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OZET

Formik asit, bitkiler, arilar, toprak, araglar, giibre yanmasi ve fotokimyasal
reaksiyonlar gibi cesitli kaynaklarca iiretilen ve ¢evrede yaygin bulunan, ayrica
cesitli endiistriyel ve evsel kullanima sunulmus, renksiz ve giiclii bir asit 6zelligi
tagityan kimyasal bir maddedir. Bu ¢alismanin amaci formik asit’in kardes kromatid
degisim oranina etkilerinin, insan periferal lenfosit kiiltiirinde in vitro olarak
arastirilmasidir. Insan periferal kaninda bulunan lenfosit hiicreleri kullanilarak
hazirlanan lenfosit kiiltiirli, formik asit'in 5 pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml ve20
pg/ml’lik dozlart ile 24 saat etkilesime birakilmistir. Formik asit uygulanmis
deneme gruplar1 negatif kontrol ve pozitif kontrol ile kiyaslandiginda, uygulanan
formik asit dozlarimin kardes kromatid degisim oraninda artisa yol agtig
belirlenmistir. Ayrica formik asitin dozlariin artisi ile hiicre replikasyon indeksinin
distiigi, KKD'in arttigt ve KKD-replikasyon indeksi arasinda negatif bir

korelasyon (r = -0.98) oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Formik asit, lenfosit kiiltiirii, kardes kromatid degisimi (KKD),

replikasyon indeksi
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ABSTRACT
Formic acid, plants, bees, soil, tools, fertilizer, produced by sources such as
combustion and photochemical reactions commonly found in the environment, as
well as presented in a variety of industrial and domestic use, which is colorless and
feature a strong acid is a chemical substance. The purpose of the study was to
investigate of the effects of formic acid by sister chromatid exchange, the in vitro
culture of human peripheral lymphocytes. Human blood lymphocyte cells have been
exposed to formic acid 5 pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml ve20 pg/ml for 24-hours.
Applied formic acid treatment groups compared with negative control and positive
control, the applied doses of formic acid to lead to an increase in the rate of sister
chromatid exchange. Furthermore, it has been observed that decrease of cell
replication index, SCE increase with formic acid dose increase and a negative

correlation between SCE and replication indeks (r=-0,98).

Keywords: Formic acid, lymphocyte culture, the sister chromatid exchange (SCE),

replication index
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1.GIRIS

Giliniimiizde tiim canli hayat1 tehdit eden ¢evresel tehlikeler degiserek farkli boyutlar
kazanmaktadir. Yeryiiziinde insanlarin kullanimina sunulan 2 milyon ¢esitten fazla
kimyasal madde bulunmaktadir ve her yil ortalama 2000 ila 4000 yeni kimyasal
madde bu sayiya eklenerek kullanima sunulmaktadir [1]. Bu maddelerin gerekenden
fazla, uzun siireli ve yanlis kullanilmalar1 sonucunda maddeye maruz kalan
insanlarda ciddi hastaliklarin olugmasinin yani sira kanser vakalarinin artmasina
sebep oldugu da yapilan ¢alismalar sonucunda kanitlanmistir. Bu kimyasal maddeler
insanlarda tedavi edilebilen gecici rahatsizliklar yapabildikleri gibi canlinin yasanu
icin ciddi tehlike arz eden ve DNA da olusturduklar1 geri doniislimsiiz hasarlar
sonucu kalitsal yapida kalici, tedavisi olmayan hasarlarin da ortaya ¢ikmasina sebep

olmaktadirlar [2].

Bireyin kalitsal 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasini saglayan genetik sifre herhangi bir
nedenden dolay1 ( radyasyon, ultraviole, X 1sinlari, bazi ilaglar ve kimyasallar vb.)
yapisint kaybederek bozulabilmektedir.  Bu durum sonucunda DNA’ nin
sentezledigi enzim veya protein bozulur. Bu bozulma sonucunda canlinin proteinden
dolay1 yapist, enzimden dolayr metabolizmasi degisime ugrar. Genetik
metaryalimizde meydana gelen ve gen rekombinansyonunun diginda herhangi bir
baska nedenle ve ani olarak gelisen degisimlere mutasyon adi verilmektedir.
Mutasyon terimi; genlerdeki ve kromozom sayisindaki degisimleri kapsar. Genetik
maddenin yapisinda, miktarinda ya da organizasyonundaki degisimleri belirtmekte
kullanilmaktadir. Bir gen mutasyon gegcirdikten sonra kararli bir hal alir ve eski

haline geri donmek i¢in herhangi bir egilim gdéstermez [3].

Sanayinin ve teknolojinin hizla gelismesiyle birlikte ,kullanima sunulmak amaciyla
tiretilen yeni ilaglar, kimyasallar, tarim ilaglar1, gida katki maddeleri ve bunlarin
atiklar1 canlilarin genetik yapisinda mutasyonlarin olugsmasina neden olmaktadir [4].
Bu kimyasal maddelerden biri olan formik asit cesitli endiistriyel ve evsel kullanima
sunulmus, renksiz ve zayif bir organik asit 6zelligi tasiyan kimyasal bir maddedir

[5,6].



Ayrica hizli bir PH azalmasi saglar ve ayn1 zamanda mikrobiyal aktiviteyi inhibe

etmesi sebebiyle etkili bir katki maddesi olarak kullanimida s6z konusudur [7,8]

Genetik maddede olugan hasarlarin tespitinde, genotoksisite testleri adi altinda
toplanan, kimyasal ve fiziksel ajanlarin mutajenitelerinin belirlenmesi ve bu
ajanlarin karsinojenik potansiyellerinin tahmin edilebilmesinde kullanilan testler
mevcuttur. Bu testlerden en yaygin olanlari; Ames testi, Comet testi, Kromozom
anormallikleri (KA) testi, Kardes kromatid degisimi (KKD) testi ve Mikroniikleus
(MN) testi’dir [9].

1970 yilindan sonra gelistirilen, en ¢ok kabul goren ve en hassas, kisa siireli
kanserojenite ve mutajenite testi olan Kardes Kromatid Degisimi (KKD=SCE=Sister
Chromatid Exchange) yontemi, bir kromozomdaki kardes kromatidler arasindaki

simetrik segment degisimini ifade eder [10-12].

KKD (=SCE) yontemi, genetik hastaliklarin teshisinde son derece hassas sonuglar
gbstermesinin yani sira in vitro ve in vivo deneylerde kullanilarak bir ¢ok kimyasal
maddeyle birlikte , wviriislerin ve radyasyonun da c¢ok sayida etkilerinin

belirlenmesinde kullanilmaktadir [11,13].

Bu calismanin amaci, farkli konsantrasyonlardaki Formik Asit’in, insan periferal
lenfosit kiiltlirii hiicrelerine 24 saat siireyle uygulanmasi sonucu kiiltiir hiicreleri
tizerindeki Kardes Kromatid Degisim (SCE=KKD) Oranma etkilerinin

gbzlemlenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kromozomlar

Canli organizmalarin lireme, gelisme, adaptasyon, protein sentezi ve diger hiicresel
olaylarinin gergeklesmesinden ve ayrica tim bu fonksiyonlarin siirekliligi icin
gerekli olan genetik bilginin depolanmasi, bir sonraki kusaga aktarilmasi ve
kullanimindan sorumlu olan genetik materyal, ilk kez 1869 yilinda Friedrick

Miescher tarafindan tespit edildi.

1953 yilinda James Watson ve Francis Crick tarafindan genetik yapisi agiklanan
DNA molekiilii, hiicrelerdeki genetik materyal olarak tanimlanmistir. DNA
molekiilii bes karbonlu bir seker olan deoksiriboz, azotga zengin olan piirin (
Adenin= A, Guanin= G) ve pirimidin ( Timin=T, Sitozin= C) bazlarina ilave olarak
fosfat grubundan olusan polimerik bir makro molekiildiir. DNA molekiilt, 5!
ucundan 3! ucuna dogru seker-fosfat omurgasindan olusan iki zincirin double helix’
de denilen, anti paralel bir sekilde sarilmasi ile meydana gelmis ¢ift sarmal bir
yapidir. Normal fizyolojik sartlara sahip hiicrelerde genelde saga doniimlii olan B-
DNA formunda olan DNA zinciri, nadiren de olsa sola doniimlii Z-DNA formunda
bulunabilir. Interfaz adi verilen sathada DNA’ nin arjinin ve lizince zengin olan
bazik histon proteinleri ile baglanmasi sonucu kromatin denilen yapi1 olusur. Mitoz
ve mayoz boliinme sirasinda kromatinler, kromozom denilen yapiya déniisiirler. Bir
haploid memeli hiicresi 23 ¢ift kromozomdan yani 3x10° niikleotid ¢iftinden olusur.
Bu 23 ¢ift kromozomdan 22 ¢ifti otozomal kromozomlari, son ¢ift ise esey ( X,Y)

kromozomlaridir [14-17].

2.1.1 Kromozomlarin Yapisi1 ve Morfolojileri Hakkinda Genel Bilgi

1888 yilinda, ‘Colored Thread’ olarak bilinen ve yunanca bir kelimeden kdken alan
¢ kromozom’ terimi W.Waldeyer tarafindan bilim diinyasina tanitilmigtir [18].
Hiicre, boliinme stirecinde degilken sekilsiz ve graniiler bir yapida olan kromatin ad1
verilen genetik materyali olusturur ve hiicre boliinmeye bagladigi sirada kromatinler

sikigik ve kitlesel bir yap1 olusturarak kromozomlar1 meydana getirirler [20-22]

En iyi sekilde metafaz ya da prometafaz sathasinda analiz edilebilen kromozomlar,
sentromer pozisyonu, uzunluk, biiyiiklik ve ¢ banding pattern’ diye isimlendirilen

koyu ve acik bantlarin diizenlenme bi¢imine gore birbirlerinden ayrilirlar [18].
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Koyu boyanan bolgelere heterokromatin denilirken acik boyanan bdlgelere
Okromatin adi verilir. Sikica katlanmis kromozom ipliklerinden meydana gelen

heterokromatin bolgeler genetik olarak inaktif bir haldedirler [21-23].

0.5 pm Chromosomes

Chromo-
Chromosome
ARl duplication
(including DNA
synthesis)

Centromere

Sister
chromatids

Separation of
sister chromatids

Centromere

Sister chromatids

Sekil 2.1.1 Insan kromozomu'nun elektron mikroskobu gériintiisii ve kisimlar [25].

Kromozomun sayisi, sekli ve yapisi her canli tiirii i¢in kendine 6zglidiir ve tiir icinde
sabittir. Canli tliriiniin organizasyon derecesi ve kromozom sayisit arasinda bir
baglanti bulunmamaktadir. Bir kromozomun ¢ap1 0,2 ile 2 pm, uzunlugu 0,2 ile 50
um arasinda degismektedir. Insan kromozomlari ise genellikle 4-6 upm

uzunlugundadir [21-24].



Denek Adi -Tiir ad1 Diploid No
Insan Homo sapiens 46
Sempanze Pantroglodytes 48
Rhesus maymunu Macaca mulatta 42
Sigir Bos taurus 60
Kopek Canis familiaris 78
Kedi Felis domestucus 38
At Equus caballus 64
Fare Mus muscullus 40
Sigan Rattus novergicus 42
Tavsan Oryctolagus cuniculus 44
Kurbaga Rana pipiens 26
Ipek bocegi Bombyx mori 56
Sirke sinegi Drosophyla melanogaster 8
Karasinek Musca domestica 12
Balaris1 Apis mellifera 32
Sogan Allium cepa 16
Arpa Hordeum vulgare 14
Bugday Triticum avestium 42
Misir Zea mays 20
Pamuk Gossypium hirsitum 52
Domates Lycopersicum esculentum 24
Tiitiin Nicotiana tabacum 48
Fasulye Phaseolus vulgaris 22
Bezelye Pisum sativum 14

Cizelge 2.1.1 Bazi tiirlerin diploid kromozom sayilar1 [23].



Karyotip; bir tiiriin, bireyin veya bir hiicrenin kromozomal toplamina verilen addir
ve her tiir i¢in karakteristiktir. Metafaz sathasindaki kromozomlarin morfolojilerine
gore 151k mikroskobundaki goriintiileri karyotip ile ifade edilmektedir. Tim
kromozomlarin homolog kromozomlar geklinde gdosterilmesini ise ‘ karyogram’
ifade eder. Karyogramda, goreceli uzunluklarina ve sentromer sekillerine gore
diizenlenmis olan homolog kromozom ¢iftlerinden biri disi bireyden digeri ise erkek
bireyden gelmektedir. Insanlarda 46 kromozom yani 23 ¢ift kromozom
bulundugunu, bunlardan ilk 22 ¢iftin otozomal kromozomlar , son ¢iftin ise esey
kromozomlar oldugunu belirtmistik. Bu son ¢ift kromozom erkeklerde XY, disilerde
XX seklindedir. Karyotip gosterimleri 46,XX ve 46,XY seklindedir. Bu sekilde
gosterimde virgiil oncesi toplam kromozom sayisini belirtirken, virgiil sonrasi esey

kromozomlarini ifade eder [18].

XX (female) XY (male)

Sex Chromosomes

Sekil 2.1.2 Normal insan karyotipi [25].



2.1.2 Kromozomlari Olusturan Ozel Bolgeler

Metafaz evresindeki kromozomlarin iyi bir sekilde incelenebilmelerinin ve
gbzlemlenebilmelerinin sebebi kromozomlarin, bu evrede silindir seklinde goriilen
en kisa ve en kalin hallerinde olduklarindan dolay1 tipik sekillerinin goriilmesidir.
Bu evredeki bir kromozomda genel olarak primer bogum, sekonder bogum, telomer,

sentromer ve satellit gibi kisimlar1 ayirt edilebilir [26,27]

Sekonder bogum

Setallit

Eukromatik
bélge

bolge

Sentromer
Sentromer

Sekil 2.1.3 Kromozomlarm yapisi, a) Distan goriiniisii, b) I¢ten goriiniisii [26].

Sentromer: Kinetokor denilen kiigiik bir graniil iceren ve primer bogumda yer alan,
spesifik proteinlerin baglandigi DNA dizilerinden olusan, parlak acik bolgeye
verilen addir. Sentromerler kromozomlarin ig ipliklerine baglanmasinda ve
kutuplara ¢ekilmesinde gorev aldiklarindan dolayr sentromeri olmayan

kromozomlar hiicre béliinmesine katilamazlar ve yok olurlar [28].



Kromatid : Kromatinlerin protein iskelete sarilmasi ile olugurlar, ortada bulunan
sentromere gore kromozomlarin kollar1 olarak goriiniirler. Sentromer, kromatidleri

uzun(p) ve kisa(q) kollara ayirir [15]

Primer bogum: kromozomlarda sentromerin bulundugu daralma bdlgesine verilen
addir. Primer bogumlar, sekonder bogumlardan kromozom kollarinin ag¢1 yapmasi

ile ayrilirlar [26-30].

Satellit: Baz1i kromozomlarda, DNA’dan yapilmis bir ucta yer alan ince bir flament
ile kromozoma baglanmis, 10 kadar baz ¢ifti tagiyan, yuvarlak veya silindir seklinde
bulunan yapiya verilen addir. Satellit bulunduran kromozomlara SAT-Kromozom

ad1 verilir ayrica satellitin capt kromozom ¢apina esittir [27-30].

Telomerler: Kromozom  uglarinin  bozulmadan  kalmasimi  saglayarak,
kromozomlarin diger kromozomlara yapismasini ve kendi iizerine katlanmasin
engelleyerek kromozoma kararlilik kazandirirlar. Bu durum telomerlerin bir
polariteye(kutuplagsmaya) sahip olmalarindan kaynaklanmaktadir. Telomerler 6zel
DNA dizilerinden olusurlar ve yaslanmaya bagli olarak kisalirlar, fakat bu kanser

hiicrelerinin telomerik dizileri i¢in gegerli degildir [15, 27,30].

Kromozom Sekilleri
Kromozom sekilleri “ Denver’’ klasifikasyonuna gore siniflandirilmaktadir.
1) Metasentrik ( medium) kromozom: Kromozom kollarinin birbirine esit

oldugu bu yapida sentromer kromozomun merkezindedir.

2) Submetasentrik (submedian) kromozom: Kromozom kollarinin birbirine
esit olmadigi bu yapida ise sentromer kromozomun merkezinde

bulunmaktadir.

3) Akrosentrik kromozom: Kromozom kollarinin arasindaki uzunluk farkinin
en fazla oldugu durumda verilen addir. Sentromer kromozomun u¢ kismina

cok yakin bir bolgededir.



4) Telosentrik kromozom: Kromozomun yalnizca uzun kollariin oldugu bu
yapida sentromer kromozomun en u¢ kisminda bulunur. Insanlarda bu

kromozom tipi bulunmamaktadir.

Iki insanin DNA dizileri arasindaki fark yaklasik % 0.5° dir. Bu kiiciik fark tiim
evrendeki genetik c¢esitliligi saglamaktadir. Canli DNA’ sinda ki niikleotid
dizilerinde meydana gelen degisimler eger canlinin fenotipine etki ediyorsa

mutasyon, genetik cesitlilige yol agiyorsa polimorfizm adin1 alir [15].

AN |

Sekil 2.1.4 Sentromerin yerine gore kromozom tipleri, A) Metasentrik, B)
Submetasentrik, C) Akrosentrik, D) Telosentrik [21].

2.2 Mutasyonlar

Bir canli tiirliniin kendine 6zgii olan kalitsal metaryalinin, miktarinda, igeriginde
veya organizasyonunda, gen rekombinansyonu disinda olusan ani ve kalitsal
degisimlere mutasyon denir. Kisaca kromozomlarda veya genlerde meydana gelen
degisimler olarak adlandirilabilir [21,31].

Mutasyonlar dogada kendiliginden meydana gelebilirken, mutajen adi verilen
fiziksel ve kimyasal etkenler yiiziinden de olusabilirler. DNA’ nin tamir
mekanizmas1 tarafindan onarilmaya calisilan bu mutajenlerin sebep oldugu
mutasyonlar, bazi durumlarda tamir mekanizmasinin da mutasyona ugramasi
yliziinden onarilamaz. Mutasyonlarin tamami zararli olarak degerlendirilmemelidir.
Ciinkii mutasyonlar ayni zamanda organizmanin gelisiminde, evriminde ve canli

cesitliliginde de 6nemli rol oynamaktadir [32].



Mutasyonlar meydana gelis mekanizmalarina gore {li¢ grupta toplanabilir:
* Gen mutasyonlari,
* Kromozom mutasyonlari

* Genom mutasyonlari.

2.2.1 Gen Mutasyonlari

Gen mutasyonlari, DNA molekiiliinde gen diizeyinde ortaya ¢ikan degisikliklere

verilen addir. DNA’da gézlenen mutasyonlar genel olarak dort gruba ayrilir [31].

a) Uzunluk Mutasyonlari: Genetik materyalde artma veya eksilmeler sonucu

meydana gelen mutasyonlardir.

b) Nokta Mutasyonlari: DNA seviyesinde veya protein seviyesinde kodonlar
tizerinde etkili olabilen nokta mutasyonlari, bir gende tek bir niikleotidin degismesi

sonucu meydana gelen mutasyonlardir..

¢) Tersine Mutasyonlar: Mutant fenotiplerden yabanil fenotipleri olusturan
mutasyonlara geri mutasyonlar denir. Yabanil tiplerden anormal fenotipleri (mutant)

olusturan mutasyonlara ileri mutasyon denir.

d) Baskilayic1 Mutasyonlar: Bir gende ilk olusan mutasyondan bagka bir yerde
ortaya ¢ikan ve ilk mutasyonun etkisini tersine ¢eviren ikinci mutasyona baskilayici

mutasyon denir. [31].

2.2.2 Kromozom Mutasyonlari

Kromozom mutasyonlar1 kendiliginden olusan yapisal degisiklikler nedeniyle
olusabilirken ayni zamanda bir takim viral enfeksiyon, iyonize radyasyon ve bazi
kimyasallarin indiiksiyonu sebebiylede olusabilirler. Kromatid ve kromozom kirigi,
fragment olusumu, disentrik kromozom, halka kromozomu, kardes kromatidlerin
birlesmesi, translokasyon, inversiyon, izokromozom, homolog kromozomlar
arasinda  kromatidler arast degisim ve  endoreduplikasyon  seklinde

gozlenmektedirler [21,27,31].
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a) Kromatid Kirigi: Bir kromozomun iki kromatidinden yalnizca birinde kirilma
olur ve anafazda kromatidlerin kutuplara cekilmesi sonucu hiicrelerden biri

defisiyensli kromozom bulundurur.

b) Kromozom Kirigi: Bir kromozomun her iki kromatidinde ayni noktada kirilma

olur. Bu durumda hiicrelerin her ikisi de defisiyensli kromozom bulundurur.

¢) Fragment: Kopmus olan kromozom pargalaridir. Metafaz plagi goriintiisiinde

kopmus oldugu kromozomdan ayr1 yerlerde bulunurlar.

d) Disentrik Kromozom: Kromozom kirigi meydana geldigi zaman, sentromer

iceren parcanin kopuk uglarinin birlesmesi sonucu disentrik kromozomlar olusur.

e) Kardes Kromatidlerin Birlesmesi: Kromozom kiriklarinin olustugu durumlarda
yarali kardes kromatidlerin kirik olan uglarinin birlesmesidir. Mitozun anafazinda bu

kromatidler zit kutuplara ¢ekilirken kromozom kopriisii olustururlar.

f) Halka Kromozomu: Bir kromozomun iki ucunda da meydana gelen kromozomal
kopma sonucu olusan yarali uclarin birlesmesi ile halka (Ring) kromozomlar olusur.
Bu kromozomlarin kardes kromatidlerinin zit kutuplara ¢ekilmesi sonucu her bir

hiicrede bir halka kromozomu bulunur.

g) Translokasyon: Kromozomal bir kopmada kopuk olan bir uca homolog olmayan
kromozomlardan baska bir kopuk parcanin yapigmasidir. Translokasyona neden

olan kromozom pargasi yer degigsimleri, tek tarafli veya karsilikli olabilir.

h) Inversiyon: Bir kromozomun iginden kopan parcanin ters donerek ayni yere
yapigmasidir. Inversiyon sonucunda kromozomdaki genlerin dizilis sirasinda

degisme meydana gelir.

1) izokromozom: Primer bogumda olusan kromozomal bir kopma sonucu, kardes
kromatidlerin birlesmesidir. Boylece her iki kolu da birbirinin aynisi olan

kromozomlar meydana gelir.
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i) Kromozomun Kopup Enine Olarak Ters Donmesi: Crossing-over’e benzer bir
olaydir. Bu durum homolog olmayan pargalar arasinda gerceklesirse kromozomal

yapiy1 degistirir.

j) Endoreduplikasyon: boliinmeyen hiicrelerin DNA’ smin tekrar replike olmasi
sonucunda dnceki kromozomun her bir kromatininde iki kromatidli birer kromozom
olusur. Ancak bu kromozomlar birbirinden ayrilmazlar. Endoreduplikayon ise
metafaz plaginda bu birbirinden ayrilmayan kromozomlarin iki kromozom ve dort
kromatitden olusmus yapilar seklinde goriilmelerine verilen addir [33-36].

DNA molekiiliiniin tiim canlilarda benzer yapida olmasi nedeniyle, canh
organizmalarin bir grubu icin genotoksik olan bir madde, diger gruplar i¢inde

genotoksik 6zellige sahiptir [37,38].

2.2.3 Genom Mutasyonlari

Genom mutasyonlari; 6ploidi ve andploidi olmak iizere iki gruba ayrilir:

a) Oploidi: Organizmada, kromozomlarin hepsinin birden, sayilarinin tam katlar
halinde yiikselmesi durumuna veya organizmada yalniz bir takim kromozomun
bulunmasi olayina denir. Canli tiirler icerisinde bazi bireylerin somatik hiicrelerinde
sadece bir takim kromozomun bulunmasina monoploidi, bu durumdaki bireylere de
monoploid adi verilir. Déllenmemis yumurtanin gelismesiyle monoploidi olusurken,
bir takimdaki kromozomlarin sayilarinin hepsinin birden ikiden fazla katlar halinde
yiikselmesi ile de poliploidi meydana gelir. Bireyin somatik hiicrelerinde poliploidi
olusumunu saglayan olay ise endopoliploidi admi alitr. Bdliinme yetenegini
kaybetmis ve farklilasmis hiicrelerde bazen c¢ekirdek zari kaybolmadigi halde
DNA’nin replike olmasi durumuna Endokinez denir. Bu olayin sonucunda 3n, 4n,
5n veya yiiksek kat sayili kromozomlara sahip bireyler olusur. Bu bireyler de

triploid, tetraploid, pentaploid gibi isimler alirlar [21,31].
b) Anéploidi: Hipoploidi ve hiperploidi olarak iki gruba ayrilarak incelenen bu

olay bir takimdaki kromozomlardan bir veya bir kaginin sayisinin degismesine

verilen addir.
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Hipoploidi; monosomi ve nullisomi olarak adlandirilan iki farkli sekilde
gerceklesebilen ve genomdaki kromozom sayisinin azalmasi olayima verilen addir.
Monosomi, diploid bir bireyde sadece bir kromozomun eksik olmasi durumuyken,
nullisomi, bir kromozomun homologuyla birlikte eksik olmasindan dolay1 bir
kromozom ¢esidinin hi¢ bulunmamasi durumudur [21,39].

Hiperploidi veya polisomi; trisomi ve tetrasomi olmak tizere iki alt gruba ayrilan bu
durumlarda bir takimdaki kromozomlardan birinin veya bir kacinin artmasi olayidir.
Trisomi, diploid bir canlida bir kromozomun fazla bulunmasi (2n+1) durumuyken

tetrasomi ise takimdaki kromozomlardan birinin 4 tane (2n+2) olmasidir [21,39].

2.2.4 Mutajen Etkenler

Mutasyonlar meydana geldikleri tiirlin sinirlart disina ¢ikmazlar ve ¢ogu zaman
olusan bu mutasyonlar canlinin 6liimiine sebep olurlar [40].

10°-10"° gibi diisiik bir oranda da olsa kendiliginden ortaya ¢ikabilen mutasyonlar
ayni zamanda mutajen adi verilen ¢esitli cevresel faktorler etkisiyle de olusabilirler.
Bu cevresel faktorler ise fiziksel mutajenler ve kimyasal mutajenler olmak tizere iki
grupta toplanirlar [21].

S fazina bagli olmayan klastojenler olarak bilinen fiziksel mutajenler; sicaklik,
manyetik ve elektriksel alan, UV, X, vy, proton ve ndtron 1sinlaridir. Etkisini ise bir
baz ¢iftinin yerini baska bir baz ¢iftinin almasi seklinde gosterir [21].

S fazina baglh olan klastojenler olarak bilinen kimyasal mutajenlerin etkisi ise daimi
degisiklikler seklindedir. Bunlarin da; bazlarin kimyasal yapisim1 degistiren
kimyasal mutajenler (nitroz asidi-HNO,, hidroksilamin-NH,OH, alkilleyici
maddeler), ¢erceve kaymasina yol agan kimyasal mutajenler (akridin boyalari) ve

baz analoglar1 olan kimyasal mutajenler olmak tizere ii¢ ¢esidi vardir [21].

2.3 Genotoksisite

Kimyasal ve fiziksel mutajenler DNA molekiiliinde bir¢ok hasara sebep olabilirler.
Bu hasarlardan bazilar1 hiicrede bulunan 6zel mekanizmalar tarafindan onarilir. Bazi
durumlarda ise hiicreyi 6liimden kurtarmak i¢in yapilan onarimda hata olusabilir.

Yas, hastalik, beslenme ve 1s1 gibi etmenlerin olumsuz etkileriyle ya da onarim
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mekanizmasinin ¢aligmasini kontrol eden genlerde mutasyon olusmasi nedeniyle
DNA’da meydana gelen hasarlar onarilmayabilir. Bu durumun sonucunda o hiicrede
mutasyon olusur. Olusan mutasyon ¢esitli bozukluklarin ortaya ¢ikmasina neden
olur. Kanser ve hiicre 6limii mutasyonun sonuglarindan bazilaridir. Bazen de
canlida iistiin karakterlerin ortaya ¢ikmasina neden olabilir, ancak genelde canli igin

olumsuz olan 6zelliklerin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir [41].

Canli DNA’sinda olusan hasarlarin yani mutasyonlarin tespitinde Ames testi, Comet
testi, Kromozom anomalileri testi, Kardes Kromatid Degisimi testi ve Mikroniikleus
testi kullanilmaktadir. Bu testler kimyasal ve fiziksel ajanlarin mutajenitelerinin
belirlenmesinde ve bu ajanlarin karsinojenik potensiyellerinin tahmin edilmesinde

kullanilirlar [9].

2.3.1 Kardes Kromatid Degisimi

Bir kromozomun es kromozom lokuslarinda iki kromatid arasinda meydana gelen ve
kromozom morfalijisinde degisiklie neden olmayan, karsilikli segment degisimi
olayma Kardes Kromatid Degisimi ( KKD) denir. Klatojenite, genotoksisite ve
genetik instabilitenin arastirllmasinda kullanilan KKD testi sitogenetik bir
yontemdir ve KKD sikliginda gozlenen artis mutasyon ve kanser riskinin artiginin

gostergesi olarak kabul edilmektedir [42].

KKD degisiminden ilk defa, 1938 yilinda somatik misir hiicreleri lizerinde yapmis
oldugu calismalarla Mc Clintock s6z etmistir. Daha sonrasinda 1957 yilinda J.H.
Taylor ve arkadaglar1 tarafindan yapilan c¢aligmalarla KKD yontemi ortaya
konmustur. Fakat yontem g¢ok zaman alici ve radyoaktivite igermesi nedeniyle

yaygin olarak kullanilmamustir.

1972 yilinda Zakharov ve Egolina, kardes kromtidleri gdstermek amaciyla ¢in
hamster hiicrelerini BrdU (5-bromo-2-deoksiiiridin)’ lu ortamda iki déngii boyunca
kiiltiire edip ardindan giemsa boyasi ile boyamislardir. BrdU replikasyon esnasinda
yeni olusan DNA molekiiliiniin yapisina girmekte ve kardes kromatidlerin farkl
boyanmasini saglamaktadir. BrdU iceren DNA daha agik boyanmakta ve floresan

mikroskobunda mavi-yesil renk vermektedir [42].
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Bir timin analogu olan Brdu (5’-Bromo-2’-deoxyuridine), kiiltiir ortaminda ¢ogalan
DNA'da ki timidin' in yerine geger. Kiiltiir ortaminda ki hiicreler in vitro
calismalarda bir veya iki replikasyon siklusu, in vivo ¢alismalarda bir replikasyon

siklusu boyunca BrdU' ya maruz birakilarak boyanirlar [43].

a b c d
I\Il
dipleid

tetraploid

Sekil 2.3.1 BrdU’ ya maruz birakilmis kromozomda KKD gdsterimi [59].

KKD siiresi boyunca, DNA’nin duplikasyonu sirasinda kromatidler arasinda parca
degisimi ve DNA sarmalinda kiriklar olusmaktadir. Bu olay, hiicre siklusunun S
fazinda normal olarak meydana gelebilmektedir. Ancak DNA replikasyonunu
engelleyen mutajenlerin etkisi altinda daha sik olmaktadir [42].

KKD sikliginin belirlenmesi hassasiyet gerektiren bir yontemdir. Kiiltlire ilave

edilen BrdU miktarinin degismesi, sonuglart onemli dlgiide etkilemektedir [42].

KKD’nin kardes olmayan kromozomlarin kromatidleri arasindaki parga degisimi
olayindan, yani krossing-over’ dan farki, KKD'nin bir kromozomun kardes

kromatidleri arasindaki parca degisimini ifade etmesidir [44].

Istk  mikroskobu altinda kolaylikla bu degisim gozlemlenebilmekte ve
sayilabilmektedir. KKD sikligi, sayilan kardes kromatid degisimi sayisinin
incelenen metafaz sayisina boliinmesiyle elde edilmektedir. Kimyasal meddelere,
ultraviole 1s18a maruz kalma gibi etkenler KKD sikligini etkilemekte ve mutajenik

etkinin varhigini gostermektedir [45].
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2.4 Formik Asit

Kimyasal formiili HCOOH olan formik asit, tek karbonlu karboksilik bir asittir.
Ayrica metanoik asit olarakta bilinir. Karbonil karbonuna bagli alkil grubu

icermemesiyle de en basit karboksilli asit 6zelligi tasimaktadir [46].

Sekil 2.4.1 Formik asit[48]

Almancasi ‘“‘Amise Séure’’ olan ve ‘“ Karinca Asidi’’ anlamina gelen formik asit,
ilk olarak bir ¢ok karmncanin damitilmasiyla elde edilmistir. Yaygin olarak karinca
asidi ismiyle bilinen formik asidi karincalar, saldir1 ve savunma durumlarinda

kullanmaktadirlar [47].

Hidrokarbonlarla bir dereceye kadar ¢oziinebilen formik asit, su ve ¢ogu polar
organik ¢oziicli ile tamamen ¢ozlinebilmektedir. Hidrokarbonlarda gaz halindeyken
bireysel molekiil yap1 yerine hidrojen bagli monomer ¢iftinden olusur. Gaz
halindeki formik asit hidrojen bag1 egilimi sayesinde, ideal gaz kanunlaria aykiri
bir yapidadir. Kat1 formik asit (iki polimorf), etkin bir sonsuz ag seklinde hidrojen
bagli formik asit molekiillerinden olusur. Bu nispeten karigik olan yapr ayrica, su
(%22.4) ile kaynama noktas1 diisiik bir azeotrop olusturur ve sivi formik asit asiri-

sogutucu egilimi gosterir [48].
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Formik asit deri ile temasinda yakma etkisi gostererek deriye zarar verir. 160 °C’ ye
kadar 1sitilirsa hidrojene ve karbondioksite ayrisir. Karincalarda, terde, isirgan

otunda, odun katraninda, idrarda ve et suyunda serbest olarak bulunmaktadir [49].

Almanya’nin Rostrock kentindeki Leibniz Kataliz Enstitiisii’'nden Matthias Beller ve
meslektaslar1 formik asiti, genel bir koruyucu ve antibakteriyel esliginde, diisiik
sicakliklardaki hidrojen gazina ¢evirmek icin bir yontem bulmusglardir. Bu yapilan
aragtirmalarla formik asitin, kolay tasinabilen ve giivenli bir hidrojen yakit pili

kaynagi olabilecegi tespit edilmistir [50].

Viicutta metabolizma sonucunda formik asit ve formaldehite doniisen metil alkoliin
toksisitesi de formik asitin olusturdugu asidoza bagl gelismektedir. Asidoz
sonucunda retinada sinir tahribati ve buna bagl olarak korliik veya ileri safhalarinda

6lim meydana gelmektedir [51].

2.4.1 Metanol Zehirlenme Belirtileri

Viicutta metabolize olmasi sonucu formik asite doniismesinden dolay1 zehirlenmeye
yol acan metil alkol, metabolize olmadig1 siirece zararsizdir ve sadece sarhos edici
bir etkisi vardir. Metil alkoliin kandaki diizeyi 20 miligram/100ml {istiinde ise bu
dozlar toksik yani zehirleyici doz olarak kabul edilmektedir. 40 miligram/100ml
tistii cok ciddi bozukluklara yol agarken, 80-100 miligram/100 ml dozlar1 ise sinir
diizeyi olarak kabul edilmektedir. Yani i¢ilen metil alkol miktarina bagli olarak 4-15

ml korliik, 15-100 ml de ise 6liim meydana gelmektedir [51].

Odun talaginin damitilmasiyla elde edilen metil alkolii (metanol), endiistride, teksir
makine s1visi, antifriz, boya inceltici ve cam temizleyici gibi maddelerin yapiminda
kullanilmasimin yani sira yasadist olarak sahte kolonya ve igki yapiminda da
kullanilmaktadir. Bu sekilde agizdan alinmasi sonucunda viicutta metanol

zehirlenmesine yol agar. [51].

Metil alkol alinnmindan sonraki ilk 5 saatte sarhosluk ve gastrit etkisi, 30 saatten
sonra ciddi metabolik asidoza (biriken asit nedeniyle kanin pH degerinin asit hale

gelmesine) yol acgar. Metil alkoliin asil zehirlenme belirtileri alinimindan 10-24 saat
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sonra goriiliir. Toksisitesi, olusan asidozun derecesine baglidir ve baslica belirtileri

asagida siralanan sekilde ortaya ¢ikar:

Biling bulaniklig1, denge ve hareket bozuklugu,

e Bas agrisi,

e Bulanti, kusma,

e Siddetli karm agrisi,

e Sirt, kol ve bacaklarda agri,

e GoOrme bozuklugu ve daha sonra korliik,

e Tedavi edilmedigi takdirde metabolik asidoz, koma ve solunum durmasi

sonucu oliim [51].
2.4.2 Formik Asidin Kullanildig: Yerler

1. Cesitli kimyevi madde imalatlarinda (Formiyatlar, esterler, oksalit asit vs.)
. Tekstil sanayi boyama ve finishing islemlerinde

. Camasir temizleme fabrikalarinda

2

3

4. Sogutucu imalatinda
5. Zirai miicadele ilaglar1 imalatinda

6. Ayna imalatinda

7. Elektroliz ile metal kaplama sanayisinde solvent olarak

8., Kozmetik sanayisinde lak imalatinda

9. Deri sanayisinde

10. T1p dalinda lokal anestezilerde, gida sanayisinde, matbaa miirekkep imalatinda
11. Akrilik elyaf imalatinda

12. Parke cila imalatinda

13. Plastifisyon imalatinda

14. Formaldehit imalatinda

15. Ekmek mayas1 imalatinda

16. Sunta imalinde ve ¢esitli imalatlarda solvent olarak kullanilir [51].

18



2.4.3 Gida Katki Maddeleri

Gidalardaki mikrobiyolojik bozulmay1 onlemek i¢in, besleyici degeri koruma,
dayaniklilig1 arttirmak igin, teknolojik islemlere yardimci olmak ve goriiniis, renk,
koku, lezzet gibi duyusal 6zellikleri iyilestirmek i¢in gidalara katilan maddelere gida
katki maddeleri denilmektedir [52]. Formik asit gazli icecekler, meyve ve sebze
konservelerinde koruyucu madde olarak kullanilmaktadir [53].

Ik kullanimlart M.O’ sine dayanan katki maddelerinin 19 yy. da ki hizh
sehirlesmeyle birlikte, Ozellikle gidalari bozulmaya karsi koruma amaciyla
kullanim1 yaygin bir hale gelmistir. Giinlimiizde ise katki maddeleri siirekli gelisen

gida teknolojisinin vazgecilmez birer parcalaridir [52].

Bu katki maddelerinin 6zellikleri, gidalarda kullanim sinirlari, uluslararas: diizeyde
inceleme ve arastirmalarda ele alinan bir konudur. Bu amagla Diinya Saglik
Teskilatt (WHO)'nin ve Gida Tarim Orgiitii (FAO)’ niin olusturdugu, gidalarla ilgili
komisyon (CAC) ve bu kurulusun alt komitesi olan Birlesik Gida Katki Uzman
Komitesi (JECFA), gida katki maddeleri ve katki maddelerinin insan saglig
acisindan giivenilirligi konusunda c¢aligmalar yapmakta ve belirli dozlarda
kullannminda  sakinca  olmadigi  belirlenen  maddelerle  ilgili listeler
hazirlanmaktadirlar. JECFA komisyonunda gorev alan tarafsiz uzmanlar
gergeklestirdikleri uzun siireli ve detayli toksikolojik degerlendirmeler sonucunda,
s6z konusu katki maddesinin deney hayvanlarina zarar vermeyen dozunu (NOEL)
saptamaktadir. Bu deger, insanlar i¢in bir dmiir boyu viicut agirliginin mg basina
alindiginda zararh etki yapmayacak doza (ADI) cevrilirken giivenlik faktérii olan
100 rakamina boliinmektedir. Bu verilere dayanarak hazirlanan listelere katkinin
adi, degeri ve bu deger esas alinarak degisik gidalarda izin verilecek maksimum
miktarlar1 (ML) belirtilmekte, sakincali olabilecek maddeler (Butter Yellow,
Hidrojen Peroksit, vb.) liste dis1 birakilmaktadir. CAC tarafindan onerilen listeler
Avrupa Toplulugu (EC) tarafindan da benimsenmis olup, bu toplulugun da benzer
listeleri mevcuttur. Diinyadaki cesitli tilkeler listeleri esas alarak kendi iilkelerinde
kullanimina izin verilen katki maddelerinin listelerini diizenlemektedirler.
Ulkemizde de kullamimi uygun goriilen gida maddeleri CAC ve EC tarafindan

olusturulan listelerden titizlikle se¢ilmektedir.
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Bu bilgilerden de anlagilacagi gibi {ilkemizde katki maddeleri konusu, diinyadaki
tim gelismis lilkelerde oldugu gibi titizlikle ele alinmakta ve yasal kuruluslarca
denetlenmektedir. Kullanimina izin verilen katki maddelerinin denetiminde
degerlendirilmesi gereken en Onemli iki husustan birincisi bu maddelerin gida
safliginda olmalari, digeri ise gidalarda izin verilen sinirt agmamalar1 gerektigidir.
Bu denetim ise gerek katki maddeleri kullannrminda, gerekse genel anlamda gida

titkketiminde, {ilkede etkin bir kontrol sisteminin kurulmasi ile gerceklesebilir. [52].
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3.MATERYAL VE METOT

Bu calismada sigara igmeyen, birbirine yakin yaslardaki 10 bayan (22 ve 25
yaslarinda) ve 10 erkekten (22 ve 25 yaslarinda) alinan periferik kan materyal
olarak, formik asit test maddesi olarak , Mitomisin-C (MMC) pozitif kontrol olarak,
DMSO (Dimetil siilfoksit ) ise test kontrolii olarak kullanilmistir [54].

3.1 Mitomisin-C (MMC) 2 mg (Sigma, M 0503)

3.1.1 Mitomisin-C (MMC)’ nin Ozellikleri

Bu ¢alismada test maddesi olarak kullanilan Mitomisin-C (MMC) , antineoplastik
ve genis spekturumlu bir sitostatik (hiicre boliinmesini durduran) ajandir. Isiktan
korundugu takdirde 5°C altindaki buzdolabinda yedi giin 6zelligini koruyabilen
MMC, suda ¢ozlinebilen (pH=6-9), mavi-menekse renkte, kristal seklinde bir
maddedir. Mitomisin-C 2 mg ve 10 mg’lik amber renkli siselerde toz seklinde

bulunur [55].

3.1.2 Mitomisin-C (MMC)’nin Kullanim Alanlar:

Mitomisin-C  (MMC), antineoplastik ilaglar grubuna girmektedir. Bu grupta
daunamycin, Mitomisin-C, cyclophosphamide, uracil mustard ve streptozotocin
bulunmaktadir.
Alkilleyici bir ajan olan MMC, asagidaki kanser tiirlerinin tedavisinde
kullanilmaktadir.

* Mide kanseri

» GOgiis kanseri

* Pankreas kanseri

* Antis ve kalin bagirsak kanserleri

» Kiigiik hiicreli akciger kanseri

* Bas ve boyun kanserleri

» Kiigiik mesane papillomalari

21



3.2. Kullanilan Kimyasal Maddelerin Cozeltilerinin Hazirlanmasi

3.2.1 Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

1.Etanol (C;HsOH), (Merck, K35091886 537)

2. Formik asit( CH,0,), ( Merck , K34898363 527 )

3.Potasyum di-hidrojen fosfat (KH,PO,), (Merck, A651773 524)
4.Sodyum hidrojen fosfat (Na,HPQy), (Merck, K34623780 516)
5.Mitomisin C (MMC) 2 mg (Sigma, M 0503)

6.Giemsa (Merck, HX694620)

Fosfat Tampon Cozeltisi: Potasyum di-hidrojen fosfat (KH,PO4)’ dan 9.1 gr. alinir
ve 1000 ml. bidistile suya tamamlanir. Baska bir balon jojeye de sodyum hidrojen
fosfat (Na,HPOy4)’dan 11,9 gr alinir ve 1000 ml. bidistile suya tamamlanir ve stok

¢ozeltiler hazirlanmis olur [56].

Sorenson Fosfat Tampon Cozeltisi: KH,PO4 ¢ozeltisinden 60 ml. ve Na,HPO4
cozeltisinden 30 ml. alinarak saleye konulur ve iizerine 10 ml. giemsa boyasi
eklenmesi suretiyle %10 luk giemsa-sorenson fosfat tampon ¢dzeltimiz hazirlanmig
olur. Sorenson fosfat tampon ¢6zeltisi ¢esitli pH degerlerine ayarlanabilir, bu islem

icin her iki ¢ozeltinin degisik miktarlar1 kullanilarak pH istenilen degere ayarlanir

[56].
Cozelti 1:
KHyPOuooiiiiii 9.1 gr
Bidistile su......c.ccceeeeennnnee. 1000 ml.
Cozelti 2:
NasHPOy4.. oo, 11.9 gr.
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Standart Saline Citrate (SSC) Cozeltisi

Bu ¢ozelti 1sinlamadan sonra kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini artirmak
amaciyla kullanilmistir. SSC ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 11.05 gr trisodyum sitrat
(CsHsNaz07.2H,0) ve 21.9 gr NaCl kullanildi. Bu iki madde ayr1 ayr1 kaplarda bir
miktar saf su igerisinde ¢ozdiiriildii, daha sonra ayni kaba aktarilarak birbirleriyle
karistirildi. Karigimin iizerine 500 ml oluncaya kadar saf su ilave edildi. Hazirlanan
bu stok ¢ozelti 5 x SSC’dir. Cozelti buzdolabinda saklandi. Deneyde, bu stoktan 20
ml alip, tizeri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamland1 (elde edilen 1 x SSC
kullanildi).

Bidistile su........cccccoceenenee. 1000 ml.

pH s icin: Cozelti 2 den 5 ml. ve ¢ozelti 1 den 100 ml.

pH 6 icin: Cozelti 2 den 12.3 ml. ve ¢ozelti 1 den 100 ml.

pH 65 icin: Cozelti 2 den 30 ml. ve ¢ozelti 1 den 100 ml.

pH 65 i¢in: Cozelti 2 den 50 ml. ve ¢ozelti 1 den 100 ml.

pH 72 i¢in: Cozelti 2 den 70 ml. ve ¢dzelti 1 den 100 ml.

3.2.2 Formik Asit

Bu calismada Merck firmasinin iirettigi Formik asit( CH,0,), 5 pg/ml, 10 pg/ml,
15 pg/ml ve 20 pg/ml dozlarinda test maddesi olarak kullanilmistir.

3.2.3 Mitomisin- C (MMC) Cozeltisinin Hazirlanmasi
2 mg Mitomisin-C bulunan ortama 2 ml steril bidistile su ilave edilereck MMC
¢Ozdiirlilmiistiir. Sonra bu ¢ozeltiden 5 ml’lik kiiltiir ortamina ilave edilerek son

konsantrasyondaki MMC oran1 0.3 pg/ml olan ¢ozeltiler hazirlanmistir. Yukarida

belirtilen konsantrasyonlardaki MMC ile hiicreler 24 saat muamele edilmistir.
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3.2.4 Sorensen Tamponunun (Sorensen Buffer) Hazirlanmasi

KKD’yi incelemek amaciyla hazirlanan preparat Sorensen tamponu igerisinde UV
lambas1 ile 1smlandirildi. Sorensen tamponu % 10’luk Giemsa boyasinin
hazirlanmasinda da kullanildi. Bu tampon ¢o6zelti tampon A ve tampon B olmak
tizere iki stok ¢ozelti halinde hazirlanmis olup, bu cozeltiler caligmanin amacina

uygun olarak birbirleriyle degisik miktarlarda karistirilarak kullanildu.
Hazirlams1
Tampon A:11.34 gr KH,PO4 250 ml saf su i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir (pH=4.8).
Tampon B:14.83 gr Na,HPO4.12H,0 250 ml saf su i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir
(pH=9.3).

3.2.5 Boyanin Hazirlanisi

Tampon A: 11.34 gr KH,PO,4 250 ml saf su i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir (pH=4.8).
Tampon B: 14.83gr Na,HP04.12 H,0 250 ml saf su i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir.

3.2.6 Kromozom Medyumu (Besi Yeri)
Bu c¢alismada Biochrom firmasinin irettigi Chromosome Medium B (Cat. no.

F5023), hiicre kiiltiirii olarak kullanilmistir. Chromosome Medium B’nin her

litresinde asagidaki maddeler bulunmaktadir:

Non essential AMINO AcCids.........coeevverienieerienieneenn 850 ml
Fetal Calf Serum ........ccccoooivviiiiniiiieececeeee 150 ml
Heparin......coooovieeeiiececeeeeeeeee e 25.000 E
Penicillin G, Sodium Salt...........ccccoeeeiiiiiiieiiieeen, 75.000 E
Streptomycin Sulphate...........cccoooeeviiieiiiniiieieeieee. 50 mg
Phytohemagglutinin M..........c.cccceeviiniienieniieeee. 2.5mg

Bu medyum her tiipe 5 ml olacak sekilde paylastirilmis ve bu miktarlarda

kullanilmigtir. Kiiltiir tiipleri steril olarak temin edilmistir.
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3.2.7 Kolsisin

Kromozom preparatlarinin  hazirlanmasinda mitotik zehir olarak Colchicine
(Kolsisin) (Sigma) kullanilmistir. Kolsisin ¢ozeltisi steril saf su igerisinde
hazirlanmis ve kromozom medyumunun her ml’sinde 0.06 ug olacak sekilde (0.06
pg/ml) 5 ml’lik kromozom medyumuna ilave edilmistir. Kolsisin’in baz1 6zellikleri
asagidadir.

Kapal formiilii: C;,H»5NOg

Molekiil agirhgi: 399.4

Etil asetat icerigi: %3.4

Kloroform igerigi: < 9%0.1

3.2.8 Hipotonik Cozelti

Hipotonik ¢ozelti olarak % 0,4’likk KCI (Merck) kullanilmistir. Cozelti bidistile su
icinde stok halinde hazirlanip, agz1 kapali bir cam kapta buzdolabinda (+4 °C)
sakland1. Her preparasyondan yaklagik 2 saat dnce yeteri kadar miktar alinip, 37

°C’deki etuvde 1sitilarak kullanildi.

3.2.9. 5’-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdU)

BrdU, Sigma firmasindan (Cat. No. B 5002) temin edildi. BrdU’dan 5 mg alinarak
10 ml Chromosome Medium B’de c¢ozdiirildi (50 pg/100 pul medium). Bu
¢ozeltiden SCE ¢alismasinda besi yerine 10 pg/ml gelecek sekilde ilave edildi (100

ul).

3.2.10 Fiksatif

Preparatlarin hazirlanmasinda kullanilan fiksatif, 1 kisim glasial asetik asit’ in 3
kissm metanol (1/3 : glasial asetik asit/metil alkol) ile karistirilmasiyla
hazirlanmistir. Fiksatif kullanilmadan iki saat 6nce hazirlanmis ve buzdolabinda
saklanmigtir. Her seferinde preparat yapim isleminden iki saat 6nce taze olarak

hazirlanip kullanilmistir.
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3.2.11. Giemsa

Giemsa boyas1 Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin edilmis olup, deneyde
Sorensen tamponu i¢inde hazirlanmis olan % 10’luk ve % 5’lik ¢ozeltileri

preparatlarin boyanmasinda kullanildi.

3.3 Kullanilan Deney Ekipmanlari

3.3.1 Hassas Terazi

Tartim islemlerinde 0,0001 gr hassasiyetindeki PRECISA XB 220 A marka terazi

kimyasallarin tartilmasinda kullanilmigtir.

3.3.2 Santrifiij

5000 rpm’e kadar yiikselebilen devir hizi, 15 dk.’lik zaman ayarlayic1 ve 8 tiip
kapasiteli ELEKTRO-MAG marka santrifiij calismalarda kullanilmistir.

3.3.3 Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan OLYMPUS marka binokiiler 151k

mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda kullanilmstir.

3.3.4 Etiiv

Elektro-mag M 420 Bp marka 0 °C - 100 °C ayarlanabilir etiiv deneyde hiicre

kiiltliriiniin yapiminda ve bazi eriyiklerin 37 °C’ye 1sitilmasinda kullanilmistir.

3.3.5 Deney Ekipmanlari

1.Etiiv (Elektro-mag M420 Bp)
2.Vorteks (Yellowline)

3.Mikroskop (Olympus model CHK)
4.Santriflij (Elektro-mag)

26



5.Derin dondurucu

6.Buzdolab1

7.0tomatik pipet

8.Fotomikroskop (Olympus BH-2,Nikon Coolpix 8800 )

3.3.6 Sarf Malzemeler
1. Heparin (Roche)
. Giemsa (Merck, 5400512)
. KH2P04 (Merck, 9021622)
. Na2HP04H20 (Merck, K1 690176)
. Glasial asetik asit (Merck, 247K 18855556)
. Metanol (Merck, 502K 05275408)
. Immersiyon yag1 (Merck, 09403569)
. KCL (Merck, 340TA611835)
. Alkol (Merck)
10. Distile su
11. Tuplik

O 00 I N Nk~ W DN

12. Cesitli cam malzemeler

13. Konik tabanli [0ml'lik steril kiiltiir tiipii
14. Enjektor

15. Cesitli ebatlarda puarlar

16. Pastor pipeti

17. Lam

18. Lamel

3.4 Kardes Kromatid Degisimini (KKD) Saptamak Amaciyla Hiicre
Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltire Ilave Edilmesi ve

Preparatlarin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

3.4.1 Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Speit ve Haupter (1985)’in gelistirdikleri metod modifiye edilerek bir kromozoma

ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini (sister chromatid differentiation=SCD)
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saglamak amaciyla kullanilmistir [57]. Sigara igmeyen, saglikli ve yaslar1 birbirine
yakin on bayan ve on erkekten alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis kan 6rnekleri
steril sartlarda kromozom medyumlarina (5 ml) 12 damla ekildi. Daha once steril
sartlarda hazirlanan BrdU ¢o6zeltisinden her tiipe 10 pg/ml olacak sekilde (hazirlanan
BrdU soliisyonundan 100 pl) yine steril sartlarda ve ilave edilerek iyice karistirildi
(50 ug BrdU/100 pl besi yeri) ve hiicre kiiltiirii etiivde 37 °C’de 72 saat icin inkiibe
edildi. Kiiltiir siiresinin bitimine 24 saat kala formik asit'in insan kromozomlar1
tizerine etkisini incelemek i¢in son konsantrasyon kiiltiir tiiplerine ilave edilmistir.
MMC, pozitif kontrol olarak kullanmak amaciyla steril bidistile suda ¢oziilmiistiir.
Kiltiir bitimine 24 saat kala MMC’nin insan kromozomlar1 iizerine etkisini
incelemek i¢in son konsantrasyonu 0.3 pg/ml MMC Kkiiltiir tiiplerine ilave edilmigtir.
Negatif kontrol olarak ise distile su (%1), kullanilmistir [58].

Kiiltiirtin 70. saatinde (yani kiiltiir siiresinin bitiminden 2 saat 6nce) hazirlanan
kolsisin ¢ozeltisinden her tlipe ilave edildi (0.06 pg/ml) ve iyice karistirmak amaci
ile tiipler hafifce sallandi. Hiicreler 2 saat siiresince (37 [1C’de) kolsisin ile 6n
muameleye tabi tutulmustur. Kiiltiir tiipleri, kiiltiir siiresi olan 72. saatin bitiminde
10 dk. 2000 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Hiicreleri ihtiva eden ve
tiiptin dibinde kalan 0.5-0.7 mI’lik siv1 iyice karistirildiktan sonra etiivde 37 °C’de
tutulan hipotonik c¢ozelti tiiplere ilave edildi. Bu islem sirasinda hiicrelerde
kiimelesme olmamas: i¢in ¢ozelti tiiplere damla damla ve karistirilarak ilave edildi.
Hipotonik ¢ozelti her tiipe 5 ml olacak sekilde ilave edildikten sonra agizlari
kapatilarak etiive konuldu. 37 [1C’de 30 dk etlivde bekletilen hipotonik ilave edilmis
tiipler, siirenin sonunda 10 dk. 2000 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatant atildi.
Soguk fiksatif, her tiipe 5 ml olacak sekilde hipotonik ¢ozelti ilavesindeki gibi yavas
yavag ve karistirarak, ilave edildi. Fiksatif ile muamele edilen hiicreler 2000 rpm’de
10 dk. santrifiij edildi ve siipernatant atildi. Bu islem 3 kere tekrarland1 ve Islem
sonrasi tiipte kalan sivinin tamamen berraklastigi goriildii. Son santrifiijden sonra
dipte 0.5-0.7 ml siv1 kalacak sekilde siipernatant atildi. Tiipte kalan 0.5-0.7 ml'lik
kiiltiir sivis1 ile preparatlar hazirlandi. Bu islem yapilirken tiipiin dibinde toplanan
hiicreler pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale getirildi ve Pasteur pipetine 4-
5 damla bu hiicre siispansiyonundan c¢ekildi ve bu siispansiyon daha Once
temizlenmis lamlarin {izerine yaklasik olarak 50 cm yiikseklikten ve farkli alanlara

I’er damla damlatildi (her lama 3-4 damla). Bu islem yapilirken damlalarin {ist iiste
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diismemesine dikkat edilerek hiicrelerin lam iizerine yayilmalar1 saglandi ve yayma

isleminden sonra preparatlar kurumak iizere 24 saat oda 1sisinda bekletildi.

3.4.2 Preparatlarin Boyanmasi

Speit ve Haupter (1985)’in gelistirdikleri metot modifiye edilerek, bir kromozoma
ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini (sister chromatid differentiation=SCD)
saglamak amaciyla kullanildi [57]. Bu amagla bir giin kurutulmus preparatlar
1sinlama kabina konarak tizeri bir film gibi ortiilecek sekilde Sorensen tamponu ile
kapatildi. Isinlama ¢ozeltisi, 5 ml tampon A, 5 ml tampon B’den alinip bu karigimin
distile su ile 100 ml’ye tamamlanmasiyla hazirlandi (pH=6.8). Isinlama ¢ozeltisinin
fazla veya az olmasi kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini énemli derecede
etkiledigi goriilmiistiir. Bu nedenle preparatlarin {izeri ince bir tabaka halinde
isinlama  ¢ozeltisi ile Ortiilmiistiir. Ortiilmiis preparatlar, karanlikta 15 cm
ylukseklikten 30W’lik 254 nm dalga boyunda 151k yayabilen tek ultraviyole lamba ile
30 dk. 1sinlandi. Isinlama bittikten sonra preparatlar 1xSSC eriyigi icerisinde 58-60
[1C arasindaki sicakliklarda 60 dk. inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi bitmeden 15 dk.
once % 5’lik Giemsa boya ¢dzeltisi hazirlandi. % 5°1ik Giemsa boyasi, 5 ml tampon
A, 5 ml tampon B ve 5 ml Giemsa’nin karistirilarak iizeri 85 ml saf su ile
tamamlanmasiyla hazirlandi (pH=6.8). Sonra bu boya dik bir sale icine filtre
kagidindan  siiziildii. Inkiibasyon siiresinin sonunda preparatlar 1xSSC
sollisyonundan alinarak direkt olarak boya igerisine konuldu ve yaklasik olarak 20
dk. beklendi (kardes kromatidler arasindaki en iyi kontrast farki bu siirede
saglanmigtir). Bu silirenin sonunda preparatlar boyadan ¢ikarildi, ii¢ ayr kaptaki saf
su i¢inden gegirilerek preparatlar tizerindeki fazla boyanin akmasi saglandi. Bundan
sonra preparatlar dik vaziyette kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar entellan ile
kapatilarak daimi hale getirildi. Entellan kuruduktan sonra bu daimi preparatlar

mikroskop altinda incelendi.

3.4.3 Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar Olympus marka binokiiler 151k mikroskobunda

immersiyon objektifi ile incelenmistir (10x100=1000 biiyiitmede).
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3.4.4 KKD Sayisinin Saptanmasi

Bir kromozomun ag¢ik boyanmig kromatidindeki koyu boyanmis parcalarin veya
koyu boyanmis kromatidindeki agik boyanmis parcalarin sayilmasi esasina
dayanarak, kan kiiltiiriine ait preparatlardan iyi dagilmis ve ikinci mitozu gegiren
500 metefazda KKD sayist belirlendi [59]. Kromozom kollariin orta kisminda bir
parca degisimi olmus ise bu iki KKD olarak, sadece kromozom kollarinin ug
kisminda parca degisimi olmus ise bu da bir KKD olarak sayildi. Ancak bu
incelemeler esnasinda kromatidlerin primer bogum bdlgelerinden doniim yapip
yapmadiklarina dikkat etmek gerekmektedir. Bu durumdaki kromozomlarda KKD
yoktur.

2N

2EED 1 EED EED Yok

Sekil 3.4.4 Kardes kromatid degisiminin oldugu ve olmadig1 durumun sematik

olarak gosterilmesi [59].

3.4.5 Replikasyon indeksinin (RI) (Proliferasyon indeksi=PI) Saptanmasi

Formik asit’in DNA replikasyonu iizerindeki etkilerini saptamak amaci ile RI
hesaplanmistir. Bunun i¢in tesadiifen secilmis 500 hiicre incelendi. Bu incelemeler
sirasinda gozlenen birinci, ikinci ve {igiincii metafaz evresindeki hiicreler sayildi. Bu
verilerden yola ¢ikarak RI agagidaki formiille hesaplandi.

RI= (1xM1+2xM2+3xM3)/100

MI1: 1. Mitozdaki hiicre sayisi

M2: 2. Mitozdaki hiicre sayisi

M3: 3. Mitozdaki hiicre sayis1
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Birinci, ikinci ve ligiincii metafazlar su sekilde ayirt edilmistir [60]: BrdU,
deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin analogu olan bilesiklerdir.
BrdU, dT ve dU arasindaki tek fark tasidiklar1 benzen halkasindaki 5.C atomuna
dT’de CH3, BrdU’de Br ve dU’de H atomunun bagli olmasindan

kaynaklanmaktadir.

) 0 0)

CH; Br H
HN HN HN

O)\N O)\N
HO-CH2 HO-CH2 HO-CH?2
0O ) 0)
OH OH

OH

Deoxytimidin (dT) Bromodeoxyuridin (BrdUrd) ~ Deoxyuridin (dU)

Sekil 3.4.5.1 Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdU) ve Deoxyuridin (dU)’in

kimyasal yapilari.

Kiiltiir ortamina BrdU koyuldugunda, hiicre DNA’sin1 replike ettigi sirada (1.S
fazinda) yeni sentezlenen DNA dallarindan birinin (poliniikleotid ipligi) i¢ine dT’in
yerine BrdU gegmektedir. Boyle hiicreler 1. Mitoza ugradiklarinda meydana gelen
yeni hiicrelere ait kromozomlarin her iki kromatidide koyu renkte boyanmaktadir.
Bu hiicreler S (2. S faz1) fazina girdiginde DNA ipliginin birisi BrdU digeri dT
tasidigindan, DNA replike oldugunda tekrar ortamda bulunan BrdU’i yapilarina
almaktadirlar. Bu hiicreler 2. Mitoza ugradiklarinda yavru hiicrelerin
kromozomlarinin kromatidlerinden biri koyu boyanirken digeri agik boyanmaktadir.
Ciinkii, kromatidlerden koyu boyananda DNA ipliginin biri dT tasirken, digeri BrdU
tasimaktadir. Diger kromatidi olusturan DNA ipliginin ikisi de BrdU tasimaktadir
(agik boyanan). Bdyle yavru hiicreler tekrar BrdU bulunan ortamda S fazma (3. S
faz1) girdiklerinde ortamdaki BrdU’i yapilarina alirlar. Bu hiicrelerin
kromzomlarindan birini olusturan DNA ipliginden biri BrdU’i, digeri dT’i
tasidigindan 3. mitoza girdiginde yavru hiicrelerin kromatidlerinden biri koyu digeri
actk boyanmaktadir. Ag¢ik boyanan kromatidleri tasiyan hiicreler ise 3. Mitoza

ugradiklarinda kromatidleri olusturan DNA ipliklerinin her ikisi de BrdU
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tagidigindan yeni yavru hiicrelerin kromozomlarini olusturan kromatidlerin her ikisi
de agik boyanmaktadir. Bu nedenle yeni yavru hiicrelerin (3. Mitoz sonucu olusan)
bazilarinin her iki kromatidi ac¢ik boyanirken, bazilarinin kromatidlerinden biri agik
digeri koyu boyanmaktadir. Ozetleyecek olursak, BrdU’li ortamda bulunan
hiicrelerin kromozomlarini1 olusturan kromatidlerin her ikisi, birinci mitoz sonucu
olusan yavru hiicrelerde koyu boyanir. Ikinci mitoz sonucu olusan yavru hiicrelerde
kromatidlerin biri koyu digeri agik boyanir. Ugiincii mitoz sonucu olusan hiicrelerde
ise hiicrelerin bir kisminda kromatidlerin biri agik, digeri koyu boyanirken, diger bir
kisminda ise kromatidlerin ikisi de acik boyanmaktadir. Sekil 3.4.5.2°’de sematik

olarak gosterilmistir.

Bu boyanma seklinde hiicrelerin kaginct mitozda oldugu anlasilabilmektedir. Bu
sekilde goriintiilenen metafaz plaklarinda bazi kromozomlarin her iki kromatidi agik
renkte, bazi kromozomlarin bir kromatidi agik, diger kromatidi de koyu renkte
boyanmaktadir ve bu durum hiicreleri 3. mitoz boélinmeyi ge¢irdigini
gostermektedir. Taranan preparatlarda metafaz esnasinda bulunan 100 hiicre
incelenerek kaginci mitoz evresinde olduklari belirlendi. Bu sonuca gore formiille

replikasyon indeksi (RI) hesaplandi.
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Sekil 3.4.5.2 BrdU’in DNA yapisina girmesi ile 1., 2. ve 3. mitoz béliinmeyi

geciren hiicrelerin ayirt edilmesinin sematik olarak agiklanmasi [59].

3.5 Istatistik Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Tiim istatistiksel analizler Windows 95 GraphPad Instat 3.05 (GraphPad Software,
San Diego California USA) kullanilarak yapilmistir. Kimyasallarla muameleli
gruplar ve negatif kontroller arasinda farkliligin tespiti i¢cin Dunnett t testi
kullanmilmistir. Doz-etki iligkisini ortaya koymak amaciyla regresyon ve korelasyon
analizleri yapildi, regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi (r) bulundu ve

regresyon dogrusu ¢izildi.
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4.BULGULAR

Sigara ve alkol kullanmayan saglikli bireylerden alinmis kandan laboratuarimizda

elde edilen metafazlar evreleriyle asagida goriilmektedir.

Resim 4.1 Saglikli bir bireye ait metafaz plagi mitoz 1 (normal kromozom

goriintlisii)

Resim 4.2 Saglikli bir bireye ait metafaz plagi mitoz 2 (normal kromozom

goriintlisii)
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Resim 4.3 Saglikli bir bireye ait metefaz plagi mitoz 3 (normal kromozom

goriintlisii)
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Sigara ve alkol kullanmayan saglikli bireylerden alinan kan, farkli dozlarda Formik
Asit ile muamele edilmistir. Insan periferal lenfosit hiicre kiiltiiriinden elde edilen

kromozomlara ait metafaz plagir goriintiileri asagida yer almaktadir.

= \' .;"Ib“po

r.%}!
v --»3" e

Resim 4.4 3 KKD’ nin goriildiigii mitoz 2 evresindeki metefaz plag:

Resim 4.5. Coklu KKD’ nin goriildiigii mitoz 2 evresindeki metafaz plagi



Resim 4.6 6 KKD’ nin goriildiigii mitoz 2 evresindeki metafaz plagi

A o b 4, 3
e o 4 X 2 = Lk 2~ N o

Resim 4.7 5 KKD’ nin goriildiigii mitoz 2 evresindeki metafaz plagi
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Resim 4.8 4 KKD’ nin goriildiigli mitoz 2 evresindeki metafaz plagi

Resim 4.9 3 KKD’nin goriildiigli mitoz 2 evresindeki metafaz plag:
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Resim 4.10 3 KKD’ nin goriildiigli mitoz 2 evresindeki metafaz plagi
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Tablo 4.1 Kontrol ve Formik Asit Gruplarinin Insan Lenfosit Kiiltiirii Hiicrelerinde

Kardes Kromatid Degisimi (%)

Gruplar Muamele Toplam KKD sayis1 | £SEM
stiresi hiicre sayis1 | (ort.) (%)

Negatif 24 s 500 45 +0,31

kontrol

Pozitif 24 s 500 325 +0,37

kontrol

MMC (03

pg/ml)

Formik Asit | 24 s 500 88* +0,37

(Sug/ml)

Formik Asit |24 s 500 105* +0,37

(10png/ml)

Formik Asit | 24 s 500 121%* +,0,50

(15pg/ml)

Formik Asit | 24s 500 145% +0,37

(20 pg/ml)

*p<0,0001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda fark 6nemli (Dunnet T testi)
kontrol (%1 distilled water).

KKD: Kardes Kromatid Degisimi

DMSO: Dimetil sulfoksit
MMC: Mitomisin-C
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formik Asit

Mean and Standard Deviation
320
310
300
290
280
270
260
250
240
230
220
210
200
190
180
170
160
150

140
130
120
110
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
A B C D E F
Column

Cizelge 4.1 Formik asit’in farkli dozlariyla etkilesime giren insan lenfosit

o

kiiltiirindeki KKD oranlar1 (A: negatif kontrol, B: 5 ug/ml, C: 10 pg/ml , D:15
ug/ml, E:20 pg/ml, F: pozitif kontrol MMC )

*p<0,0001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda fark 6nemli (Dunnet T testi).
kontrol (%] distilled water).

KKD ile formik asitin dozlar1 arasindaki iliskiyi gostermek amaciyla, pozitif ve
negatif kontroller ile mukayeseli bir sekilde cizilen yukaridaki ¢izelgede, formik
asitin artan dozuna bagli olarak KKD oraninin da  arttifi gozlemlenmistir.
Cizelgeden de anlasilacag: lizere formik asit lenfosit kiiltlirlindeki hiicrelerin DNA
tamir mekanizmasini devre disi  birakarak KKD ne sebep olmustur ve

hiicrelerdeki KKD sayis1 formik asitin dozunun artmasina bagli olarak artmistir.
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Tablo 4.2 Kontrol ve Deney Gruplarinin Insan Lenfosit Hiicrelerinde Replikasyon

Indeksi

Toplam RI
Muam Toplam RI +SEM
Gruplar ele hiicre M1 M2 M3 orant (%)
siiresi | sayist 24 saat
(%)
Negatif
Kontrol 24s 500 35 45 420 2,77 +0,12
Pozitif
kontrol
MMC (03 24s 500 455 20 25 1,14 +0,02
pg/ml)
Formik Asit
(5pg/ml) 24s 500 87 110 303 2,43% +0,06
Formik Asit
(10pg/ml) 24s 500 90 130 280 2,38% +0,01
Formik Asit
(15pg/ml) 24s 500 100 135 265 2,33%* +0,05
Formik Asit
(20 pg/ml) 24s 500 120 140 240 2,24%* +0,07

*p<0,01 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda fark 6nemli (Dunnet T testi).
kontrol (%] distilled water).

KKD: Kardes Kromatid Degisimi
RI: Replikasyon indeksi

M1: Mitoz 1

M2: Mitoz 2

M3: Mitoz 3

MMC: Mitomisin-C

42



Formik asit replikasyon indexi
Mean and Standard Deviation

A B C D E F
Column

Cizelge 4.2 Formik asit’in farkli dozlariyla etkilesime giren insan lenfosit

N

kiiltiirtindeki Replikasyon indeksi (A: negatif kontrol, B: 5 pg/ml, C: 10 pg/ml,
D:15 pg/ml, E: 20 pg/ml F: pozitif kontrol MMC )

Formik asitin farkli dozlartyla lenfosit kiiltiirlindeki hiicrelerin replikasyon indeksi
arasindaki iliskiyi ortaya koymak amaciyla ¢izilen yukaridaki gizelgede (Cizelge
4.2) de goruldiigii lizere, artan formik asitin dozuna bagl olarak kiiltlir ortamindaki
lenfosit hiicrelerinin replikasyon indeksleri de diismektedir. Bu c¢izelgeden
anlagilacag: lizerine formik asitin hiicre boliinmesini baskilayarak buna bagl olarak

replikasyon indeksini diislirdigii gézlemlenmistir.
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formik asit doz Rl regresyon egrisi

2488] "
2478
2,468
2,458
2,447
2437
2427
2417
2406
2,396
2386
236]
2,365
2355/
2,345
2,335
2,324
2314
2,304
2,204
2,284
2,273
2,263
2253
2,243
2,232
22221
22121
2,202

RI

Cizelge 4.3 Formik asit’in farkli dozlariyla replikasyon indeksi (RI) arasindaki
regresyon

(r=-0,98) cizelgesi

Yapilan denemeler sonrasi formik asit’in 24 saat etkilestirme siiresinin uygun
oldugu daha fazla siirenin mitoz boliinmeyi engelledigi saptanmistir. Uygulan dozlar
sonucunda replikasyon indeksini diislirdiigli ve formik asid' in farkli dozlar ile

replikasyon indeksi arasinda negatif korelasyona (r = -0.98) oldugu saptanmustir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Suda ¢ozilinebilen ve son derece keskin kokulu olan formik asid, lateksten kaucuk
eldesinden, yaglar1 ve recineleri ¢ézmede, deri sanayisinde, kokulu esterler ve
tuzlarin sentezinde ve bir takim kimyasal maddelerin sentezinde kullanilmaktadir.
Ciltle temasi sonucu koagiilasyon nekrozuna bagli olarak doku hasari meydana
getiren formik asidin absorbsiyonu sonucu ise hemoglobiniiri, hemoliz ve asidoz
gibi sistemik toksisite gelisebildigi gibi diyalize ragmen akut bobrek yetmezligine
bagli oliimler bile ortaya ¢ikabilmektedir [60-62].

Icerisinde tatlandiric1 olarak aspartam ihtiva eden {iriinler kullanildiklar1 taktirde
aspartam ; aspartat, fenilalenin ve metanole ayrisir.Bu bilesenlerden orani yaklagik
olarak % 10 olan metanol tek basina zararli olmamasina karsin karacigerde bulunan
enzimler tarafindan son derece toksik olan iki bilesene ayrismaktadir.Metanol
primer enzim reaksiyonu sonucu folmaldehite ayrisir. Uzun siireli maruz kalma
sonucunda insanlarda kansere sebep olabilen formaldehit, sekonder enzim
reaksiyonu sonucu viicutta uzun siire kalamadan hizli bir sekilde formik aside
metabolize edilir. insan saglig1 acisindan son derece toksik olan formik asidin,

hiicrelerdeki mitokondrial fonksiyonu bozdugu bilinmektedir [63].

Cin hamsterlerinin ovaryum hiicreleri lizerinde laktik asit, asedik asid ve formik asid
ile yapilan bir ¢aligma sonucu bu asitlerin kromozomal aberasyona sebep olduklari

ve bu etkilerinin ph diizey ile yakin iligkili oldugu saptanmistir [53].

Yapilan bir bagka ¢alismada formik asitin 4 farkli dozu ( 20, 40, 60, 80 ng/ml)
insan periferal lenfosit kiiltiirlinde 24 saat etkilesim siiresi boyunca hiicreye etkisi
incelenmistir. Yapilan ¢alisma sonunda formik asitin tiim dozlarinda mikroniikleus
(MN) frekansini artirdig1 ve boliinme indeksini diisiirerek apoptoz ve negroza sebep

oldugu saptanmistir [64].

Gliniimiizde klastojen ve mutajen maddelerin kromozomlar {izerindeki etkilerinin
belirlenmesinde kullanilan ve ayn1 zamanda kalitsal hastaliklarin teshisinde de son
derece duyarli olan kardes kromatid degisimi (KKD) diger bir adiyla Sister
Chromatid Exchange (SCE) yontemi, lenfosit hiicreleri {izerinde basariyla

kullanilmaktadir [65].
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Yapilan in vitro bir ¢alismada, Gemfibrozilin 4 farkli konsantrasyonunun (50, 100,
125, 150 pg/ml) insan periferal lenfosit kiiltiiriinde 24 saat muamele edilmesi
sonucu Gemfibrozil'in; replikasyon indeksini diisiirdiigli ve replikasyon indeksi ile
gemfibrozilin farkli konsantrasyonlar1 arasinda negatif korelasyon oldugu, hiicre
boliinmesini baskiladigi ve negatif kontrolle karsilastirildiginda doza bagli olarak

KKD' ni arttirdig1 saptanmustir [66].

Yapilan bir baska in vitro ¢alismada ise tarim alaninda yaygin bir sekilde insektisid
olarak kullanilan acetamiprid (Acm) ve alpha-cypermethrinin (A-cyp) ayr1 ayri ve
karisim halinde kullanilmalar1 durumunda insanlar iizerinde genotoksik riske sahip
olup olmadiklar1 insan periferal lenfosit kiiltiirinde KKD (Kardes Kromatid
Degisimi), Kromozom anomalisi (KA) ve Mikroniikleus (MN) testleri kullanilarak
aragtirilmugtir. Insan periferal lenfosit kiiltiirii hiicreleri ilk &nce ayr1 ayr1 A-cyp'nin
5,10, 15, 20 pg/ml'lik konsantrasyonlarina, Acm' nin ise 25, 30, 35 ve 40 pg/ml'lik
konsantrasyonlarina ve daha sonra ise bu iki maddenin konsantrasyonlarinin yarisi
kadar konsantrasyonlarinda karistirilip (A-cyp + Acm) 24 ve 48 saat muamele

edilmis ve bu caligmanin sonucunda Acm ' nin tiim siire ve konsantrasyonlarda
KA'nu , KKD ' ni ve yiiksek ii¢ konsantrasyonda MN olusumunu istatiksel olarak
onemli derecede arttirdigi, mitotik indeksi (MI) ve Niikleer boliinme indeksini
(NBI) biitiin dozlarda, proliferasyon indeksini (PI) ise 35 ve 40 pg/ml' de 24 saatlik
muamele i¢in, 40 pg/ml de 48 saatlik muamele i¢in 6nemli derecede diisiirdiigii
saptanmistir. A-cyp' nin ise biitlin slire ve konsantrasyonlarinda KKD' ni ve KA' u
ve diisilk iki konsantrasyonda MN olusumunu 6nemli derece arttirdigi, tiim
konsantrasyonlarda MI' i, NBI' ni ve yiiksek ii¢ konsantrasyonda PI' ni 6nemli
derecede diisiirdiigii saptanmigtir. Acm ve A-cyp' nin tek baslarina ¢alisildiklart
konsantrasyonlarinin yarist kadar konsantrasyonlarda bile bir araya geldiklerinde en

az ayri ayri kullanildiklarindaki kadar ya da daha fazla genotoksik etki gosterdikleri
saptanmugtir [19].

Antifungal bir ila¢ olan Terbinafin ile yapilan bir diger in vitro ¢alismada ise
Terbinafin' in farkli konsantrasyonlarinin (0,1 pg/ml, 1pg/ml, 10pug/ml) insan
periferal lenfosit kiiltiirlinde muamele edilmesi sonucu KKD, RI ve MI oranlar
incelenmis ve ¢alismanin sonucunda ise Terbinafin' in herhangi bir genotoksik etkisi

tespit edilmemistir [67].
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Sonug itibariyle yaptigimiz bu c¢alisma ile Formik asid' in dort farkh
konsantrasyonun (5, 10, 15, 20 pg/ml) insan periferal lenfosit kiiltiiriinde 24 saat
siire ile muamele edilmesi sonucu formik asid' in;

a) Replikasyon indeksini diigiirdiigii ve formik asid' in farkli konsantrasyonlari ile
replikasyon indeksi arasinda negatif korelasyon (r = -0.98) oldugu,

b) Negatif kontrolde 2.77 olan olan mitotik indeksin, formik asid' in en {ist dozunda
2.24 e diistiigii, dolayisiyla hiicre boliinmesini baskiladig,

c) Negatif kontrolle karsilastirildiginda konsantrasyona bagl olarak KKD' ni de

arttirdig1 saptanmustir.

Yapmis oldugumuz in vitro ¢aligmamiz sonucunda giinlimiizde biyopestisid olarakta
kullanilan ve dogal bir organik asid olan formik asit’in sitotoksik ve genotoksik
etkilerini gosterdik. Formik asit ile ilgili daha detayli bilgilerin elde edilmesi i¢in in

vivo ¢alismalarin yapilmasini 6neriyoruz.
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