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OZET

Formik asit, bitkiler, arilar, toprak, araclar, giibre yanmasi1 ve fotokimyasal
reaksiyonlar gibi ¢esitli kaynaklarca iiretilen ve ¢evrede yaygin bulunan kimyasal bir
bilesimdir. Insan periferal lenfositleri 20, 40, 60, 80 mM derisimde formik asitle 48
saat etkilesime sokuldu. Negatif kontrol ve pozitif kontrol olarak kullanilan
mitomisin C (MMC, 0.5 pg/ml) ile karsilastirildiginda formik asitin tiim dozlari
mikrontikleus frekansini belirgin bir diizeyde artirmistir. Mikroniikleus frekansindaki
bu artis doza bagimli idi. Sonuglar, formik asit dozu ile mikroniikleus siklig1 (r=
0.92), nekrotik hiicre olusumu (r= 0.95) ve apoptotik hiicre olusumunun (r= 0.91)

belirgin bir sekilde baglantili oldugunu gdstermistir.

Anahtar kelimeler: Formik asit, Mitomisin C (MMC), Lenfosit kiltiirii, sitokinezi

engellenmis hiicrelerde mikrogekirdek analizi, nekrotik hiicre, apoptotik hiicre



ABSTRACT

Formic acid is an ubiquitous chemical constituent in the environment, being
produced by sources as diverse as vegetation, ants, soil, vehicles, biomass burning,
and photochemical reactions. Human peripheral blood lymphocyte cells were treated
with 20, 40, 60, 80 mM concentrations of formic acid for 48 h. A significant increase
was observed for induction of micronucleus frequency in all treatments of formic
acid concentrations for 48 h comparing with the negative control and mitomycin C
(MMC, 0.5 pug/ml) which was used as positive control. Thisincrease in the frequency
of micronuclei has been dose dependent manner. The results showed that there were
significant correlation between formic acid concentration and micronuclel frequency
(r=0.92), necrotic cells (r=0.95), and apoptotic cells (r=0.91).

Key words: Formic acid, Mitomycin C (MMC), Lymphocyte cultures, cytokinesis-

block micronucleus assay, necrotic cell, apoptotic cell



SIMGELER VE KISALTMALAR

Kisaltmalar

BN : Biniikleer, iki ¢ekirdekli

CYT-B : Cytochdasin-B

DNA  : Deoksiribonukleik asit

FISH :Florain situ hibridizasyon

ISH : In situ hibridizasyon

NCBI  : Niikleer sitotoksik boliinme indeksi

MMC : MitomisinC

MN : Mikroniikleus

KKD : Kardes kromozomlarda kromatid degisimi
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1. GIRIS

Canli vicudunun baglica yapi tasi hiicredir. Bir insanin viicudunda trilyonlarca (70
kg'lik bir insan viicudunda ise 70 trilyondan fazla) hiicre bulunmaktadir. Bu
hiicrelerin her birinin g¢ekirdeginin i¢inde bulunan DNA molekiilii, kendi ekseni
etrafinda kivrilarak yiikselen bir ¢ift spiral yapidadir. Mesela, bir insan viicudundaki
bitin DNA molekiillerini ¢6zerek arka arkaya dizersek, diinya ile giines arasinda
400 defadan fazla gidip gelinebilmektedir. Bir organizmaya ait biitiin bilgiler DNA
molekiillerinde 4 6zel niikleotidin (A, T, G ve C) dizilis sirasina gore kodlanmustir.
Bir insana ait DNA molekiiliinde yaklasik 3,5 milyar niikleotid yani 3,5 milyar harf
bulunmaktadir. Diger bir deyisle 46 kromozomlu bir insan hiicresindeki "DNA
molekiilleri" her cildi 20 000 sayfalik 46 cilt dev bir ansiklopediye" benzemektedir.
DNA iizerindeki bu bilgiler gen adi verilen 6zel boliimlerde yer alir. Bir
organizmanin vVlcudunda ise on binlerce gen bulunur ve her bir organ farkli sayida
gen tarafindan kontrol edilir. Mesela, yine insan vicudunda 50 000 den fazla gen

bulunur ve bunlardan 29 930 tanesi beyinde gorev yapar [1].

Gen denilen parcaciklardan olusan ve kusaktan kusaga aktarilan madde "genetik

madde" adin1 almaktadir. Genetik maddenin iki esas gorevi;

1) Kendisine tipa tip benzeyen ya da kopyasi olan maddeleri olusturmak igin

replikasyon olayini gergeklestirmek,

2) Enzimler ve hiicre metabolizmasi igin gerekli olan diger molekiillerin sentezi ile
bilgi aktarim goérevini yerine getirmektir. Ancak, bir sonraki nesile "yasam sirasinda

kazanilmis olan 6zellikler degil, yalnizca genlerdeki bilgiler" aktarilmaktadir. [1].

Bir hiicredeki genetik materyalin tamami o organizmanin genomunu olusturur.
Genom bir organizmanin DNA’sinin tamami olup o organizmanin yasami boyunca

tum yap1 ve aktivitelerini belirleyecektir [2].

Canlilarin yagamlarinm stirdiirdiikleri siirece birbiri ile etkilesen en 6nemli iki unsur;
tiire ait genom ve onun c¢evresidir. Genetik karakteristik ¢evreden etkilenir ve bu

etkilesim gelecek nesillere aktarilir. Cevre gorece olarak degismeden devam ederse,



bu sartlara uygun genetik yiik gelecek nesillere degismeksizin aktarilir ve etkilesim
olumlu olarak devam eder. Eger ¢evre kalic1 olarak degisirse, cevre ile genetik yiik
arasinda yeni ortaya ¢ikan uygunsuzluk, genetik karakteristikte yeni bir diizenleme

ile sonuglanir [3].

TUm canlilar gibi insanda da genetik olarak atalarmin yasadigi ¢evresel sartlara
uyumlu durumdadir. Bununla birlikte pek ¢ok veri, insanoglunun son {i¢ yiiz yilinda
biiyiik bir ¢evresel kalici degisim ile karsilagtigini gostermektedir. Boylece insan
gevre-gen uyumsuzlugu ortaminda yasamakta ve pek ¢ok kronik hastalik (diyabet,
hipertansiyon, kanser) ile karsilasmaktadir. Bilimsel yonden bakildiginda da
kacinilmaz gibi gdriinen gen-¢evre uyumsuzlugu ve sonuglari, toplumsal agidan

bakildiginda “uygarlik hastaliklar1” olarak da adlandirilabilir [4].

Bireyin kalitsal 6zelliklerinin ortaya ¢ikmasini saglayan genetik sifre, herhangi bir
nedenden dolayr ( X 1simn1, radyasyon, ultraviyole, bazi ilag ve kimyasallar, ani
sicaklik degisimleri vb. maddelerle ) bozulabilir. Bu durumda DNA’ nin sentezledigi
protein veya enzim bozulur. Bdylece canlinin, proteinden dolay1 yapisi,
enzimlerinden dolay1 metabolizmasi degisebilir. Bir gen mutasyona ugradiktan sonra
kararl hale gelir ve tekrar eski haline donmek i¢in herhangi bir egilim gdstermez.
Mutasyon terimi genel olarak, kromozom sayisinin degismesini ve genlerdeki
degisiklikleri kapsar. Genetik maddenin miktarinda, organizasyonunda ya da
yapisindaki  degisikligi ifade etmekte kullanilir. Genetik maddede gen
rekombinasyonundan baska nedenlerle ve ani olarak olusan degisikliklere mutasyon

denilmektedir [1].

Gliniimiizde tiim canlilar1 tehdit eden cevresel tehlikeler degismekte ve farkl
boyutlar kazanmaktadir. Insanligin kullanimma sunulmus 2 milyon ¢esitten fazla
kimyasal madde mevcut olup, bunlara her yil ortalama 2 000 — 4 000 yeni kimyasal
madde eklenmekte ve kullanima sunulmaktadir [5]. Bu maddelerin yanlis
kullanilmalari, maddeye maruz kalan insanlarda ciddi hastaliklarin olusmasina ve
kanser vakalarmin artmasina sebep oldugu bilinmektedir. Bu maddeler insanlarda
tedavisi mumkin olan gegici rahatsizliklar yapabildigi gibi, en Onemlisi ve en

tehlikelisi olan, ayrica tedavisi de olmayan kalitsal yapida olusturabilecekleri DNA



hasarlar1 da ortaya c¢ikartabilirler. Kisinin DNA’sinin zarar gormesi, kansere
yatkinligmin artmas1 demektir. Kimyasal maddelerin insan kromozomlarinda
olusturdugu hasarlar kisa stireli genotoksidite testleri ile belirlenebilmektedir.
Kanserojen ve mutajen maddelerin 6nemli Ozelliklerinden biri, ¢ok diislik
konsantrasyonlarda bile etkili olabilmeleridir. Mevcut kimyasal yontemlerle
dokularda bulunan bu tiir maddelerin kimyasal yapilarinin analitik sekilde tespiti
mUmkin degildir. Kimyasal yontemlerle bu maddelerin tespit edilmesi mumkin
olmadig1 icin, biyolojik yontem indikatdr canlilarin dokularinda kanserojen ve

mutajen madde taramasi esasina dayanan yontemler 6nem kazanmustir [6].

Bu calismanin amaci, insan lenfosit kiiltiirii kullanilarak mikroniikleus olusum
mekanizmas1 yontemi ile, formik asidin gen, kromozomlar ve hiicre boliinme

mekanizmasi iizerine yaptig etkileri belirlemektir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Formik Asit

Formik asit karinca asidi olarak da bilinir. Hatta Almancasi direk karinca asidi
anlamina gelen, ‘Ameise Sédure’ dir. Nedeni de karincalarin saldir1 veya savunma
amaciyla bu asidi yani formik asidi kullantyor oluslar1 ve ilk olarak bir¢ok karincanin

damitilmasi sonucu elde edilmesidir [7].

Doymus monokarboksilli asitlerin en kiigiik tiyesidir. Bir degerli asit olup, aldehitlere
benzer. Kimyasal indirgen 6zellik de gosterir. Formik asit, renksiz, keskin kokulu bir
sivi olup, yogunlugu 1,22 gr/cm3diir. 100,7°C’de kaynar, 8,4°C’de donar. Suda,
alkolde ve eterde her oranda ¢oziiniir. Deri ile temas ettiginde yakar. 160°C’ye kadar
isitilirsa, karbondioksit ve hidrojene ayrisir. Tabiatta, odun katraninda ve i1sirgan

otunda, karincalarda, terde, idrarda ve et suyunda serbest olarak bulunur [8].

Metil alkol viicutta metabolizma sonucu formaldehit ve formik aside doOniisiir.
Toksisitesi de formik asidin olusturdugu asidoza baghdir. Asidoz sonucu retinada
sinir tahribati ve buna bagli olarak korliik ve daha ileri sathada 6liim meydana

gelebilmektedir.
2.1.1. Metanol zehirlenme belirtileri

Metil alkol, viicutta metabolizmaya ugramadigi zaman zararsiz ve sadece sarhos
edici bir etkisi bulunmakla birlikte, viicutta doniistiigi formik asit zehirlenmeye
neden olmaktadir. Kandaki diizeyi 20 miligram/100ml {iistiinde olan dozlar toksik,
yani zehirleyici doz olarak kabul edilmektedir. 40 miligram/100ml iistii ¢ok ciddi
bozukluklara yol agmakta, 80-100 miligram/100 ml diizey genellikle sinir diizeyi
olarak kabul edilmektedir. Diger bir deyisle igilen metil alkol miktarina bagl olarak,
icilen 4-15 ml miktar korliik, 15-100 ml dozda 6liim meydana gelebilmektedir.

Odun talaginin damitilmasiyla elde edilen ve endiistride boya inceltici, teksir makine
sivisi, antifriz, cam temizleyici gibi maddelerin yapiminda kullanilan metil alkol

(metanol) ayn1 zamanda yasadist olarak sahte icki ve kolonya yapiminda



kullanilmaktadir. Bu sekilde agizdan alinmasi sonucu viicutta metanol zehirlenmesi

olusur.Metanol zehirlenmesi hakkinda asagida agiklayici bilgi verilmistir:

Metil alkol alindiktan sonra ilk 5 saatte sarhosluk ve gastrit olarak karsimiza ¢ikar.
30 saatten sonra ciddi metabolik asidoz (biriken asit nedeniyle kanin pH degerinin
asit hale gelmesi ) gelisir. Asil zehirlenme belirtileri metil alkol alimindan 10-24 saat
sonra goriilmeye baslar. Toksisite, olusan asidozun derecesine baghdir ve baslica

asagidaki belirtiler ortaya ¢ikar:
¢ Biling bulaniklig1, denge ve hareket bozuklugu,
e Bas agrnisi,
e Bulanti, kusma,
e Siddetli karin agrisi,
e Sirt, kol ve bacaklarda agri,
e Gorme bozuklugu ve daha sonra korliik,

e Tedavi edilmedigi takdirde metabolik asidoz, koma ve solunum durmasi

sonucu Sliim
2.1.2. Formik asidin kullanildig: yerler
1. Tekstil sanayi boyama ve finishing islemlerinde,
2. Cesitli kimyevi madde imalatlarinda (Formiyatlar, esterler, oksalit asit vs.),
3. Camasir temizleme fabrikalarinda,
4. Zirai miicadele ilaclar1 imalinde,
5. Sogutucu imalinde,

6. Kozmetik sanayisinde lak imalinde,



7. Elektroliz ile metal kaplama sanayisinde solvent olarak,

8. Ayna imalinde,

9. Deri sanayisinde,

10. Tip dalinda lokal anestezilerde, gida sanayisinde, matbaa miirekkep imalinde,
11. Parke cila imalinde,

12. Akrilik elyaf imalinde,

13. Plastifiyon imalinde,

14. Ekmek mayasi1 imalinde,

15. Formaldehit imalinde,

16. Sunta imalinde ve ¢esitli imalatlarda solvent olarak kullanilir [9].
2.1.3. Gida katki maddeleri

Gida katki maddeleri, gidalarda mikrobiyolojik bozulmay1 6nleme ve dayanikliligi
arttirma, besleyici degeri koruma, teknolojik islemlere yardimci olma, renk, goriiniis,
lezzet, koku gibi duyusal Ozellikleri diizeltme gibi pek c¢ok amacgla katilan
maddelerdir [10]. Formik asit gazli igecekler, meyve ve sebze konservelerinde

koruyucu madde olarak kullanilmaktadir [11].

Gida katki maddelerinin kullanilmasi ile ilgili tarihsel gelismeler incelendiginde,
M.O. 3 000 yillarinda et iiriinlerini kiirlemede tuzdan yararlanildigi, M.O. 900
yillarinda ise tuz ve odun tiitsiisiiniin gida saklama yontemleri olarak kullanildiklari
goriilmektedir. Ortagaglarda etlere koruyucu amagla tuz ve tiitsiinlin yan sira katilan
nitratin etin rengini olumlu yonde degistirmek ve c¢lirlimeyi Onlemek amaciyla
kullanildig1  bilinmektedir. M.0.50. yilda baharatlardan lezzet verici olarak
yararlanilmis, gida boyalar ise giiniimiizden yaklasik 3 500 y1l kadar 6nce Misirlilar
tarafindan renklendirici amagla kullanilmislardir. 19yy. daki hizli sehirlesmenin

paralelinde katki maddelerinin kullanimlari, 6zellikle gidalart bozulmalara karsi



koruma amaciyla yayginlasmis olup, gliniimiizde ise bu maddeler gelisen gida

teknolojisinin vazgeg¢ilmez bir pargasini olusturmuslardir [10].

Gida katki maddeleri gidalara istenilerek katilan maddeler olup, bu maddelerin
Ozellikleri ve gidalarda kullanim sinirlar1  diinyada uluslar aras1  diizeyde
arastirmalarla ele alinan bir konudur. Bu amacla Dinya Saglik Teskilati (WHO) ve
Gida Tarim Orgiitii (FAO) niin olusturdugu gidalarla ilgili komisyon (CAC) ve bu
kurulusun gida katki maddeleri ile alt komitesi olan Birlesik Gida Katki Uzman
Komitesi (JECFA) katki maddelerinin insan saglhgi acisindan gilivenilirligi
konusunda ¢alismalar yapmakta ve belirli dozlarda kullaniminda sakinca olmadigi
belirlenen maddelerle ilgili listeler hazirlanmaktadir. JECFA komisyonunda gorev
alan tarafsiz uzmanlar gerceklestirdikleri uzun siireli ve detayli toksikolojik
degerlendirmeler sonucunda, s6z konusu katki maddesinin deney hayvanlarina zarar
vermeyen dozunu (NOEL) saptamaktadir. Bu deger, insanlar i¢in bir 6miir boyu
viicut agirhigimin mg basma alindiginda zararli etki yapmayacak doza (ADI)
cevrilirken gilivenlik faktorii olan 100 rakamina boliinmektedir. Bu verilere
dayanarak hazirlanan listelere katkinin ADI degeri ve bu deger esas alinarak degisik
ogidalarda izin verilecek maksimum miktarlart (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 ¢esitli
tilkeler listeleri esas alarak kendi iilkelerinde kullanimma izin verilen katki
maddelerinin listelerini diizenlemektedirler. Ulkemizde de kullanimi uygun goriilen
gida maddeleri CAC ve EC tarafindan olusturulan listelerden titizlikle secilmektedir.
Bu bilgilerden de anlagilacag: gibi lilkemizde katki maddeleri konusu, diinyadaki tim
gelismis iilkelerde 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 sinir1 agmamalar1 gerektigidir. Bu
denetim ise ancak lilkede etkin bir kontrol sisteminin kurulmasi ile gergeklesebilir.

Gerek katki maddeleri kullaniminda, gerekse genel anlamda gida tiiketiminde



Toksikoloji biliminin 6nciilerinden Paracelcus (1493-1541)’un "Her madde toxindir,

ancak toxin ile ilac1 birbirinden ayiran dozdur" ifadesi de unutulmamalidir [10].
2.2. Mikroniikleus Teknigi ve Kullanim Alanlan

Teknolojinin gelisimi, toplumlarin refah diizeyini artirmakla birlikte, insanin ve
cevrenin maruz kaldig1 fiziksel ve kimyasal mutajenlerin c¢esitliligini de
artirmaktadir. Kisilerin icki, sigara, uyusturucu, ila¢ kullanim1 ve beslenme
aliskanliklari, yasanilan bolgenin g¢evresel kirlilik ve dogal radyoaktivite diizeyi,
ailesel genetik egilim gibi ilk anda akla gelen farkliliklar biyolojik hasarlarin
sebeplerinin ve diizeylerinin tespitini zorlastirmaktadir [12]. Son yillarda biyolojik
hasarlarin tespitinde en yaygin sekilde kullanilan iki analiz y&nteminden 1.’si
iyonizasyon radyasyonlara has kromozom hasarlarinin tayini ile biyolojik dozunun
hesaplanmasina imkan veren Kromozom Aberasyon Analizi (CA),2.’si ise, maruz
kalma sartlarina gore fiziksel ve kimyasal mutajenlerin ayr1 ayr1 veya bir aradaki
biyolojik hasarlarinin tespitine imkan veren Mikroniikleus Analizi (MN) yontemidir
[13]. Mikroniikleus testi, kromozomal kirigin kalitatif tayininin hizla yapilmasim
saglamaktadir ve kimyasallarin mutajenligini aksettiren bir metod olup kolay
basarilmis ve sitoplazmada daimidir. Mikroniikleusun taninmasi teknik olarak c¢ok
kolaydir ve bu teknik metafazdaki kromozomlarin direk gosterilmesinden 15 defa
daha hizhidir. Mikroniikleus sayimi kromozamal aberasyon tespitine gére daha az
teknik malzeme gerektirdiginden ve daha hizli oldugundan dolay1 bu teste nazaran

daha fazla tercih edilmektedir. [14].
2.2.1. Mikronukleus

MN'lar, mitoz sirasinda kutuplara gidemeyen tiim kromozomlar yada sentromeri
olmayan kromozom kiriklarini igeren boliinen hiicrelerde goriilebilir. Anafazda, geri
kalan kromozomlar ve parcalar1 etrafinda niikleer bir zar olusur ve bu yap1 hiicrenin
ana ¢ekirdeginden daha kii¢iik oldugundan "mikroniikleus (MN)" olarak adlandirilir
(Sekil 2.1). Bundan dolayi, MN'lar hem kromozom kirilmast hem de kromozom
kaybinin uygun ve giivenilir Ol¢limiinii saglar. MN'lar c¢ekirdek bdliinmesi

tamamlandiktan sonra olustugu icin, hiicre dongiisiiniin biniikleer (iki g¢ekirdekli,



BN) sathasinda ideal olarak 6l¢iiliir. Bazen biniikleer hiicrelerde niikleuslar arasinda
niikleoplazmik kopriiler goézlenmektedir. Bunlar olasilikla disentrik kromozomlar
olabilir. Iki sentromer hiicrenin kars1 kutbuna gekilmekte ve DNA olusan koprii
sonucunda niikleer zarla etrafi ¢evrelenmektedir (Sekil 2.1). Bdylece bintikleer
hiicrelerde niikleoplazmik kopriiler mikroniikleus hesaplanmasi yani sira kromozom
yeniden diizenlenmesinin tamamlayic1 Olgiimiine olanak saglar. Bu analiz,
bolinmeyen ya da hiicre boliinme kinetigi tam olarak anlagilamamis ve kontrol
edilemeyen boliinen hiicre gruplarinda etkili ve kantitatif olarak kullanilamayabilir.
Sonug olarak bir hiicre populasyonunda boéliinmeyen ve mitoz gegiren hiicreleri ayirt
etmek icin bir metodun gelistirilmesi gerekmektedir. Ustelik bir yada daha fazla
niikleer boliinmeden sonra MN'larin akibeti belirsiz oldugundan, bir niikleer

boliinmeyi tamamlayan hiicrelerin tanimlanmasi ¢ok 6nemlidir [15,16].
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Sekil 2.1. Mikroniikleus olusumu. (a) Mikroniikleuslar, anafazda geri kalan
kromozomlar ve asentrik kromozom parcgalarindan orjin alir. (b) Sentromerleri ile
hiicrenin kars1 kutuplarina ¢ekilen disentrik kromozomlardan niikleoplazmik koprii
olusumu ve asentrik kromozom pargasindan es zamanli olarak mikroniikleusun
olusumu. Sitokalazin-B (Cyt-B), biniikleer evrede hiicre boliinmesini bloke eder. Bu
sema, sadece 2 ¢ift kromozomlu bir hipotetik hiicre 6rnegini gosterir.
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Stathmokinetik, flow sitometrik ve DNA etiketleme esasina dayanan birka¢ metot
Onerilmistir. Ancak kolayligindan dolay1 sitokinez-bloklu mikroniikleus (CBMN)
metodu tercih edilmistir [15-17].

Mikroniikleuslar (MN) hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya c¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan
koken alan olusumlardir. MN sayisindaki yiikselis, c¢esitli ajanlarin hiicrelerde
olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi
olarak degerlendirilmektedir. Andploidiyi uyaran ajanlar, sentromer boliinme
hatalarina ve ig iplik¢iklerinde fonksiyon bozukluklarina yol agarak; klastojenler ise

kromozom kiriklar1 olusturarak MN olusumuna katkida bulunmaktadirlar [18-21].

MN sayisindaki artig sitotoksik veya genotoksik ajanlarin hiicrede olusturdugu

sayisal ve yapisal degisikliklerin gostergesidir(Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Sitotoksik ya da genotoksik ajanlarla karsilagan bir hiicrenin gecirebilecegi
degisimler [22].
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2.2.2. Mikroniikleus tekniginin gelisimi

MN testi 1950’lerde bitki hiicrelerinde kromozom hasarinin oOlgiilmesinde,
1970’lerde hayvan hiicrelerinde [22,23] ve daha sonra Haddle ve arkadaslari
tarafindan kiiltiire edilmis [24] insan lenfositlerinde kimyasal karsinojenleri
belirlemeye yonelik bir test olarak kullanilmaya baslanmistir. Bazi1 arastirmacilar
[25-27] gelistirdikleri modifiye metotlarla anoploidiye yol agan ajanlar ile
klastojenleri birbirinden ayirmada MN biiyiiklik farkindan yararlanmislar;
klastojenlerce uyarilan MN’larin asentrik kromozomal fragmanlar igeren kiigiik,
anojenlerce uyarilan MN’larin tam kromozomlar igeren daha biiyiik ebatli oldugunu
gostermislerdir. Eastmond ve Tucker [28] aynmi amagla antikinetokor antikorlari
kullanarak kinetokor pozitif MN’larin tam bir kromozom, kinetokor negatif
MN’larin ise asentrik kromozom fragmani igerdigini ve bu yodntemin anoploidi
uyaran ajanlar1 klastojenlerden ayirmada daha kesin bir yol oldugunu
vurgulamiglardir. Daha sonralar1 Fenech ve Morley [15,17] tarafindan gelistirilen
Sitokinezi-Blok (Cytokinesis-Blocked) Metodu, bazi kinetik problemlerin ortadan
kalkmasin1 ve teknigin uygulanmasindaki giivenirligin artmasini saglamistir. Bu
metot, kiif mantarlarinin metabolitlerinden biri olan Cytochalasin-B(Cyt-B) ile mitoz
geciren hiicrelerde sitokinezi durdurma esasmna dayanmaktadir. Standart lenfosit
kiiltiirlerine uygun konsantrasyonda Cyt-B ilavesiyle, ¢ekirdek boliinmesini
tamamlamisg, ancak sitoplazmik bdliinmesini gergeklestirememis ¢ift ¢ekirdekli
hiicreler kolaylikla tanmarak sayilabilmekte ve MN bulunduran hiicrelerin orani
saptanabilmektedir. Incelenen alanda, kiiltiir siiresi iginde ikinci béliinmesini
tamamlamis 4 ¢ekirdekli hiicrelere de rastlanmaktadir, ancak MN sayiminda Heddle
ve Countryman’in [26] kriterleri kullanildigindan bu hiicrelerde goriillen MN’lar

degerlendirme dis1 birakilmaktadir. Heddle ve Countryman’in [26] kriterlerine gore:
1. MN ¢apinin esas ¢ekirdegin 1/3’inden kiiclik olmast;
2. Boya alma yogunlugunun esas ¢ekirdek ile ayni olmasi;

3. Sadece sitokinezi bloke edilmis ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerdeki MN’larin sayilmasi

esas alinmaktadir (Resim2.1,2.2 ve 2.3).
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Resim 2.1. Sitokinezi bloke edilmis bir mikroniikleusu bulunan hiicre

Resim 2.2. Sitokinezi bloke edilmis iki mikroniikleus bulunan hiicre
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Resim 2.3. Mitoz bolinmede niikleuslarin disinda kalan ve mikroniikleus
olusturmaya aday iki kromozom goriilen hiicre

Lenfosit kiiltiirlerindeki ¢aligmalara paralel olarak MN teknigi, eksfolyatif hiicrelere
1982 yilinda ilk defa Stich ve arkadaslar1 [29] tarafindan uygulanmistir. Bu teknik
sayesinde agiz, burun, brong ve {iirotelyal eksfolyatif hiicrelerde kimyasallarin ve
enfeksiyonlarin etkilerini degerlendirmek miimkiin olmustur [30,31] .Hizla ¢ogalan
bu epitelyal dokular cevreleriyle siirekli temas halindedir ve epitelin yiizeysel
tabakasini olusturan eksfolyatif hiicreler kolaylikla elde edilebilmekte, dolayisiyla
ugradiklar1 genotoksik hasar da kolaylikla gosterilebilmektedir. Boylece bu hiicreler
ait olduklar1 dokularda meydana gelen morfoloji bozuklugunu, kromozom kiriklarini,
premalign degisiklikleri ve kanseri gosterebildiklerinden bir biyomarker olarak
degerlendirilebilmekte ve karsinojenlere maruz kalmis bireylerde artmis kanser
riskini gostermek amaciyla kullanilabilmektedir [31-33]. Eksfolyatif hiicrelerde
uygulanan MN tekniginde Fuelgen-Fast Gren boyama yontemi kullanilmakta,
hiicrenin ¢ekirdegi parlak pembe, sitoplazmasi ise agik yesil boyanmaktadir. MN
arastirmalarinda in situ hibridizasyon (ISH) teknigi, ilk defa kromozomlarin
sentromerini tanimlamak i¢in Norppa ve arkadaslar1 [34] tarafindan uygulanmistir;
bu ¢alismada kullanilan proplar, 1989 yilinda Meyne ve arkadaslar1 [35] tarafindan

hazirlanmig insan kromozomlarinin her biriyle hibridize olabilen sentromere spesifik
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oligoniikleotidlerdir. Daha sonra, floresan in situ hibridizasyon (FISH) teknigi ile
MN olusturan kromozomlarin her birinin kimligini belirleyebilecek teknolojik

gelismeler saglanmustir [36].
2.2.3. Mikroniikleus tekniginin kullanim alanlari

Mavournin ve arkadaslar1 [37] 1990 yilina kadar kimyasallarin canlilar tizerindeki
etkilerini belirleyebilmek icin yapilan tiim MN test sonuglarini toplayarak, ABD
Cevre Koruma Grubunun Gen-toks Programi dahilinde degerlendirmeye aldilar.
Memelilerin kan ve kemik iliginde in vivo ¢alisilmis olan 414 bilesigin sadece
220’sinin kriterlere uygun test edilebildigi ortaya ¢ikti. Uygun test edilen kimyasallar
arasinda karsinojenlerin oran1 % 91 olarak saptandi; ancak negatif testlerin azligi
ciddi bir eksiklik olarak bildirildi. Ayrica bu ¢alismalarda esas alinan ve yillar 6nce
Schmid [38] tarafindan tanimlanan MN test protokoliiniin modifikasyonuna ihtiyag
duyuldugu ve daha fazla calismanin gerekli oldugu vurgulandi. Fiziksel ajanlarin
etkileri deneysel MN c¢alismalar1 yaninda, 13 Eyliil 1987 de Goiania’da (Brezilya)
meydana gelen radyolojik kazanin genetik materyalde olusturdugu hasari belirlemek
icin kullanildi. MN sikliginda iyonizan radyasyonun dozuna bagli ¢ok anlamli bir
artts gozlendi ve MN testinin biyolojik dozimetre olarak kullanilmasi onerildi.
Ayrica Goiania kazasina maruz kalan insanlardaki sitogenetik degisiklikler iyonizan
radyasyon ile yas ve hayat tarzi (alkol tiiketimi, sigara kullanimi) gibi faktérlerin
etkisi birlikte ele alinarak degerlendirildi [39]. Daha sonra bu konuda yapilan cesitli
arastirmalar iyonizan radyasyonun ve mikro dalga 1sinlarin klastojenik etkisini agikca
ortaya koydu ve ayrica mikro dalga isinlarin, andploidi uyaran bazi1 kimyasallarin,
karakteristik mutajen 6zelliklerine de sahip oldugu gosterildi [22,40-43]. Yeni dogan
bebeklerde ve 18-25 yas grubu bireylerde yapilan iki ayr1 ¢aligmada [44,45] MN
frekansinin erkek ve disi cinsiyete bagli bir farklilik gostermedigi saptanmustir.
Ancak yaglilarda yapilan bir diger ¢alismada [36] kadinlarda MN sikliginin yaglanma
ile artig gosterdigi anlagilmis; ayrica FISH teknigi ile MN olusturan kromozomlarin
kimligi belirlenerek; yash kadinlarda X kromozomlarinin otozomal kromozomlardan
daha sik olarak MN olusumuna katildig1 gosterilmistir. X kromozom kaybi, ayni

zamanda monozomik hiicrelerde karyotip analizleriyle de dogrulanmistir. Sonug
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olarak; sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak
degerlendirilen MN testi, organizmay1 etkileyen cesitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin
sitogenetik etkilerini belirlemek i¢in yapilabilecek biiyiik capli tarama ¢alismalarinda

giivenle kullanilabilir.
2.3. Analiz Y6ntemleri
2.3.1. insan lenfositlerindeki standart sitokinez-blok mikronikleus analizi

Bu metod, kif mantarlarinin metabolitlerinden biri olan CytochalasinB (Cyt-B) ile
mitoz geciren hiicrelerde sitokinezi durdurma esasina dayanmaktadir. Standart
lenfosit kiiltlirlerine uygun konsantrasyonda Cyt-B ilavesiyle, ilk niikleus
boliinmesini tamamlamis, ancak sitoplazmik boliinmesini gergeklestirememis
biniikleuslu (BN)hiicreler kolaylikla taninarak sayilabilmekte ve MN bulunduran
hiicrelerin oram saptanabilmektedir [16]. Insan hiicrelerinde ' mikronukleus indeksi '
genetik toksikoloji arastirilmasinda kullanilan standart sitogenetik testlerinden biri
olmustur [46]. Cyt-B, ilk mitotik boliinmeden 6nce eklenmelidir ve Cyt-B ile
sitokinez bloke edildikten sonra BN hiicreler olusmaktadir [47].

2.3.2. insan lenfositleri i¢cin kan kultir i

Insan lenfositlerinde, CBMN analizi tam kan kiiltiri kullanarak da
gerceklestirilebilir. 0.4-0.5 ml tam kan, fetal kalf serum, Lglutamin, antibiyotik ve
PHA ile desteklenmis 4.5 ml kiiltlir ortamina eklenir. Cyt-B, PHA stimulasyondan
sonra 44. saatte ecklenir. Biniikleer hiicrelerinin biriktigi Cyt-B' nin en uygun
konsantrasyonu, tam kan kiiltiiriinde 6 pg/ml' dir [47]. Biniikleer lenfositler, Cyt-B
eklendikten 28 saat sonra, kirmizi kan hiicrelerini pargalamak i¢in 0.075 M KCI ile
muamele edilir ve lama aktarmadan ve boyanmadan 6nce metanol: asetik asit ile
fikse edilir (smear hiicrelerinde lamlar kuruduktan sonra fikse edilir). Alternatif
olarak, Ficoll gradienti kullanilarak tam kan kiiltiiriinden bintikleer lenfositleri izole
etmek miimkiindiir. izole edilen hiicreler daha sonra sitosantrifugasyon ile lamlara

transfer edilir. Sonra hiicreler fikse edilir ve boyanur.
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2.3.3.Sitokinez-bloklu ve sitokinez-bloksuz hiicr elerdeki mikronikleus analizi

Biniikleer hiicreleri elde etmek i¢in kullanilan Cyt-B'nin MN olusumunda bazi
karigikliklara sebep oldugu ile ilgili baz1 tartigmalar vardir [48]. Normal hiicrelerle
yapilan ¢alismalarda Cyt-B'nin MN'lar1 indiiklemedigi veya sitokinezde hiicreleri
bloke etmek i¢in kullanilan dozlardaki biniikleer hiicrelerde MN frekansi ile Cyt-B'
nin doza bagl etkisi olmadig1 gosterilmistir [16,49-51]. Son bir ¢aligmada sitokinez-
bloke edilen biniikleer hiicrelerde ig ipligi zehirleri tarafindan indiiklenen MN
olusumunun beklenenden daha az oldugu one siiriilmistiir, ¢iinkii kutuplar arasi
mesafenin kisalmasi geri kalan kromozom pargalar1 ya da tam kromozomlarin
niikleusa geri katilma olasiligini artirabilir. Fakat bu CBMN analizinin etkinligini
azaltmaz [52]. Hiicre boliinme kinetiginin yetersiz kontrollerinden dolayr yanlis
negatif sonuglardan ka¢inmak ve Cyt-B' nin olasi etkisini en aza indirgemek i¢in
Cyt-B kullanmadan in vitro MN analiziyle ilgili arastirmalara ilgi artmistir. Normal
hiicrelerde CBMN analiziyle elde edilen hatal1 bir pozitif sonucun kanit1 olmamasina
karsin, zaten Cyt-B kullanilan insan lenfosit kiiltlirlerindeki MN indiiksiyonu ile ilgili
MN analizi i¢in yeterli kanit vardir [16,17,53]. Yine de; Cyt-B'li veya Cyt-B'siz
karsilastirmali son MN calismalari, eger iyi biiyliyen hiicreler kullanilirsa kiiltlir ve
cekirdek boliinme kosullar1 en iyi seviyede olursa, giiclii klastojenler test edildigi
zaman Cyt-B’li ve Cyt-B’siz MN analizleri arasindaki sonuglarini karsilagtirmanin
miimkiin oldugunu gostermistir [54,55]. MN olusumunun matematiksel modeli, 1.
BN hiicrelerdeki MN sayimi mikroniikleus frekansinin belirlenmesinde giivenilir bir
yoldur ve 2. sitokinez-blok olmadan yapilan Kkiiltiirlerdeki mononiikleer (tek
cekirdekli) hiicrelerde MN sayimu, test edilen kimyasal ¢ekirdek boliinmesini inhibe
ettiginde veya kiiltlir kosullar1 optimal sayida hiicre boliinmesine izin vermediginde
yanlis negatif sonuclar ortaya ¢ikarabilir [56]. Sonug olarak, Cyt-B'siz kiiltiirlerdeki
mononiikleer hiicrelerdeki mikroniikleuslarin sayilmasiyla elde edilen mikroniikleus
frekans1 sonuglari, yanlis negatif sonuglardan dolayt CBMN analizi kullanilarak

dogrulanmalidir.
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2.3.4.Mikroniikleus ve non-digunction’daki kromozom kaybim 6l¢mek icin

gelistirilen molekiiler teknikler

CBMN analizinde, MN’larin tam kromozomlardan mi1 yoksa asentrik parcalardan mi1
koken aldigini ayirt etmek, sentromerik DNA proplari ya da kinetokor proteinlerine
(aktif kromozomlarin sentromerik bdolgesinde toplanan) baglanan antibadiler
kullanarak miimkiindiir. insan hiicrelerinde veya diger hiicre tiplerinde kromozom
biiytikliikleri heterojen oldugundan ve kiiclik bir MN ya biiylik bir kromozomun
pargasinit ya da KU¢UK bir kromozomun tiimiinii igerebildiginden, MN biiytikligii bu
ayrim i¢in kullanilamaz. Kullanim agisindan anti-kinetokor antibadi metodu en basit
ve ucuz bir tekniktir [57], ancak bu yaklasimla tek olan kromozomlar arasinda ayrim
yapilamaz ve inaktif sentromerler iizerinde kinetokorlarin olmamasindan dolay1
kromozom kaybi belirlenemeyebilir [58]. Sentromerik bolgeleri tanimlamak igin
kullanilan in situ hibridizasyon (ISH) yontemi ¢ok pahali ve zahmetlidir, ancak daha
spesifiklik saglar. Ornegin, tek kromozomlar igin sentromerik proplar kullanilabilir,
bu proplar BN hiicrelerde non-disjunctional (ayrilamama) olaylarin (yavru
niikleuslarda homolog kromozomlarin esit dagilmamasi gibi) belirlenmesine olanak

saglar [59] .
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Demirbas malzemeler

1. Etiiv (Elektro-mag M420 Bp)

2. Vorteks (Yellowline)

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

5. Derin dondurucu

6. Buzdolab1

7. Otomatik pipet

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

10. Hassas terazi

Hassaster azi

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

kimyasallarin tartilmasinda kullanilmistir.

Santrifiij

5000 rpm’e kadar yiikselebilen devir hizi, 15 dk.’hk zaman ayarlayict ve 8 tiip
kapasiteli ELEKTRO-MAG marka santrifiij ¢alismalarda kullanilmistir.
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Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan OLYMPUS marka binokiiler 151k

mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda kullanilmastir.
Etiiv

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

kiiltiirtiniin yapiminda ve bazi eriyiklerin 37°C’ye 1sitilmasinda kullanilmustir.
3.1.2. Sarf malzemeler

1. Cytochalasin-B (Sigma, C-6762)

2. Heparin

3. Giemsa (Merck, 5400512)

4. KH2PO04 (merck, 9021622)

5. NapHP04H20 (Merck, K1 690176)

6. Glasial asetik asit (Merck, 247K 18855556)
7. Metanol (Merck, 502K 05275408)

8. Ksilol (Merck, 207K037553)

9. Entellan® (Merck, 640171987)

10. Immersiyon yagi® (Merck, 09403569)
11. KCL (Merck, 340TA611835)

12. Alkol

13. Formik asit (Merck)( % 98-100)

14. Distile su
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15. Taplik

16. Cesitli cam malzemeler

17. Konik tabanli 10mI’lik steril kiiltiir tiipti

18. Enjektor

19. Cesitli ebatlarda puarlar

20. Pastor pipeti

21.Lam

22.Lamel

3.1.3.Kullanilan kimyasal maddelerin eriyiklerinin hazirlanmasi

Sorenson fosfat tampon ¢Ozeltisi: KHoPO,4 ¢o6zeltisinden 60 ml. ve Na,HPO,
cozeltisinden 30 ml. alinarak saleye konulur ve lizerine 10 ml. giemsa boyas1 eklenmesi
suretiyle %10 luk giemsa-sorenson fosfat tampon ¢dzeltimiz hazirlanmig olur. Sorenson
fosfat tampon ¢ozeltisi ¢esitli pH degerlerine ayarlanabilir, bu islem ic¢in her iki

¢ozeltinin degisik miktarlar1 kullanilarak pH istenilen degere ayarlanir [1].

Cozelti 1:
KHoPOys..oeveeeeeeeeeeen. 9.1 gr
Bidistile su........cccceceeeennee. 1000 ml
Cozelti 2:
N&HPO4.....ccovvevernee 11.9 gr
Bidistile su........coeeeeneeee. 1000 ml.

pH 5,6 icin: Cozelti 2 den 5 ml. ve ¢ozelti 1 den 100 ml.

pH 6,0 i¢in: Cozelti 2 den 12,3 ml. ve ¢bzelti 1 den 100 ml.
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pH 6,5 i¢in: Cozelti 2 den 30 ml. ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
pH 6.8 i¢cin: Cozelti 2 den 50 ml. ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
pH 7,2 icin: Cozelti 2 den 70 ml. ve ¢ozelti 1 den 100 ml.

Mitomisin C (MMC) eriyiginin hazirlanmasi: 2 mg mitomisin-C bulunan ortama 2
ml steril bidistile su ilave edilerek MMC eritilmistir. Sonra bu eriyikten 4 ml’lik kiiltiir

ortamina ilave edilerek MMC ile hiicreler 48 saat muamele edilmistir.

Mitomisin C (MMC)(Sigma)

Bu ¢alismada test maddesi olarak kullanilan, Mitomisin C (MMC) mavi-menekse
renkte, kristal seklinde ve suda c¢oziinebilen bir maddedir. Suda ¢oziinen (pH=6-9)
eriyik, Isiktan korundugu ve 5°C altindaki buzdolabinda saklandigi zaman yedi giin

0zelligini korumaktadir.

Mitomisin C 2 mg ve 10 mg’lik siselerde toz seklinde bulunur. MMC antinoplastik
(urlarin biiyiimesini 6nleyen) ve genis spekturumlu bir sitostatik (hiicre boéliinmesini

durduran) ajandir [60].

Mitomisin C(IMMOC)’nin kullanim alanlari

Mitomisin C (MMC), antineoplastik ilaglar grubuna girmektedir. Bu grupta
cyclophosphamide, daunamycin, mitomycin C, streptozotocin ve uracil mustard

bulunmaktadir.

Mitomisin C (MMC) cesitli kanserlerin tedavisinde kullanilan alkilleyici bir ajandir.

MMC’nin kullan1ldig1 kanser tiirleri agagida verilmistir.

e Mide kanseri

e Aniis ve kalin barsak kanserleri

e (Gogiis kanseri

e KUgiik hiicreli akciger kanseri
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e Bas ve boyun kanserleri

e Kiigiik mesane papillomalan
e Pankreas kanseri

e Rahim kanseri [60].

Kromozom medyumu: Dateks firmasinin irettigi (Cat. No.04-001-1B)
Chromosome Medyum B, hiicre kiiltiirii i¢in kullanilmistir. Bu maddeden kiiltiir

tiiplerine steril ortamda 4’er ml eklenerek kullanilmustir.

Cytochalasin-B: CBMN analizinde, bir niikleer boliinmeyi tamamlayan hiicreler,
sitokalazin-B (Cyt-B) kullanilarak sitokinez bloke edilir ve bu hiicreler biniikleer
hiicreler olarak tanimlanirlar. Cyt-B, sitokinez esnasinda kardes niikleuslar
arasindaki sitoplazmay1 daraltan mikrofilament halkanin olusmasi i¢in gerekli olan
aktin polimerizasyonun bir inhibitéridiir [61]. Kiiltiir tiiplerine 44. saatte 6 pg/ml

eklenerek kullanilmistir.

Hipotonik eriyik: Hipotonik eriyik olarak % 0, 4’lik KC1 (Merck) kullanilmistir.
Bidestile su iginde stok halinde hazirlanan eriyik agzi1 kapali cam bir kapta
buzdolabinda (+4 °C) saklanmistir. Her preparasyondan yaklagik 1 saat dnce yeterli

miktarda almip 37°C’deki inkiibatorde 1sitilip kullanilmustir.

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

hazirlanip kullanilmistir.

Giemsa: Giemsa boyasi Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin edilmis olup,
deneylerimizde Sorensen tamponu iginde hazirlanmis, %10’lik boya eriyigi

kullanilmastir.
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3.2. Yontem
3.2.1. Calisma grubu

Sigara igmeyen, 23-24 yaslarinda saglikli, 3 erkek ve 3 bayan toplam 6 {niversite

ogrencilerinden periferik kan 6rnekleri alinmistir. Her deney bir kez tekrarlanmustir.
3.2.2. Kan orneklerinin alinmasi

Kontrol kisilerden, 5 ml’lik steril ve 0.1-0.2 cc heparin igeren enjektdrler kullanilarak
periferal kan Ornekleri alindi. Daha sonra kan Orneklerinin bekletilmeden kiiltiir

ortamlarina ekimi yapildi.
3.2.3. Kiiltiir teknigi

Onceden 37 °C'ye getirilmis olan 4 ml medyum igeren Kkiiltiir tiiplerine steril
ortamda, alinan kan 6rneklerinin 3-4 damlasi disar1 atildiktan sonra 12 damla (~0.4
ml) kan ilave edildi. Tiiplerin {izerine kontrol kisilerinin adi yazildi ve her bir kisi
icin 2 tiipe ekim yapildi. Tiipler hafifce karigtirilarak 37 °C'lik etliivde 24.saatte
formik asit eriyigi, 44. saatte Cyt-B eklemek kosuluyla 72 saat kiiltiire edildi.

3.2.4. Cikarim islemleri

Umegaki ve arkadaglarinin MN elde etmek i¢in ¢alismasinda kullanilan Balasem ve

Ali metoduna gore ¢ikarim islemleri yapildi [62, 63].

1. 72 saat inkubasyondan sonra kiiltiir tiipleri etiivden ¢ikartilarak 1000 rpm'de 10
dakika santrifiij yapildi.

2. Dipte 0.6-0.7 ml kalincaya kadar iistteki supernatantlar atild1.

3. Daha sonra hiicrelere laboratuvar 1sisinda beklemis, olan % 0.4’liikk hipotonik

soliisyonundan 6 ml eklenerek 15 dakika laboratuvar 1sisinda bekletildi.

4. Hiicreler hipotonik soliisyonunda bekletildikten sonra 10 dakika 1000 rpm'de
santrifiij edildi.
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5. Siipernatantlar1 atilip {izerine taze hazirlanmis soguk fiksatiften 6 ml (3:1, metanol:
glasial asetik asit) yavasca damla damla ilave edilip bekletmeden 10 dakika 1000
rpm'de santriflij yapildi.

6. Siipernatantlarin tekrar atilip lizerine ayni fiksatiften 6 ml ilave edilip, 10 dakika

1000 rpm'de santrifiij edildi. Bu islem ti¢ kez tekrarlandi.
3.2.5. Preparat hazirlama

Lamlar temizlenerek, icinde %70'lik metanol bulunan saleye yerlestirilip
soguyuncaya kadar buzdolab1 buzlugunda bekletildi. Daha sonra saleden ¢ikarilan
lamlar iyice kurulandi. Pastor pipeti ile fiksatifli hiicre igeren kiiltiir tiiplerine pipetaj
yapilarak hiicre slispansiyonundan pastor pipeti yardimiyla lamlara yakin mesafeden
(1-2 cm yukaridan) 9- 10 damla damlatildi. Lamlara kuvvetlice iiflenerek hiicrelerin
lam {izerine iyice dagilmasi saglandi ve kurumaya birakildi. Her kiiltiir tiipii i¢in ayr1

pastor pipeti kullanilarak farkli preparatlar hazirlandi ve lamlar ayr1 ayr1 kodlandi.
3.2.6. Preparatlarin boyanmasi ve saklanmasi

Sorenson boya tamponu (pH=7.0):Sorenson boya tamponu 5.26 g KH,P04 ve 8.65 g
NaHP04.2H,0 tartilip distile su ile 1000 ml'ye tamamlanarak hazirlandi. 90 ml
Sorenson boya tamponu iizerine 10 ml giemsa boyasi eklenerek giemsa boyasi

hazirland:.

Kurumus olan preparatlar yeni hazirlanan % 10'luk giemsada 15dakika boyandiktan
hemen sonra 2 kez distile su ile yikanarak kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar
ksilolden gecirildikten sonra kanada balsami (entellan) damlatilarak lamelle

kapatildi.
3.2.7. Lamlarin incelenmesi ve MN sikliginin degerlendirilmesi

En iyt gorinti 1000X'lik biyiitmede saglandi. Lamlar analizden Once
numaralandirilmalidir. Her bir duplike kiiltiirden alinan lamlar i¢in bir skor elde

edilmelidir. Her bir preparat asagidaki bilgileri i¢eriyordu [46].
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1. MN'larin sayisi, en azindan 1000 BN hiicrede sayilmalidir ve 1000 BN hiicre
basina MN frekans1 hesaplanmalidir. BN hiicrede MN'larin sayilmasinda kullanilan

kriterler detayli bir sekilde asagida agiklanmustir.

2. Stfir, bir veya daha fazla MN igeren BN hiicre dagilimi; tek bir BN hiicrede MN
say1s1 normalde saglikli bireylerin lenfositlerinde O ila 3 arasinda degismektedir

ancak maruz kalinan genotoksine ve yasa bagl olarak 3'den fazla olabilir.

3. Mikrontikleuslu BN  hiicrelerinin frekansi, en azindan 1000 BN hiicrede

bulunmalidir.
4. 1000 BN hiicresinde niikleoplazmik koprii frekansi hesaplanmalidir.

5. 500 hiicre basina tek ¢ekirdekli (mononiikleer), iki g¢ekirdekli (biniikleer), ii¢
cekirdekli (triniikleer) ve dort cekirdekli (tetraniikleer) hiicrelerin orani

hesaplanmalidir. Bu bilgiye dayanarak ¢ekirdek boliinme indeksi olusturulabilir.

6. Canl1 ya da apoptoz veya nekrozdan dolay1 6len hiicrelerin sayisi, ayni preparat
tizerinde 500 hiicre basina tek-, iki- ve ¢cok- ¢ekirdekli hiicreler sayilirken sayilabilir.

Hiicreler sayilirken, hiicre tanimlanamadiginda skorlanan hiicrelere dahil edilmez.
3.2.8. Sitokinezi bloke edilmis biniikleer hiicreleri tammlama kriterleri:

MN frekans1 degerlendirilecek olan sitokinezi bloke edilmis hiicreler asagidaki

kriterleri igermek zorundadir [46].
1. Hiicreler biniikleer (iki ¢ekirdekli) olmalidir.

2. Biniikleer hiicredeki iki ¢ekirdegin boyutu yaklasik olarak ayni olmali ve yogun

boyanmalidir.

3. Biniikleer hiicredeki iki ¢ekirdek niikleoplazmik bir koprii ile baglanabilir. Bu

niikleoplazmik koprii ¢ekirdek capinin 1/4' tinden biiylik olmamalidir.
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4. Biniikleer hiicredeki iki ¢ekirdek birbirine temas edebilir, ancak ideal olarak
birbirinin iizerine ¢itkmamis olmalidir. Iki cekirdegi {ist iiste ¢ikmis olan bir hiicre

eger her bir ¢ekirdegin ¢ekirdek sinirlar1 ayirt edilebiliyorsa sayilmalidir.

5. Biniikleer hiicrenin sitoplazmik sinir1 ya da zar yapist bozulmamis olmali ve

komsu hiicrelerin sitoplazmik sinirindan agikga ayirt edilebilmelidir.
3.2.9. Mikronukleus sayimi

Sayilan ¢ekirdeklerin tekrar sayilmamasi i¢in 151k mikroskobunda 400X biiyiitmede
sitoplazmas1 dagilmayip sinirlar1 belli olan ¢ekirdekler belirlendi ve sadece bunlar
sayildi. Kontrol kisiler i¢in duplike olarak yapilan Kkiiltiirlerden hazirlanan
preparatlarda 2000 BN hiicre sayildi ve mikronukleuslar kaydedildi. Ayn1 zamanda,
her bir kisi i¢in, 500 mononiikleer (tek g¢ekirdekli) hiicre basina biniikleer (iki
cekirdekli), triniikleer (ii¢ ¢ekirdekli) ve tetraniikleer (dort cekirdekli) hiicrelerin
say1s1 da kaydedildi ve ¢ekirdek boliinme indeksi (NDI) hesaplandi [46].

Niikleer béliinme indeksi (NBI) = (M1 + 2(M2) + 3(M;) + 4(My) )/N formiiliine gére
hesaplanmistir Burada M1- M4 hiicre ve i¢indeki ¢ekirdek sayisini, N ise sayilan

toplam hiicre sayisin1 gostermektedir [28].

Apoptotik ve nekrotik hiicreler 151k mikroskobunda cekirdegin yapisina bakilarak
belirlenmistir. Apoptotik hiicrelerde niikleus kiigiik parcalara ayrilmistir ve hiicre
zarinin yapisit kismen bozulmustur. Nekrotik hiicrelerde ise solgun bir g¢ekirdek
yapist vardir ve igleri bosluklarla doludur. Nekrotik hiicrelerin stoplazmasinin yapisi
da bozulmustur [64]. NCBI: Niikleer sitotoksik boliinme indeksi: (Ap+Nec + My +
2(My) + 3(M3) + 4(My))/N formiilii yardimi ile hesaplanmustir.

3.2.10. Hicre sayisi ve istatistiksel degerlendirme

Istatistiksel analiz “GraphPad InStat version 3.05 for Windows 95 (GraphPad
Software, San Diego California USA)” programiyla yapilmistir. Kiiltiirde bulunan

hiicrelerdeki mikroniikleus sikligindaki artis Dunnett’s t-test ile hesaplanmustir [65].
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4.BULGULAR

Formik asidin 4 farkli dozu (20, 40, 60, 80 mM) insan periferal kaninin kullanildig:
lenfosit Kkiiltlirline 24. saatte eklenmistir. Sitokinez olay1 sitokalasin-B ile
engellenerek mikrontikleus siklig1 ve hiicre 6liimii (apoptoz ve nekroz) incelenmistir.
Insan hiicrelerine formik asidin yaptig1 etki tablo 4.1°de gosterilmistir. Formik asit
tim dozlarda kontrollere gore mikroniikleus sikligini ve hiicre 6liimiinii istatistiksel
olarak artirmistir. 48 saat siiresinde MN sikligindaki artis doza bagimlidir (r= 0.92).
Cekirdek bolinme indeksi hiicrelerde bulunan ¢ekirdek sayisina gore hesaplanmistir

ve Tablo 4.1°de verilmistir.

Resim 4.1. Normal sitokinezi engellenmis iki niikleuslu hiicre.
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-

Resim 4.2. Sitokinezi engellenmis iki niikleuslu ve bir mikroniikleus i¢eren hiicre.

=

Resim 4.3. Sitokinezi engellenmis bir niikleuslu ve iki mikroniikleus i¢eren hiicre.
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L 4

L

Resim 4.4.a. Sitokinezi engellenmis iki niikleuslu ve iki mikroniikleus i¢eren hiicre.

L

Resim 4.4.b. Sitokinezi engellenmis iki niikleuslu ve iki mikroniikleus i¢eren hiicre.
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—

Resim 4.5. Sitokinezi engellenmis ii¢ nukkleuslu ve bir mikroniikleus igeren hiicre.

L4

- T—

Resim 4.6. Sitokinezi engellenmis birden fazla mikroniikleus iceren ve apoptoza
gitmekte olan bir hiicre.
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Resim 4.7. Apoptotik bir hiicre.

Resim 4.8.a. Solgun bir sitoplazmaya, ¢ok sayida kii¢iik vakuollere ve bozulmus
yapida stoplazmik ve niikleer membrana sahip nekrotik hiicre
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Resim 4.8.b. Solgun bir sitoplazmaya, ¢ok sayida kiigiik vakuollere ve bozulmus

yapida stoplazmik ve niikleer membrana sahip nekrotik hiicre.

Tablo 4.1. Formik asidin insan lenfositlerinde mikroniikleus siklig1, niikleer bdliinme
indeksi, niikleer sitotoksik boliinme indeksine etkileri

MN sayisinin

Uygulama Sayilan Biniiklear hiicrelere
Hiicre dagilimi
Siire | Doz Sayis1 MN/hiicre NBI NSBI
(s) 1 2 |3 4 (%)+SH
Negatif Kontrol - - 2000 1 0 0 0 0.05+0.01 1.981+0.34 1.981+0.25
PK (MMC) 48 0~/5mlllg 2000 150 16 1 0 9.25+1.32 1.332+0.83 1.359+1.10
48 20 mM 2000 7 1 1 1 0.8+0.12* 1.71340.38 1.731+0.48
Formik Asit 48 40 mM 2000 7 1 1 2 1.0+£0.35* 1.678+0.55 1.697+0.76
48 60 mM 2000 9 3 2 2 1.45+0.28* 1.626+0.68 1.667+0.47
438 80 mM 2000 17 2 1 1 1.40+0.38* 1.592+0.78 1.625+0.55

*Belirgin bir sekilde negatif kontrolden farkli P < 0.0001 (Dunnett’s t-test). NBI: Niikleer Boliinme
indeksi. NSBI: Niikleer sitotoksik boliinme indeksi. PK: Pozitif Kontrol. SH: Standart Hata
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Tablo 4.2. Formik asit’in insan lenfositlerinde olusturdugu apoptotik ve nekrotik
hiicreler (2000 hiicrede)

Doz Apoptotik Hiicre/SH Nekrotik Hiicre/SH
20mM 17.16+0.37 19.24+3.75
40 mM 21.22+0.86 18.01+2.83
60 mM 48.45+5.33 34.23+5.85
80 mM 33.46+2.15 34.27+6.30

Cizelge 4.1. Formik asit doz-mikroniikleus regressyon ¢izelgesi.

MN frekansi ile apoptotik hiicre sayis1 arasinda pozitif bir korelasyon vardir (r=091).

Bu korelasyon ¢izelge 4.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. MN frekansi-apoptotik hiicre regressyon ¢izelgesi.

0.7990.619 084 0.86 0861 090109220842 08630 8831.004 1 0241 0441 055 1 0851 106112611471 167 11891 3081 2391248 1 37 128 1 31113311352 1.3721 3931 4131 434

Nekrotik hiicrelerle MN frekansi arasindada pozitif bir korelasyon (r= 0.95) vardir ve
bu iliski ¢izelge 4.3°te gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Mikroniikleus frekansi- nekrotik hiicre regressyon ¢izelgesi

44 -
42 &

40 -

| -
6 -

34 -

26
24
22 = e

20 -

07990819 064 086 0881090105220 94209630983 1004 10241 044 1 065 1 0851 1061 126 1.147 1 167 11861 2061 2281 249 127 129 131113311 35213721 3931413 1 434
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Tablo ve cizelgelerden de goriilebilecegi gibi formik asit MN frekansini artirmakta,

boliinme indeksini diisirmekte, apoptoz ve nekroza sebep olmaktadir.
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5. TARTISMA

Mutasyon kalitsal bilgide olusan kalic1 degisimlerdir. Cevresel etkenlerin mutasyona
sebep olabildikleri lizerine pek ¢ok aragtirma vardir. Bu etkenler gen mutasyonundan
kromozom kiriklarina ve diger anormalliklere kadar sebep olabilmektedirler. Insanda
DNA sentezinde nokta mutasyonlar1 bile 6nemli anomalilere sebep olabilmektedir.
Ultraviole 1sinlari, iyonize radyasyon, nitrozaminler, Benzopiren, kromium,
Hidrazin, vinil kloriir ve aflatoxin’ ler ¢evresel mutajenlere drnek olarak verilebilir.
Bu etkenler, alkilasyon, arilasyon, interkalasyon, baz analogu girisi, deaminasyon,
enzim inhibisyonu ve metafaz etkileyici olarak iglev goriirler. Bu mutasyonlara baglh

olarak ortaya ¢ikan kanser olaylarinin % 2 sini ¢evresel mutajenler baslatmaktadir.

Birlesik Devletler, Ulusal Toksikoloji Programi (U.S. N.T.P.) mikrogekirdek
denemelerini bagka bir in vitro kisa siireli test olan Salmonella Testi (Ames Testi) ile
birlikte yapilmasin1 ya da degerlendirilmesini 6nermektedir. 29 Kanserojen ve 17
kanserojen olmayan madde Salmonella denemelerinde ve fare kemik iliginde mikro
cekirdege yol agip agmadigini tespit etmek i¢in test edilmistir. Her iki denemede
pozitif tepki veren 13 kimyasal maddenin kanserojen oldugu saptanmistir.
Salmonella denemelerinde negatif sonug¢ veren, fakat fare kemik iliginde test sonucu
pozitif olan 8 kimyasal madde arasindan 6 sinin kanserojen oldugu belirlenmistir. Bu
noktada “in vivo” testinin Salmonella denemesinde gozden kacan 6 kanserojeni
tanidig1 sadece 21 taneden 2 tanesinde yanlis pozitif tepki verdigi bildirilmektedir.
Her iki testte de negatif sonu¢ veren 10 kimyasal madde arasinda 4 kanserojenin
oldugu tespit edilmistir. Ancak bunlarinda ger¢ek genetoksik olmayan kanserojen
oldugu goriisii yaygindir. Uluslar arasi kanser arastirmalari ajansinin (I.A.R.C.)
degerlendirmesinde insan i¢in kanserojenik olmayan bir madde olarak varsayilip
simiflandirilmistir. Bu konuda Birlesik Devletler Ulusal Toksikoloji Programi ve
Uluslararast Cevre Orgiitii (U.S. N.T.P. ve E.P.A) 6nemli sonuglara ulasmistir.
Bunlardan birincisi, Salmonella Testinin tek basina genotoksinleri fark edemeyecegi
yoniindedir. ikincisi ise, “in vivo” bulgusundaki negatif yeterlilik ve uygunluk,
pozitif “in vitro” sonuglarina baskin degildir. Bu diisiincelerden anlasilacagi lizere in

vivo testler ve buna bagli mikrogekirdek testi, kanserojenlerin belirlenmesinde daha
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cok gilivenilir goriinmekle birlikte, diger kisa siireli testlerle beraber alinan
sonuglarinda dikkate alinmasi yerinde olacaktir. Aslinda mikrogekirdek testini bu
derece ve bu agidan 6nemli kilan: in vivo ¢aligsmalar i¢in dogrudan ya da metabolize
edildikten sonra etki gosteren mutajenlerin, memelilerde olusturdugu genetik
zararlar1 belirlemede ¢ok uygun olmasindandir. Bu test mutajenlerin hiicre
dongiisiiniin  6zgiil zamanlar1 {izerindeki etkilerini ve kemik iligi hiicrelerinin

cogalma durumlar1 hakkinda bilgi verir.

Bir hiicre herhangi bir mutajen madde ile karsilastiginda ¢esitli yollarla bu etkiden
kurtulmaya c¢alisir. Mikroniikleus olusumu da bu yollardan birisidir. E§er savunma

yollar1 basarisiz olursa hiicre 6liimii denilen apoptoz ve nekroz yollar1 devreye girer.

MN'lar, mitoz sirasinda kutuplara gidemeyen tiim kromozomlar yada sentromeri
olmayan kromozom kiriklarini iceren bdliinen hiicrelerde goriilebilir. Anafazda, geri
kalan kromozomlar ve pargalari etrafinda niikleer bir zar olusur ve bu yapi hiicrenin
ana cekirdeginden daha kiigiik oldugundan "mikrontikleus (MN)" olarak adlandirilir.
Bundan dolayi, MN'lar hem kromozom kirilmasi hem de kromozom kaybinin uygun
ve glvenilir dlglimiini saglar. MN'lar ¢ekirdek boliinmesi tamamlandiktan sonra
olustugu i¢in, hiicre dongiisiiniin biniikleer (iki ¢ekirdekli, BN) safhasinda ideal
olarak oOlgiiliir [15,16]. Bazen biniikleer hiicrelerde niikleuslar arasinda
niikleoplazmik kopriiler goézlenmektedir. Bunlar olasilikla disentrik kromozomlar
olabilir. Iki sentromer hiicrenin kars1 kutbuna gekilmekte ve DNA olusan koprii
sonucunda niikleer zarla etrafi g¢evrelenmektedir. Boylece biniikleer hiicrelerde
niikleoplazmik kopriiler mikroniikleus hesaplanmasi yanisira kromozom yeniden
diizenlenmesinin tamamlayici 6l¢iimiine olanak saglar. Bu analiz, boliinmeyen ya da
hiicre boliinme kinetigi tam olarak anlasilamamis ve kontrol edilemeyen boéliinen
hiicre gruplarinda etkili ve kantitatif olarak kullanilamayabilir. Sonug olarak bir
hiicre populasyonunda boéliinmeyen ve mitoz geciren hiicreleri ayirt etmek icin bir
metodun gelistirilmesi gerekmektedir. Ustelik bir yada daha fazla niikleer
boliinmeden sonra MN' larin akibeti belirsiz oldugundan, bir niikleer bdliinmeyi

tamamlayan hiicrelerin tanimlanmasi ¢ok 6nemlidir.
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Sentromerik DNA proplar1 ya da kinetokor proteinlerine (aktif kromozomlarin
sentromerik bolgesinde toplanan) baglanan antibadiler kullanarak, CBMN
analizinde, MN'larin tam kromozomlardan mi1 yoksa asentrik parcalardan m1 kdken
aldigin1 ayirt etmek, miimkiindiir. Calismamizda boyle bir kriter denenmemistir bu
da baska bir ¢alismanmn konusu olabilir. Insan hiicrelerinde veya diger hiicre
tiplerinde kromozom biiyiikliikleri heterojen oldugundan ve kiigiik bir MN ya biiytik
bir kromozomun parcasini ya da kii¢iik bir kromozomun tiimiinii i¢erebildiginden,

MN biiyiikliigii bu ayrim i¢in kullanilamaz.

Uzun, Sodyum hipoklorit tiretilen ortamda ¢alisan kisiler lizerinde arastirma yapmis
DNA ya da kromozom seviyesindeki hasarlarin gostergesi olarak Onerilen
mikroniikleus (MN) testi kullanilarak, mesleki olarak sodyum hipoklorite maruz
kalmis 7 kisi ve 7 saglikli kontrol kisi iizerinde gergeklestirmistir. Sodyum
hipoklorite maruz kalmis ve saglikli kontrol kisilerden periferal kan 6rnekleri alinip
kiiltiire edilmis. Kiiltiirlere sitokinezi durdurmak amaciyla 44. saatte 3pg/ml son
konsantrasyonda sitokalazin B (Cyt-B) eklendi ve 72. Saatte kiiltiirler

sonlandirilmstir.

Sodyum hipoklorite maruz kalmis Kisilerin kiiltiire edilmis lenfositlerindeki MN
degerleri 1.704+0.33 (ortalama + SS) ve kontrol kisilerin MN degerleri 0.75+0.27
bulunmus. Kontrol kisilerle karsilastirildiginda sodyum hipoklorite maruz kalmis
kisilerin MN degerlerinin istatistiksel (Mann- Whitney U test) olarak kontrollerin
MN degerlerinden daha yiiksek oldugu bulunmustur (p=0.002). Sonuglar, sodyum
hipoklorite maruz kalmis kisilerin lenfositlerinde kromozomal hasarin varligina

isaret etmektedir [66].

Pmmar AKSU ve arkadaslart inci baligi (Achantalburnus microlepis) iizerine
calismislar ve Acanthalburnus microlepis suyun her litresinde sodyum hipokloritin
0.05, 0.10, 0.25, 0.37, 0.50, 0.75 ve 1 mg/lt bulunan konsantrasyonlarina
akvaryumda 6 giin maruz birakmiglardir. Her bir konsantrasyonun bulundugu
denemelerde 10 balik kullanilmistir. Etkilesime birakilan her bir konsantrasyon
diizeyinde mikroniikleus olusum frekansini saptanmistir. Kontrol gruplarinin, pozitif

ve negatif grupla karsilagtirilmasiyla mikroniikleus olusum frekansinin arttigini tespit
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etmiglerdir. Sodyum hipokloritin LC 50 degerini 0,6343 mg/lt olarak
hesaplamiglardir. Sonuglar, sodyum hipokloritin Acanthalburnus microlepisde

genotoksik etkiye sahip oldugunu gdstermektedir [67].

Dumlupmar Cosgun, insan periferal kan lenfositleri iizerinde mikotoksin sitrininin
(CTN) genotoksik ve sitotoksik etkileri calismistir. Alti saghkli sigara igmeyen
bireyden (3 erkek ve 3 kadin) periferal kan ornekleri alinmis ve kiiltiire edilmistir.
Lenfosit kiltiirleri son 48 saat 10 mM, 20 mM, 40 mM, 60 mM, 80 mM, 100 mM
konsantrasyonlarda CTN, 0.1 mM konsantrasyonda mitomisin ¢ (pozitif kontrol) ve
absolu etanol ile muamele edilmistir. Sitokinezi durdurmak i¢in, kiiltiirlere 44. saatte
3 pg/ml son konsantrasyonda sitokalazin B (Cyt-B) eklenmis ve 72. saatte kiiltiirler
sonlandirilmistir. CTN, insan lenfositlerinde doza bagli olarak mikronukleus (MN)
frekansinda 6nemli bir artisa ve doza baglh olarak mitotik indeks (MI) oranlarinda
onemli bir azalmaya sebep olmustur. CTN’in, sitokinezi bloke edilmis lenfositlerde
60 mM, 80 mM, 100 mM konsantrasyonlarda MN olusumunu artirdigr bulunmustur
(p=0.014). Tim CTN konsantrasyonlari, biniikleer hiicrelerin oranlarinda ve MI
degerlerinde acik bir azalmaya yol agmistir (p=0.014). Bu sonuglar, kiiltiire edilmis
insan lenfositlerinde yiiksek konsantrasyonlardaki CTN’in genotoksik ve sitotoksik

olduguna isaret etmektedir [68].

Yavuz Kocaman tezinde tarimda artan bir hizla insektisid olarak kullanilan
acetamiprid (Acm) ve alpha-cypermethrin (A-cyp)’in tek basina ve karigim halinde
kullanildiklarinda insanlar i¢in genotoksik risk olusturup olusturmadiklarini, insan
periferal lenfositlerinde in vitro kardes kromatid degisimi (KKD), kromozom
anormalligi (KA) ve mikroniikleus (MN) testleri ile aragtirmistir. Hiicreler, 25, 30,
35, 40 pg/ml Acm’le; 5, 10, 15, 20 pg/ml A-cyp’le; tek baglarina ve bu
konsantrasyonlarin yarisi kadar konsantrasyonlarda bir araya getirilerek karisim
(Acm+A-cyp) halinde 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Bu ¢alismada, Acm'in biitiin
siire ve dozlarda KKD’ni, KA’ni, yliksek {i¢ dozda MN olusumunu istatistiksel
olarak 6nemli derecede arttirdigi; mitotik indeksi (MI) ve niikleus boliinme indeksini
(NBI) her iki siire ve tiim dozlarda, proliferasyon indeksini (PI) 24 saatlik muamele

icin 35, 40 pg/ml’de, 48 saatlik muamele i¢in 40 pg/ml’de 6nemli derecede
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diistirdiigii saptanmistir. A-cyp’nin biitiin siire ve konsantrasyonlarda KKD’ni, KA’ni
ve diisiik iki konsantrasyonda (15 ve 20 pg/ml A-cyp dozlarinda yeterli iki niikleuslu
hiicre bulunamamistir) ise MN olusumunu O6nemli derecede artirdigi; tiim
konsantrasyonlarda MI’i, NBI’'ni ve yiiksek i konsantrasyonda PI’'ni 6nemli
derecede diisiirdiigli saptanmistir. Acm+A-cyp karisim halinin ise insanlar i¢in ya
insektisidlerin tek baslarina muamele edilen kadar ya da daha fazla genotoksik

oldugu saptanmstir [69].

Yapilan calismalardan da anlasilacagi gibi Formik asit iizerine yapilan caligmalar
sirnirhidir. ilerde yapilacak ¢alismalar bu madde ile ¢alismak zorunda kalan ya da

besin katkilariyla bu maddeye maruz kalan kisilerde in-vivo olarak yapilmalidir.

Bu ¢aligsma ile formik asitin hiicre boliinme mekanizmalarin1 bozarak mikroniikleusa
ve hiicre Oliimiine (apoptoz ve nekroz) sebep oldugu insan lenfosit hiicreleri

kullanilarak gosterilmistir.
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