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ONSOZ
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OZET

Bu calsmanin amaci, karinca asidi olarak bilinen formikdims etkilerinin
incelenmesiydiinsan kan lenfosit hiicreleri formik asidin 3.5, 6, 15 ve 20, 25, 40
png /ml'lik dozlan ile 24 saat etkijgme birakildi. Pozitif kontrol olarak kullanilan
mitomisin C (MMC, 0.3 ug/ml) ve negatif kontollerkdastirildiginda formik asidin
24 saatte tum uygulama dgmlerinde, kromozomal aberasyonlarin gikin belirgin
bir sekilde arttirdgl gozlenmgtir. 3.5ug /ml degimi disinda, tim uygulama
derisimlerinde kromozom ve kromatid kiriklari, kagd&romatid birlemeleri ve
kromatid dgisimleri saptandi. Bazi formik asit konsantrasyoniaxipozitif kontrol,
poliploidi gbzlenmesine sebep oldu. Sonuclarimiami& asidin insan lenfosit
kromozomlari tzerinan-vitro olarak klastojenik ve andjenik etkisinin ofglinu
gostermtir.

Anahtar kelimeler: Formik asit, Mitomisin C (MMC), lenfosit kiilturiinsan

kromozomlari, Kromozom aberasyonlari.



ABSTRACT

The aimof this study is, observing the effects of formmdawhich is also
known as the ant acid. The lymphocyte cells of ibenan blood were exposed to
interaction with 3.5, 5, 10, 15, 20, 25 and 40 pd doses of formic acid for 24
hours. When compared with negative control and watitomycin C(MMC, 0.3
png/ml) -which is used as positive control-, it [sserved that formic acid is rising the
frequency of chromosomal aberration significantiyalhappliance concantrations in
24 hours. Chromosome and broken chromatids, miatematid coalition and
chromatid changes were detected at all appliaoneantrations exept the 3.5ug /mi
concentration. Some formic acid concentrations pasitive control provided the
observation of polyploid. The results showed tlatmic acid has clastogenic and
aneugenic effects as-vitro on human lymphocyte chromosomes.

Keywords: Formic acid, mitomycin C(MMC), lymphocyte cultureuman

chromosomes, chromosomal aberrations.
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1. GIRIS

Canli vicudunun aca yapi tal hicrelerdir. Bir insanin vicudunda trilyonlar@® (
kg'lik bir insan vicudunda ise 70 trilyondan faztgéicre bulunur. Bu htcrelerin her
birinin ¢ekirdezinin igcinde bulunan DNA molekuli, kendi ekseni &mda kivrilarak
yikselen bir ¢ift spiral yapseklindedir. Orngin, bir insan viicudundaki butiin DNA
molekillerini cozerek arka arkaya dizersek, durgagiing arasinda 400 defadan
fazla gidip gelinebilmektedir. Bir organizmaya aibutiin bilgiler DNA
molekdillerinde 4 6zel nikleotidin (A, T, G ve C)ziliis sirasina gore kodlangmi
olarak bulunur. DNA Uzerindeki butin bilgiler gediaverilen 6zel bélimlerde yer
alir. Bir organizmanin viicudunda ise on binlerce belunur ve her bir organ farkli
sayida gen tarafindan kontrol edilir. Ornek olaiakan viicudunda 50 000 den fazla
gen bulunur ve bunlardan 29 930 tanesi beyindevggapar [1].

Gen denilen parcaciklardan gdun ve kyaktan kgaga aktarilan madde "genetik

madde" adini almaktadir. Genetik maddenin iki ggasvi vardir ve bunlar;

1) Kendisine tipa tip benzeyen ya da kopyas! olandelad olgturmak icin

replikasyon olayini gergekigrmek,

2) Enzimler ve hiicre metabolizmasi icin gerekli othger molekdillerin sentezi ile
bilgi aktarim goérevini yerine getirmektir.Ancak,rtgonraki nesile "y@am sirasinda

kazanilmg olan 6zellikler dgil, yalnizca genlerdeki bilgiler" aktariimaktadily.

Bir hlcredeki genetik materyalin tamami o0 organiamagenomunu okiurur.
Genom bir organizmanin DNA’sIinin tamami olup o oigeanin ygami boyunca

tum yap1 ve aktivitelerini belirler [2].

Canlilarin ygaamlarini sturdurdukleri strece birbiri ile etkigm en 6nemli iki unsur;

ture ait genom ve genomun c¢evresidir. Genetik Raratigi cevreden etkilenir ve bu

etkilesim gelecek nesillere aktarilir. Cevre kalici oladdgismeden devam ederse,
bu sartlara uygun genetik yik gelecek nesillergigimeksizin aktarilir ve etkikgm

olumlu olarak devam ederger cevre kalici olarak @eirse, cevre ile genetik yuk



arasinda yeni ortaya cikan uygunsuzluk, genetiKtaristikte yeni bir dizenleme

ile sonuglanir [3].

Tam canlilar gibi insanda da genetik olarak atalariygadigl cevreselsartlara

uyumlu durumda olmaktadir. Bununla birlikte pek dalgi, insan@lunun son Ug¢
yliz yihinda buydk bir cevresel kalici glgm ile kawilastigini gostermektedir.
Bdylece insan cevre-gen uyumsuygzlaun icinde ygamakta ve pek c¢ok kronik

hastalik (diyabet, hipertansiyon, kanser) ileskagmaktadir [4].

Bireyin kalitsal ozelliklerinin ortaya ¢ikmasinigdayan genetiksifre, herhangi bir
nedenden dolay! ( Xsini, radyasyon, ultraviyole, bazi ila¢ ve kimyaagllani
sicaklik degisimleri vb. maddelerle ) bozulabilmektedir. Bu dumsnDNA’ nin
sentezledii protein veya enzim bozulur.Bunun sonucunda camliproteinden
dolayi yapisi, enzimlerinden dolayr metabolizmagignektedir. Bir gen mutasyona
ugradiktan sonra kararli hale gelir ve tekrar esKineadonmek icin herhangi bir
egilim gostermez. Genetik maddede gen rekombinasydenurbgka nedenlerle ve
ani olarak olgan deisikliklere mutasyon denilmektedir. Mutasyon terimergl
olarak, kromozom sayisinin glgmesini ve genlerdeki @esiklikleri kapsar. Genetik
maddenin miktarinda, organizasyonunda ya da yajakirdesisikli gi ifade etmekte
kullaniimaktadir [1]. GUnuimuizde tim canlilan teahdiden cevresel tehlikeler
dezismekte ve farkli boyutlar kazanmaktadinsanlgin kullanimina sunulmu2
milyon ¢eitten fazla kimyasal madde mevcut olup, bunlaraymesrtalama 2 000 — 4
000 yeni kimyasal madde eklenmekte ve kullanimaukoaktadir [5]. Bu
maddelerin yan$i kullaniimalari, maddeye maruz kalan insanlarddidicstaliklarin
olusmasina ve kanser vakalarinin artmasina sebegwisiptanngtir. Bu maddeler
insanlarda tedavisi mimkiin olan gecici rahatsitiigapabildgi gibi, en 6nemlisi ve
en tehlikelisi olan, ayrica tedavisi de olmayanitkal yapida olgturabilecekleri

DNA hasarlarinin da ortaya ¢cikmasina sebep olUBéar.

Bu calsmanin amaciin-vitro olarak formik asidin insan kromozomlarinin tzerine

etkisinin aratirilmasidir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Formik Asit:

Formik asit, HCOOH, tek karbonlu karboksilik asittir. Metanailsit olarak
da bilinir. Formik asit, karbonil karbonunagbaalkil grubu icermemesiyle en basit

karboksilli asit 6zellgi tasir [7].

O
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Formik asit

Formik asit karinca asidi olarak da bilinir. Hattdmancasi direk karinca asidi
anlamina gelen, ‘Ameise S&ure’ dir. Nedeni de kadarin saldin veya savunma
amaciyla bu asidi yani formik asidi kullaniyor ghari ve ilk olarak bircok karincanin

damitiimasi sonucu elde edilmesidir [8].

Formik asit su ve ggu polar organik ¢oziicu ile ¢oztunebilmekte, hidrbkeriarda da
bir dereceye kadar ¢ozulebilmektedir. Hidrokarbodave gaz halindeyken, bireysel
molekil yapi yerine hidrojen-h monomer ciftinden olgur. Hidrojen-b@i egilimi
sayesinde, gaz halindeki formik asit ideal gaz kdamna aykiri yapidadir. Kati
formik asit (iki polimorf), etkin bir sonsuzgaseklinde hidrojen-bgi formik asit
molekdllerinden olgur. Bu nispeten kagik olan yapi ayrica, su (%22.4 ) ile
kaynama noktasi dgik bir aezotrop olturur ve sivi formik asit @ri-sogutucu

egilimi gosterir [9].

Deri ile temas etgiinde yakar. 160°C’ye kadar isitilirsa, karbondibks hidrojene
ayrisir. Tabiatta, odun katraninda ve i1sirgan otundankalarda, terde, idrarda ve et

suyunda serbest olarak bulunur [10].



Son aratirmalarda formik asitin, kolay ganabilen ve givenli bir hidrojen yakit pili
kaynal olabilecegi tespit edilmgtir. Almanya’nin Rostrock kentindeki Leibniz
Kataliz Enstitisi’'nden Matthias Beller ve meslglda formik asidi, genel bir
koruyucu ve antibakteriyel skginde, diguk sicakliklardaki hidrojen gazina

cevirmenin bir yolunu buldular []1

Toksisitesi de formik asidin ojturdusu asidoza bgEidir. Asidoz sonucu retinada
sinir tahribati ve buna kg olarak korluk ve daha ileri safhada 6lum meydana
gelebilmektedir [12].

2.1.1 Metanol Zehirlenme Belirtileri

Metil alkol, vicutta metabolizmayagtamadgl zaman zararsiz ve sadece sarho
edici bir etkisi bulunmakla birlikte, vicutta dagnigt formik asit zehirlenmeye
neden olmaktadir. Kandaki diizeyi 20 miligram/10Qistinde olan dozlar toksik,
yani zehirleyici doz olarak kabul edilmektedir. Aflligram/100ml Ustl cok ciddi
bozukluklara yol agmakta, 80-100 miligram/100 mizelyi genellikle sinir dizeyi
olarak kabul edilmektedir. @er bir deysle icilen metil alkol miktarina kg olarak,

icilen 4-15 ml miktar korluk, 15-100 ml dozda 6limeydana gelebilmektedir.

Odun talainin damitiimasiyla elde edilen ve endustride biagaltici, teksir makine
sivisi, antifriz, cam temizleyici gibi maddelerimpiminda kullanilan metil alkol
(metanol) ayni zamanda yasadiolarak sahte icki ve kolonya yapiminda
kullaniimaktadir. Busekilde &izdan alinmasi sonucu viicutta metanol zehirlenmesi

olusur.Metanol zehirlenmesi hakkindgagida agiklayici bilgi verilmtir:

Metil alkol alindiktan sonra ilk 5 saatte sagloé ve gastrit olarak kamiza cikar.
30 saatten sonra ciddi metabolik asidoz (birikeih esdeniyle kanin pH derinin
asit hale gelmesi ) geir. Asil zehirlenme belirtileri metil alkol alimirash 10-24 saat
sonra gorulmeye BEr. Toksisite, olgan asidozun derecesineghdir ve balica

asagidaki belirtiler ortaya cikar:



» Biling bulaniklgi, denge ve hareket bozukglu
* Bas agrisi,

» Bulanti, kusma,

» Siddetli karin grisl,

» Sirt, kol ve bacaklardaza,

* Go6rme bozuklgu ve daha sonra kérluk,

* Tedavi edilmedii takdirde metabolik asidoz, koma ve solunum durmas

sonucu 6lim
2.1.2 Formik Asidin Kullanildi g1 Yerler

1. Tekstil sanayi boyama ve finishinggmlerinde,

N

. Caitli kimyevi madde imalatlarinda (Formiyatlar, ed¢e, oksalit asit vs.),

w

. Camair temizleme fabrikalarinda,
4. Zirai mucadele ilaclari imalinde,
5. S@utucu imalinde,

6. Kozmetik sanayisinde lak imalinde,

\l

. Elektroliz ile metal kaplama sanayisinde solv@atak,

oo

. Ayna imalinde,

o

. Deri sanayisinde,
10. Tip dalinda lokal anestezilerde, gida sanaygsimatbaa murekkep imalinde,

11. Parke cila imalinde,



12. Akrilik elyaf imalinde,

13. Plastifiyon imalinde,

14. Ekmek mayasi imalinde,

15. Formaldehit imalinde,

16. Sunta imalinde ve gdi imalatlarda solvent olarak kullanilir [12].
2.1.3 Gida Katki Maddeleri

Gida katki maddeleri, gidalarda mikrobiyolojik bbrayi dnleme ve dayanikigh
arttirma, besleyici dgeri koruma, teknolojikslemlere yardimci olma, renk, gorignu
lezzet, koku gibi duyusal Ozellikleri dizeltme gilpek cok amacla katilan
maddelerdir [13].

Formik asit gazli icecekler, meyve ve sebze karederinde koruyucu madde olarak
kullaniimaktadir [14].

Gida katki maddelerinin kullaniimasi ile ilgili thsel gelsmeler incelendiinde,
M.O. 3 000 yillarinda et Urinlerini kirlemede tuadgararlanildgl, M.O. 900
yillarinda ise tuz ve odun tutstsuniin gida saklgémaemleri olarak kullanildiklan
gorulmektedir. Ortagdarda etlere koruyucu amagla tuz ve titsinin yaaikatilan
nitratin etin rengini olumlu yonde gatirmek ve clurimeyi 6nlemek amaciyla
kullanildigi  bilinmektedir. M.0.50. yilda baharatlardan lezzeerici olarak
yararlaniimg, gida boyalari ise ginimuzden yakta3 500 yil kadar 6nce Misirlilar
tarafindan renklendirici amagla kullaniktardir. 19yy. daki hizlisehirlesmenin
paralelinde katki maddelerinin kullanimlari, 62d#8i gidalari bozulmalara kar
koruma amaciyla yaygirdenis olup, gunimuizde ise bu maddeler gaii gida

teknolojisinin vazgecilmez bir parcasini glurmwslardir [13].

Gida katki maddeleri gidalara istenilerek katillaaddeler olup, bu maddelerin
Ozellikleri ve gidalarda kullanim sinirlart  dunyadaluslar arasi dizeyde

arastirmalarla ele alinan bir konudur. Bu amacla Dusglik Teskilati (WHO) ve



Gida Tarim Orgitu (FAO) niin afwrduzu gidalarla ilgili komisyon (CAC) ve bu
kurulusun gida katki maddeleri ile alt komitesi olan Biike Gida Katki Uzman
Komitesi (JECFA) katki maddelerinin insan gBa acisindan guveniligi
konusunda caimalar yapmakta ve belirli dozlarda kullanimindaisest olmadii
belirlenen maddelerle ilgili listeler hazirlanmadita JECFA komisyonunda gorev
alan tarafsiz uzmanlar gerceftledikleri uzun streli ve detayl toksikolojik
deserlendirmeler sonucunda, s6z konusu katki maddesi@ney hayvanlarina zarar
vermeyen dozunu (NOEL) saptamaktadir. B@gede insanlar igin bir émur boyu
vicut airliginin - mg baina alindginda zararlh etki yapmayacak doza (ADI)
cevrilirken gulvenlik faktéri olan 100 rakamina bdtiektedir. Bu verilere
dayanarak hazirlanan listelere katkinin ADgele ve bu dger esas alinarak gaik
gidalarda izin verilecek maksimum miktarlari (ML)eliotiimekte, sakincal
olabilecek maddeler (Butter Yellow, Hidrojen Peribksvb.) liste dsi
birakilmaktadir. CAC tarafindan onerilen listelerrdpa Toplulgu (EC) tarafindan
da benimsenngiolup, bu toplulgun da benzer listeleri mevcuttur. Diinyadakittie
Ulkeler listeleri esas alarak kendi Ulkelerinde l&auimina izin verilen katki
maddelerinin listelerini dizenlemektedirler. Ulkehke de kullanimi uygun gorilen
gida maddeleri CAC ve EC tarafindangtluulan listelerden titizlikle secilmektedir.
Bu bilgilerden de ankalacazi gibi Glkemizde katki maddeleri konusu, diinyadékn
gelismis Ulkelerde oldgu gibi titizlikle ele alinmakta ve yasal kurglarca
denetlenmektedir. Kullanimina izin verilen katki ddalerinin denetiminde
deserlendiriimesi gereken en o6nemli iki husustan flish bu maddelerin gida
safliginda olmalari, dieri ise gidalarda izin verilen sinigraamalari gerekgidir. Bu
denetim ise ancak ulkede etkin bir kontrol sistemikurulmasi ile gercekiebilir.
Gerek katki maddeleri kullaniminda, gerekse gerdamada gida tiketiminde
Toksikoloji biliminin dnculerinden Paracelcus (149341)’'un "Her madde toxindir,

ancak toxin ile ilaci birbirinden ayiran dozdurddiesi de unutulmamalidir [13].
2.2 Kromozomlar

Bolinme halinde olmayan hiicrelerde, genetik matdmgamatin olarak adlandirilan

sekilsiz ve granuler bir yapi halindedir. Kromatinmncuk dizisini andiran yon



spiral yaptgl boélgeler kromomer olarak adlandirilir. Hiicre bitieye bgladiginda
kromatin daha sikik ve Kkitlesel bir yapl kazanarak kromozomlar stiwur.
Kromozomlar en iyi hicre bélinmesinin metafaz vafan safhalarinda goraltrler
[15-17].

Kromozomlar Uzerinde birbirinden farkli boyanma lbzgne sahip iki ayri kisim
vardir. Bunlardan koyu boyanan bdélgeler heteroktomaacik boyanan bélgeler
Okromatin olarak adlandirilir. Genetik olarak in&kilan heterokromatin bélgeler
sikica katlanngikromozom ipliklerinden olgmaktadir [16-18 ].

Her canl tarinin kromozom sayisiekli ve yapisi kendine 6zgu ve sabittir.
Kromozom sayisi ile canlinin organizasyon derecesasinda bir ikki
bulunmamaktadir. Bir kromozomun uzu@lu0.2 ile 50um arasinda dgsmektedir.
Cap! ise; 0.2 ile 2um arasindadir.insan kromozomlari genellikle 4-@m

uzunlysundadir [16,19].

Diploid canlilarin somatik hicrelerinde veeg hicrelerindeki kromozom sayilari
birbirinden farkhdir. Somatik hicrelerde her kramnn ¢gidinden bir ¢ift bulunur.
Gerek anadan gerek babadan gelen kromozomlar aigdtter tekil ederler. Bu
cifttere homolog kromozomlar denilir. Bu durumdgey hiicrelerinde “n” sayida
bulunan kromozomlar zigottan itibaren soma hicheder “2n” sayida olurlar. Bu
sayl insan icin 23 cift (46), Ascaris icin 2 ciff)(Drosophila melanogastacin ise 4
cift (8) dir [18,20].Cizelge 3.1'de bazi turleret asanllarin diploid kromozom
saylilari gérilmektedir.



Cizelge 2.2.1Bazi turlerin diploid kromozom sayilari [18].

Cizelge.2.2..1. Bazi tirlerin diploid kromozom dasi(Bozcuk,
2000).Denek Adi Tur adi Diploid No
InsanHomo sapiens 46
Sempanzdantroglodytes 48
Rhesus maymunMacaca mulatta 42
Sigir Bos taurus 60
Kdpek Canis familiaris 78
Kedi Felis domestucus 38
At Equus caballus 64
FareMus muscullus 40
SicanRattus novergicus 42
TawanOryctolagus cuniculus 44
Kurbaga Rana pipiens 26
Ipek bocgi Bombyx mori 56
Sirke singi Drosophyla melanogaster 8
KarasinekMusca domestica 12
BalarisiApis mellifera 32
SazanAllium cepa 16
ArpaHordeum vulgare 14
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Bugday Triticum avestium 42
Misir Zea mays 20
PamukGossypium hirsitum 52
Domated.ycopersicum esculentum 24
TatanNicotiana tabacum 48
FasulyePhaseolus vulgaris 22
BezelyePisum sativum 14
BaklaVicia faba 12
Bira mayasfSaccharomyces cerevisiae 16-32
Aspergillus nidulans 8
Neurospora crassa 7
Chlamydomonas reinhardtii 16

Bir bireye ait kromozomlarin sayilari, bicim ve likjikleri o ferdin karyotipini

olusturur. Farkh karyotiplerin karlastirilmasi amaci ile bir karyotipteki
kromozomlarin uzunluklari, uzun ve kisa kollarinbbine orani ve sentromerin yeri
g6z 6nune alinarak cizilegematik sekillerine idiogram denir [16]. (Cizelge2.2.2).

Insanin 22 cift olan otozomlari 7 grupta toplanmaita
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Cizelge:2.2.2insanin idiogrami [16]

Otozomlar’ Gonozomlar
”~~ X B8 . - —
r“ﬂ i“ \ -
1 2 3 2 &4 5 Q
H A T
6 7 8 9 10 11 12 X X
D £ g
P -t B o
il K A it X uE M
13 1% 15 16 17 18 X Y
F G
r A_ \ ar - e
XX X Y ST

19 20 21 22

¥
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Cizelge:2.2.3insanda kromozom gruplari [16]

Grup Kromozomlar Boy Bim

A 13 Wik ~ Metasentrik

B 4-5 Bik Submetasentrik
C 6-12 (ve X) Orta Submetasentrik
D 13-15 Orta Akrosentrik

E 16-18 OKUcuk Submetasentrik
F 19-20 Kilig ~Metasentrik

G 21-22(veY) Cok kicu Akrosentrik

2.2.1 Kromozom Morfolojisi

Hicre bolinmesinin metafaz evresi kromozomlarinyegozlendgi ve incelendgi
evredir. Metafaz evresinde silindieklinde goriilen kromozomlar en kisa ve en kalin
hallerinde olurlar ve tipikekillerini gosterirler. Bu safhadaki bir kromozomgenel
olarak sentromer, primer pom, sekonder Bum, telomer ve satellit kisimlari ayirt
edilebilir [21-22 ].
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Sekonder bogum

Setailit

Sateilit

Eukromatik
bdlge

balge

Sentromer

Sekil 2.2.1.1.Kromozomlarin yapisi, a) Ean goringu, b)icten goringi [21].

2.2.2 Sentromer:Primer b@umda yer alan ve kinetokor denilen kugik bir granul
iceren parlak acik bolgeye sentromer denir. Sergrdcmomozomlaring ipliklerine
baglanmasinda ve kutuplara cekilmesinde gorev alirtrSeeri bulunmayan

kromozomlar hicre bélinmesine katilamazlar ve ylakiar [23 ].

Cogunlukla kromozomlar bir tane sentromer icerirlermenosentriktirler. Bununla
beraber iki (disentrik veya daha fazla sayida (polisen}risentromer iceren
kromozomlar oldgu gibi sentromeri bitiin kromozom boyunca yawlrhalde
(diffiz-holosentrik) olan kromozomlara da rastlaktaadir. Bu tip kromozomlar
sopaseklinde olurlar ve kromozomun uzun eksegiipliginin uzun eksenine dik
olarak, kromozomlar ise birbirine paralel olarakekilenirler ve kutuplara yekilde
cekilirler. Bazi béceklerde (Hemiptera), Luzula &drilen bitkide busekilde belirli

bir yeri olan sentromerler bulunmaz [20,21].
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Her kromozomdaki sentromerin yeri, kromozoma onuarakteristik seklini

vermekte ve bu da spesifik genlerin yerini tartheye yardimci olmaktadi24].

Kromozomlar sentromerlerinin bulunglu yere gore 4 farklisekilde gorunurler
(Sekil 3.2):

a) Sentromeri ortada olan ve iki kolu birbiringiteuzunlukta olan kromozomlara
metasentrik kromozomlar denir. Hiicre bélinmesingtafaz safhasinda V harfi

seklinde gorundarler.

b) Sentromeri bir uca daha yakin olan ve bu nedenlkakinun uzunlgu birbirine
esit olmayan kromozomlara submetasentrik kromozomidenir. Hicre

bélinmesinin metafaz safhasinda L heeklinde gorundrler.

c) Sentromeri bir uca ¢ok yakin olan ve kollarindan @igerinden ¢ok kugtk olan

kromozomlara akrosentrik kromozomlar denir.

d) Sentromerleri ucta bulunan ve cubuksu bir yapi egést kromozomlara

telosentrik kromozomlar denir [16,22].

AN |

Sekil 2.2.2.1. Sentromerin yerine gore kromozom tipleri, A) Metaisik, B)
Submetasentrik, C) Akrosentrik, D) Telosentrik [16]
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2.2.3Primer Bggum: Kromozomlarda sentromerin bulunglu daralma bélgesine
primer bogum (birinci b@um) denir. Primer bgum; kromozom kollarinin aci

yapmasi ile sekonder pomlardan ayrilir [21, 25].

Bazi kromozomlarda primer Bom dginda ikinci bir bgum daha
bulunmaktadir. Bu bélgeye sekondegbm denir. Sekonder gamlar, r-RNA’larin
ve cekirdekgiklerin olgumu ile ilgilidir. Bu nedenle sekonder giamlara nukleoler
bblge de denilmektedir. Genellikle her hiicrede sdko bgum tglyan en fazla iki
kromozom bulunur. Bu kromozomlara nukleoler krommofar denilmektedir [20].

2.2.4 Telomer:Kromozom kollarinin uc kismina telomer adi verilielomerlerin en
onemli slevi; diger kromozomlar ile etkilgiginde kromozom uglarinin bozulmadan
kalmasini sglayarak kromozoma kararhlik vermektir. i& kimyasal maddeler, X-
Isinlar1 veya ultraviyolesinlarinin etkisiyle kromozomlarda kopmalar meydgeér.

Bu kopan parcalar koptuklari yere veyaskaa bir kromozomun kopngukismina
yapsabilmelerine rgmen, kesinlikle bir kromozomun telomer kismina yamazlar.
Bu durum telomerlerin bir polariteye (kutughaa) sahip olmalarindan ve bu nedenle
kopan parcalarin kendisine yapiasini 6nlemesinden kaynaklanmaktadir [22,25 ].

2.2.5 Satellit:Bazi kromozomlarda, bir ucta yer alan ince bir #gtile kromozoma
baglanms yuvarlak veya silindir biciminde bir yapi bulunnadir. Bu yapiya satellit
denir. Satellitin capl kromozomun capirgtter. Satellit bulunduran kromozomlara
SAT-kromozom adi verilmektedir Satallitin goérevi llbeolmamakla birlikte
DNA’dan yapilmg oldugu ve 10 kadar baz cifti gadigi anlgilmistir [22,25].

2.3 Mutasyonlar

Kalitsal materyalin miktarinda, organizasyonundgavézerginde meydana gelen
desisikliklere mutasyon denir. Bir &a ifade ile mutasyon; kromozomlarda veya
genlerde meydana gelengiemler olarak da nitelendirilebilir [16,26].

Mutasyonlar genel olarak ¢ grupta toplanabilir:

* Gen mutasyonlari,
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» Kromozom mutasyonlari
» Genom mutasyonlart.
2.3.1 Gen Mutasyonlari

DNA molekulinde gen dizeyinde ortaya cikagigikliklere gen mutasyonu denir.
DNA’da g6zlenen mutasyonlar genel olarak dért graalir [26].

a) Uzunluk Mutasyonlari: Genetik materyalde artma veya eksilmeler sonucu

meydana gelen mutasyonlardir.

b) Nokta Mutasyonlari: Bir gende tek bir nukleotidin gegmesi sonucu meydana
gelen mutasyonlardir. Nokta mutasyonlari DNA sesigde veya protein

seviyesinde kodonlar Uizerinde etkili olabilir.

c) Tersine Mutasyonlar: Mutant fenotiplerden yabanil fenotipleri eturan
mutasyonlara geri mutasyonlar denir. Yabanil tgder anormal fenotipleri (mutant)

olusturan mutasyonlara ileri mutasyon denir.

d) Baskilayici Mutasyonlar: Bir gende ilk olgan mutasyondan kiea bir yerde
ortaya ¢ikan ve ilk mutasyonun etkisini tersineiggy ikinci mutasyona baskilayici

mutasyon denir.
2.3.2. Kromozom Mutasyonlari (Kromozom Yapi Dgisiklikleri)

Kendiliginden veya cevresel mutajenler nedeniyle meydani@ngé&romozom
mutasyonlari; kromatid ve kromozom Rl fragment, disentrik kromozom, halka
kromozomu, karde kromatidlerin birlemesi, translokasyon, inversiyon,
izokromozom, homolog kromozomlar arasinda krometidhrasi dgsim ve

endoreduplikasyoseklinde g6zlenmektedir [16,22,26].

a) Kromatid Kiri gi: Bir kromozomun iki kromatidinden yalnizca birinderikna
olur ve anafazda kromatidlerin kutuplara c¢ekilmesanucu hicrelerden biri

defisiyensli kromozom bulundurur.
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b) Kromozom Kiri g1: Bir kromozomun her iki kromatidinde ayni noktadailkna

olur. Bu durumda hicrelerin her ikisi de defisiyeksomozom bulundurur.

c) Fragment: Kopmus olan kromozom parcalaridir. Metafaz glada kopmsy

oldugu kromozomdan ayri yerlerdmilunurlar.

d) Disentrik Kromozom: Kromozom Kkirgi meydana gel@di zaman, sentromer

iceren parcanin kopuk uclarinin bimeesi sonucu disentrik kromozomlar glu.

e) Kardes Kromatidlerin Birle smesi: Kromozom kiriklarinin olgtugu durumlarda
yarali karde kromatidlerin kirik olan ucglarinin bigenesidir. Mitozun anafazinda bu

f) Halka Kromozomu: Bir kromozomun iki ucunda da meydana gelen kromadom
kopma sonucu oban yarall uglarin birkgnesi ile halka (Ring) kromozomlar glur.
Bu kromozomlarin kardekromatidlerinin zit kutuplara cekilmesi sonucu er

hicrede bir halka kromozomu bulunur.

g) Translokasyon: Kromozomal bir kopmada kopuk olan bir uca homoltgayan
kromozomlardan b&a bir kopuk parcanin yagmasidir. Translokasyona neden olan
kromozom parcasi yer gigimleri, tek tarafli veya karlikl olabilir.

h) Inversiyon: Bir kromozomun icinden kopan parcanin ters doneaghi yere
yapsmasidir. Inversiyon sonucunda kromozomdaki genlerin diziirasinda

degisme meydana gelir.

1) izokromozom: Primer bgumda olgan kromozomal bir kopma sonucu, karde
kromatidlerin birlgmesidir. Bdylece her iki kolu da birbirinin aynisslan

kromozomlar meydana gelir.

i) Kromozomun Kopup Enine Olarak Ters Dénmesi: Crossing-over'e benzer bir

olaydir. Bu durum homolog olmayan parcalar arasigeezeklgirse kromozomal

yaply deistirir.
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j) Endoreduplikasyon: Bazi durumlarda bélinmeyen hicrelerin DNA'sI tekrar
replike olur. Bunun sonucunda o6nceki kromozomun hgr kromatidinden iki
kromatidli birer kromozom meydana gelir. Fakat brorkozomlar birbirinden
ayrilmayip bir arada kalirlar. Metafaz piada ise bunlarin iki kromozom ve dort

kromatitden olgmus yapilarseklinde gorilmelerine endoreduplikasyon adi verilir

Kromozom mutasyonlari ve gkili olaylar, insanlarda bircok genetik hasgah

sebebidir. In vivo ve in vitro mutajenite testlerinin amaci, chélerde yapisal
kromozom hatalarina sebep olan amillerin belirlesidie Onkogenlerde ve viicut
hiicrelerinde tumoér supressor genlerindesigeeler sonucu okan kromozom
mutasyonlarinin ve gkili olaylarin insanlar ve deney hayvanlarinda lans

olusumuna sebep olgu hakkinda bir¢ok delil vardir [27-30].

DNA molekilinin her canlida benzgkilde olmasi sebebiyle, canli organizmalarin

bir grubu icin genotoksik olan bir maddegeli gruplar icinde genotoksiktir [31-34].
2.3.3 Genom Mutasyonlari (Kromozom Sayi1 Mutasyonlaj
Genom mutasyonlari; 6ploidi ve anoploidi olmak iéz#éx gruba ayrilir:

a) Oploidi: Organizmada tek bir takim kromozom bulunmasi veyankzomlarin

hepsinin birden sayilarinin tam katlar halinde lik&si durumuna denir.

Canlilar icerisinde bazi bireylerin somatik hlcrielde sadece bir takim (n)
kromozomun bulunmasi durumuna monoploidi, bdyleylare de monoploid denir.
Monoploidler genellikle dollenmemi yumurtanin gefimesiyle olgurlar. Bir
takimdaki kromozomlarin sayisinin hepsinin bird&men fazla kata yiikselmesi ise
poliploidi olarak adlandiriimaktadir. gér poliploidi, bireyin somatik hicrelerinde
olusursa endopoliploidi adini alir. Bu olay endomitangcu olgur. Endomitoz ise
farkhlasmis ve bdlinme yeterge kaybolmy hicrelerde bazen c¢ekirdek zari
kaybolmadgl halde genetik materyalin replike olmasidir. Sdaw8n, 4n, 5n ve daha
yiuksek katsayili kromozomlara sahip bireyler meydagelir. Bu bireylere de

triploid, tetraploid, pentaploid gibi isimler veari[16,26].
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b) Anoéploidi: Bir takimdaki kromozomlardan bir veya birkacininyisanin
degismesine denir. Bu dgsimler hipoploidi ve hiperploidi olmak Gzere iki gita

incelenir:

Hipoploidi; genomdaki kromozom sayisinin azalmasiuchuna denir. Bu azalma
monosomi ve nullisomi olmak tzere iki farkekilde gerceklgir. Monosomi diploid
bir bireyde sadece bir kromozomun eksik olmasi owdur (2n-1). Monosomik bir
birey non-disjunction nedeniyle bir kromozomu eksilan bir gametin normal bir
gametle birlemesi sonucu meydana gelir. Nullisomi ise canlida,kbbomozomun
homolaiuyla beraber eksik olmasindan dolayr bir kromozomsidgin hic
bulunmamasidir (2n-2). Nullisomik bireyler tesadiifayni ¢eit kromozomunu

kaybetmg iki gametin birl@mesi ile olgur [16,20].

Hiperploidi veya polisomi; bir takimdaki kromozomdian birinin veya bir kaginin
artmasidir. Trisomi ve tetrasomi olmak tzere ikigaliba ayrilir. Trisomi diploid bir
canlida bir kromozomun fazla bulunmasidir (2n+1gerEiki ayri kromozom
¢esidinden birer kromozom fazla bulunuyorsa buna giisomi denir (2n+1+1).
Trisomik bireyler bir kromozom ge&dine ait iki homol@u birden talyan bir
anoploid gametle normal bir gametin bgrieesi sonucu meydana gelir. Tetrasomi ise
bir canlida, takimdaki kromozomlardan birinin 4d@amimasidir (2n+2). Tetrasomik

bireyler, ayni iki trisomik gamet hiicresinin binheesi sonucu okur [16,20 ].
2.4 Mutajen Etkenler

Mutasyonlar belli bir tur icinde meydana gelen vé&igin sinirlari dina ¢gikmayan
degsisimler olarak nitelendirilebilir. Cgu zaman meydana gelebilecek mutasyon

canlinin 6lumidne neden olabilmektedir [35].

-5 -10
Mutasyonlar ¢ok d§tik bir oranda da olsa (1010 ) kendiliginden olgabildigi gibi
mutajen adi verilen g#li cevresel faktorler sonucu da ehbilir. Bu cevresel
etkenler ise fiziksel mutajenler ve kimyasal mutége olmak Uzere iki grupta

toplanir [16].
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Fiziksel mutajenler (S fazina gla olmayan klastojenler); sicaklik, manyetik ve
elektriksel alan, UV, Xy, proton ve nétrorsinlaridir. Bunlarin etkileri genellikle bir

baz ciftinin yerini bgka bir baz ciftinin almasgeklinde gorular [16].

Kimyasal mutajenlerin (S fazina glaolan klastojenler) etkisi ise daimi gigiklikler
seklindedir. Bunlarin da; bazlarin kimyasal yapisdegistiren kimyasal mutajenler

(nitroz asidi-HNC%, hidroksilamin-NI—;OH, alkilleyici maddeler), cerceve kaymasina

yol acan kimyasal mutajenler (akridin boyalari) vaz analoglari olan kimyasal

mutajenler olmak tzere U¢gai vardir [16].

Kromozomlarin mikroskop altinda incelepdbilim dalina "Sitogenetik" adi verilir.
Bu sekilde kromozom sayisinda (6r. Down sendromundaT4irner sendromunda
45) veya yapisindaki (delesyon veya translokasybr) desisiklikler bu sekilde
saptanabilir. Ancak kromozomlardaki birglgkli gin mikroskopta gorilebilmesi igin
en az 3 milyon nukleotitlik bir kismin gsmesi gerekir, daha kiguk glsiklikler

ancak molekuler genetik yontemlerle inceleneb8s|
2.5. Analiz Yontemleri
2.5.1 Kromozom Tipi Hatalarin Belirlenmesi

Yapisal kromozom hatalarinin iki tipini (kromozomipit ve kromotit tipi)
kapsamaktadir. Poliploidlikteki bir agti kimyasal maddenin sayisal hatalarda
olusturma potansiyeline sahip olagal gosterir. Kimyasal mutajenlerin go,

kromotit tip hatalar olgturur. Ancak kromozom tipi hatalar meydana gelebili

Kromozom mutasyonlari ve gkili olaylar bircok genetik hasta@in sebebini
olusturur. Ayrica “onkogen” lerde ve timor engelleygenlerde dgisikliklere yol
acan kromozom mutasyonlari ve ilgili olaylarin inlsada deneysel hayvanlarda
kanser olgmasina sebep olgu hususunda cok oOnemli deliller bulunmaktadir.
Kromozom hatasi testleri in vivo ve in vitro olanéiktarzda gercgekigirilebilir [37].
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2.5.1.1in-Vivo Kromozom Hatasi Testi

In-vivo kromozom hatasi testi, tirler arasinda vekuthr arasinda ggsiklik
gostermekle birlikte, 6zellikle in vivo metabolizmBarmakinetik ve DNA gleme
islemi ile ilgili faktorlerin 6Gnem kazangi mutajenik riski tayin etmek igin uygulanir.
Ayrica, bir in vitro test yardimiyla belirlengnimutajenik bir etkinin daha fazla
argstirllmasi icinde kullarglidir. Ancak, ulgamayacgl test maddesinin veya bir
reaktif bir metabolitenin hedef (kullanilacak) dgkuuzanamayagahususunda delil
varsa, bu testi kullanmak gau dezildir. Boyle bir teste kullanilacak doku, kolaylekl
izole edilebilen vesieme tabi tutulabilen ve hizli hiicre déngusitneséalicrelerden

olusmasi gerekir.

Bu metot hayvanlarin uygun bir yol ve sire ile testddesine maruz birakilmasina
ve bu sdrenin sonunda oldurtlerek hicrelerinin kopomal hasar yoninden
incelenmesi prensibine dayanir. Ancak, o6ldirmedewcedhayvanlar metafazda
durdurma amili (6rngn; kolsisin ve kolsemid) ile muamele edilirler. Daha sonra
kromozom preparasyonlari yapilir, boyanir ve kroomzhatasi olup olmagini
belirlemek amaciyla metafaz hicreleri analiz efdi].

2.5.1.2in-Vitro Kromozom Hatasi Testi

In-vivo’da oldysu gibi, in vitro kromozom hatasi testide, kilturéipylan hiicrelerde
yapisal kromozom hatalarina sebep olan amili tespitek amaciyla yapilir. Bu
testin prensibi, hicre kulttrlerinin metabolik asyonlu ya da aktivasyonsuz test
maddesine maruz birakilmasina, o©nceden belirlenealiklarda metafazda

durdurulmasidir.

In-vitro kromozom hatasi testinde, gurulmus hiicre hatlari, hiicre soylari veya
primer hicre kulttrlerinin kulttrlerini kullanilalo. Kullanilacak hicreler; kiltirde
bayutulebilirligi, karyotip kararlilgl, kromozom sayisi, kromozom farkgii ve
kromozom hatalarinin kendiinden olan frekansi gibi 6zellikler dikkate alinara
secilir [37].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Geregler

3.1.1 Demirba malzemeler

Etlv (Elektro-mag M420 Bp)
Vorteks (Yellowline)

Mikroskop (Olympus model CHK)
Santrifij (Elektro-mag)

Derin dondurucu

Buzdolabi

Otomatik pipet

Foto mikroskop (Olympus BH-2,Nikon Coolpix 8800)
Su banyosu

Hassas terazi

Hassas terazi

Tartim kslemlerinde 0,0001 gr hassasiyetindeki PREE XB 220 A marka terazi
kimyasallarin tartilmasinda kullanilgtr.

Santrifij

5000 rpm’e kadar yukselebilen devir hizi, 15 dk.’Bkman ayarlayici ve 8 tip
kapasiteli ELEKTRO-MAG marka santriflj ¢cetnalarda kullaniinstir.
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Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan OLYRUS marka binokulersik

mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda kultastir.
Etuv

Elektro-mag M 420 Bp marka°Q - 100C ayarlanabilir etiv deneyde hicre

kltarinin yapiminda ve bazi eriyiklerin 37°C’yéilgasinda kullanilngtir.
3.1.2Sarf malzemeler

Heparin

Giemsa (Merck, 5400512)

KH,PQ: (merck, 9021622)

NaHPQH,0 (Merck, KI 690176)

Glasial asetik asit (Merck, 247K18855556)
Metanol (Merck, 502K05275408)

Ksilol (Merck, 207K037553)

Entellan® (Merck, 640171987)
Immersiyon ygi® (Merck, 09403569)

KCL (Merck, 340TA611835)

Alkol

Formik asit (Merck)( % 98-100 )

Distile su

Tuplak
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Cesitli cam malzemeler

Konik tabanli lOmI'lik steril kalttr tap

Enjektor

Cesitli ebatlarda puarlar

Pastor pipeti

21.Lam

22.Lamel

3.1.3 Kullanilan kimyasal maddelerin eriyiklerinin hazirlanmasi

Sorenson Fosfat Tampon CozeltisiKH,PQ, ¢ozeltisinden 60 ml. ve NAPQ,
cOzeltisinden 30 ml. alinarglaleye konulur ve tzerine 10 ml. giemsa boyas ehdsn
suretiyle %10 luk giemsa-sorenson fosfat tampoelgizz hazirlanmy olur. Sorenson
fosfat tampon c¢ozeltisi ¢#li pH degerlerine ayarlanabilir, buslem icin her iki

cOzeltinin dgisik miktarlarl kullanilarak pH istenilen gere ayarlanir.

Cozelti 1:

KHoPOu. .. 9.1¢r
Bidistile su............c.cceenee. 1000 ml.
Cozelti 2:
NaogHPOy...ooovvieeeiiiiie 119¢r
Bidistile SU.........ccccceeiieenenn 1000 ml.

pH 5,6 icin: Cozelti 2 den 5 ml. ve ¢ozelti 1 d¥OIml.
pH 6,0 icin: Cozelti 2 den 12,3 ml. ve ¢ozelti hded0 ml.

pH 6,5 icin: Cozelti 2 den 30 ml. ve ¢ozelti 1 ded® ml.
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pH 6,8 icin: Cozelti 2 den 50 ml. ve ¢ozelti 1 ded¥® ml.
pH 7,2 icin: Cozelti 2 den 70 ml. ve ¢ozelti 1 ded© ml.

Mitomisin C (MMC) Eriyi ginin Hazirlanmasi: 2 mg mitomisin-C bulunan ortama
2 ml steril bidistile su ilave edilerek MMC eritiigtir. Sonra bu eriyikten 4 mllik

kultdr ortamina ilave edilerek MMC ile hiicreler 48at muamele edilwiir.

Mitomisin C (MMC)(Sigma)

Bu calsmada test maddesi olarak kullanilan, Mitomisin CM®) mavi-meneke
renkte, kristalseklinde ve suda ¢6zinebilen bir maddedir. Suda rggrzi(pH=6-9)
eriyik, Isiktan korundgu ve 5°C altindaki buzdolabinda saklaghdiaman yedi gin

Ozelligini korumaktadir.

Mitomisin C 2 mg ve 10 mg’likiselerde tozseklinde bulunur. MMC antinoplastik
(urlarin bayumesini 6nleyen) ve gerspekturumlu bir sitostatik (hiicre bolinmesini

durduran) ajandir [38].

Mitomisin C(MMC)'nin Kullanim Alanlari

Mitomisin C (MMC), antineoplastik ilaglar grubunairmektedir. Bu grupta
cyclophosphamide, daunamycin, mitomycin C, stregtmzn ve uracil mustard

bulunmaktadir.

Mitomisin C (MMC) caitli kanserlerin tedavisinde kullanilan alkilleyibir ajandir.

MMC’nin kullanildigl kanser tirleri gagida verilmitir.
Mide kanseri

Anus ve kalin barsak kanserleri

Kuguk hucreli akgier kanseri

Bas ve boyun kanserleri
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Kicik mesane papillomalan
Pankreas kanseri
Rahim kanseri [38].

Kromozom Medyumu: Dateks firmasinin drefii (Cat. No0.04-001-1B)
Chromosome Medyum B, htcre kdlttrd icin kullangim Bu maddeden kultar

tiplerine steril ortamda 4’er ml eklenerek kullamtir.

Kolsisin: Kromozom preparatlannin hazirlanmasinda mitottkrzelarak Colchicine
(Kolsisin) (Sigma) kullanilmgtir. Kolsisin eriyigi steril saf su icerisinde hazirlargni
ve kromozom medyumunun her ml'sinde 0.06 pug olagailde (0.06 ug/ml) 5
mllik kromozom medyumuna ilave edilgtir. Kolsisin'in bazi 6zellikleri

asagidadir:

Kapali formailti CoHoNGs
Molekdl agirl g 399.4
Etil asetat icerigi : %3.4
Kloroform igeri gi 1 <%0.1
Sigma no : C-9754

Hipotonik Eriyik: Hipotonik eriyik olarak % 0, 4’luk KC1 (Merck) kwdhilmstir.
Bidestile su icinde stok halinde hazirlanan eriagzi kapalh cam bir kapta
buzdolabinda (+4 °C) saklangtir. Her preparasyondan yakila 1 saat 6nce yeterli
miktarda alinip 37°C’deki inktbatérde 1sitilip kadiimstir.

Fiksatif: Preparatlarin hazirlanmasinda kullanilan fiksatikisim glasial asetik asit’
in 3 kisim metanol (1/3: glasial asetik asit/medilkol) ile karstiriimasiyla
hazirlanmgtir. Fiksatif kullanilmadan iki saat dnce hazirlagpmve buzdolabinda
saklanmgtir. Her seferinde preparat yapisieminden iki saat dnce taze olarak

hazirlanip kullaniinstir.
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Giemsa: Giemsa boyasi Merck firmasindan (Cat. No. 9204)irteedilmis olup,
deneylerimizde Sorensen tamponu iginde hazirlgnm10’lik boya eriygi

kullaniimistir.
3.2 YOntem:
3.2.1 Calsma Grubu

Sigara icmeyen, 23-24 slarinda salikli, 7 erkek ve 7 bayan toplam 14 Universite

ogrencilerinden periferik kan érnekleri alingnr. Her deney bir kez tekrarlangtir.
3.2.2 Kan Orneklerinin Alinmasi

Kontrol kisilerden, 5 ml'lik steril ve 0.1-0.2 cc heparin iearenjektérler kullanilarak
periferal kan ornekleri alindi. Daha sonra kan Kierenin bekletiimeden kultar

ortamlarina ekimi yapildi.
3.2.3 Klltur Teknigi

Onceden 37 °C'ye getirilgiiolan 4 ml medyum iceren kiltur tuplerine steril
ortamda, alinan kan 6rneklerinin 3-4 damlasadiatildiktan sonra 12 damla (~0.4
ml) kan ilave edildi. Tuplerin Gzerine kontrolskerinin adi yazildi ve her bir ki
icin 2 tipe ekim yapildi. Tupler hafifce kstirilarak 37 °C'lik etivde 24.saatte
formik asit eriygi, 70. saatte kalsin eklemek kguluyla 72 saat kdlttre edildi.

3.4 Kromozom Anormalliklerini  (Chromosomal Aberrati on=CA)
Saptamak Amaciyla Hiicre Kaltarinin Yapilmasi,

Preparatlarin Hazirlanmasi ve Boyanmasi
3.4.1 Hucre Kaltarinun Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Salikli ve sigara icmeyen ygian 22-25 olan kiden alinan, heparinize edilgnkan
ornekleri kromozom medyumlarina (5 ml) stegdrtlarda 13-14 damla (0.2 ml)
ekilmistir. Hiicre kultiirii inkiibatorde 3C’de 72 saat inkiibe edilstir.formik asitin
insan kromozomlan Uzerine etkisini incelemek icgiritdr stiresinin bitimine 24 saat

kala son konsantrasyonu mikropipetle cekilerekikiliplerine ilave edilnstir.
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Pozitif control amaciyla kullanilan MMC steril bstde suda ¢cozulmiir. MMC’nin
insan kromozomlan Uzerine etkisini incelemek iciitlir bitimine 24 saat kala son
konsantrasyonu 0.3 pg/ml MMC kdltur tuplerine ilagdilmistir. Negatif kontrol
olarak ise distile su (%21) kullanilgtir [39].

Kaltar sdresinin bitiminden 2 saat 6nce (yani kiiltii 70. saatinde) her tipe
hazirlanan Kolsin eriyiginden 35 pl (0.06 ug Kolgn/ml) ilave edilmi ve tupler
hafifce sallanarak iyice katirilmistir. Hicreler 2 saat suresince (37°C’de) Kgisi

ile 6n muameleye tabi tutulrgiwr.

Kaltar siresi olan 72. saatin bitiminde kultir &) 2000 rpm’de 10 dk. santrif(j
edilmis, stipernatant atilgtir. Dipte kalan ve hicreleri ihtiva eden 0.5-0.Miknsivi
lyice karstirildiktan sonra tiuplere, etivde 37 °C’de tutulapotonik eriyik ilave
edilmistir. Bu eriyigin ilavesi damla damla ve katrilarak yapilimg olup hicre
suispansiyonu pipetaj yapilarak homojen hale geikiir. Her tipe 7 ml hipotonik
eriyik ilave edildikten sonra tiplerga kapatilarak inkiibatére konmgtur. Hicreler
30 dk. hipotonik eriyikte 37°C’de muamele edgtmi Strenin sonunda tupler 10 dk.
2000 rpm’de santrifij edilngj stipernatant atiligtir. Hipotonik ¢ozelti ilavesi gibi
yavag yava ve karstirarak her tipe 5 ml olacakekilde s@uk fiksatif ilave
edilmistir. Oda sicakpinda 20 dk. fiksatif ile muamele edilen hiicreleD@0pm’de
(170 x g) 10 dk. santrifij edilmive sUpernatant atildiktan sonra tlplere tekrar
fiksatif ilave edilmitir. Bu islem 3 kere tekrarlanmtir. 3. fiksatifle muamelenin
sonunda tupte kalan sivimn tamamen berggiga goralmGtar. Her fiksatif
ilavesinden sonra tupler santrifij edilerek Usttekii atiimgtir. Son santrifijden
sonra dipte 0, 5 ml sivi kalacagekilde slUpernatant atildiktan sonra yayma

yapiimstir.

Tlapun dibinde toplanan hicreler pasteur pipeti kbstirilarak homojen hale
getirilmistir. Pasteur pipetine 4-5 damla olacgdkilde bu hticre sispansiyonundan
cekilmistir. Ozel olarak hazirlanmidizenge tutturulan pasteur pipetinden daha
once temizlenmgi ve saf su icerisinde buzdolabinda saklanan faldnlara I'er
damla olmak Uzere hiicre suspansiyonu damlatildrakléma 3-4 damla) hicrelerin

ve dolayisiyla kromozomlann lam iizerinde yayillmasglanmstir. Hicre



29

suspansiyonunun lamlara damlatiimasi esnasindaatiaml tst lste ginemesine
dikkat edilmitir.

Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak Uzere 24 sa@d sicafiinda
bekletilmistir.

Hazirlanmg olan daimi preparatlar Olympus marka binokulkgk Imikroskobunda

immersiyon objektifi ile incelenngiir (10x100=1000 buyutmede).
3.5 Mikroskobik inceleme

Hazirlanmg olan daimi preparatlar Olympus marka binokukgk Imikroskobunda
immersiyon objektifi ile incelenngiir (10x100=1000 buylitmede).

Muamele edilmy ve kontrol kilttirlerde her bir §iden hazirlanan, iyi dalmis
kromozomlara sahip preparatlardan, her bir doz 400 metafaz incelenerek kirik
ve diger anomaliler sayilmgtir. Bu hucreler igcinde gozlegimiz kromozom yapi
anormallikleri kromozomlara gore ayri ayri kaydediftir. Incelenen 100 hiicre
icerisinde kromozom kigi bulunan anormal hicrelerin sayisi saptgnvel bundan

da anormal hticre yuzdesi bulungtur.
3.6istatistik Analiz ve Sonuglann Dgerlendiriimesi
Istatistiksel analiz “GraphPad InStat version 3d@3WVindows 95 (GraphPad

Software, San Diego California USA)” gi@amiyla yapilmgtir. Kdltirde bulunan

hiicrelerdeki kromozom anormallikleriFisher's exact test” i ile hesaplansgtir.
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4. BULGULAR

Normal insan kromozomlari gkl ve sigara, alkol kullanmayan tniversite
ogrencilerinden tam kan olarak vena’dan aligtmiSekil 4.1 'de normal bireye ait
laboratuvarimizda elde edilgninetafazlar gorulmektedir

Resim 4.1- Normaréye ait bir metafaz
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Resim 4.2- Anamolili bir niefaz

Resim 4.2’de de gorulgii gibi 20pug’da ¢ok sayida kromozom aberasyonu
gorulmektedir. Bu dozda sentromerlerirggaerimis olup kromotidlerde kiriklar
vardir. Saat 2 yonunde kromozom hjrteesi ,9 yoninde kromotid kg, 5 yoninde

kromotid birlgmesi negekilde gorilmektedir.
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Resim 4.3-40 pg formik asit verilen metafaz goruntusu

Resim 4.3'te de goruldgiii gibi 40 pg’da metafaz sayisi ¢cok az olup kromaolao
ipliksi formdadir. Formik asit mitoik indeksi azadakla kalmamy ayni zamanda

kromozomlarirgismesi icin kullandiimiz hipotongin etkisinide azaltngtir.
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Resim 4.4- 25 pg formik asit verilen metafaz

25 pg verdiimiz metfazlarda bantfanalar olup kromozom birgenelerini
Resim.4’'te net bigekilde gorebilmekteyiz.Saat 2 yoéniinde kromozom
birlesmesi, saat 6 yoniinde ortaya yakin kromotigi geesi, saat 1 yoninde

kromozom kirgl gorilmektedir.
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Rasd.5- Poliploidi

4.1 Formik Asitin insan Kromozomlarina Etkisi

Formik asit besiyerine 40 pug gelecgdkilde verilmg ve bu dozun alt derleri
sirasiyla kullanilmgtir. (3.5-40ug ). 40 pg’lik dozda besiyerinde Ur@ametamamen
durdygu ve metafaz sayisinin ¢ok az gldugozlenmgtir.  Yapilan denemeler
sonrasl 24 saat etklirme sdresinin uygun olgu daha fazla sirenin mitoz
bolinmeyi engellegs saptanmytir. Gorulen metafazlar ipliksi gérinimde ve
bantlgmis sekildedir.25ug’lik dozda yine ayni baskilanma devatmgtir ancak
metafazlardaki kromozom anomalileri daha ggkilde gorulebilmektedir. 20ug’lik
dozda mitozun baskilangliancak kromozomlarin bantlagdive ¢cok sayida kigin
oldugu gozlenmgtir.15 pg da ise ayni etki devam egmoiup bantlamada azalmalar
gorulmistir. Dozlar azaldikga metafazlar daha net ve anitenaldaha da
azalmaktadir.3.5 pg en alt dozumuz olup bu dozdgtif kontrole yakin sonuclar

ctkmistir.
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Tablo 4. 1 Formik asit'in dgisik dozlari ile etkilgime sokulan insan lenfosit

kalturd kromozomlarinda kromozom aberasyonu Sikli

Sayisal
‘ Uygulama Yapisal kromozom bozukluklar bozukluklar Kromozom
Test maddesi bozukluklarinin
Dozlar (ug sikhigi/hiicrexSH(%)
Sire (s) /ml) ctb csb scu cu p

NK 24 1 1 - 0.2+ 0.2
MMC 24 0.3 19 2 3 7 1 6.2+ 3.3
3,5 2 2 0.8+£0.4
5 3 1 4 1 1.8+ 0.7
10 4 1 2 7 - 2.8+1.2
Formik asit 24 15 7 1 2 13 - 4624
20 11 2 1 15 5.8+ 3.0
25 12 4 3 18 7.4+ 3.3

40 ipliksi ipliksi 1 0 1

ctb: kromatid kirgl, csi kromozom kirgl, cu: kromatid birlgmesi,scu karde kromatid birlamesi, nk: negatif
kontrol (%1 distilled water), p: poliploidi, MMCO(3 pg/ml mitomycine-C (24 saat).

* p = 0.05 kontrolle kagnlastirildi. (Fisher's Exact Test)
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5. SONUC ve TARTISMA

Mutasyon kalitsal bilgide ofan kalici dgisimlere denilir. Cevresel etkenlerin
mutasyona sebep olabildikleri tzerine pek coksgad vardir. Bu etkenler gen
mutasyonundan kromozom  kiriklarina ve geafi anormalliklere sebep
olabilmektedirler. insanda DNA sentezinde nokta mutasyonlari bile o6neml
anomalilere sebep olabilir. Ultraviolsinlari, iyonize radyasyon, nitrozaminler,
Benzopiren, kromium, Hidrazin, vinil klorir ve aftin’ler ¢evresel mutajenlere
ornek olarak verilebilir. Bu etkenler, alkilasyoayrilasyon, interkalasyon, baz
analgu girisi, deaminasyon, enzim inhibisyonu ve metafaz ejidgieolarak slev
gorurler. Bu mutasyonlara $ia olarak ortaya c¢ikan kanser olaylarinin % 2 sini

cevresel mutajenler atmaktadir [8].

Birlesik Devletler, Ulusal Toksikoloji Programi (U.S. NHF.). Mikrocgekirdek
denemelerini bgka bir in vitro kisa sireli test olan Salmonellasti¢Ames Testi] ile
birlikte yapilmasini ya da derlendiriimesini 6nermektedir. 29 Kanserojen ve 17
kanserojen olmayan madde Salmonella denemeleriadare kemik ilginde mikro
cekirdeze yol acip agmagdini tespit etmek igin test edilgtir. Her iki denemede
pozitif tepki veren 13 kimyasal maddenin kanserojeldugu saptannstir.
Salmonella denemelerinde negatif sonug veren, fakatkemik ilginde test sonucu
pozitif olan 8 kimyasal madde arasindan 6 sinirs&esjen oldgu belirlenmgtir. Bu
noktada “in vivo” testinin Salmonella denemesindézdgn kacan 6 kanserojeni
tanidgl sadece 21 taneden 2 tanesinde yaguoeitif tepki verdgi bildirilmektedir.
Her iki testte de negatif sonu¢ veren 10 kimyasabde arasinda 4 kanserojenin
oldugu tespit edilmgtir. Ancak bunlarinda gercek genetoksik olmayanskanjen
oldugu gorisu yaygindir. Uluslar arasi kanser gnamalari ajansinin (1.A.R.C.)
deserlendirmesinde insan igin kanserojenik olmayan rbadde olarak varsayilip
siniflandinimsgtir. Bu konuda Birlgik Devletler Ulusal Toksikoloji Programi ve
Uluslararasi Cevre Orgitl (U.S. N.T.P. ve E.P.Apnih sonuclara ukaistir.
Bunlardan birincisi, Salmonella Testinin tekstvea genotoksinleri fark edemeygce

yoniundedir. Ikincisi ise, “in vivo” bulgusundaki negatif yetdiki ve uygunluk,
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pozitif “in vitro” sonuclarina baskin gédir. Bu disiincelerden anfaslacasl tzere in
vivo testler ve buna Igh mikrogekirdek testi, kanserojenlerin belirlennmeke daha
¢cok guvenilir gorinmekle birlikte, ger kisa sureli testlerle beraber alinan
sonuglarinda dikkate alinmasi yerinde olacaktilinds mikrogekirdek testini bu
derece ve bu acidan énemli kilan: in vivo gahlar icin dgrudan ya da metabolize
edildikten sonra etki goOsteren mutajenlerin, melmele olgturdusu genetik
zararlarn belirlemede c¢ok uygun olmasindandir. Bast t mutajenlerin hicre
dongusunidn 6zgul zamanlart Uzerindeki etkilerini kemik iligi htcrelerinin
cogalma durumlari hakkinda bilgi verir. Tatlandiridamak aspartam iceren urtinler
kullanildiginda aspartam; ilk bikenleri olan fenilalanin, aspartat ve metanolesayri
Bu bilesenlerde metanoliin orani yaklla %10 dur. Metanol tek kaa zararl

degildir fakat, karacgerdeki enzimler tarafindan ¢ok toksik iki kiéme aywir.

Ilk enzim reaksiyonunda, metanfidrmaldehite ayrsir. Formaldehit, proteindeki
amino asitlerle tepkimeye girer.s$tz yapilar olgturmak igin sarilmg amino asit
zincirleri proteinleri olgturur. Bu zincirlerin sariy sekli proteine uygursekli ve

diger molekiillerle etkilgebilmesi icin gereken esnegliverir. Formaldehit doku ve
hiicrelere yayilarak farkll amino asitler arasindgraz bglar olusturur. Protein
oldugu bicimde katilar ve daha fazla reaksiyonstpamaz hale gelir. Bu 0Ozellik,
formaldehiti bazi kimyasal proseslerin belirli domarinda kullangh kilar. Buna bazi

ornekler:

+ mumyalamak
+ deri tabaklama
+ korozyon dnleme

« alsab sorsekillendirme

Formaldehit insanlarda kansere de neden olabilzak bu uzun sureli maruz kalma
gerektirir. Formaldehit viicutta uzun sire kalamaakgi metabolik yol icinde ikinci
enzim reaksiyonu tarafindan ¢cabudakmik aside metabolize edilir. Formik asit te
insan sghg agisindan son derece toksiktir. Hicrelerin mitako fonksiyonunu
bozar. Mitokondri; bir hiicrede “elektrik santratjorevi gorir ve onun fonksiyonunu

bozmak bir nikleer reaktéri aniden kapatmaya beiezesrji eksiklginden hicresel
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prosesler durmakla kalmaz, enerji Uretimiyle ildiliyik miktardaki farkli molekul
tarafindan htcreler patlatihp parcalanir. Optikirsiolusturan hicreler formik aside
karsi oldukca duyarlidir, bu yizden de korlikle metamehirlenmesi ¢ok yakin
bagdastirilir [40].Temas olmasi durumunda temas edilemr Y@l suyla iyice

yikanmahdir [41].

Morita ve arkadglari, ¢cin hamsteri ovaryum hucrelerinde laktik agrmik asit ve
asedik asitin kromozomal aberasyona sebepgaltu ve bu etkinin pH duzeyi ile

yakin iliskili oldugunu saptamglardir [14].

Erciyas ve arkadgarinin yaptgl bir calsmada ise formik asitin hicre bdlinme
mekanizmalarini bozarak mikrontkleusa ve hicre @lien(apoptoz ve nekroz)

sebep oldgu insan lenfosit hiicreleri kullanilarak gostergtini (42).

Bizde calgmamizla formik asit’in insan lenfosit kromozomlérmerinde mutajenik ve

anojenik oldgunu gosterdik.



39

6. KAYNAKLAR

1. Ulupinar, M., Alg, A., “Balik Sitogenetii ve Laboratuar Teknikleri Kitabi”, |
Baski, s. 10 (2002).

2. Angelier,N.,et.All, “Scanning electron Microscop¥ loambbrush chromosomes”,
Choromosoma,89:243-53 (1984).

3. Nesse, R. M., Wiliams, G. C., “Why we get sick:eTihhew science of Darwinian
medicine” , New YorkTimes Boks, 1994 kitabi:3, (1997).

4. Boaz, N. T., “Evolving health:the origins of illreand how the modern world is
making us sick”, New YorKkWilley& Sons, Inc, (2002).

5. Aguloglu, S. ve Ortakaya, C., “Eritromycin’ibnsan Kromozomlari Uzerine In
vitro Etkileri”, Xl.Ulusal Biyoloji Kongresi, Edirne. 208-216 (1992).

6. Kontelevtsev, S. V., “Biochemical and Genotokxagihl Monitoring of Ecosytms
with Special Reference to Lake Baikal and Nortilack Sea”, In: Molecular
espects of Oxidative Drug Metabolizing Enzymes é&dlivy E., Aring,
J.B.Schenkman and E.Hodgson .,Springer-Verlag ieldidel
berg.NATO.ASI.Series,Vol.H 90 pp:567-589(1995)

7. http://tr.wikipedia.org/wiki/Formik_asit (23.12R9)

8. http://www.kimyasanal.net/konugoster.php?yazi=fajji7q (21.092009)



40

9. http://en.wikipedia.org/wiki/Formic_acid (23 12@)

10. http://lwww.nedirbilelim.com/dizin2/formik-asit.mi (17 09 2009)
11. http://www.technologyreview.comenergy20778 (12099)

12. http://www.alkokimya.com/urunler.php

13. Altug, T., “Gida Katki Maddeleri"Hekim ve Yagam Dergisi, Haziran 99, 29- 31
(1999).

14. Morita, T., Takeda, K. and Okumura, K., “Evalaatiof clastogenicity of formic
acid, acetic acid and lactic acid on cultured mahanaells”, Mutat Res, . 240; 3,
Pages 195-202 (1990).

15. Yakar, 1987 Kuru ve Gozukara, 2001.

16. Temizkan, G., 1994. Genetik (Temel Genetik). Fen Fakiiltesi Basimevi,
[stanbul, 276 s.

17.Kuru, M., Gozlukara, S.E. 2001. Genetik. Palme ek, Ankara, 360 s.

18.Bozcuk, A. N. 2000. Genetik. Palme Yayincilik, Aank, 320 s.

19.0zban, N., 1994. Hiicre Sitoloji¢iU. Fen Fakultesi Basimevstanbul, 250 s.

20.Karol, S., 1998. Hiicre Biyolojisi. A.U. Fen Faldst Basimevi, Ankara, 451 s.

21. Demirsoy, A. 1991. Ysamin Temel Kurallari. Meteksan Matbaacilik ve T&kni
Sanayi Tic. LtdSti., Ankara, 560 s.

22.Topakta, M., Rencuizgullari, E. 1995. Sitogenetik. C.U. Fen Fakiltesiafa,
182 s.



41

23.Suludere, Z., 1995. Hiicre Biyolojisi. A.U. Fen EH&si Basimevi, Ankara, 458
S.

24. http://ghr.nlm.nih.gov/handbook /basics/chromos¢i&12 2009)

25. Akman, Y. 1998. Bitki Biyolojisine Gig, Botanik. Palme Yayincilik, Ankara,
220 s.

26. Solak, M. 2000. Molekuler Genetik ve RekombinahtATeknolojisi. Afyon

Kocatepe Universitesi, Yayin No:5, Afyon.

27 World Health Organization (WHO)., 1996. Revisiontbé WHO Guidelines for
Drinking Water Quality, Geneva, Switzerland,

28Boorman GA, Dellarco V, Dunnik JK, Chapin RE, Hur® Hauchman F,
Gardner H, Cox M, Sills RC., 1999. Drinking wateésidfection by-products: review
and approach to toxicity evaluation. Environ He&#rspect 107 (1): 207-217.

29.Soffritti M, Belpoggi F, Lenzi A, Maltoni C., 1997Results of long term
carcinogenicity studies of chlorine in rats. Anri Ncad. Sci, 26: 189-208.

30Koivusalo M, Pukkala E, Vartiainen T, JaakkolaKdkulinen T., 1997. Drinking
water chlorination and cancer—a historical cohtutyg in Finland. Cancer Causes
Control, 8: 192-200.

31.Aksu, P., G, S., Ozkan, O., Nur, G., Kaya, OZ008.Evaluation of the Acute
Toxicity and genotoxicity of NaOCl oAcanthalburnus microlepiDe-Filippi 1863)
Fresenius Environmental Bulletin, 17:3, 298-302.

32Uzun, S. Sodyum Hipoklorite Maruz KalgniKisilerin Lenfositlerindeki
Mikrontikleus Siklginin Arastiriimasi. (Yuksek Lisans Tezi), Erciyes Universite
Saalik Bilimleri Enstitist Tibbi Biyoloji Anabilim Dal Kayseri, (2007).



42

33.Fimognari, C., Nusse, M., Cesari, R., Cantenalliti- G., Hrelia, P., (2001).
Micronuclei induction, cell cycle delay and apojsoas markers of cellular stress

caused by ursodeoxycholic acid in human lymphocykgat Res, 495(1-2):1-9.

34Monarca, S., Zani, C., Susan, D., Richardson, bruston, Jr., Massimo, M.,
Donatella, F., Milena, V., 2004. A new approachetluating the toxicity and
genotoxicity of disinfected drinking water, Wategdearch38, 3809—-3819.

35. Gozukara, E.M. 1990. Biyokimya. Ofset Repronat Std, Ankara, 1104 s.
36. http://tr.wikipedia.org/wiki/Kromozom

37. Soffritti M, Belpoggi F, Lenzi A, Maltoni C., 199'Results of long term
carcinogenicity studies of chlorine in rats. AnrY Ncad. Sci, 26: 189-208

38. Budak Diler, S. Ethil metansulfonat (EMS) ve miism C (MMC)'ye insan
kromozomlarinin hassasiye{Doktora Tezi),Cukurova Universitesi Fen Biliniler
Enstitlist Biyoloji Anabilim Dali, Adana, 2006.

39. Rencuzgullari, E. and Topakta M., 1991. The Relationship between Quantities
of Bromodeoxyuridine and Human Peripheral Bloochvidetermination of the Best
Differential Staining of Sister Chromatids Using r@mosome Medium-BFen ve
Muhendislik Bilimleri Dergisi, 5(3),19-24.

40. http://recipes.howstuffworks.com/question536.htm
41. http://lifesciences.byu.edu/Portals/6/docs/FoAnid.pdf

42. Erciyas A, Gul S. “insam lenfosit kultirinde formdsitin genotolsisitesinin

arastirllmasi” 2009



43

7. OZGECMIS

Zeynep TAYFA , 1983 yilindéstanbul’da dgdu. ilk, orta , lise gitimini
Istanbul’da tamamladi. Kafkas Universitesi BiyoBfilimiinden 2007 yilinda
mezun oldu. 2008 yilinda Kafkas Universitesi FelnBeri Enstitiisii Biyoloji
BAlum Zooloji Anabilim Dali'nda Yuksek Lisansagkadi. Suan yiiksek lisans

egitimine devam etmektedir.



	Kapak-1.pdf
	içindekiler-2
	3
	Resimler Dizini-4
	Tez-5

