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OZET
Tamiflu’nun insan Periferal Lenfositlerinde Kromozomal Diizensizliklere Etkisi

Bu calismanin asil amaci; influenza (grip) tedavisinde kullanilan ve etken
maddesi ‘oseltamivir’ olan Tamiflu'nun insan periferal lenfositlerinde kromozomal

duzensizliklere etkisinin incelenmesidir.

Bu calismada 2 erkek ve 2 bayan toplam 4 saglikli bireyden alinan periferik kan
kaltard ile in vitro kosullarda galisiimistir. Olusturulan kontrol gruplari ve dozlar ilave

edilerek sonuglar sitogenetik agidan incelenmis ve degerlendirilmigtir.

Olusturulan gruplar 0,5ug/ml, 1ug/ml ve 2ug/ml olmak Uzere uU¢ doz grubudur.
Bu doz gruplarina ek olarak oseltamivirin solventi olan DMSO ve normal kontrol icin

iki adet kontrol grubu olusturulmustur.

Doz gruplarn 24 saat ve 48 saat olmak Uzere iki ayri sure kombinasyonu ile

uygulanmistir.

Calismada toplam 2000 metafaz incelenmistir. Doz miktarinin ve slre
uygulamasinin artisina bagli olarak kromozom duzensizliklerinde artis oldugu

gozlenmis ve bunlar kayit altina alinmigtir.(p<0.01)

Anahtar soézciikler: 1.Tamiflu 2.insan periferal kan lenfositi 3.Oseltamivir

4. Kromozomal duzensizlikler



SUMMARY
The Effect of TAMIFLU on Choromosomal Abnormality in Human Peripheral

Lymphocytes

The main aim of this study is to examine the effect of ‘tamiflu’ (of which active
ingredient is ‘oseltamivir and used in the treatment of influenza(flu)) on chromosomal

abnormality in human peripheral blood lymphocyte.

in this study peripheral blood, received from 2 men and 2 women, in total
4 healthy individuals. Then it was studied with this blood in ‘in vitro condition’. Adding
the formed control groups and dozes groups, results were analyzed and evaluated
from the cytogenetic perspective.

The formed groups are 0,5ug/ml, 1ug/ml and 2ug/ml, totaly 3 dose groups. In
addition to this dose groups, two control groups were formed for DMSO which is the

solvent of oseltamivir and for a normal control group.

Dose groups, were applied with a combination of two
separate time including 24 hours and 48 hours.

Totaly 2000 metaphases were examined in this study. Depending on the
increase in the amount of dose and time application increase was observed in

choromosomal abnormality and these were recorded.(p<0.01)

Key Words: 1.Tamiflu 2.Human peripheral blood lymphocyte 3.0seltamivir

4.Choromosomal abnormality



1.GiRIS

Gun gectikce degisen cevre kosullari ve bununla beraber bu degisime ayak
uydurmaya calisan bilim dunyasi eski c¢aglardan gunumuze surekli bir rekabet
icerisindedir. Fen ve saglik bilimlerindeki yeni buluslar ve gelismeler insanoglunun
hayatini daha kolay bir sekilde surdurmesini saglamig ve halledilemez gibi gorinen
birgok sorunun ¢6zimune yonelik pratik dneriler sunmustur. Bas edilemez hastaliklar,
blyUk salginlar, dogal felaketler ve sosyolojik sorunlarin gogu bilimin modern halini

almasi ile asilabilmis ve bunlarin birgodu korkulacak felaketler olmaktan ¢ikmistir.

Suphesiz saglik sektorindeki gelismeler bu asilamaz gibi goérinen sorunlarin
¢6zUmU konusunda c¢ok buylk ilerlemelerin 6ncusu olmus ve bilimin modern
standartlara kavusmasi konusunda engellerin ortadan kaldiriimasina ¢ok katki

sunmustur.

llag sanayi ve farmakolojideki gelismeler birgok hastaligin tedavisinde
ilerlemelere onculik etmis ve bu hastaliklarla micadelede etkin ¢ozim yollarinin
olusturuimasina zemin hazirlamistir. Gelisen ve surekli yenilenen ydntemler
sayesinde Kisinin kalitsal o6zelliklerine 6zgu ilag tedavisi yollarinin kapilari aralanmig

ve genetik konusunda ¢igir denilebilecek ilerlemeler yagsanmistir.

Genetik bilimi gegmis ¢aglardan glinimuize kadar hep merak konusu olmus ve
birgok bilim adaminin ilgisini ¢gekmistir. Bu ¢alismalar ve bulgular ¢ok eski tarihlere
kadar dayanmaktadir. Eski misirda hurma agacglarinin suni doéllenmesine kadar
dayanan bu bulgular genetik biliminin dnemini ve ne kadar eski oldugunu ortaya

koymaktadir.

“Genetik” terimi, cok degisik bicimlerde ve anlamlarda kullanilan bir sézcuktur.

Ama kalitim (“heredity”) ve degisimle (“variation”) ilgilenen bilim dalina genetik denir

(1).

Genetik kurallari, aslinda buginkl anlamlarinda tanimlanmadan ¢ok oOnceleri
kullaniimaya baslanmigtir. Hatta bu kullanimlar Hipokrates doneminden ¢ok eskilere
dayanmaktadir (1).



Fakat modern genetik; genetigin babasi olarak kabul edilen Gregor Mendel
(1822-1884) ve galismalari sonrasinda gercek huviyetine kavusmus ve tam anlamda

gelisim gostermisgtir.

Mendel ve diger pek ¢ok arastirmacinin deneyleri, canlilarin tim o6zelliklerinin
kusaktan kusaga “gen” adi verilen maddelerle tasindigini higbir kuskuya dismeyecek

bicimde gostermistir. (1)

Yeryuzinde ylzbinlerce canh tlrinin birbirinden farkli olmasini saglayan en
onemli faktor, tire 6zgl kromozom sayisi ve kromozomlar Gzerinde bulunan genlerin

sayI ve dizilislerindeki farkliliktir. (2)

Hucre nukleusunda bulunan hayatin ve canliigin sirrt DNA adi verilen genetik
materyalin yapisinda yer alan dort bazin (A,G,T,C) milyonlarca degisik dizilisinde ve

her dizilisin belirli bir boyutsal anlam ifade edisinde gizlidir. (3)

Tam bu veriler 1s1ginda genetik alaninda devasa ilerlemeler olmus ve cesitli
proje ve cgalismalarla bircok sakli bilgi agiga kavusturulmustur. Modern genetigin

insasl icin cok degisik yontem ve buluslar gelistiriimigstir.

1990 yilinda insan genom projesi i¢in zaman islemeye baslamistir. insan
genom projesinin iglemeye baglamasi ile mitokondrial DNA disinda boyutlari 80-300
milyon baz ¢ifti arasinda degisen 22 otozom ve 2 cinsiyet kromozomlarina dagiimig
bulunan 3.3 milyon civarindaki DNA baz haritasinin ¢ikariimasi ve gen dizilerinin
belirlenmesi amaclanmistir. insan genomunu olusturan 100.000 genden 1991 yili
sonuna kadar 5000 gen ¢ozumlenerek argivienmig, 1900 tanesinin bir kromozomla

ilgili oldugu varsayiimis ve 600 tanesi de klonlanmis olarak elde edilmigtir. (4)

Genom projesi, insan genomundan 175.000 baz ciftlik pargalar yapay bakteri
kromozomlar haline getirip bakterilerde c¢ogaltilarak gercgeklestiriimistir. Dizi
¢cozUmlemeleri yapildiktan sonra, pargalarin birbiriyle ortisen dizileri belirlenmis ve
her pargcanin 0Ozel enzimlerce kesilme profili kaydedilerek genomdaki yeri
saptanmigtir. Bu calismalarda otomatik DNA dizi analiz teknikleri ve bilgisayar

teknolojilerindeki hizli gelismelerin buyuk katkisi olmustur. (5)



Bunun yaninda gelisen teknikler sayesinde kromozomlar daha rahat bir sekilde
incelenebilmekte ve olusan aberasyonlarin tespiti daha kolay bir bi¢cimde
yapilabilmektedir. Cesitli haritalama ve klonlama teknikleri sayesinde kromozomlarin
ayri bant bolgelerinin incelenmesi ve sonuglarin degerlendiriimesi iglemleri basit bir

sekilde yapilmaktadir.

Fakat ilk basta da belirttigim gibi surekli bir rekabet igerisinde bulunan modern
bilim ve doga dengesi skalalari hep modern bilimden yana olmamistir. ilerlemeler
karsisinda doga ve bunun elemanlari olan gevresel, biyolojik ve fiziksel etmenler de
bu degisim karsinda tutunabilmek igin yeni saldiri ve yok etme metotlari gelistirerek
degisim gecirmiglerdir. Ornegin mevsimsel bir etki grafigine sahip Influenza (Grip) 21.
Yuzyilda insanhgin korkulu riyasi haline gelmis kus gribi (HS5N1) ve domuz gribi
(H1N1) formlari ile buylk korku ve panigin yaninda ekonomik olarak da Ulkeleri

buyuk zararlara ugratmigtir.

Geligen ve degisime ugrayan tehlikeler kargisinda insanoglu alternatif carelere
basvurma yoluna gitmis ve bunun sonucunda bazen bilingsiz bir sekilde uyguladigi
yontemleri tim yonlerini ile degerlendirememistir. Ornegin asiri dozda kullanilan
ilaglar cesitli sorunlari beraberinde getirmistir. Kullanilan bu ilaglar bir faktérin
zararina son verirken vicut dengesi Uzerinde olumsuz sonuglar dogurmus ve cesitli

harabiyetlere neden olmuslardir.

Molekuler ve gen diuzeyinde gerceklesen bu zararlar bireyin ileriki yasaminda
cesitli sorunlarin ortaya c¢ikmasina sebep olmaktadir. Bilingsiz ve asiri dozda
kullanilmasi halinde olugsan gen duzeyindeki tahribatlar bircok hastalik ve kalitsal
sorunun baslangic asamasini olusturmaktadir. Bu zararlar kromozom Kkiriklari,
delesyonlar, gaplar, duplikasyonlar ve degisik bicimdeki kromozom aberasyonlari
seklinde kendilerini gostermekte ve bireyin gen duzeyindeki yapi ve igleyis

mekanizmasi Uzerinde hasarlara sebep olmaktadir.

Tum bunlar g6z 6nunde bulunduruldugunda genetik bilimi ve farmakolojinin
hassas bir denge igerisinde oldugu gorulecek ve bu iki bilim dalinin birbiri ile olan
ince iligkisi goz 6nunde bulunduruimadan galismalarin yuratulmesi durumunda cgesitli

sorunlarin meydana gelebilecegi gorulecektir.



Influenza (grip) insanoglunun eski yillarindan beri maruz kaldigi hastaliklarin
basinda gelmektedir. Bilinen ilk pandemi 1510 yilina aittir. Bilinen en buyuk pandemi
ise 1918-1919 yillarinda gorulen yaklagik 20 milyon insanin 6lumine yol agan

ispanyol gribi (influenza A H1N1) olarak adlandirilan salgindir (6).

Tipik bir influenza doneminde dunya populasyonunun %10'undan fazlasinin
(yaklagik 600 milyon) gribe yakalandigi tahmin edilmektedir. Bireysel grip virlusu
enfeksiyonu diger solunum sistemi virislerinden kaynaklanan enfeksiyonlardan klinik
olarak ayirt edilmez. Solunum sistemi virUsleri arasinda influenza 6zellikle dikkat
cekmektedir. Cunku siklikla hem butin yas gruplarinda yiksek atesli solunum
hastaliginin salgin olarak ortaya ¢cikmasi hem de genel popullasyonda yuksek olum
oranina sahip olmasiyla 6nem tagimaktadir. Diger solunum virtsu enfeksiyonlarindan

farkl olarak influenza; asi ve antiviral ajanlarin kullanimiyla énlenebilir (7).

Influenza A, B ve C olmak Uzere U¢ temel tare ayrilir: Influenza A yaygin ve
tehlikeli olanidir. Hastaligin esas yatagi ordekler ve su kuslari arasinda olmasina
ragmen, insanlar ve diger kus ile memeli cinslerine de bulasmanin erken safhalari
yasanmaktadir. Diger insan patojenlerine kiyasla rekor bir hizla evrime ugramaktadir.
Influenza B Ozellikle ¢ocuklarin kis aylarinda yakalandiklari klasik gribe yol acar.

Influenza C ise yaygin olarak gorulen soguk alginhdinin sebebidir (6).

Mevsimsel gripten bagka bir grip tlrG olan kus gribi de yine insanlari (saglk ve
ekonomik ydnden) son derece olumsuz etkilemektedir. Hastalik Avian influenza ve
tavuk vebasi olarak da adlandirilmaktadir. Avian influenza virtslerinin (H5N1 tipi)
sebep oldugu kanatl hayvanlarin ¢ok bulasici ve oldurucu bir hastahgidir. Kus gribi,
kimes hayvanlarini daha ¢ok etkilemekle birlikte, butun kanath hayvanlarda ve

domuzlarda goraltr. Hastalik ayrica atlara, balina ve fok baligina da bulasabilir (8)

Influenza, son olarak ve ¢ok ciddi bir sekilde domuz (Swine) gribi formunda
karsimiza ¢ikmigtir. Domuz gribi, A (H1N1) tipi viristen kaynaklanan, insanlarda
hastaliga yol agan viral bir hastaliktir. Hastalik ilk kez Meksika ve ABD'de gorulmus
ve daha sonra birgok Ulkeye yayilmigtir. Bu virise "domuz gribi" denmesinin sebebi,
domuzlar arasinda gorulen grip viruslerine gok benzediginin gosterilmis olmasidir. Bu
yeni virls insan, domuz ve kus viruslerinin bir karigimidir. Domuz gribinin belirtileri,

insanlarda gorulen grip belirtilerine benzerdir. Bunlar: Ates, dksurtik, bogaz agrisi,



yaygin vucut agrisi, bas agrisi, isime ve yorgunluk gibi belirtileri icermektedir. Bazi

vakalarda kusma ve ishal de gorulebilmektedir (8).

Gribin Onlenebilmesi igin uygulanan yaklasimlardan biri olan antiviral ajan
kullanimi  ve bunlarin genotoksik etkileri bizim tez caligmasinin temelini
olusturmaktadir. Tedavide yaklasik olarak 4-5 cesit antiviral ajan kullaniimaktadir.
Bunlar; ribavirin (purin nikleosit analogu), amantadine (M2 iyon kanali inhibitora,
ticari adi; Symmetrel), rimantadine (M2 iyon kanal inhibitoru, ticari adi; Flumadine),
zanamivir (néraminidaz inhibitorl, ticari adi; Relenza) ve oseltamivir (néraminidaz
inhibitord, ticari adi; Tamiflu)'dir. Bu ajanlardan ribavirin influenza tedavisinde
kullaniliyor olsa da tedavide diger dordua kadar yaygin bir kullanim alani
bulamamistir. Bunlardan oseltamivir influenzanin énlenmesinde oldukga bilinen bir

Une sahip olani olup bu ¢alismada test maddesidir (7).

Gribe yonelik bir oral antiviral olan Tamiflu (Oseltamivir), ndraminidaz
inhibitorleri (NAI) diye adlandirilan bir ila¢ sinifinda yer almaktadir. Bu ilag grip
virisunun vuacut igerisinde yayilmasini engeller ve ¢alisma sisteminden dolayi, klinik
acidan ilgili olan batin grip suslarina aktif olacak sekilde tasarlanmistir. Tamiflu

hastaliktan korunmak ve gribi tedavi etmek tzere kullanilabilir (9).

iste tim bu bilgilere dayanarak Influenza giinimizde degisik mutasyonlar
gegirerek tum dinya igin dnemli bir tehlike arz etmektedir. Virasun etkilerine karsi
kullanilan ilaglarin dikkatli bir sekilde kullaniimasi bu yuzden ustinde durulmasi
gereken bir konudur. ilacin yan etkileri ve kromozomlar tizerindeki hasarlarinin tespit
edilmesi bu noktada devreye girmekte ve cok onem arz etmektedir. Fakat bunun
aksine ilacin yan etkilerini (6zellikle kromozom ve gen duzeyinde) arastiran fazla

calisma bulunmamaktadir.

Halbuki kromozom aberasyonlari bireyin bircok saglik sorunlari ile
karsilasmasina ve bunun oOtesinde dogacak nesillerin de bu sorunlardan
etkilenmesine sebebiyet vermektedir. Tum bu nedenlerden dolay! piyasada bu tar
aberasyonlara sebep olan ilaglarin etkileri iyi arastirimali ve gerekli Onlemler

alinmaldir.



Bu ¢alismanin genel amaci grip (influenza) hastaliginda kullanilan oseltamivirin
ticari formu olan “TAMIFLU” ilacinin kromozom aberasyonu uzerindeki etkisinin
arastirilmasidir. Yaygin olarak kullanilan ilacin kromozom duzensizlikleri Gzerindeki
etki derecesi incelenerek, olusabilecek olasi kusur ve hasarlar saptanacaktir.
Aragtirmanin asil amaci bu etkilerin tespiti ve ¢ozime yonelik sonuglarin ortaya

konmasina yardimci olmaktir.



2.GENEL BILGILER
2.1.KONUYLA iLGILi ESKi CALISMALAR

Bu calismada kullanilan oseltamivirin etken maddesi oldugu Tamiflu viral
noraminidaz inhibitori grubuna girmektedir. Influenza vakalarinda siklikla kullanilan
etken maddenin diger esdegerleri (ribavirin, amantadine, rimantadine, zanamivir)
hakkinda g¢alismalar mevcutken oseltamivirin etkilerini inceleyen arastirma sayisi ¢ok

az hatta yok denecek sayidadir.

Yapilan literatir taramasinda; antiviral ajanlarin genotoksik ve sitotoksik
etkilerini arastiran onlarca c¢alismaya ulasiimasina ragmen influenzaya Kkarsi
kullanilanlarla ilgili yapilmis genotoksisite ve sitotoksisite ¢alismalari sadece ribavirin

ile ilgili olanlardir (7).

Oseltamivir ile ilgili en kapsamh c¢alismanin “Tamiflu'nun insan periferal
lenfositlerinde in vitro genotoksik ve sitotoksik etkileri” (7) konulu tez oldugu
gorulmustur. Bu calisma oseltamivir maddesinin etkilerini biraz daha aciga
kavusturmustur. Oseltamivirin ticari formu olan Tamiflu ile in vitro periferal insan
lenfositleri ile yapilan ¢alisma genotoksisite ve sitotoksisite ¢alismalari konusunda

onemli bir boslugu doldurmustur.

2.2.0SELTAMIVIR HAKKINDA GENEL BILGILER

Oseltamivir (Tamiflu) Gilead Sciences (ABD) firmasina ait GS 4104 ile aynidir.
Bu ilag prodrog (etilester) olarak agizdan verildiginde iyi emilir. Organizmada
enzimatik etki ile etkin madde olan Ro 64-0802 (GS 4071)'e donuslur. Bu madde,
influenza A ve B néraminidazin kompetatif inhibitért (bir sialik asit analogu) olup tim

insan influenza virls suslarina etkilidir (10).

Hurt ve ark. (2009) H274Y néraminidaz mutasyonunun oseltamivirin etkinligini
azalttigini (yabani tip ile kargilastirildiginda 900 ila 2500 kat) belirtmislerdir. Bununla
birlikte cift H274Y/1222M néraminidaz mutasyonunun diren¢ Uzerine daha fazla bir
etkisi oldugunu aciklamislardir, buradaki hassasiyet azalmasi yabani tip ile
karsilastirildiginda 8000 kata kadar c¢ikabileceg@ini rapor etmislerdir. Bu ¢alismayla
neredeyse es zamanl olarak "Amerikan Hastallk Kontrol ve Koruma Merkezi"

(Centers for Disease Control and Prevention (CDC)) 2009 verilerine gore
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oseltamivirle tedavi edilen ileri seviyede immunosupresyona sahip HINZ1'li iki hastada
antiviral tedaviye karsi bir direng gelisimi oldugu bildirilmigtir. Her iki hastadan elde
edilen viral RNA'sinin dizilenmesi sonucunda ndéraminidazlarinin 275. pozisyonunda

(H275Y) histidin-tirozin degisim mutasyonu tespit edilmigstir (11).

A

Sekil-1: Oseltamivirin genel formald.

== H PO

2.3.KROMOZOMLAR HAKKINDA GENEL BILGILER

Bir kusaktan digerine aktarilan kalitsal birimlere gen adi verilir. Genler DNA
sarmali boyunca siralanmigtir. DNA proteini matriksle birleserek nukleoprotein
bicimini alir ve hlcre ¢ekirdeginde kendine 6zgu bir boyanma yapisi kazanir ki buna

kromozom adi verilir (1).

1877'de Walter Fleming hulicre c¢ekirdegi igcinde kromozomlari tanimlamis ve
1903'de Sutton ve Boveri Mendelin s6z ettigi "kalitsal 6geler"in  -bugunku

bilgilerimizle genlerin- kromozomlar tzerinde yer aldigini gostermislerdir (12).

1905'de insanda cinsiyet kromozomlari ayirt edilmis ama tum bu gelismelere
karsin 1956'ya dek insan kromozom sayisinin 48 olduguna inaniimistir. 1956'da Tjio
ve Levan'in bu saylyi 46 olarak belirlemesi, insan sitogenetiginde énemli bir donum

noktasi olmustur (13).



Tijo ve Levan'in 1956 yilinda insan kromozomlarinin tam sayisini(2n=46) ortaya
koymasindan sonra tanimlanan kromozom hastaliklarinin sayisinda belirgin bir artma
gorulmustar. 1971'de Paris'te yapilan toplantilarda kabul edilen ilkelere gore Denver
Klasifikasyonu gelistiriimis ve insan kromozomlari standardizasyona tabi tutularak

ortak adlandirma sistemi kabul edilmistir (14)

Kromozomlar bulunmasi ve sonrasinda meydana gelen genetik ilerlemeler
sayesinde kalitsal verilerin kusaktan kusaga aktariimasi konusu dengeli bir dizeye

oturtulmus ve daha sistemli bir bilim dalinin olusturulmasi saglanmistir.

2.3.1.Kromozomlarin Morfolojik Ozellikleri

Bilindigi gibi, insanda 46 tane kromozom bulunmaktadir. Bunlardan 44 tanesi
otozomal kromozomlar ve bunlarin Uzerindeki genler de otozomal genlerdir. Kadinda
(XX), erkekte (XY) bigiminde bulunan diger 2 kromozoma, cinsiyet (seks)
kromozomlari ya da gonozom, bunlarda bulunan genlere de gonozomal genler adi
verilir (15).

Kromozomlar, 1sik mikroskobu kullanilarak mitoz bélinmenin metafaz evresinde
incelenirler. insan somatik hicrelerinde bulunan 46 kromozom 23 ciftten olusur. Bu
23 ciftin 22'si erkeklerde de kadinlarda da benzerdir ve bu kromozomlar, otozomal
kromozom olarak isimlendirilirler. Her bir kromozom ciftinin Uyeleri, homolog olarak

adlandirilir ve birbirlerine uyan genetik sifre tasirlar (16)

Bir genomun molekuler disseksiyonu belirli bir koordinat sistemine uygun olarak
gelistirilmis isaretler arasi iligkiyi belirleyen haritalarla DNA organizasyonunu gosteren
haritalarin yapimini kapsar. DNA'nin organizasyonunu gosteren ucg tip harita vardir
(Sitogenetik, Fiziksel ve Genetik haritalar) (17).

Sitogenetik haritalar:  Sitogenetik haritalar kromozoma mikroskopla
bakildiginda goértlen goéruntulerdir. Her biri 1 ile 5 milyon baz cifti iceren ve
kromozoma &zgu goéruntl veren, degdisik tonda boyanan bdlgelerin (bantlar)

gorunumu ozellikle 6nemlidir(17,18,19)

Bu haritalama tipinde agirlikli olarak G-bantlama tipi yapiimaktadir. Tripsin ile
on muamele edilmis lam Uzerine yayili kromozomlar giemsa ile boyanmaktadir. Bu

bantlama yonteminde U¢ o6nemli faktdér géz oOnlnde bulundurulmaktadir. Bunlar
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kromozom uzunlugu, sentromer konumu ve bant bdlgelerinin dagihmidir. Bunlarin
digsinda R-bantlama kinakrin boya ve floresan mikroskopi yontemi ile yapilirken, G-

bantlama yoluyla boyanmayan bolgeler gézlemlenebilmektedir.

Fiziksel haritalar: DNA molekullerinin kendilerine 6zgl restriksiyon enzimleri
sayesinde belirli bdlgelerden kesilmesi ile olusturulan DNA haritalaridir. Spesifik
restriksiyon enzimleri sayesinde belirli ve istenilen bolgelerden kesilen dizilerin eldesi
saglanmakta ve saflastinimaktadir. En c¢ok kullanildigi alan rekombinant DNA
teknolojileridir. Her bir DNA kismini kendine 6zgu noktalardan kesen yuzlerce

restriksiyon enziminin varhigi bu haritalanma tipinin igleyigini kolaylagtirmaktadir.

Genetik haritalar: Baglanti haritalar olarak da bilinen genetik haritalar belirli
bir DNA araliginda genetik isaretlerin konumlarini yansitir. isaretlerin araliklari fiziksel
uzakliklardan ¢ok kalitsal 6zelliklere dayandigindan fiziksel ve sitogenetik haritalara
gbére daha soyuttur. isaretler arasi mesafe fiziksel uzakliktan cok kalitsal 6zelliklere
dayanir. iki homolog kromozom parcasinin birbirinden ayirt ediimesinde ve bir

kusaktan sonraki kusaga aktariimasini izlemekte kullanilir (14,17,19,20).

Her kromozom ciftinin bir Uyesi babadan, digeri ise anneden gelir. Bilinen bir
insan hulcresinin kromozomlari en iyi, mitozun metafaz ve prometafaz evresinde
analiz edilirler. Bu dodnemlerde mikroskop altindaki kromozomlar, sentromerde
birlesmis 2 kromatidden olusmus olarak gorultrler. Her kromatid ¢ift sarmalli bir DNA

icermektedir (1).
Normal bir kromozomda gdzlenen morfolojik yapilar sunlardir.

1. Sentromer: Boyalarla muamele edildiginde en soluk boya alan kesimdir.
Bolinme sirasinda ig ipliklerine tutunmayi saglayan bu yapilar her kromozomda bir
adettir. Kromozomlar sentromer konumlarina gére 3 gruba (insanlarda) ayrilirlar.
Bunun disinda diger canhlarda bir sekli daha (telosentrik) mevcut olup diger sekildeki

konumlari normal sayllmamaktadir.

a) Metasentrik (Median) Kromozom: Sentromeri ortada ve iki kolu birbirine

esit olan kromozomlar.

b) Submetasentrik (Submedian) Kromozom: Sentromerleri merkezden uzak

ve iki kolu birbirine esit olmayan kromozomlar.
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c) Akrosentrik Kromozom: Sentromeri kromozomun bir ucuna ¢ok yakin olan

kromozomlar.

2. Satelit (Uydu): Belirli kimi kromozomlarin kisa kollarina ince bir sap ile
baglanan yuvarlak digme bigimindeki kromatin materyalidir. D (13 - 15) ve G (21 -
22) grubu kromozomlarinin timuanin kisa kollarinda bir satellit bulunur. Nukleolus ile

ilgili oldugu dusunulmektedir.

3. Sekonder Darlik: Sentromerin aksine tUm kromozomlarda goérilmeyen bir
olusumdur. Ozellikle 1, 3, 9 ve 16 numarali kromozomlarda gorilir. Bazen sik
olmamakla birlikte 6 ve 11 nolu kromozomlarda da gorilebilmektedir. Sentromerden
daha acgik boyanirlar. Kromozomlarin uzun kolunda olup sentromere bitigiktirler ve

uzunluklari farkhhklar gostermektedir.

2.3.2.Kromozom Terminolojisi
Hucrelerdeki kromozomlarin homologlari ile eslegtirilip bir araya getirilmesi ve
siralanmasi iglemine karyotip denir. Karyotipler turlere 6zgl olup degisik turler

arasinda farklilik gostermektedir.

insan kromozom sayisinin 2n=46 oldugu kesin olarak ortaya konduktan sonra
yayinlarin karigikhidini gidermek igin kromozomlarin belirli bir sira ve sisteme gore

duzenlenmesi zorunlu hale gelmigtir.

Bundan dolay! bulgular standartlastirmak ve belli ilkeleri saptamak igin 1960
yilinda Denver'de (A.B.D) genetikgilerin ilk uluslararasi toplantisi yapiimistir. Bu
toplantida kabul edilen sisteme “Denver Sistemi” ya da “Denver Klasifikasyonu”
denmigtir. Daha sonraki yillarda yapilan toplantilarla bu klasifikasyon gelistirilmistir
(22).

Daha sonralari belirli araliklarla uluslararasi toplantilar (1963-Londra, 1968-

Chicago, 1971-Paris) yapilmis ve bu konuda birgok karara variimistir.

Batdn bu toplantilar sonrasinda Denver klasifikasyonu gelistirilerek standart bir
karyotip ortaya konmustur. Bugun kullandigimiz sistem ise son seklini “An
International System for Human Cytogenetic Nomenclature” adiyla 1995 yilinda

almigtir.
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Buna gore insanda 22 c¢ift otozomal kromozom; digide iki tane X kromozom
erkekte ise bir X ve bir de Y kromozomu bulunur. Karyotip yazilirken virgilden 6nce
kromozom sayisi, virgllden sonra cinsiyet ve yapisal degisiklikler belirtilir (46,XX
veya 46,XY gibi). Karyotipte cinsiyet kromozomlarinin yeri, 22 ¢ift otozomal

kromozomdan sonradir (22).

22 cift otozom kromozomlari yedi gruba ayrilmaktadir (A, B, C, D, E, F, G).
Cinsiyet kromozomlari disindaki kromozomlar en buyukten baglamak Uzere 1 - 22
arasinda numaralandiriimaktadir. Grup A'da sentromerleri ortaya yakin en buyik ¢
metasentrik kromozom cifti, Grup B'de sentromer uca hafif yaklasmis en buylk iki
submetasentrik, grup C'de daha kuguk yedi ¢ift submetasentrik kromozom, Grup D'de
sentromeri uca iyice yaklasmis Ug c¢ift akrosentrik kromozom, Grup E'de biri klguk
metasentrik, diger iki ¢ifti kiglk submetasentrik Gg¢ ¢ift kromozom, Grup F'de iki gift
ki¢ciuk metasentrik kromozom ve Grup G'de ise ¢ok kigluk iki ¢ift akrosentrik
kromozom bulunur. X kromozomu C grubu kromozomlarina benzer, Y ise G grubu

kromozomlarina benzer (1).
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Sekil 2: Denver kalsifikasyonuna gore normal bir erkek birey kromozom karyotipi
(16)
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2.3.3.Kromozom Anomalileri

A- Sayisal Kromozom Anomalileri
I. Oploidi (Euploidy): Hiicrelerdeki kromozom sayisinin (n = 23) tam kati

kadar artis veya azalmalardir.

a) Triploidi: Mevcut temel kromozom sayisinin U¢ kat oraninda
artmasidir (3n = 69).

b) Tetraploidi: Temel kromozom sayisinin dort kat oraninda artmasidir.

c) Endoreduplikasyon: Sitoplazma bolinmesinin gergeklesmemesi
nedeniyle kendi kati kadar artmig kromozomlarin ikiser kromatidli

kromozom ciftleri halinde olmasidir.

d) Yiksek Poliploidiler: Karyotipte 4n'den daha fazla kromozom

bulunmasidir.

Il. Anoploidi: Temel kromozom sayisinin katlari kadar olmayan artma ya da
eksilmelerdir. Andploidi, poliploidiye gore daha sik ortaya c¢ikar ve

kromozomal sendromlarin buyuk bir b6luminde gozlenen duzensizliktir.
a) Hiperploidi: 2n + 1 ve 2n + 2 gibi kromozom sayisindaki artmalardir.

b) Hipoploidi: 2n - 1 ve 2n - 2 seklindeki kromozom sayisindaki

azalmalardir.

B-Yapisal Kromozom Anomalileri

Yapisal anlamda meydana gelen anomaliler c¢esitli sebeplerden
kaynakli olabilmektedir. In vitro c¢alismalar, iyonize radyasyonun, viral
enfeksiyonlarin ve mutajenik kimyasal ajanlarin kromozom kiriklarina neden
olduklarini gdstermigtir. Meydana gelen bu duzensizlikler kromozomun
yapisiyla ilgili olup kalitsal materyalin korunup korunmamasina gére dengeli

veya dengesiz olabilmektedir.

14



1) Artma (Duplikasyon): Homolog olan ya da olmayan iki kromozomdan

birinden kopan bir parganin diger kromozoma eklenmesidir.

2) inversiyon (Ters dénme): Bir kromozomun gesitli nedenlerden dolay!
iki yerinden darbe almasi ve darbe alan bu parcanin kaybolmadan 180

derece donerek eski yerinde tutunmasi durumudur.

3) Gap (Aralik): Kromozomun herhangi bir bdlgesinde, kromatidin enini

gecmeyen ve kromozom ekseninden sapmis, boya almayan bir bolgenin

gorulmesidir.
a) Kromatid gap: Gap'in kromozomun bir kromatidinde
gorulmesidir.
b) izokromatid gap: Gap'in kromozomun her iki kromatidinde
gorulmesidir.
C) Sentromerik gap: Gap’in sentromer bodlgesinde gorulmesidir
(23).

4) Sentromersiz kromozom: (asentrik kromozom, asentrik fragment)

Birbirine paralel duran, sentromerleri gorinmeyen ya da bulunmayan

kromozomlardir.

5) Kink: Kromozomun herhangi bir bolgesinde, bir kromatid enini asan

ve kromozom ekseninden sapan boyanmamig bolgelere denir.

a) Kromatid kimrigi: Kirik olarak deg@erlendirilen duzensizligin

kromozomun bir kromatidinde gorulmesidir.

b) izokromatid kink: Kirik olarak belirtilen bozuklugun,

kromozomun her iki kromatidinde ve es kesimlerinde gorulmesidir.

6) iki sentromerli kromozom (disentrik): Kromozomda bir yerine iki

sentromerin bulunmasidir.

7) Yer Degistirme (Translokasyon): Kromozom materyalinin,

kromozomlar arasindaki degisimidir. Her iki kromozomda kiriklarin olusmasi
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ve genellikle normalin diginda yeniden bir dizenleme sonucu tamir edilmesi

ile olusurlar.

8) Pulverizasyon: Metafaz plagindaki kromozomlarin birgogunun

parcalanip, bireysel olarak taninmaz hale gelmesi (23).

9) Eksilme (Delesyon): Bir kirllma veya kopma sonucu kromozomun

kUguk bir parcasinin ayrilmasidir.

10) Ha¢ kromozomu (Quadriradial): Buyik ve kiglk submetasentrik

kromozomlarin, kollarinin yan yana gelerek hag seklini almasidir.
11)  Fragment: Kopmus kromatid parcalaridir.

12) Minik kromozom (minute): Sentromersiz kromozomlardan daha
klguk kromatid ciftleridir. Gértnuslerinden dolayr kromozom ya da kromatin

damlacigi olarak tanimlanirlar.

13)  Halka kromozom (yiiziik, ring): Kromozomun iki ucunun birleserek

yuzuk gérunumu olusturmasidir.

14)  Yapigkanlhk: Kromozomlarin yigin haline gelmesidir. Genellikle

topaklanma seklinde kendini gdsterir.

15)  Satellit assosiasyonu: Buyuk ve kuguk akrosentrik kromozomlarin
metafaz plaklarinda beklenenden daha sik olmak Uzere kisa kollarindaki
uydulari birbirine ¢evirmis bicimde bir araya gelerek rozet bicimimde

toplanmalaridir. Olusan yapi yonca yapragini andirir.

16)  iri satellitler: D ve G. Grubu kromozomlardaki satellitlerin normalden

blayUk gorulmeleridir.

17) Sentromer bolinmesinde  asenkroni:  Sentromerlerin  ayni

zamanda bolunmemesidir(1,22,23).
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3.MATERYAL VE METOD

Bu galismada 25 yasinda iki erkek ile iki bayan bireyden alinan periferik
kanlar degerlendirilmigtir. Lenfosit kiltlrt igin alinan kan drnekleri alinmadan
once bireylerin son alti ay icerisinde ila¢ almadigi ve sigara kullanmadigina
dikkat edilmistir. Bireyler kromozomal yonden hig¢bir kusura sahip olmayip

tamamen saglikl bireylerdir.

3.1.MATERYAL

3.1.1.Kullanilan Kimyasal Maddeler Ve Deney Ekipmanlari
3.1.1.1.Kullandan Kimyasal Maddeler

3.1.1.1.1.Tamiflu

Roche 1996 yilinda, Gilead firmasindan bu ilaci gelistirmek ve
pazarlamak igin batin haklarini satin almigtir. Tamiflu 1999/2000 yillarinda
Kuzey Amerika'da (ABD ve Kanada'da) ve isvicre'de eczanelerde satiimaya
baslanmigtir. Batln kilit Avrupa pazarlarinda 2002/2003'te sunulmustur. Otuz
u¢c milyondan fazla hasta, Amerika Birlesik Devletleri, Japonya, Kanada,
Avustralya, AB, Isvigre ve Latin Amerika dahil olmak Uzere, diinyanin dért bir
yaninda yaklasik 80 tlkede Tamiflu ile tedavi edilmistir (9).

Tamiflu Gretim sdrecinin baslangic malzemesi olan sikimik asit, yildiz
anasondan elde edilmektedir. Anasondan elde edilen 6zun yani sira, Roche
ayrica sikimik asit Uretmek Uzere bir fermantasyon sureci de gelistirmigtir.
Tamiflu'nun Uretimi karmasiktir ve bazilari komplike olarak nitelendirilebilecek
10 ana adimdan olugmaktadir. Butun maddeler temin edildigi zaman uretim
yaklasik 6-8 ay surer, ancak ise sifirdan baslayan herhangi bir taraf icin

Tamiflu Uretilmesi 2-3 yil surebilir (9).

A-Tamiflu’nun etki mekanizmasi
Tamiflu'nun etken maddesi oseltamivir fosfatin oral uygulanmasindan

sonra, mide ve barsak kanalindan hizla emilir ve ¢ogunlukla karacigerde
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bulunan hepatik esterazlarla aktif metabolit olan oseltamivir karboksilata
donustaraldr.  Uygulanan doz sonrasi  aktif metabolitin  plazma
konsantrasyonlari 30 dakika iginde olgulebilir duzeye, 2-3 saat icinde ise
yaklagik maksimum dizeye ulasir. Oral dozun en az % 75'i aktif metabolit
olarak dolagim sistemine girer. Aktif metabolit ileri metabolizasyona ugramaz
ve idrarla elimine edilir. Oseltamivir fosfat, influenza virGsinin néraminidaz
enzimlerinin etkili ve selektif bir inhibitdrl olan oseltamivir karboksilatin (OK)
on ilacidir. Viral néraminidaz enzimi, hem enfekte olmamis hicrelere viral
giris icin hem de yeni olugsmus virus partikullerinin enfekte olmus hicrelerden
salinimi ve bulagici virGsun vicutta daha fazla yayilmasinda onemlidir.
Oseltamivir karboksilat, influenza A ve B virlslerinin néraminidaz enzimlerini
bloke eder (9).

B- Tamiflu’nun kullanim sekli

influenza tedavisi icin standart doz influenza semptomlarinin gérildigi
ilk veya ikinci gunde tedaviye baslanmalidir.

Yetigkinler ve adolesanlar (ergenlik caginda olan bireyler): Yetigkinler
ve >13 yasindaki adolesanlarda tavsiye edilen doz, 5 glin boyunca gunde iki
kez 75 mg kapsuldur. Cocuklar, tavsiye edilen Tamiflu sispansiyon dozlarina
alternatif olarak kapsul yutmada zorluk cekmeyen >40 kg agirhigindaki veya
>8 yasindaki ¢ocuklar da, gunde iki kez 75 mg kapsul ile tedavi edilebilirler.
>1 vyasindaki cocuklar icin 5 gun sure ile tavsiye edilen oral Tamiflu
suspansiyon dozu: <15 kg i¢in gunde iki kez 30 mg, >15 - 23 kg igin gunde iki
kez 45 mg, 23 - 40 kg i¢in gunde iki kez 60 mg, >40 kg icin ginde iki kez 75
mg.

Influenzanin dnlenmesi igin standart doz: Yetigkinler ve adolesanlara,
enfekte kisilerle yakin temasi takiben, influenzanin onlenmesi igin tavsiye
edilen oral Tamiflu dozu on gun boyunca, glinde bir kez 75 mg'dir. Yakin
temas sonrasi iki giin iginde tedaviye baslanmalidir. influenza salgini
sirasinda influenza etkisini 6nlemek icin tavsiye edilen doz gunluk 75 mg'dir.
Alti haftalik sure igerisinde Tamiflu'nun guvenilirlik ve etkinligi kanitlanmstir.

Cocuklar, tavsiye edilen Tamiflu suspansiyon dozlarina alternatif olarak
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kapsul yutmada zorluk cekmeyen >40 kg agirligindaki cocuklar, profilaktik
(tedavi edici) olarak on gun boyunca, gunde bir kez 75 mg kapsul alabilirler.
>1 yasindaki ¢ocuklarin tedavi edici olarak kullanilabilecekleri

Tamiflu stispansiyon dozu: <15 kg i¢in ginde bir kez 30 mg, >15 - 23 kg
icin gunde bir kez 45 mg, 23 - 40 kg igin guinde bir kez 60 mg, >40 kg icin
gunde bir kez 75 mg'dir (9).

C-Tamiflu’nun prospektus bilgileri
Bir kapslul, 75 mg oseltamivire esdeger miktarda 98.5 mg oseltamivir

fosfat igerir.

Farmakolojik Ozellikleri:

Farmakodinamik ozellikler Oseltamivir fosfat, aktif metabolitin 6n
ilacidir. Oseltamivir fosfat, enfekte olmus hlcrelerden virGsin salinimini

inhibe ederek influenza A ve B virUslerinin vicuda yayilimini azaltir.
Yetiskinlerde influenza tedavisi:

Tamiflu alan influenza hastalarinda hastaligin siddeti plaseboya gore
%38 azalmigtir. Ayrica Tamiflu saglikl geng yetigkinlerde antibiyotik tedavisi
gerektiren influenzaya bagli komplikasyonlarin (bronsit, pnémoni, sintzit ve

otitis media) gorulme sikligini %50 oraninda azaltmigtir.
Cocuklarda influenza tedavisi:

Tamiflu alan gocuklarda akut otitis media gelisme orani %40 azalmistir
ve Tamiflu alan ¢ocuklar plasebo alanlara gére 2 giin 6nce normal saglik ve

aktivitelerine donmuslerdir.
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Yetigkin ve adolesanlarda influenza profilaksisi ile ilgili galigmalar:

Yetigkin ve adolesanlarda aile i¢inde temas sonucu olusan influenzada
semptomlarin ortaya ¢ikmasindan sonraki 2 gun i¢cinde Tamiflu baslanmis ve
7 gun boyunca devam edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda, temasa bagli olarak

olusan influenza hastaliginin gorilme sikhgr %92 oraninda azalmistir.

Farmakokinetik Ozellikler:
Emilim:

Oseltamivir fosfat, oral uygulamadan sonra, mide-barsak kanalindan
hizla emilir ve ¢ogunlukla hepatik esterazlarla aktif metabolite donasturaltr

. Oral dozun en az %75'i, aktif metabolit olarak sistemik dolagima girer.
Eliminasyon:

Cogu vakada aktif metabolitin plazmadaki yarilanma suresi 6-10 saattir.

Aktif madde renal yolla tamamen (>%99) elimine edilir.
Ozel Poplilasyonlarda Farmakokinetik:

Kreatinin klerensi 10-30 mL/dak olan hastalarda, Tamiflu dozunun 5
gln boyunca gunde bir kez 75 mg'a dusurilmesi 6nerilmektedir. Karaciger
bozuklugu olan hastalar ve yasl hastalarda doz ayarlamasina gerek yoktur. 2
mg/kg'lik doz verilen gocuklarda 75 mg'lik (yaklasik 1 mg/kg) tek kapsul alan
yetiskinlerle karsilastirilabilir oseltamivir karboksilat konsantrasyonlari
g6zlenmistir. 12 yasin Ustindeki ¢ocuklarda oseltamivirin farmakokinetigi,
yetigkinlerde gozlenen ile benzerdir. 1 yasin altindaki ¢ocuklarda, Tamiflu'nun

guvenilirligi ve etkinligi saptanmamistir.
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Endikasyonlarr,
* Tamiflu, yetigkinlerde ve 1 yasindaki ¢ocuklarda influenza tedavisinde
endikedir.

Tamiflu, yetiskinlerde ve 13 vyasindaki adolesanlarda influenza

profilaksisinde endikedir

Kontrendikasyonlari:

Oseltamivir fosfat veya ilacin igerdigi maddelerin herhangi birine kargi

asiri duyarhligi oldugu bilinen kigilerde kontrendikedir.

Uyarilar/Onlemler:

Tamiflu'nun influenza A ve B virtsleri disinda, diger ajanlarin neden
oldugu hastaliklarda etkili olduguna dair bir veri bulunmamaktadir.
influenzanin tedavisi ve profilaksisi sirasinda doz ayarlamasi, kreatinin
klerensi 30 mL/dak olan hastalar igin énerilmektedir. Rutin hemodiyaliz ve
surekli peritoneal diyaliz tedavisi goren, son evre renal hastaligi olan kigiler

ve kreatinin klerensi 10 mL/dak olan hastalar igin tavsiye edilen bir doz yoktur
Gebelik ve Emzirme Déneminde Kullanimi:

Tamiflu gebelik ve emzirme doneminde, ilacin gebe kadina veya
emziren anneye saglayacagi potansiyel yararin, fetis veya bebek tzerindeki

potansiyel riskten fazla oldugu durumlarda kullaniimalidir.
Yan Etkiler / Advers Etkiler:

En sik bildirilen yan etkiler bulanti ve kusmadir. Bu etkiler gecicidir.
Yetigkinlerde yapilan faz Il calismalarda, Tamiflu alan hastalarda, plasebo
alan hastalara gore nedene bagl olmaksizin daha sik meydana gelen advers

olaylar; bulanti, kusma, bronsit, uykusuzluk ve bas dénmesidir.
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llag Etkilesmeleri:

Farmakolojik ve farmakokinetik calismalardan edinilen bilgilere gore,
oseltamivir fosfatla klinik olarak anlamli ilag etkilesimleri gérilme olasiligi

azdir.
Kullanim Sekli ve Dozu:

Tamiflu tek bagina veya yiyeceklerle birlikte alinabilir, ancak
yiyeceklerle birlikte alinmasi bazi hastalarda toleransi artirabilir. Doktor
tarafindan baska sekilde tavsiye edilmedigi takdirde; influenza tedavisi igin
standart doz: Influenza semptomlarinin gorildugu ilk veya ikinci gunde

tedaviye baglanmalidir.

- Yetigkinler ve adolesanlar: Yetigkinler ve 13 yasindaki adolesanlarda

tavsiye edilen doz, 5 gun boyunca gunde iki kez 75 mg kapsuldar.

- Cocuklar: Kapsul yutmada zorluk cekmeyen 40 kg agirhdindaki veya 8

yasindaki gocuklar, ginde iki kez 75 mg kapsul ile tedavi edilebilirler.
- influenza profilaksisi i¢in standart doz:

Enfekte kisilerle yakin temasi takiben iki gin icinde tedaviye

baslanmalidir.

influenzanin profilaksisi igin tavsiye edilen oral Tamiflu dozu; en az yedi
gln boyunca, gunde bir kez 75 mg'dir. Toplumda gorulen influenza salgini
sirasinda profilaksi icin tavsiye edilen doz gunlik 75 mg'dir. Alti haftalik sire

icerisinde Tamiflu'nun gavenilirlik ve etkinligi kanitlanmistir.
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Doz Asimi:

Akut doz asiminda kusma veya kusma olmadan bulanti gorulebilir.
Tamiflu'nun tek doz seklinde 1000 mg'a kadar verilen dozlarinin, bulanti

ve/veya kusma gorulmeksizin iyi tolere edildigi gorulmustar.
Ticari Sekli:

Tamiflu 75 mg kapsul, 10 adet, blisterde. KDV dahil perakende satis
fiyati 30 TL.(Haziran 2011)® Tescilli marka.

Ruhsat Sahibinin isim ve Adresi: Roche Miistahzarlari Sanayi Anonim

Sirketi, Levent, istanbul
Uretim Yeri: F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel, isvicre

Ruhsat Tarihi ve Numarasi: 18.09.2003-114/70 Recete ile satilir (9)
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Ruhsat Numarasi: 18.09.2003-114/70
Uretim yeri: F. Hoffman-La Roche Ltd., Basel,isvigre

Q
B -
=

o
=—I

Sekil-3: Tamiflu'nun acik ve 3D formulu
Kimyasal Adi: (3R,4R, 5 S)-4-Asetilamino-5-amino-3 -(1 -etilpropoksi)-1-

siklohekzene-1-karboksilik asid etil ester
CAS No: 204255-11-8
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3.1.1.1.2. Dimethyl Sulfoxide (DMSO)

Bu calismada DMSO Tamiflu'nun solventi olarak kullaniimistir. DMSO
molekller ve kromozomal analizlerde daha onceki c¢alismalarda da
kullaniimakta olup higbir toksik etkisi saptanmamistir. (24).

Kimyasal adi: Dimethyl Sulfoxide

Kapali formiili: C,HSO veya (CH3),SO

Acik formiilu:

S

H3C/ \CH3

Sekil-4: Dimethyl Sulfoxide (DMSO) agik ve 3D formalu.

Molekiil agirhgi: 78.13
Yogunlugu: 1,1 g/cm?®
Kaynama noktasi: 189 °C
Erime noktasi: 16-19 C
Saflik duizeyi: > %99,9
CAS No: 67-68-5

25


http://en.wikipedia.org/wiki/Deuterated_DMSO

3.1.1.1.3. Kullanilan diger kimyasal maddeler

A.

I 6 mmOo O

J
K
L
M
N
O
P.
Q
R
S
T
U

BIO - AMF - 2 (Biological Industries
812589) (Contains L-Glutamine
&Antibiotics)

F 10 (HAM) Nutrient Mixture (Biological Industries 752348) (With L-
Glutamine)

Fetal Bovin Serum (Gibco 41G957P)

PHA-M (Phytohaemagglutinin M) (Biological Industries 816646)
Colcemide Solution (Biological Industries 810568)

Acetic Acid (Glacial) (Riedel-de Haen)

Methanol (Riedel-de Haen )

Xylol (Merck)

Giemsa Stain (Sigma)

. Heparin (Mustafa Nevzat)

. Etil alkol

. Penicillin - Streptomycin Solution (Biological Industries 722867)
. Ethanol absolut (Riedel-de Haen)

. Izotonik (Eczacibasi)

. Trypsin - EDTA Solution C (Biological Industries 814619)

Sodium Phosphate dibasic anhydrous (Na,HPO,.H,0)

. Tamiflu (Roche)

. Potassium Phosphate monobasic (K H,PO,)

. L - Glutamin Solution(Biological Industries 746245)
. KCI (Potassium chloride) (Merck)

. Distile su

3.1.1.1.4. Kullanilan soliisyonlar

a) Kolsisin (Colchcine) sollsyonu

40 mg colchicine + 100 ml distile su

b) Hipotonik Soltsyonu (0.075 M KCl)

1000ml Distile su + 5.6gr KCI
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c) Tespit Solusyonu (Fiksatif Solisyonu)
3 Kisim Methanol + 1 Kisim Glacial Acetic Acid
d) Streptomicine sollisyonu
1 gr streptomicine + 10 ml steril distile su
e) Penicilline solusyonu
1.000.000 U penicilline-G potassium + 10 ml distile su
f) Fitohemaglutinin Solisyonu
PHA-M - L 5 mg + 5 ml Distile su
g) Soransan Tampon (Fosfat) Solusyonu
a-11.88 g Na, HPO, + 1000 ml Distile Su
b-9.08 g K H,PO, + 1000 ml Distile Su
(pH 6,8 olarak a ile b karistirilir.)
h) Giemsa boya tamponu (Diz Boyama igin)
5 ml Giemsa Stain Stock Solution + 95 ml Distile Su
1) Tamiflu stok sollsyon
Kapsul halindeki Tamiflu DMSO igerisinde ¢oztnerek gerekli

seyreltmelerden sonra gereken U¢ doz da elde edilmisgtir.

3.1.1.1.5. Kultiir Ortami
Periferik kan kalttirG igin uygun gorilen solusyonlar miktarlari ile

asagidaki gibidir.

1. Besiortami (F 10 (HAM) Nutrient Mixture) 80 ml
2. Fetal calf serum 15 ml
3. PHA (phytohemaglutinin) 3,4 ml
4. Penicillin solisyonu 0,1 ml
5. Streptomisine sollsyonu 0,1 ml

Degerler yukarida belirtilen miktarlarda uygulanmaktadir (25).
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3.1.1.2. Kullanilan Deney Ekipmanlari
1) Mikroskop [Isik (Olympus)]

2) Mikroskop kromozom goruntuleme sistemi
3) Steril Pasteur Pipetleri

4) Zaman ayarli santrifuj

5) Kuru Hava Sterilizatora

6) Etuv

7) Degisik capta enjektorler

8) Dikey Saleler

9) Degisik Ebatlarda Steril Plastik Santrifij Tupleri
10) Mezurler

11) Lam ve lameller

12)  pH Metre (Consort P - 107)

13)  Vortex

14) Hassas terazi

15)  Mikropipetler

16) Plastik eldiven

17) Degisik capta pipetler

18) Laboratuvar saati

19) Buzdolabi

Bunlarin diginda laboratuvar ortaminda mevcut olan degisik malzeme

ve gereglerden yararlaniimig ve gerekli ortam kosullari saglanmistir.
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3.2. METOD

3.2.1. Kullanilan ilag (Tamiflu) dozlarinin elde edilmesi

Kapsul olarak mevcut olan tamiflu ilaci solventi olan DMSO igerisinde
¢ozlunerek asagidaki gibi seyreltme iglemlerinden gegirilmigtir.

Her tamiflu kapsilinde 75 mga (75.000 ug) esdeger oseltamivir

bulunmaktadir.

1 kapsiil Tamiflu dis Alman 1 ml ¢ozelti

koruyucu zar plak saf DMSO ile 10
acilarak tiipe eklenir ml kadar
ve 10 ml DMSO
.. v o tamamlanir.
191ni)zulur
Elde edilen cozeltide 1 ml alinir. > | |
75 mg/10 ml 7,5 mg/10 ml
Alinan 1 ml Almnan 1 ml
¢ozelti DMSO ile ¢cozelti DMSO ile
10 ml tamalanir 10 ml tamamlanir

1 ml cozelti alinir >

0,75 mg/ 10 ml 0,075 mg/10 ml
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75 ug/10 ml sivi ¢ozelti ( Her 1 ml sividaki madde miktari = 7,5 ug)

Cozeltiden 0,5 ml s1v1
alinarak saf DMSO
ile 7,5 ml tamamlanir
(her ml de 0,5 ug
madde)

Cozeltiden 1 ml siv1
alinarak saf DMSO
ile 7,5 ml tamamlanir
(her ml de 1 ug
madde)

-

D

Cozeltiden 2 ml siv1
alinarak saf DMSO
ile 7,5ml
tamamlanir (her ml
de 2 ug madde)

D o

Yukarda acik bir sekilde belirtildigi gibi kapsul halindeki Tamiflu solventi
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3.2.2. Her kiiltur tupline eklenecek doz ve DMSO miktarlarinin

belirlenmesi

Daha 6nceden yapiimig ¢alismalar ve ilacin prospektus ve kullanim
sekli g6z 6nunde bulundurularak hazirlanan dozlar stoklarda ve oda
kosullarinda muhafaza edilmigtir.

Kalture alinan tuplerin igindeki toplam madde miktari hesaplanarak 1ml
basina 3,7 ul hazirlanan dozlardan eklenmistir. Ayni sekilde kontrol

gruplarina da doz yerine DMSO eklenmistir(7,26).

Buna gore;

Kullanilan ¢cozelti ve maddeler

Besiyeri 5ml
Kan 0,25 ml
Fitohemaglutinin 0,10 ml

Toplam: 5,35 ml

Buna go6re kullanilan madde miktar; 3,7x5,35=20 pul olarak
hesaplanmigtir. Bulunan miktar ongorulen zamanlarda dozlardan kulttr
tiplerine ilave edilmistir. Ayrica bu miktar ayni zamanda DMSO ve HAM-

sefon olarak kontrol gruplarina da eklenmistir.

3.2.3. Doz gruplarinin muamele siirelerine gore diizenlenmeleri
Gereken dozlarda hazirlanan stok solusyonlar ile kaltur taplerine belirli

surelerden sonra muamele edilmistir. Muamele streleri ekimden itibaren 24

saat sonra (A) ve 48 saat sonra (B) olmak lGzere iki sekilde belirlenmistir.

Buna gore;
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A (24. saat / 48 saat muamele)

Normal ekim yapildiktan 24 saat sonra 5 tane tlpe belirtilen maddeler

eklenerek muamele edilmistir. TUplerin isimleri ve eklenen maddeler soyledir.

TOP EKLENEN MADDE MIKTAR(ul)
1. Normal kontrol : HAM besiyeri 20
2. DMSO kontrol : DMSO 20
3. A1l : 1.Doz 20
4. A-2 : 2.Doz 20
5. A3 : 3.Doz 20

B (48. Saat / 24 saat muamele)

Normal ekim yapildiktan 48 saat sonra 5 tane tlpe belirtilen maddeler

eklenerek muamele edilmistir. Tuplerin isimleri ve eklenen maddeler soyledir.

TOP EKLENEN MADDE MIKTAR(ul)
1. Normal kontrol : HAM besiyeri 20
2. DMSO kontrol : DMSO 20
3. B-1 : 1.Doz 20
4. B-2 : 2.Doz 20
5. B-3 : 3.Doz 20
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SURE — 24. SAAT 48.SAAT

EKLENEN MADDE| -A- -B-
HAM BESIYERI NORMAL KONTROL NORMAL KONTROL

(NUTRIEN MIXTURE) -A- -B-
DMSO DMSO KONTROL -A- | DMSO KONTROL -B-

1.DOZ (0,5 ug) A-1 B-1

2.D0Z (1 pug) A-2 B-2

3.DOZ (2 ug) A-3 B-3

Tablo-1:Sure ve eklenen madde tablosuna goére tipler

Kultar edilen ve olusturulan taplerin isimleri ve eklenen maddelerin
tablosu yukaridaki gibidir. Her bireye karsilik 10 adet tip olup mevcut toplam
tip sayisi 40'tir.

33



3.2.4. Kromozomlarin elde edilme yontemi

Bu calismada kromozomlarin elde edilmesi icin makrokultar tekniginin modifiye

edilmig sekli olan ve "mikrokultur" ya da "tim kan teknigi

oy

olarak bilinen lenfosit doku

kaltard  yontemi uygulanmistir(1,25). Calismanin uygulama asamalari sirayla

asagidaki gibidir.

1-

Steril kosullarda hazirlanmis ve buzdolabinda muhafaza edilmis olan
stok kultdr solisyonu kullanilacadi zaman buzdolabindan ¢ikarildi ve

her bir kultur tupune steril ortamda 5 ml aktarildi.

Heparinlenmig, steril enjektor ile hastadan alinan vendz kandan kultar

tuplerine 5 damla kan eklendi.

2 damla fitohemaglutinin eklendikten sonra tupun agzi alevden

gegcirilerek kapatildi ve 72 saatlik inkiibasyon igin etlve birakildi.

inkiibasyonun 70.45 saatinde kiiltiire iki damla (0.1 ml) colcemid

eklendi ve tekrar etiive kondu.

72. saatte etuvden ¢ikarilan kultar vortekslendikten sonra 1200

rom'de 10 dakika santriftij edildi.

Supernatant atildiktan sonra pelet, vorteksle karistirilarak tzerine 10

ml hipotonik solusyon eklendi ve 10 dakika etlvde bekletildi

Tlpler 1200 rpm'de 10 dakika santriflij edilip sipernatant atildiktan
sonra pelet vorteks yardimiyla karistirilarak Uzerine pastor pipetiyle
10 ml fiksatif eklendi.

Fiksatifle yilkama islemi 3 defa tekrarlandi.

Son santrif(ij isleminden sonra tuplerde yaklasik 0,5 cc pelet birakildi.

34



10-Dip materyal pipetle iyice karistirilir. Alkolde bekletilip temizlenmis
lamlara yaklagik 30 cm yukseklikten 2-3 damla damlatilarak yayildi.

11-Kurumaya birakilmis preparatlar 3 giin etlivde 37 °C' de bekletilerek
yaslandirildi(1,25).

Yukarda siralanan islemlere ek olarak hazirlanan dozlardaki ¢ozeltiler ve kontrol
gruplari igin eklenen diger solusyonlar belirtilen saatlerde (24. saat, 48.saat) belirtilen
miktarda (20 ul) mikropipet yardimiyla eklenmistir. Maddelerin eklenmesi esnasinda

kaltur tapleri vortekslenerek iyice karigmasi saglanmigtir.

3.2.5. Preparatlarin boyanmasi

Boyama yontemi olarak giemsa duz boyama yontemi kullaniimistir. DUz boya
icin 95 ml distile suya 5 ml giemsa I6sing eklenerek boya tamponu hazirlanmis ve 5
dakika boya tamponunda bekletilen preparatlar sudan gecirilerek kurumaya

birakiimiglardir.

3.2.6. Preparatlarin degerlendirilmesi

Mikroskop altinda incelenen preparatlar ilk olarak daha 6nceden hazirlanmis
forma islenmis ve kayit altina alinmiglardir. ilk olarak (10X) blyitmeli objektif ile
baslanarak olumlu metafazlar tespit edilmiglerdir. Daha sonra immersiyon objektifi
(100X) ile incelenen metafazlar hazir durumdaki forma islenmis ve incelenmislerdir.
Gerekli degerlendirmeler yapilarak bulgular kayit altina alinmigtir. Her bir doz igin 50

metafaz olmak Gzere toplamda 2000 metafaz incelenmisgtir.
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3.2.6. istatiksel degerlendirme

Olugturulan normal kontrol ve DMSO kontrol gruplarinin  sonuglari
karsilastiriimis ve elde edilen sonuglar Student’s t testine gore degerlendirilimis ve
anlamli bulunmustur. (p<0.01)

Ayrica aragtirma grubu sonuglari ile kontrol grubu sonuglarinin
karsilastirimasinda; iki bagimsiz grubun oranini karsilastiran t testi uygulanmis ve
sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.01)

Sure doz gruplari elde edilen sonuglarina gére degerlendiriimis ve bu sonugclar t

testine gore anlamli ve pozitif bulunmustur.(p<0.01)
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Diizensizlik iceren
metafaz sayisi

Mitotik indeks

Tablo-2:incelenen metafaz kayit tablosu taslagi 6rnegi
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4. BULGULAR

Arastirmada Tamiflu'nun kromozomlar Uzerindeki etkilerini incelemek amaci ile
2 erkek ve 2 bayan hasta olmak Uzere toplam 4 hastadan alinan venoz kan kulture

edilerek kromozomlar elde edilmis ve analizleri yapilmistir.
Calismada 3 farkli doz kullaniimistir bu dozlar;
1.00Z: 0,5 ug/ml
2.D0Z: 1ug/ml
3.DOZ: 2 ug/mi

Kullanilan bu dozlar belirlenen surelerde kultire edilen kan tlplerine eklenerek

uygulanmistir bu uygulama sureleri;
24. Saat (48. Saatlik muamele) -A-
48. Saat (24. Saatlik muamele) -B-

Preparatlarin boyama ydntemi olarak Giemsa duz boya metodu kullanilmigtir. 5
dakikalik surelerle hazirlanan Giemsa duz boya ile muamele edilen preparatlar sudan
gegcirilerek kurumaya birakilmis ve isik mikroskobu ile incelenerek daha onceden

hazirlanan tabloya islenmistir.

Hazirlanan U¢ doza ek olarak solvent olarak kullanilan DMSO igin ve normal
kontrol icin HAM besiyeri (Nutrien mixture) tapleri hazirlanmistir. Toplam tlp sayisi
kontrol tlpleri ile 5 adettir. 24 ve 48 saatlik surelerle beraber tup sayisi 10’dur. Alinan

4 hastanin toplami tip sayisi 40’tir (4x10).

Her bir doz sayisi ve kontrol grubu igin incelenen metafaz sayisi 200 adettir. 4

hasta igin incelenen toplam metafaz sayisi 2000(10x200) adettir.

incelemeler sayisal ve yapisal olarak yapilmistir. Metafazlarda incelenen
bulgular tek tek kayit edilmis ve olugturulan tabloya islenmigtir.

38



4.1.Kontrol ve doz gruplar tim sonug tablolari

NORMAL KONTROL -A-

Sayi % Diizensiz
kromozom ¢esidi
Kromatid gap 2 1 2A
izokromatid gap - -
Kromatid kirik 12 6 8A-2B-2C
Izokromatid kirik 6 3 2A-2B-2C
Delesyon - - -
Duplikayon - - -
Fragment - - -
Endomitoz - - -
Enderoduplikasyon - - -
Satelit assosiyonu 8 4
Disentrik krom. 2 1 2A
Diger duzensizlikler 2 1
Normal metafaz sayisi 168 84
Duzensiz metafaz sayisi 32 16
Toplam 200 100

Tablo-3:"Normal kontrol dizensizlik grubu” tablosu.
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KONTROL DMSO -A-

Sayi % Diizensiz
kromozom ¢esidi
Kromatid gap - -
Izokromatid gap 4 2 4C
Kromatid kirik 16 8 4A-2B-10C
Izokromatid kirik 4 2 2B-2C
Delesyon - -
Duplikayon - -
Fragment -
Endomitoz - -
Enderoduplikasyon - -
Satelit assosiyonu 10 5
Disentrik krom. 2 1 2A
Diger duzensizlikler 4 2
Normal metafaz sayisi 160 80
Duzensiz metafaz sayisi 40 20
Toplam 200 100

Tablo-4: Kontrol DMSO duzensizlik tablosu
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Sayi % Diizensiz
kromozom ¢esidi
Kromatid gap 8 4 4C-4B
Izokromatid gap 2 1 2C
Kromatid kirik 26 13 18C-4B-4A
izokromatid kirik - -
Delesyon 2 1 2C
Duplikayon - -
Fragment - -
Endomitoz - -
Enderoduplikasyon - -
Satelit assosiyonu 10 5
Disentrik krom. 2 1 1A-1B
Diger duzensizlikler 6 3
Normal metafaz sayisi 144 72
Duzensiz metafaz sayisi 56 28
Toplam 200 100

Tablo 5:A-1 diizensizlik tablosu
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Sayi % Diizensiz
kromozom ¢esidi
Kromatid gap 12 6 10B-2A
Izokromatid gap - -
Kromatid kirik 18 9 8A-2B-8C
izokromatid kirik 2 1 2B
Delesyon 10 5 6C-4B
Duplikayon - -
Fragment - -
Endomitoz - -
Enderoduplikasyon - -
Satelit assosiyonu 10 5
Disentrik krom. - -
Diger duzensizlikler 12 6
Normal metafaz sayisi 136 68
Duzensiz metafaz sayisi 64 32
Toplam 200 100

Tablo 6: A-2 diizensizlik tablosu
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Sayi % Diizensiz
kromozom ¢esidi
Kromatid gap 2 1 2C
Izokromatid gap 2 1 2C
Kromatid kirik 30 15 16A-12C-2B
Izokromatid kirik 12 6 4A-4B-2C-2X
Delesyon 4 2 2B-2C
Duplikayon 2 1 2A
Fragment - -
Endomitoz 2 1
Enderoduplikasyon - -
Satelit assosiyonu 20 10
Disentrik krom. - -
Diger duzensizlikler 6 3
Normal metafaz sayisi 120 60
Duzensiz metafaz sayisi 80 40
Toplam 200 100

Tablo 7: A-3 dizensizlik tablosu
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NORMAL KONTROL -B-

Sayi % Diizensiz
kromozom ¢esidi
Kromatid gap - -
Izokromatid gap - -
Kromatid kirik 14 7 6B-6C-2A
izokromatid kirik 4 2 4A
Delesyon - -
Duplikayon - -
Fragment - -
Endomitoz - -
Enderoduplikasyon - -
Satelit assosiyonu 6 3
Disentrik krom. 2 1 2C
Diger duzensizlikler 2 1
Normal metafaz sayisi 172 86
Duzensiz metafaz sayisi 28 14
Toplam 200 100

Tablo 8: Normal kontrol -B- dlizensizlik tablosu
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DMSO KONROL-B-

Sayi % Diizensiz
kromozom ¢esidi
Kromatid gap 8 4 6C-2B
Izokromatid gap - -
Kromatid kirik 8 4 2A-6C
Izokromatid kirik 4 2 2A-2B
Delesyon - -
Duplikayon - -
Fragment - -
Endomitoz - -
Enderoduplikasyon - -
Satelit assosiyonu 10 5
Disentrik krom. 2 1 2A
Diger duzensizlikler 6 3
Normal metafaz sayisi 162 81
Duzensiz metafaz sayisi 38 19
Toplam 200 100

Tablo 9: DMSO kontrol —B- tablosu
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Sayi % Diizensiz
kromozom ¢esidi
Kromatid gap 4 2 2C-2B
Izokromatid gap - -
Kromatid kirik 26 13 10B-6A-10C
izokromatid kirik 2 1 2C
Delesyon 2 1 2C
Duplikayon - -
Fragment - -
Endomitoz - -
Enderoduplikasyon - -
Satelit assosiyonu 4 2
Disentrik krom. 2 1 2B
Diger duzensizlikler 4 2
Normal metafaz sayisi 166 83
Duzensiz metafaz sayisi 44 22
Toplam 200 100

Tablo 10: B-1 diizensizlik tablosu
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Sayi % Diizensiz
kromozom ¢esidi
Kromatid gap 2 1 2B
Izokromatid gap - -
Kromatid kirik 22 11 14C-4A-4B
izokromatid kirik - -
Delesyon 2 1 2B
Duplikayon - -
Fragment - -
Endomitoz - -
Enderoduplikasyon - -
Satelit assosiyonu 6 3
Disentrik krom. 10 5 4C-4B-2A
Diger duzensizlikler 10 5
Normal metafaz sayisi 148 74
Duzensiz metafaz sayisi 52 26
Toplam 200 100

Tablo 11: B-2 diuzensizlik tablosu
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Sayi % Dulzensiz
kromozom ¢esidi
Kromatid gap - -
Izokromatid gap - -
Kromatid kirik 26 13 16C-10B
izokromatid kirik 4 2 4A
Delesyon 6 3 2C-2A-2B
Duplikayon - -
Fragment - -
Endomitoz - -
Enderoduplikasyon - -
Satelit assosiyonu 2 1
Disentrik krom. 8 4 6B-2C
Diger duzensizlikler 16 8
Normal metafaz sayisi 138 69
Duzensiz metafaz sayisi 62 31
Toplam 200 100

Tablo 12: B-3 dizensizlik tablosu
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Yukarda verilen tablolar kontrol ve doz gruplarinin duzensizligini ve tespit edilen

duzensizlik gesitlerini gostermektedir.
Duzensizlik tipleri ve duzensizliklerin yuzde oranlari tablolarda verilmistir.

Diger kromozom kiriklar adi altinda verilen duzensizlikleri ¢oklu kiriklar, ¢oklu

gaplar ve tabloda belirtiimemis olan diger kromozom aberasyonlari olusturmaktadir.

Kromozom kiriklarinin ve gaplarin genel daglimi fazla olmakla birlikte doz ve

muamele saati ile dogru oranti gdézlenmistir.

Duzensizlik iceren kromozom gruplari genellikle A-B ve C gruplari olup bu
dluzensizliklerin tespiti  kromozom boyutlarinin  buylik olmasi ve duzensizlik

nedenlerinin net olmasindan dolayi kolay bir sekilde yapilabilmistir.

Duzensizlik gesitlerinin gogu kirik ve gap tipi duzensizliktir. Ayrica delesyon tipi

dizensizlikler de tespit edilmis fakat yizde olarak fazla yuksek olmadigi saptanmistir.

Duzensizlik tipleri genellikle yapisal duzeyde olup sayisal diuzensizlik tipi de
mevcuttur. Fakat bu sayisal duzensizlik tiplerinin géz ardi edilecek kadar az oldugu

gorulmustar.
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4.2. Duzensizliklerin dozlara gore incelenmesi (slire sabit)

Calismada Ug¢ doz kullaniimis ve bunlara ek olarak kontrol dozlari olusturulmustur. Bu
dozlar sirasi ile 0,5-1ve 2 ug/ml ‘dir. Bu dozlara ait duzensizlik tipleri ve % miktarlar

asagidaki gibidir.

Normal DMSO 1.D0Z(0,5) 2.D0Z(1) 3.D0Z(2)
kontrol kontrol
incelenen 400 400 400 400 400
metafaz
sayisl
Normal 340 322 300 284 258
metafaz
sayisl
Dlzensizlik 60 78 100 116 142
iceren
metafaz
sayisl
Dlzensiz 15 19,5 25 29 35,5
metafaz %

Tablo 13: DUzensizlik-doz tablosu (sure sabit)

Doz gruplarindaki duzensizliklerin dagilimi yukarida verilmistir. Buna gore doz miktari
artikca duzensizlik sayisinda paralel bir artis gdzlenmistir. Buna bagli olarak dizensiz
metafaz sayisinda da bir artis gézlenmistir. Kontrol gruplarindaki dizensiz metafaz
sayisi en dusuk doz grubundan daha dusukken en ylksek doz grubundaki
duzensizlik sayisi ileri derecelerde ve fazla miktarda tespit edilmistir (%35’in daha

ustinde).

Sonuglar g6z oOnunde bulunduruldugunda doz iki katina c¢ikarildigi takdirde
kromozom duzensizlikleri de bu artistan %5 civarinda bir artigla etkilendigi tespit

edilmistir. Doz gruplarina ait grafik asagida verilmistir;
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Grafik 1: Doz ve kontrol gruplarinin % dizensizlik miktari (stre sabit)
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4.3. Duzensizliklerin siireye gore incelenmesi (dozlar sabit)

Calismada belirlenen sureler 24. Saat ve 48. Saat olmak Uzere iki tanedir. Hazirlanan
dozlar ve kontrol dozlari belirlenen iki sure diliminde galismaya uygulanmistir. Veri

tablosu asagidaki gibidir.

24.SAAT 48.SAAT
Incelenen metafaz sayisi 1000 1000
Normal metafaz sayisi 728 778
Duzensizlik igceren 272 222
metafaz sayisi
Dizensizlik iceren 27,2 22,2
metafaz %

Tablo 14: DiUzensizlik-sure tablosu(doz sabit)

Yukardaki tabloya gore doz ve kontrol gruplarinin uygulama surelerine bagh olarak
duzensizlik sayisinda da bir artis belirlenmigtir. 48 saat muamele goren
metafazlardan 272 tanesinde duzensizlik saptanirken, 24 saat muamele goren

metafazlarda bu sayl 222’ye dusmustur. Net disus %5 olarak hesaplanmistir.
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Grafik 2: Surelere bagh % duzensizlik (doz sabit)
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Grafik 3: Tum doz gruplarinin genel (zaman faktorine bagl) % duzensizlik grafigi

Grafiklerde de goruldugu gibi doz miktarlari-sire ve % duzensizlik arasinda dogru
orantili bir periyodik artig tespit edilmigtir.
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4.4. A-grubu (24.saat) dlizensizlik analiz tablosu

Sayi %
Kromatid gap 24 2,4
izokromatid gap 8 0,8
Kromatid kirik 102 10,2
izokromatid kirik 24 2.4
Delesyon 16 1,6
Duplikayon 2 0,2
Fragment - -
Endomitoz 2 0,2
Enderoduplikasyon - -
Satelit assosiyonu 58 5,8
Disentrik krom. 6 0,6
Diger duzensizlikler 30 3
Normal metafaz sayisi 728 72,8
Duzensiz metafaz sayisi 272 27,2
Toplam 1000 100

Tablo 15: A-grubu (24.saat) dlzensizlik analiz tablosu
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4.4. B-grubu (48.saat) dlizensizlik analiz tablosu

Sayi %
Kromatid gap 14 1,4
izokromatid gap - -
Kromatid kirik 96 9,6
izokromatid kirik 14 1,4
Delesyon 10 1
Duplikayon - -
Fragment - -
Endomitoz - -
Enderoduplikasyon - -
Satelit assosiyonu 28 2,8
Disentrik krom. 24 2,4
Diger duzensizlikler 38 3,8
Normal metafaz sayisi 766 76,6
Diizensiz metafaz sayisi 224 22,4
Toplam 1000 100

Tablo 16: B-grubu (48.saat) dlizensizlik analiz tablosu
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Duzensizliklerin dozlar sabit tutularak surelere gore dagilimi veren tablolar
yukardadir. Tablolara gore kirik sayisi ve gap’lar ¢cok gozlenirken, duplikasyonlar yok
denecek kadar az miktarda saptanmigtir.(Yapisal dizensizlikler ¢ok gorulurken

sayisal dizensizlik yok denecek kadar distk miktarda.)

Satelit assosiasyonu miktari da 6nemli derecede ve ylksek miktarda tespit
edilmistir. Gorulen kirik ve gap tipleri genellikle A-B ve C gruplarina ait olup X

kromozomuna ait olanlara da rastlanmaktadir.

4.5. Kromozom duzensizliklerinin doz —slire ve gruplara gore sonuglari
[-Sureye bagl sonuglar

A)24.Saat (A Grubu)

Bu doz suresinde uygulanan maddeler ve dozlar kulturden sonra 24.saat itibari
ile eklenmis ve kromozomlar 48 saat etken madde ve kontrol dozlarina maruz

birakiimistir.

A suresi olarak adlandirilan bu sure grubunda duzensizliklerin yuzdesi
%27.20°dir.

B)48.Saat (B Grubu)
Bu doz slresinin uygulama suresi kiltar baslangicindan itibaren 48.saat olarak
tespit edilmistir. Kromozomlar doz ve kontrol maddelerine 24 saat maruz birakilmistir.

B slresindeki duzensizlik yuzdesi %22.20°dir

Batln bu bulgular g6z énlne alindiginda etken madde ve kontrol maddelerinin
muamele sureleri artikga duzensizlik sayisinda da bir artis gozlenmistir.
II-Doza bagh sonuglar

1.Normal kontrol doz grubu
Normal kontrol doz grubunda eklenen ilag ve DMSO etkilerini incelemek
amaciyla ayni surede HAM besiyeri (Nutrient mixture) katilmis ve sonuglari kontrollu

bir sekilde kayit altina alinmistir. Duzensizlikler %15 olup bu dizensizliklerin

genellikle kirik ve gap seklindeki duzensizliklerden olustugu gézlenmistir.
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2.DMSO kontrol grubu

Bu kontrol grubu tamiflunun solventi olan DMSO etkisini incelemek amaci ile
olusturulmustur. Bu gruptaki duzensizlik orani %19,5 olup normal doz ve 1.Doz
arasindadir. Diger gruplarda gozlenen kromozomal anomaliler bu gruptaki ile ayni

olmakla beraber satelit assosiasyonu artis1 gozlenmistir.

3.Doz-1- grubu

Tamiflunun ilk doz grubudur. Bu miktar 0,5ug/ml olarak uygulanmistir. Ilk ve
dusuk doz olmasina ragmen kontrol gruplarina nazaran daha yuksek sayida

duzensizlik saptanmistir. Toplam diuzensizlik yuzdesi %25 olarak hesaplanmistir.

4.Doz-2- grubu

ikinci doz grubunun doz miktar 1ug/ml'dir. Bu doz grubunun kromozom
dizensizlik ylizdesi %29 olarak saptanmistir. Delesyon ve ¢oklu kirik yUzdelerinin

artis tespit edilmistir.
5.Doz-3- grubu

Son olarak uygulanan doz grubunun etken madde miktari 2ug/ml’dir. Saptanan
dizensizlik sayilarinin en yuksek oldugu gruptur. Dizensizlikler %35,5 ile en yuksek
degerine ulasmiglardir. Delesyon ve c¢oklu kirik artisinin yuksek olarak gozlendigi

gruptur.

ll-Kkromozom gruplarina baglh sonuglar

Doz gruplarinda tespit edilen dizensizliklerin geneli daha uzun boydaki
kromozomlarda tespit edilmistir. Bu kromozomlarin boylarinin daha uzun olmasi

dluzensizlik tespitini kolaylastiran bir etkendir.

Duzensizlikler genellikle A-B ve C grubu kromozomlarinda gortlmastir. Ayrica

buna ek olarak ender de olsa X kromozomunda da duzensizliklere rastlanmistir.

Gorulen duzensizliklerin bazilari asagida resimlerde gosterilmektedir.

57



f,2.732
fw.nz

w ...ns.

Sekil-5:Delesyon

Sekil-6:izokromatid kirik

58



b 1\\’;.' a9

: -
oo . g
: e

Sekil-7:Satelit assosiasyonu
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Sekil-10: Kromatid Gap
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Sekil-12: Poliploid Hiicre
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Sekil-13: Satelit assosiasyonu
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Sekil-14: Coklu duzensizlik gosteren hiicre



5.TARTISMA

Calismada olusturulan 3 farkli doz 2 farkli stire kombinasyonuyla mevcut olan
istatistik ve literatur kurallari gergevesinde degerlendiriimis ve sonuglari kayit altina

alinmistir.

5.1.Sayisal kromozom diizensizlikleri

Yapilan cgalismalarda tespit edilen butun kromozom aberasyonlari olusturulan

tablolara titizlikle islenmis ve kayit altina alinmistir.

Buna gore sayisal kromozom duzensizlikleri goz ardi edilecek kadar dusuk
seviyelerde tespit edilmistir. Olusturulan doz gruplari stre kombinasyonlari ile

karsilastirilarak géz 6ntinde bulunduruldugunda tespit edilen endomitoz sayisi 2’dir.

Diger kromozom duzensizlikleri adi altinda kaydedilen duzensizlikler dikkate

alindiginda bu say1 %1 civarindadir.

Daha once diger bir antiviral olan Asiklovir ile yapilan in vivo fare dominant letal
calismasinda (sican ve Chinese hamster kemik iligi hiicrelerinde) maksimum tolere
edilen doz ile herhangi sayisal aberasyon saptanmamis (27) olup bu sonuglar

calismamizi kismen desteklemektedir.

5.2.Yapisal kromozom diizensizlikleri

Sonuglar géz 6nunde bulunduruldugunda yapisal kromozom duzensizlikleri %

olarak yuksek seviyelerde tespit edilmigtir.

Kontrol grubundaki duzensizlik orani normal kontrol grubunda %15, DMSO
kontrol grubunda ise %19,5 tir. Bu sonuglar gz dninde bulunduruldugunda DMSO

duzensizlik Uzerinde artirici bir etkisi oldugu goézlenmistir.

Elde edilen bu sonuglar bir antiviral ajan olan oseltamivir ile dnceden yapilimis
calismalarla kiyaslandiginda kismen birebir ve ortisen sonuglar ve bulgular elde

edilmig olup asagidaki ¢ikarimlara varilmistir.
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Daha once Tamiflu'nun kardes kromatid degisimi (KDD) ve kromozom
anomalileri (KA) Uzerine etkilerini inceleyen calismalarda doz gruplarinin bu

faktorlerin yaninda genotoksik ve sitotoksik etkisinin de oldugu tespit edilmistir. (7)

Test maddemiz olan Tamiflu insan periferal kan lenfositlerinde metabolik
aktivator bulunmayan ortamda KKD'yi doza bagl olarak artirmig, ancak bu artis
sadece U¢ muamelede istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. Bir kimyasalin metabolik
aktivator varliginda mutajenitesinin artmasi, o kimyasalin olasi in vivo mutajenitesi ya
da promutajenitesi (indirekt mutajenite) icin bir belirtegtir. Metabolik aktivator bulunan
ortamda ise yine doza bagli bir artis gbzlenmig, ancak bir konsantrasyonda

istatistiksel olarak 6nemli artis bulunmustur. (7)

Bunun vyaninda oseltamivir ile ilgili c¢alisma sayisinin azhg:r literatar
karsilastirmasini zorlastirmaktadir. Fakat diger antiviral ajanlar ile yapilan galismalar

ile ilgili calismalar ve sonuglari kismen asagidaki gibidir.

Sentetik bir antiviral ajan olan ribavirinin (1-beta-D- ribofuranosyl-1,2,4-triazole-
3-carboxamide) dominant letal etkisini siganlarda calisilmistir. ila¢ sicanlara 50, 100
ve 2000 mg/kg/gin konsantrasyonlarinda 5 gin boyunca intraperitonal yolla
verilmistir. Erkek sicanlar disi sigan kimeleriyle ardisik 8 hafta ciftlestirilmistir.
Calisma sonunda ribavirinin siganlarda dominant letal deneylerinde gdsterilebilir

herhangi bir mutajenik potansiyelden yoksun oldugunu bildirmislerdir (28).

Baska bir calismada ribavirinin etkinligi in vitro tam kan kuiltirinde sitokinez
bloklama yontemiyle mikronukleus deneyi sayesinde degerlendirilmistir, sonug olarak
ribavirinin mikronukleusu indiklemede oldukg¢a disuk bir glcinin oldugu, ancak

hlcresel proliferasyonu geciktirdigi belirtiimistir (29).

Benzer bir calismada ribavirin erkek wistar siganlarinin spermlerinde bas ve
kuyruk anomalisini indUklemis ve sican germ hucrelerinde mutajenik oldugu rapor
edilmistir (30).

Bagka bir galismada ribavirin ile sigan kemik iliginde mikronukleus ¢alismasinda

bu antiviralin genotoksik ve sitotoksik oldugunu saptanmistir (30).
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Yine Joksic ve ark. vitamin B12'nin ribavirinin indukledigi; nikleotidlerin de novo
(yeni bastan) senteziyle ilgili olarak ortaya c¢ikan genotoksisiteyi azalttigini
bildirmislerdir (29).

Tatar ve ark. (2005) ise Kirim-Kongo kanamali atesi olan 3 hastada ribavirinin in
vivo genotoksisitesini incelemiglerdir. Hastalardan kan oOrnekleri tedavi esnasinda
alinmis ve mikronukleus ve kardes kromatid degisimi testi yapilmigtir. Terapi
esnasinda elde edilen sonuglarla terapiden bir ay sonraki sonuglar
karsilastirildiginda, terapi sirasindaki MN ve KKD'lerin sonrakilere oranla daha
yuksek bulundugu belirtiimis ve bu sonuglara goére ribavirinin reversibl in vivo

genotoksik etkiye sahip oldugu vurgulanmistir (31).

Thust ve ark. fare ovaryum hucrelerinde asiklovir ve gansiklovirin KA ve KKD
indukleyicisi oldugunu bulmalarina karsilik pensiklovirin genotoksik aktiviteden

yoksun oldugunu bulmuslardir (32).

Ayers zidovudin ile yaptigi in vivo (sican ve fare) ve in vitro (klltire edilmis
insan lenfositleri) testlerde ilacin (3 ug/ml) kiltire edilmis insan periferal
lenfositlerinde KA'lara yol agtigini ancak sigan kemik iligi hicrelerinde 100 mg/kg'hk

konsantrasyonda KA'lara yol agmadigini bulmustur (33).

Bayram ve Topaktas tarafindan lamivudinin, kultire edilmis insan periferal
lenfositlerindeki KKD'yi 24 saatte en yuksek konsantrasyonda ve 48 saatte 125 ve
150 kg/ml'de dnemli seviyede artirdigini saptamiglardir ayrica 100, 125 ve 150 kg/ml
lamivudinin yapisal kromozomal aberasyonlari artirdigi bildirilmigtir. Bu sonuglar

bizim sonuclara gucli benzerlikler gostermektedir (34).

Calismada kromozom duzensizlikleri sayisal ve yapisal olarak incelenmis ve
literatir bilgileri 1s1ginda deg@erlendirilmistir. Mevcut antiviral ajanlar icerisindeki
calismalar dikkate alindiginda tamiflunun etken maddesi olan oseltamivir ile ilgili

calisma sayisinin azhgi karsilastirmayi zorlagtirmigtir.
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6.SONUG VE ONERILER

Calismanin genel amaci Tamiflu ilacinin etken maddesi olan “Oseltamivirin”

kromozomal dizensizliklere olan etkisinin arastiriimasina yoneliktir.

Calismada uygulanan etken maddelerin kontroline ydnelik kontrol gruplari
olusturulmus ve bu kontrol gruplarinin sure etkilesimi de g6z o©Onunde

bulundurulmustur.

Calismadaki dizensizlik yizdelerinin hem doz gruplari hem de sire gruplari igin
onemli oldugu tespit edilmistir. Bu sonugclara bagl olarak doz miktarinin artirilmasinin
dizensizlik Uzerinde pozitif bir etkiye sebep olarak aberasyon miktarini artirdigi

gozlenmigtir(p<0.01).

Sure gruplarinin sonuglarina baglh olarak etken madde uygulama slresinin

artirlmasina paralel olarak yine aberasyon miktarinda bir artis gértlmusttr (p<0.01).

Yapilan istatistiksel incelemelerde doz gruplari ve sure gruplarina bagl olarak

artis gosteren duzensizlik miktarinin anlamlh oldugu hesaplanmigtir. (p<0.01)

Tamiflu'nun solventi olan DMSO ile olusturulan kontrol grubu ve normal kontrol
grubu arasindaki dizensizlik farkinin istatiksel sonucu da anlamli olarak hesaplanmig

ve DMSO maddesinin dizensizlik miktarini artirdigi gérilmustar. (p<0.01).

Metafaz sayisinda herhangi bir artma veya azalma goézlenmemistir. Bu sonug
sure periyotlarina bagl ilave edilen doz gruplarinin mitotik indeks Uzerinde pozitif

veya negatif bir etkisinin olmadigi kanisini giglendirmistir.

Doz miktarinin artirlmasina bagli olarak kromozomal duzensizlik sayisinda bir

artis goézlenmisgtir.

Muamele slresine uzunluguna bagl bir duzensizlik artigi s6z konusudur. Bu
dizensizliklerin genel etki mekanizmalar A-B-C ve X grubu kromozomlari olarak

tespit edilmigtir.

Tdm bu degerlendirme ve bulgularin isiginda Tamiflu’'nun uzun sureli ve yuksek
dozlarda kullaniimasinin kromozomlar Uzerinde negatif bir etkiye sebep oldugu ve

cesitli kromozom aberasyonlarinin olusumunu tetikledigi gozlemlenmigtir. Bunun
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yaninda olusan kromozom duzensizliklerinin sure ve doz miktarinin yaninda diger

etmenlerden kaynaklanip kaynaklanmadigi gercedi, belirsizligini korumaktadir.
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