonuglara dayanarak MN’li E II (sekonder eritrositler,

MNEID) hiicrelerinin  tiim olgunlasma evreleri

(eritroblastlar, proeritroblastlar, erken polikromatik,
orta polikromatik ve ge¢ polikromatik eritrositleri ve
olgun normokromatik eritrositler) dahil olmak iizere
total frekans1t HET-MN’de genotoksisitenin parametresi
olarak kabul etmiglerdir.

Sekil 1. Kulugkanin on birinci giiniindeki tavuk embriyolarinin (hava kamarasi yoluyla 3 mg/yumurta siklofosfamit uygulamasindan
48 saat sonra) perifer kanindan hazirlanan ve modifiye May-Griinwald Giemsa yontemiyle boyanmis bir kan frotisinin 151k mikroskobik
gOriiniimii. 'Primitif normokromatik eritrosit, 2Sekil bozuklugu olan bir eritroblast (bu hiicre tipi sadece yiiksek dozda veya uzun siireli
siklofosfamit uygulamalarinda gériilebilir), 3Cok az sekil bozuklugu olan bir erken polikromatik eritrosit, “Cok az sekil bozuklugu
olan bir orta polikromatik eritrosit, 5Geg¢ polikromatik eritrosit, *"Normokromatik eritrosit, ’Mikroniikleuslu polikromatik eritrosit,
8Mikroniikleuslu eritroblast, °Niikleus anomalisi olan bir polikromatik eritrosit (Wolf and Leupke (1997)’den alinmistir)

Wolf and Luepke (1997), Wolf et al. (2002) ve
Wolf et al. (2003)’nin HET-MN’de uyguladiklar
modifiye May-Griinwald Giemsa yontemi su sekilde
Ozetlenebilir. Kan frotileri baglangicta 3 dk filtre edilmis
May-Griinwald’la boyanir. Ardindan froti iizerine
boyayla aymi hacimde 0.1 M disodyumsitrat/NaOH
tamponu (pH’s1 5.2) eklenir. Metalik bir parlaklik
goriiliinceye kadar bununla birlikte 5 dk’y1 agmayacak
sekilde boyamaya devam edilir. Preparatlar saf suyla
yikanir. Ardindan preparatlar 0.1 M disodyumsitrat/
NaOH tamponunda (pH’s1 5.2) hazirlanmis ve filtre
edilmis %30’luk Giemsa’yla 20 dk boyanir ve saf suyla
birkez daha yikanir. Wolf and Luepke (1997), Wolf et
al. (2002) ve Wolf et al. (2003), boyanan preparatlar
151k mikrosbuyla degerlendirilirken her yumurta igin
genellikle 1000 veya daha fazla sayida EII hiicresi
incelemis ve bu hiicrelerdeki mikroniikleus frekansini
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belirlemislerdir.  Arastiricilar  EIl  hiicrelerindeki
niikleusa benzer goriiniimlii ve ayn1 boyanma 6zelligine
sahip, yuvarlak-oval sekilli, sinirlar1 belirgin, g
boyutlu ve niikleus boyutunun iigte ikisini gegmeyen
yapilart MN kabul etmislerdir.

Wolf et al. (2002) HET-MN’yi modifiye etmek
i¢cin, white leghorn (strain Lohmann selected, LSL)
damizliklara ait her grupta 5-6 yumurta kullanarak ve
kulugkanin 8. giinii test soliisyonlarini enjekte ettikleri
ve kuluckanin 11. giinii kan 6rnegi alarak yaptiklari
calismalarinda, 100 pl bidistile su igerisindeki 50 pg/
yumurta CP dozunu ii¢ denemede kullanmislardir. E 11
hiicrelerinde birinci denemede %13.2, ikinci denemede
%7.3 ve ligiincii denemede %9.3 oraninda mikroniikleus
gozlemislerdir. Wolf et al. (2003) ve Wolf et al. (2008)
daha sonraki HET-MN c¢alismalarinda pozitif kontrol
amaciyla ideal kullanimi sebebiyle suda ¢6ziinen CP
kullanmislardir.
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Son yillarda HET-MN yontemiyle
giincel diger ¢aligmalar ise su sekilde siralanabilir.
Wolf et al. (2003) HET-MN yontemini kullandiklar

caligmalarinda

yapilan

kanserojen ¢ maddenin
N-nitrozodimetilamin ~ (NDMA),  N-Nitrozodietil
amin (NDEA), N-Nitrozodietanol aminin (NDELA)
genotoksik etkilerini aragtirmiglardir. NDMA ve NDEA
maddeleri test sisteminde bariz bir sekilde pozitif sonug
vermistir. NDMA literatiire uyumlu bir sekilde bu test
sisteminde NDEA’dan ¢ok daha yiiksek mutajenite
gostermistir. Bu iki bilesigin HET-MN sistemindeki
duyarliligi gbz Oniine alindiginda, kemirgen MN test
sistemlerinde daha Onceki yayinlanmis sonuglarla
kiyaslandiginda biiylik o6l¢lide daha duyarlidir.
NDELA’nin eritrosit olusumu tiizerine olumsuz etki
gostermeksizin  bu test sisteminde non-mutajenik
oldugunu bariz bir sekilde teyit etmislerdir. Wolf
et al. (2003) alternatif bir genotoksisite test sistemi
olarak HET-MN yonteminin kullanilmasimi  diger
hayvan testlerinden elde edilen yaymlanmis verileri
destekleyebilecegini vurgulamiglardir. Ciinkii HET-
MN in vitro genotoksisite testleriyle kiyaslandiginda
fizyolojik olarak in vivo testlere daha yakindir. Ayrica
daha fazla lokal ve sistemik etkilerin gdzlenmesine
olanak saglamustir.

Wolfetal. (2008), HET-MN ydntemiyle ¢cok sayida
maddeyi [epirubicine (EPI), cadmium chloride (CD),
cytarabine (AraC), acrylamide (ACM), methotrexate
(MTX), dipotassium monochromate (DPC) ve
acetylamino-fluorene (2-AAF)] test etmisler ve bu
maddelerin pozitif sonu¢ verdigini, ayrica sonuglarinin
daha 6nce yapilmis diger genotoksisite test sonuglartyla
uyumlu oldugunu tespit etmislerdir. Bunun yani sira
iic maddenin de [azorubin (E122), orange G (OG) ve
starch (STRC)] negatif sonu¢ verdigini bildirmislerdir.
Bu calismalarinda Wolf et al. (2008), HET-MN’yle
daha once yaptiklar tiim ¢alismalarin sonuglarini da bir
araya getirmislerdir. Negatif kontrol (¢6ziicii) grubunda
toplam 445 yumurtadan 556500 eritrositte %0.87+0.87
oraninda MNEII hiicresi, 0.05 mg/yumurta CP (pozitif
kontrol grubu) uyguladiklar1 toplam 223 yumurtadan
249250 eritrositde %12.4+6.8 oraninda MNEII hiicresi
rapor etmislerdir.

Ozparlak (2008), organik insektisit fipronilin
HET-
MN testi uygulamis, fipronil uygulanan gruplarda

genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla
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istatistiksel olarak oOnemli diizeyde mikroniikleus
artis1 olmadigini tespit etmistir. Ayrica fipronilin diger
genotoksisite testlerinde de negatif sonug¢ verdigini ve
bunlarin HET-MN’den elde edilen sonuglarla uyumlu
oldugunu vurgulamistir.

Greywe et al. (2012), ¢ok sayida genotoksik
ve genotoksik olmayan bilesigi biri Osnabrueck
Universitesi’nde ve digeri Henkel AG&Co’da olmak
tizere iki ayr1 laboraturda HET-MN yontemiyle test
etmisler ve ayni sonucglart bulmuslardir. Ayrica elde
ettikleri sonuglarin in vivo ve in vitro test sistemleriyle
elde edilen sonuglarla uyumlu oldugunu ve HET-MN
yonteminin mevcut test yontemlerine yardimci olarak
umut verici oldugunu vurgulamislardir.

Bu yontemle ilgili yapilan son calismada ise
Hothorn et al. (2013) HET-MN ig¢in istatistiksel bir
model (Freeman-Tukey’in karekok transforme edilmis
verilerle modifiye Williams modeli) 6nermislerdir. Bu
caligmalariyla, onceki ¢aligmalardaki her doz grubu
i¢in alt1 yumurta kullanimini ve her yumurta i¢in 1000
hiicrenin degerlendirilmesinin uygun oldugunu teyit
etmislerdir.

SONUC

Son yillarda kanser vakalarmin ve genetik
hastaliklarin sayisinda ciddi yiikselis goriilmektedir.
Bahsedilen hastaliklarin sebepleri spontan mutasyonlar
olarak kabul edilse de, yasadigimiz ortamlarda
devamli maruz kaldigimiz ¢evre kaynakli kimyasal
ve fiziksel ajanlarin olasi etkileri ihmal edilemeyecek
kadar ¢oktur. Bu sebeple mutajenlerin genotoksisite
yoniinden incelenmesi ve genotoksik potansiyele sahip
olanlarin tespit edilerek gerekli tedbirlerin alinmasi
gerekmektedir. Bunun iginde genotoksisite testlerinin
kullanimlar1 yayginlagtirilmali ve gelistirilmelidir. Bu
testlerin yaygin bir sekilde kullanimiyla insanlarin
ksenobiyotiklere karsi gosterecekleri genetik cevabin
onceden tespit edilmesi, kanser gibi hastaliklarin ve
metabolizma bozukluklarinin klinik belirti vermeden
taranarak yatkin insanlarin belirlenmesi ve gerekli
onlemlerin alinmasi ger¢eklesebilecektir. Genotoksisite
testlerinin  yayginlastirilmasiyla insan saglhigr ve
yasam kalitesinin artmasi bilim diinyasimin baslica
hedeflerindendir. Test edilecek ksenobiyotiklerin

metabolik aktivasyonuna imkan saglayan, niikleus
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anormalliklerinin de degerlendirilebildigi, hayvan
haklar1 ve etik ag¢idan uygun, ucuz, basit ve hizlh
bir genotoksisite testi olarak HET-MN, memeli
test sistemlerine tek basma alternatif olamasada,
memelilerle yapilacak ¢aligmalarda kullanilacak olan
hayvan ve deneme sayisini azaltacagi i¢in her gecen
giin daha ¢ok 6nem kazanacaktir,
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