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1. GIRIS

Yeryiiziinde filogenetik siniflandirmasi yapilmis, 1.7 milyon civarinda
canl1 tirinin yasadigr belirlenmistir (72). Bu canli1 tirlerini birbirinden
ayiran baslica faktdr, hiicrelerde tiire 6zglli sayida bulunan kromozomlar ve
kromozomlarin gen icerigidir. Kromozom sayilari esit tiirler olabilmekle
beraber, kromozomlarin gen icerigi tirlere gore farkliliklar gosterir. Bu
durum, yani kromozomu olusturan genlerin say:i ve dizilislerindeki farkli-
liklay; tirlerin filogenetik sistemdeki yerlerinin yaklagmasi ile azalirken,
uzaklasmas: ile artis gosterir (5,16,67,72).

Ayni tiire ait bireylerin,kromozom sayilar: esit ve tasidiklari genler
6zdes olmakla birlikte, genleri olusturan nikleotidlerin dizilislerindeki
kiicik farklar nedeniyle ayni genlerin yonetimindeki 6zellik ve karakter-
lerde farkliliklar gézlenir. Bu nedenle,ayni tir icinde tek yumurta ikiz-
leri disinda,birbirine tamamen benzeyen bireylere rastlamak olasi degildir
(5, 16, 67, 72).

Bilindigi gibi, giinimiizde basta insan olmak lzere tim canlilari teh-
dit eden cevresindeki tehlikeler, her gecen giin yeni boyutlar kazanarak a-
labildigince artmaktadir. Insaniigin kullanimina sunulmus, 2 milyon cesit-
ten fazha kimyasal madde mevcuttur. Her yil ortalama 2.000-4.000 yeni kim-
yasal madde de kullanima sunulmaktadir.

Besin maddelerinde dodal olarak bulunan bazi flavonoidler, pyrolyzi-
din alkaloidleri, renk verici ve koruyucu olarak kullanilan bir¢ok madde-
nin de mutajenik 6zelliklerinin varligi, yeni yeni anlasilmaktadir.

Biylik sanayii kentlerinde, sanayii artiklarinin cevreye yayilmasi ve
dedisik amaclarla organik kokenli fosil yakitlarin yodun olarak kullanil-
mas1 ile cevre kirlenmesi ve buna bagdli bircok saglik sorununu ortaya ci-
karmistir. 1984 yilinda,Hindistan'in Bhopal kentinde,kimyasal madde iireten
bir fabrikadaki kaza sonucu etrafa yayilan zehirli gaz, 3400 insanin 0li-
mine, onbinlercesinin de yaralanmasina neden olmustur. 1986'da Sovyetler
Birligi'nin Chernobil nilkkleer santralindeki kaza da, yiizlerce can kaybina,
binlerce yaralanmaya ve tasidid: tehlikelerle milyarlarca insanin korkulu
anlan yasamasina neden olmustur.

Pestisid adi1 verilen tarim ilaglarinin, yogdun bicimde kullanilmasi,
besin zinciri boyunca kademe kademe yogunlasarak birikmekte ve k&ti sonuc-
lar dogurmaktadir. Bitkisel ve hayvansal, tim besinlerde biriken bu tiir
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insektisid rezudileéri, beslenme zincirinin son halkasinda bulunan insan i-

cin, siirekli bir zehirlenme potansiyeli yaratmaktadir.

Cevreyi kirleten, dogal dengeyi bozarak yeni sorunlarin ortaya ¢ik-
masina neden olan, canlilari dedisik sekillerde ve dedisik oranlarda ze-
hirleyen (1), fizyolojik dengesini bozarak bazi enzimlerin engellenmesine
neden olan, bir kisim enzim ve hormonlarin daha ¢ok salinimini saglayan
(4), canlilarin gelisimini etkileyen (3) ve igice yasadigimiz kimyasal mad-
delerin canlilar lizerindeki etkileri sorunu, giinimiiz arastiricilarinin son
derece ilgisini ¢ekmektedir. Bu nedenle,kimyasal maddelerin mutajenik et-
kilerinin arastirilabilmesi icin yontemler gelistirilmistir (6, 10).

Yapilan arastirmalar, dodal cevremize bulastirdigimiz pekcok kimyasal
maddenin, karsinojenik veya mutajenik etkiye sahip olduklari gercegdini or-
taya koymustur (2,15J:418 20, 30, 33, 38, 52, 53, 61, 64).

0zellikle ilac olarak kullanilan sentetik maddelerin, (ki en &nemlisi
antibiyotikler) tehlikeleri arastiricilar tarafindan sezilmis ve 1956 y1-
lindan sdnra, kromozom tekniklerinin gelismesini takiben incelenmeye bas-
lanmigtir. Bircok ilacin prenatal gelismeyi bozdugu, morfolojik degismele-
re sebep dldugu, bazi ilaclarin da embriyotoksik etkiye sahip olmasi yani
sira, bazilarinin da anomali nedeni oldugu gorulmistir (70). Gelismis top-
lumlarda antibiyotikler, genellikle uyusturucu ilaclar gibi islem gormiis ve
hicbir antibiyotidin recetesiz alinmasi olanadi bulunmadigi gibj antibiyo-
tik duyarlik testi (antibiyogram) ile uygun bir antibiyotik saptanmadan
recete yazilmasi1 onlenmistir. Oysa iilkemizin de iginde bulundudu bazi top-
lumlarday antibiyotik kullanimi heniiz belli ilkelere dayanmamaktadir.

40-45 yildan beri kullanilmakta olan antibiyotikler salgin ve enfek-
siyvz'hastaliklardan ¢lim oraninin birden azalmasina neden olmus, &zellik-
le ilk zamanlarda bu tip hastaliklarin, tamamen ortadan kalkacagi fikri yay-
ginlagmistir. Ancak kisa bir silire sonra,mikroorganizmalarin kemoterapdtik
ve antibiyotiklere karsi gosterdikleri, giderek de artis gdsteren direng
durumu baslangictaki émitleri zayiflatmistir. Belli bir siire sonunda enfek-
siyonlarin % 80-90 kadarinin bilinen antibiyotiklere direnc gosterecedine
inanilmaktadir. Bu yiizden Amerika'da 1981 yilinda yapilan 3 yillik Antibi-
yotik Arastirma Konferansi'nda iki yol oOnerilmistir (46):

1- Antibiyotiklerin nasil kullanildigi tekrar gozden gegirilmeli,

2- Antibiyogram gibi laboratuvar testleri yapilmalidir.



Bazi antibiyotikler‘nUkleik asit sentezlerini memeli hiicrelerinde de
bozdugundan,bdyle antibiyotiklerin kullanilmasinda doz ve siirenin iyi a-

yarlanmas1 gerekir (22).

Eldeki bilgiler, antibiyotiklerin sitogenetik etkileriyle ilgili aras-
tirmalarin, Cohen ve arkadaglarinin 1963 y1linda (23), "Streptomycin'in In-
san Kromozomlari Uzerine in Vitro Etkileri" konulu deneysel calismasi ile
baslamis oldugu kanisini vermistir.

Bu calismada kullanilan gentamycim uzun yillar dnce bulunmus ve gerek
tilkemizde gerekse diinyada en yaygin kullanilan antibiyotiklerden biridir.

Gentamycin ve diger aminoglikozitlerin'gok yaygin kullanilmasi ve buna bag-
11 olarak sayisiz yararlari yaninda, yukarida deginilen bazi riskleri de
cagristirmasi, bu calismayr yapmaya karar vermemizin ana gerekgesini olus-
turmustur.

Bu amaclar dogrultusunda, zevkle calistigim bu konuda gerekli tesvik,
omeri ve yardimlarini esirgemeyen, calismalarimi ydnlendiren degerli hocam
Yrd.Doc.Dr. Celal ORTAKAYA'ya siikranlarimi belirtmeyi bir bor¢ bilirim.



2. GENEL BILGILER

Bir mutajen, bdlinmesi sirasinda yavru hiicrelere gecen genetik mater-
yali baskalastirarak, etki yapar ve bu hiicreler bdylece kalitsal olarak ge-
cebilen, yeni karakterlér'edinirler. Genetik materyaldeki bu bagkalasmalay
ya bir veya birka¢ nikleotidi, ya kromozomlarin sayisint ya da kromozom ya-
pisint dedistirebilir (72). Eder bir mutajen, insan germ hiicreleri ya da
cinsel olarak ireyen, herhangi bir baska organizma izerine etki yaparsa, ba-
z1 doller biitin hiicrelerinde, mutasyona ugramis genleri tasiyacaklardir.

Mutajen, somatik hiicreler lizerine de etki yapabilir. Bu taktirde yap-
t1d1 etkiler, etkilenen hiicrelerin tipine gore dedisir, yine de gelecek
déllere gecmez. Ornedin, Kemik iligi hiicrelerinin go@almas5 kisinin biitiin
yasami boyunca siirer, bunlarin bolinmesiyle-olusan-iiriinler kana, alyuvar
ve akyuvarlar halinde gecer. Bir siire sonra da ortadan kalkarlar ve yerle-
rini yenileri alir. Bu hiicrelerin genetik materyalinin, cok baskalasmasi
hiicre bdliinmesinin normal olarak olusmasini engelleyebilir. Bunun sonucunda
kemik iliginin fonksiyonunun azaldrgi gozlenir.

Genetik materyalin benzer baskalasmasi, eriskin yasamda normal olarak
artik boliinmeyen hicreleri, yeniden bolinmeye baslatmasiyla da gorilebilir.
Eder bOyle bir bdlinmenin UrUnleri,normal dokulari isgal eder ya da onlarin
yerine gecerse,bunun sonucu kanserdir.

Her iki durumda da mutajen, kanserojen bir madde gibi davranmistir. O
halde denilebilir ki, mutajenez ile kanserojenez arasinda bir benzerlik
vardir. Glnkii her ikisi de,temel genetik karakterde (fenotipte) kalitsal j
dedisiklikler yapmaktadir (49). Kanserojenezde mutasyon teorisini, ilk kez
Bovery (19) ileri strmiistiir. Son zamanlarda bazi kanserojen kimyasal mad-
delerin ya da metabolitlerin, ayn1 zamanda mutajen 6zelliklerinin de bulun-
dugunun ortaya ¢ikarilmasiybu teoriyi giiclendirmistir. Bugin bazi kimyasal
maddelerin, teratojen, mutajen ve kanserojen etkiler yaptiklar:i soylenebi-
lir. Fakat bu itic etkiden birini yapan biitiin maddelerin, mutlaka obiir iki-
sini de ya da obiir ikisinden birini de yapabilecegini gosteren,hicbir bil-
gi yoktur.

2.1. Mutajenler

insanin germ veya somatik hiicrelerindeki gen mutasyonlarinin, cevrede
bulunan kimyasal maddelerin etkisinden mi ileri geldigi ve etkisinin ne &l-
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clide oldugu bilinmiyor, ama bazi goézlemler (41, 57) gizli giic olarak, bazi
ciddi sorunlarin bulundugunu gdstermektedir. Ornedin; '

1- Birgok madde, mikroorganizma ve boceklerde gen mutasyonlari yapmis-

tir.

2- Insanda spontan diisiiklerde ve yeni dogmus bebeklerde oldukca sik
kromozom anomalileri gorilmistir.

3- Laboratuvarda bazi ilaglag memeli sistemlerde in vivo ve insan so-
matik hiicrelerinde mutasyon olusturmustur.

4- Kromozomlarin temel birimi olan nikleik asitlers etki eden kimya-
sal maddelerin kullanilmasi gittikce artmaktadir.

Cevrede bulunan kimyasal maddelerden ileri gelebilecek mutajenez teh-
likelerini en aza indirebilmek icin yapilacak en onemli sey, biitiin bu madde-
lerin insanda yapabilecekleri mutajen etkileri arastirmaktir. Nitekim bu-
nun yaptlmasi olanaksiz oldugu icin, su ana kadar ancak ilaclar icin bdyle
bir program yapilmis ve mutajen etkilerinin ana cizgileri cizilmistir (56).

Mutajen ajanlari ortaya cikarmak ve tanimak icin bir test, hatta bir
grup test yeterli kabul edilmemeli ve bircok testlere basvurulmalidir. Mu-
tajen aktivite deneylerinin memeliler iizerinde yapilmast cok yerinde olur.
Memeli olmayan sistemler {izerinde yapilan deneyler, yardimci kabul edilme-
lidir (28).

Mutasyon, normal genléerin, bir hUcredgp ttekine gecisi veya yeniden
karismasi olmadan nikleotidlerin sayisinda veya molekil yapisinda ya da si-
ralanisinda birdenbire olan degisikliktir (4). Bir baska tanimlamaya gore
mutasyon, genetik materyalde birdenbire meydana gelen degisikliklerdir (74). |

Mutajenlere iliskin calismalar, ilk olarak 1940'da Auerbach tarafin-
dan,"Nitrojen Mustard Gazinin Drosophila Uzerindeki Etkisi" konulu calisma
ile baslamistir (12). Miiller 1927'de ilk kez radyasyonun mutajenik oldugu-
nu ileri sirmiistir (51). Auerbach ve Robson Drosophila'da nitrojen mustard
gazinin mutasyonik etkilerini belirtti (51). 1943'de ise Oehlkers ve arka-
daslari Uretan'in kanserojen etki yaptigini ileri sirmislerdir (56). 1946
da Rapoport karbonik bilesiklerin mutasyonik etkilerini aciklamistir (62).
Daha sonra bu dlandaki calismalar genislemis ve ilk kez 1961'de Cohen ve
Lansky taraflndan,nitrojen mustardin lenfosit kiltiirt {izerindeki etkileri
aciklanmistir (24). Son 20 yilda,kimyasal mutajenler hakkinda oldukca ge-
nis arastirmalar yapilmistir. Ornegin, Rohborn 1965 yilinda ilk kez muta-
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jenler hakkinda genel bir ozetleme yapmistir (64). Mutasyon ve mutajenik
ajanlarin kromozomlar uzerindeki etkilerine iliskin arastirmalar, 6zellik-
le toksik degeri olan bilesikler ele alinarak arastirilmistir (48).

Kafeinin neden oldudu kromozomal bozukluklar, oldukca fazladir (16,
42, 73). Nikotin ise,ge§itli kromozomal bozukluklarin olusumuna neden olan
diger bir kimyasal maddedir (2, 52, 71). Amidroliin insan lenfosit kiiltiir
hiicrelerinde, - yiksek dozlarda verildigi zaman, mitotik indeksi ©nemli dere-
cede bozdudu izlenmistir. Kromozomal yapidaki bozukluk ise, kanserojen ve
mutajenik olup, gap, kromatid kirilma ve izokromatid kirilmasi seklinde
belirtilmistir (48). Lysergic Acid Diethylamid (LSD), kromozomlarda kiril-
ma ve yeniden birlesmeler yapar (39).

Pestisidlerin kromozom iizerine etkileri, kromozom gapleri, telofaz ve
anafaz kopriileri olarak tespit edilmistir (9, 15, 21, 40, 45).

1976 yilinda yapilan bir arastirmaya gore (40), kimyasal mutajenin in-
san lenfosit kromozomu ilizerindeki etkileri, su sekilde belirtilmektedir:

1- Kromatid kirilmalar:i ve cesitli degisiklikler,

2~ Kromozom tipi diizensizlikler (yiiziklesme, disentrik, asentrik kro-
mozomlar v.b.). insan lenfosit kiiltiirlerinde, in vivo calismalarda, kromo-
zom kirilmalve degismeleri birarada bulunamamistir.

ilaclarin, insan genetigi ve sitogenetigindeki etkilerg 2 bolimde in-
celenebilir (68):

1- 1laglarin, bazi kalitsal metabolik hastaliklara etkisi,
2- Kromozomlara olan etkisi.

Bunlar; ozon, alkilleyici ajanlar, antibiyotikler, niikkleik asit ana-
loglari, lysergic acid diethylamid, sitotoksik ilaclardir.

Cevresel ' mutajenlerin, canlilar iizerindeki etkilerinin testlendirilme-
si bakimindan onerilen yeni sistemin, gelecekte insamodlu tarafindan gercek-
lestirilecedi savunulmaktadir (26):

1- in vivo insan somatik mutasyonlari saptanabilecektir.

2- Memelilerde, in vitro meios, 6zellikle somatik kiltiur hiicrelerinde

izlenebilecektir.

3- Memeli test sistemleri ile 6zel mutajenik ajanlar karsilastirila-

bilecektir.
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4- Populasyon sagitiminin dizenlenmesi saglanacaktir.
5- in vitro insan somatik mutasyonlar:i gelistirilecektir.
6- Doku kiltiri hUcrelerinde’gen transferi s6z konusu olacaktir.

7- Mikrobial okaryotiklerde.kromozom bozukluklari, kormozomal mutas-
yona kars1 nokta mutasyon sinirlarini oldukca gelistirmektedir.

2.2. Kromozomlar Hakkinda Genel Bilgiler
:2.2.1. Kromozomlarin Morfolojik Ozellikleri

Isik mikroskobu kullanilarak,mitoz béliinmenin metafaz evresinde ince-
lenebilen insan kromozomlari 23 (2n:46) ciftten ibarettir (Sekil 4). Nor-
mal kromozomlarda goriilen dogal morfclojik 6zellikler sunlardir:

I. Sentromen: Boyandiginda kromozomlarin en soluk boya alan kesimle-
ridir. Kromozomlar, sentromerlerinin lokalizasyonuna gore, 3 gruba ayilir-
lar. Her koromozomda bir tane olan sentromer, hiicre bdliinmesi sirasinda
kromozomlarin ig ipliklerine tutunmasini saglar.

a) Median (Metasentrik) Kromozom: Sentromeri ortada ve iki kolu bir-
birine esit olan kromozomlardir.
b) Submedian (Submetasentrik) Kromozom: Sentromeri merkezden uzak ve
iki kolu birbirine esit olmayan kromozomlardir.
c) Akrosentrik Kromozom: Sentromeri, kromozomun bir ucuna cok yakin
olan kromozomlardir.
IT. Satellit: Belirli kromozomlarin kisa kollarina bagli bulunan yu-
varlak diigme bicimindeki kromatin materyalidir.

I1I. Sekonder Darlik: Sentromer tiim kromozomlarda bulundugu halde bu ,
olusumy sadece belirli kromozomlarda (6zellikle, 1, 3, 6, 9, 11 ve 16 no'lu
kromozomlarda) goriilir. Bu olusum, sentromerden farkli ve ayri 6zelliklere
sahiptir. Satellitler gibi, bunlarin da cekirdekcik olusumu ile ilgili ol-
duklar:i sanilmaktadir (8, 16, 21, 31).

2.2.2. Kromozom Diizensizlikleri

Normal bireylerin otozomlarinda, daima 46 olan kromozom sayisi, bazen
say1, sekil ve yap1 bakimindan bazi degisiklikler gdsterebilmektedir (8, 16,
29). .

A. Sayisal Kromozom Diizensizlikleri
I. Euploidy (Oploidi): Kromozom sayisindaki artis ya da azalmalarin
temel kromozom sayisinin (n:23) tam katlar:i kadar olmasidir.
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1- Triploidi: Hiicrede temel kromozom sayisinin 3 kati kadar kromozom
pulunmasi durumudur.

2- Tetraploidi: Hiicrede temel kromozom sayisinin 4 kati kadar kromo-

zom bulunmasi durumudur.

3- Yiiksek poliploidiler: Hiicrede kromczom sayisinin 4 katindan fazla

kromozom bulunmasi durumudur.

IT: Aneuploidy (Anoploidi): Temel kromozom sayisinin tam katlari ka-
dar olmayan artma ve azalma durumudur.

1. Hyperploidy(Hiperploidi): Kromozom sayisinin 2n#1 ve 2n+2 seklin-
de artmasidir.

Hypoploidy(Hypoploidi): Kromozom sayisinin 2n-1 ve 2n-2 seklinde azal-
masidir.

B. Yapisal Kromozom Diizensizlikleri

1- Deletion (Eksilme): Kromozomdan kiiciik bir parcanin koparak ayrilma-
sidir.

2- Duplication (Artma): Homolog olan ya da olmayan 2 kromozomun birin-
den kopan bir parcaningbaska bir kromozoma eklenmesidir.

3- Gap (Aralik): Kromozom kollarinin herhangi bir bdlgesinde kromati-
din enini gecmeyen ve kromozom ekseninden sapmamis, boya almayan bir bol-
genin goriilmesidir.

3.1. Kromatid gap: Kromozomun bir kromatidinde gdériilen gap durumudur
(Sekil 7-E, 10-B).
3.2. izokromatid gap: Kromozomun her iki kromatidinde gap goriilmesi durumudur.

3.3. Sentromer gap: Gap'in sentromer bolgesinde goriilmesidir (Sekil 7-D, 10-C).
4- Break (Kirik): Kromozomun herhangi bir b&lgesinde bir kromatid eni-
ni asan ve kromozom ekseninden sapan, boyanmamis bdlgelerdir.

4.1. Kromatid kirik: Kirik olarak dederlendirilen diizensizligin kro-
mozomun bir kromatidinde goriilmesi durumudur (Sekil 5-D, 7-A,B,C, 94LC,10-A,11-BL
4.2. izokromatid kirik: Kirik olarak degerlendirilen diizensizligin

kromozomun her iki kromatidinin,es kesimlerinde (lokiis) gdrilmesi durumu-

dur.

5- Dicentric (iki sentromerli) Kromozom: Kromozomda bir yering,iki
sentromer bulunmasidir (Sekil 8, 11-A).
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6- Quadriradial (Hac) Kromozomu: Biiyiik ve kiiciik submedian kromozom-

larin kollarinin yanyana gelerek ha¢ seklini almasidir.

7- Acentric (Sentromersiz) Kromozom: Kromozomda sentromerin bulunma-
mas1 durumudur (Sekil 5-A,B,C, 7-F,G, 10-D).

8- Fragment: Kopmus kromatid parcaciklaridir (Sekil 10-E).

9- Minute (Kromatin Damlacigi): Terminal delesyondan daha kigciik olan
asentrik fragment ciftleridir.

10- Minik Kromozom: Bilyiik dlc¢iide delesyona ugramis kromozomdur.

11- Ring (Halka): Kromozomun iki ucunda birleserek yiiziik goriintmii al-
mas1 durumudur. Sentromer icerenlere, sentrik ring denir ve genellikle a-
sentrik fragmentle yanyana bulunur. Sentromer icermeyenlere ise asentrik
ring denir. (Sekil 6, 9-A).

12- Yapiskanlik: Kromozomlarin birbirine tutunarak yidin haline gel-
mesidir.

13- Invertion (Ters Donme): Bir kromozoma iki darbenin gelmesi sonucu
kopan parcanin kaybolmadan kendi ekseni etrafinda 180 derece donerek eski
yerine tutunmasidir. Kirilma ve yeniden birlesme, kromozomun ayni kolunda
olursa, parasentrik inversiyondan; kirilma ve yeniden birlesme noktalari
sentromeri de iceriyorsa, perisentrik inversiyondan séz edilir.

14- Translocation (Yer Degistirme): iki ayri kromozomdan kopan parca-
nin yer degistirerek kromozomlara tutunmasidir.

15 Izokromozom: Sentromerin enlemesine bdlinmesi durumudur.

16- Sentromer bdlimmesinde asenkroni: Sentromerin ayni anda bdlunmeme-
si durumudur.
2.3. Gentamycin Hakkinda Genel Bilgiler -
2.3.1. Gentamycin'in Kimyasal Yapisi ve Ozellikleri

Gentamycin)Actinomycetes'lerden Micromonospora purpurea'dan elde edi-
len bir antibiyotiktir. Ilk olarak 1963"de, Weinstein ve arkadaslar: tara-
findan izole edilmistir. Gram (-) bakterilerin,siddetli enfeksiyonlarina
biiylik tepki gdstermektedir. Aminoglikozitler grubuna girmektedir. Asagida
yapilari gosterilen C1, C2 ve C1A kisimlarindan olusmustur (Sekil 1).

2.3.2. Gentamycin'in Etki Mekanizmasi ve Antibakteriyel Ozellikleri

Gentamycin) bakteriler lizerinde doza badli olarak dedisen, bakterisid
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pir etkiye sahiptir (63). Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Kleb-

siella ve Aerobacter'e karsi etkilidir. Haemaphylus influenzae, Acinetobac-
ter've Bacteroidler gentamycine karsi duyarlidir. Proteus tirleri, Mycobac-
terium tuberculosis, Mycoplasma pneumoniae gentamycine biyilik bir hassasiyet
gosterirler. Citrobacter, Salmonella, Shigella, Listeria, Brucella ve bazi

Streptococcus tiirleri ise normal bir hassasiyet gosterirler. Neisseria go-

norrhoeae, N. meningitidis, Clostridium ve Corynebacterium nispeten direncg-
lidir. Gentamycinin bakterilere karsi etkisi,diger aminoglikozitlerle ayni-
dir, fakat etkinlik acisindan onlardan lstindir (63, 43).

Polar bir aminoglikozit olan gentamycin, gastrointestinal sistemden ya-
vas bir sekilde absorbe edilir. Gentamycinin kas icine enjeksiyonu yapildik-
tan 1-1/2 saat sonra plazmada etkili konsantrasyona gecer. Plazmada 6-8 saat
boyunca etkili konsantrasyonda kalir. Biitiin aminoglikozitler gibi gentamyci-
nin de’vaut icine diffizyonu kisitlidir (35). % 80-90'1 dolasimdan 12 saat
i¢inde uzaklastirilir. Gentamycinin terapotik dozu}3 Mg/ml'dir. Gram (-)
bakterilerin tedavisinde kullanllan/en onemli antibiyotiktir. Uriner bdlge
enfeksiyonlari, bel soduklugu, yaniklar, burun ve bogaz enfeksiyonlari v.b.

durumlarinda etkili olmaktadir (11).

NH, H
H/H A\ N,
oH H/H Gentamycin R R'
C, CHy  CH,
o Chy W
c H H
! 1A
H OH
HO g

—i)
H

Sekil 1: Gentamycinin kimyasal yapisi
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2.4. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalari

insanda enfeksiyonlar: olusturan etkenler, genellikle tek hiicreli mik-
roorganizmalardir. Bunlarin metabolizmalari da memeli hiicresinin metaboliz-
masina benzer. Bu bakimdan, enfeksiyonlarla, dolayisiyle mikroorganizmalar-
la miicadelede kullandigimiz antimikrobikler, secici bir toksik etki gdster-
melidirler. Antibiyotikl®en mikroorganizmalar lzerinde birkac yonden etki-
lidirler:

1- Metabolik Antagonizm: Bu yolla etkide, mikroorganizma metabolizma-
sinda yer alan maddelerden bir veya birkac¢ tanesi kimyasal yap1i bakimindan
kendine benzeyen, ifiaskat fonksiyonu baska olan maddelerle degisir. Boylece
o maddenin girdigi reaksiyondan istenen sonuc¢ elde edilemez ve hiicre meta-
bolizmasi bozulur. Ornegin, siilfanamidin etkisi.

2- Hiicre duvari sentezinin inhibisyonu: Hicre duvarini olusturan mu-
kopeptid tabaka bakterinin seklini verdigi gibi, onu, dis etkilerden,dzel-
likle, osmotik basin¢ dedisikliklerinin zararlarindan korur. Degisik anti-
mikrobikler, bu hiicre duvari sentezini dedisik etaplarda inhibe ederler.
Ornedin, penicilline.

3- Sitoplazmik membrana etki: Sitoplazmik membran, ortada lipid, her
iki kenarda da protein tabakasy olan 3 tabakadan olusmustur. Bazi antimik-
robikler, bu tabakalarin, birbirinden ayrilmalarina ve permeabilitenin
artmasina neden olurlar. Ornedin, polymyxine, polyen antibiyotikler.

4- DNA sentezinin inhibisyonu: Nalidixic acid, griseofulvin gibi an-
timikrobikler DNA sentezininbozarak bakterileri etkilerler.

5- RNA sentezinin inhibisyonu: Rifamycin'ler, RNA-polymerase enzimi-
ni inaktive ederek, RNA sentezinindurdururlar.

6- Protein sentezinin inhibisyonu: Hiicrenin iremesi icin, hiicredeki
biyosimik olaylar, periyodik olarak tekrarlanir, metabolizmanin devami bu
intrasellular diizene baglidir. Bazi antimikrcbiklerde, bakteriler, protein
sentezini bozarak, etkilerini gosterirler. Aminoglikozitler, genetik kodun
yanlis okunmasina yol acar (7). Bu suretle, istenmeyen proteinler meydana
gelmektedir. Bu proteinler ise, toksik etki gdstermekte, sonugta hiicre o1-
mektedir. Ornegin, streptomycin, erithromycin, gentamycin, kanamycin, ch-
loramphenicol (13, 17, 27, 34, 35, 63).

Kromozomlar, yiiksek yogunluktaki streptomycin, gentamycin, erithromy-
cin, chloramphenicol ve tetracyclin'e karsi, yodun bir egilim gdstermekte-
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dir. Baz1 arastirmalarda ise, annenin ve cocuklarinda dogustan gelen ano-
malilerin, antibiyotik tedavisi ve akraba evlilidinden ileri geldigi soyle-
nebilir. Antibiyotiklerin, insan lokositlerinde, in vitro olarak, kromozom
iizerine etkileri hakkinda yapilan arastirmada, kromozomlar, antibiyotigin
yiiksek konsantrasyonunda, birlesmelere egilimli oldudu ve ayrica mitozu in-
hibe ettigi aciklanmistir (53). Cesitli yogunluktaki antibiyotik eriyikle-
rinin neden oldugu anomaliler, kromozom yapiskanlidi, despiralizasyon veya
ozellikle, kirilma, profaz ve metafazda rediiksiyonel gruplar tesekkiilii,
multipolar anafaz ve nadir olarak kromozom parcalanmasi seklinde saptanmis-
tir (3).

Son yillarda sorunun, dedisik yonleri ile ele alinmasi Onem kazanmis,
antibiyotik kullanim kurallari ile calismalar yogunlasmistir (22, 32, 36,
53, 70).
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3- GEREG VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Arastirma Populasyonu

Galismada yaslari 25 - 33 arasinda degisen 5 erkek birey kullanilmis-
tir. Deneklerin numaralarina gére yas durumlari; 1) 24, 2) 33, 3) 25, 4)
28, 5) 30 olup, yas ortalamas:1 28'dir. Denekler yakin gecmislerinde (son
5-6 ay icinde) viritik enfeksiyon gecirmemis, herhangi bir antibiyotik
ve benzeri kemoterapttik kullanmamis, radyoterapi gérmemis ya da radyas-
yon etkisinde kalmamis, sigara tiryakisi olmayan, tamamen saglikli birey-
ler arasindan sec¢ilmistir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

) TC Medium 199 (Difco, 5477~ 72- 6)
) TC Fetal Calf Serum Desiccated (Difco, 5065- 67)
) Phytohemagglutinin M (Difco, 0528- 67)
) Colchicine (40 mg colchicine + 100 ml triple distile su)
) 0,075 M KC1 c¢6zeltisi (Potassium Chloride)
) Acetic acid glacial (Merck)
) Methanol (Merck)
) Xylol (Merck)
1) Giemsa Losung (Merck)

) Heparin (Liquemine, Roche)

) Penicilline G- Potassium (1.000.000 {inite)

) Streptomycine Sulfate (1 gr'lik)

) Kanada Balzami (Rhenohistol, Merck)

) Ethyl Alcohol

) Gentamycin

) Triple distile su

) Parafin

) Aceton

3.1.3. Soliisyonlar

a) Kolsisin (Colchicine) Soliisyonu :

40 mg kolsisin & 100 ml triple distile su
b) Hipotonik Soliisyonu

0.075 M KC1
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c) Tespit Soliisyonu (Fiksatif)
3 kisim metanol + 1 kisim asetik asit glasiyal
d) Penicilline Soliisyonu
1.000.000 Gnite penisilin G- Potasyum + 10 ml steril triple
distile su
e) Streptomycine Soliisyonu
1 gr streptomisin siilfat + 10 ml’ steril triple su
f) Phytohemagglutinin Soliisyonu
5 ml fitohemagglutinin M, Bacto + 5 ml steril triple distile su
g) Boya Solusyonu
1 ml giemsa ldsung + 19 ml distile su
h) Gentamycin Solisyonlari
I. Ana Stok Soliisyonu (240 Mg/ml)
1 ml gentamycin +~ 41 ml TC Medium 199
I1. Stok Soliisyon I (120 Mg/ml)
5 ml ana stok soliisyonu + 15 ml TC Medium 199
I1I. Stok Soliusyonu II ( 60 Mg/ml)
5 ml ana stok soliisyonu + 35 ml TC Medium 199
IV. Stok Soliisyonu III ( 30 Mg/ml)
5 ml ana stok soliisyonu + 75 ml TC Medium 199
3.1.4. Kultur Ortam

Periferik Kan Kultiru

a) TC Medium 199 80 ml
b) TC Fetal Calf Serum Solution 15 ml
c) Phytohemagglutinin Solution 3,5 ml
d) Penicillin Solution 0.1 ml
e) Streptomycin Solution 0.1 ml

3.1.5. Diger Gerecler
a) Zaman ayarli santrifij (Hettich universal II)
b) Etiiv (Heraus)
¢) Kuru hava sterilizatori (Kotterman)

d) Mikroskop (0lymus)

e) Duyarli terazi (Bosch)

f) Degisik capta enjektorler ve pipetler

g) 10 ml'lik kiiltir siseleri

)

h) Saleler
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1) 15 ml'lik konik santrifiij tipleri

i) Mezirler
Lamel (24X32 mm)
am

Film (Orwo, siyah-beyaz, 15 dyn, 25 ASA)

—

)
)
k)
1)
3.2. YOntem

Giiniimiizde kalitsal hastaliklar, etiyolojilerindeki kalitsal etke-
nin tirine gore asagidaki sekilde 3 gruba ayrilarak incelenirler:

I. Tekli Mutant Genlere Bagl: Olanlar

A. Otozomal Kalitim
1. Otozomal Dominant
2. Otozomal Resesif
B. Gonozomal “Kalitim
1. X'e Bagli Dominant
2. X'e Bagli1 Resesif
3. Y Kromozomal
II. Polijenik Olanlar
IT1I. Kromozomal Olanlar
Bunlardan tekli mutant genlere bagli olanlarin kalitim bicimleri
aile adaci, ikiz ve pedigri yontemi gibi dolayli1 yontemlerle, polijenik
olanlar genis anlamda aile ve populasyon arastirmalari ile ve kromozomal
olanlar ise karyotip analiziyle ortaya konabilmektedir (29, 31). Arastir-
mamizda amag¢ gerek spontan, gerekse kullanilan kemoterapdtige bagli ola-
rak olusan indiiklenmis kromozom diizensizliklerini saptamak oldugu i¢in
karyotip analizine basvurulmustur.

3.2.1. Kromozom Elde Etme Yontemi

Cesitli dokularda kromozomlar mitoz bdlinmenin metafaz evresinde

en iyi sekilde goriilebilirler. Bu nedenle, kromozom incelemesinin yapi-
labilmesi icin elimizde cok sayida metafaz plagi bulunmalidir. incele-
digimiz insan lenfositleri normal olarak %1 gibi disiik bir oranda kendi-
liginden (spontan) mitoz boliinmeye girerler. Bu nedenle fitohemaggluti-
nin denilen bir kimyasal madde ile hiicre kiiltiirlerinde iiretilen lenfo-
sitlerin yapay olarak mitoza sokulmalari ve sonradan kolsisin adi veri-
len diger bir kimyasal madde ile mitoz bolinmenin metafaz evresinde dur-
durulmaktadir (66).
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Lenfositlerin fitohemagglutinin temasindan 24 saat sonra, 2. mitoz bo-
]inmeye girdikleri bilinmektedir (8, 23, 29, 50, 54, 58). Bu nedenle len-

fositler killtir ortamlarinda 37 C'de 72 saat bekletilirler. Bu siire i-
cinde, hiicrelerin canlilik ve ireme etkinliklerini siirdiirebilmeleri igin
esasinl aminoasitler, vitaminler ve minerallerin olusturdugu heterolog
insan serumu ya da dana serumu iceren kiiltiir ortamlarinda tutulmalari ge-
rekir (8, 29, 50).

Bu calismada Moorhead ve arkadaslarinin gelistirdikleri standart ya-
da makrokiiltiir tekniginin modifiye sekli olan ve mikroteknik veya tim kan
teknigi olarak bilinen yontemden yararlanilmistir (50, 54, 59).

Preparasyon islemleri

a) Gentamycinin uygulama konsantrasyonlari belirlenirken, terapdtik
doz ve maximum tolere edilebilir doz olarak da 3 Mg/ml ve 12 Mg/ml'lik
dozlar secildi. Bu dozlar kiltiirlere 6, 24 ve 48 saat siire ile uygulandi.

b) Steril malzeme kullanilarak,aseptik kosullarda hazirlanan stok
kiiltir ortam1 cozeltisinden, yine aseptik kosullarda 4,5 ml kiltir sise-
lerine konup agzi kapatilarak parafinden gecirildikten sonra buzdolabin-
da donduruldu. Kullanilacagi zaman oda 1sisinda bekletilerek ¢oziilmesi

saglandi.

c) Her denek icin bir kez kullanilan heparinize edilmis enjektor
ignesi ile 8 damla damlatilip, agzi kapatilarak 37OC'ye ayarlanmis etiive
birakildi. Etiive birakilan kiiltirlerin lizerine,daha sonra eklenecek kim-
yasal ile sahip olacadi ila¢ derisimi ve kimyasalla etkilesme siiresi ile
ilgili bilgiler iceren etiketler yapistirildi.

Caligmamizda 3 ayri doz ve 3 ayr1i uygulama siiresi ile bunlarin kont-
rollerinden olusan her birey icin 12 kiltir hazirlandi1 (Cizelge 1).

d) Kiltirin etive birakilis saatine gore, 48 saatlik kiiltire 24. sa-
atte, 24 saatlik kiiltiire 48. saatte, 6 saatlik kiiltiire de 66. saatte il-
gili stok gentamycin cozeltilerinden, kontrol gruplarina 0,5 ml TC Medium
eklendi.

e) Kiiltiirdeki hiicreleri,mitozun metafaz evresinde durdurmak icin 70.
saatte 0,25 cc kolsisin cozeltisinden eklenerek tekrar etiive yerlestiril-
di.

f) 72. saatin sonunda kiiltiirler, etiivden alinarak iizerlerindeki eti-
ketlerin benzeri bilgiler iceren santrifiij tiplerine aktarildi. Tiipler
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daha::sonra 800 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi. Bosalan kiltir sisele-
rine ise 5 ml hipotonik ( 0.075 M KC1) cozeltisi eklendi.

g) Tiplerin {izerindeki sivi (slpernatant) atilip, tiiplerin dibinde
birakilan hiicre cokintisi lizerine 5 ml daha once kiltir siselerine bira-
ki1lan hipotonik eklenerek pipetaj yapildi. Hipotonik ortamda,hUcre ve
inukleus mambranlarinin parcalanmasi icin 15 dakika bekletildikten sonra,tek—
rar 800 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi.

h) Santrifij islemi sonunda, tiplerin Uzerindeki sivi atilarak kalan
¢Okinti dzerine 5 ml fiksatif, (3 kisim metanol + 1 kisim asetik asit) ya-
vas yavas damlatilarak pipetaj yapildi, tekrar 800 rpm'de 10 dakika sant-
rifij edildi. Cokintiye fiksatif uygulamadaki amac, nukleuslari bulunduk-
lar1 evrede tespit etmektir.

1) Santrifiij islemi sonrasi fiksatif ile yapilan islem 3 kez daha
tekrarlanir. Tiipte kalan cokiintiiniin lizerini ortecek kadar fiksatif ekle-
nip, pipetaj yapilarak pipete alindi. Her materyal, kiiltiirlere gore numa-
ralandirilmis etiketler taglyan,5 adet lam iizerine damlatilarak yayma is-
lemi yapilan preparatlar kurumaya birakildi.

i) Preparatin boyama islemi: Kuruma islemi tamamlanmis lamlarin iize-
rine/giemsa soliisyonu birakilarak 20 dakika bekletilip preparatlardaki
boya dokiildiikten sonra, saf sudan gecirilerek kurumaya birakildi. Kuruyan
preparatlarin temizlenmesi icin, 10-15 saniye siire ile, sirasiyle aseton,
aseton-ksilol ve ksilol serilerinden gecirilerek tekrar kurumaya birakil-
d1. Kuruyan preparatlara, kanada balzami damlatilip, lamel kapatilarak pre-
parasyon islemi tamamlandi1.

3.2.2. Degerlendirme

Dederlendirme islemi,onceden hazirlanan degerlendirme formuna gerek-
li bilgiler kaydedildikten sonra, preparatlarin mikroskop altinda incelen-
mesi ile yapilmistir. Preparat tarama islemine kiiclik biiylitmeli objektif
(X10) ile baslayarak, iyi ve kaliteli metafazlar secildikten sonra}immer-
siyon objektifi ile ayrintili olarak incelenmis ve spontan bulgular, mik-
roskop saryo kayit numarasi ile birlikte,degerlendirme formundaki bolim-
lere kaydedilmistir.

Metafaz plaklari, kromozomlardaki sayi1 ve sekil diizensizlikleri acgi-

sindan dederlendirilmislerdir. Poliploid hUcreleq X670 biiylitmede fotograf
alanina sigmamasi nedeni ile,X268 biiyitme ile fotograflari cekilmistir.
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Sre 6 saat 24 saat 48 saat

Doz

3 Mg/ml 1 1 1

r

6 Mg/ml 1 1 1

12 Mg/ml 1 1 1

-

Kontrol 1 1 1

Cizelge 1: ilacin doz- siire kombinasyonlari

Dederlendirmenin yansiz olabilmesini saglamak icin preparatlag her-
hangi bir siraya badli olmaksizin incelenmislerdir. Dederlendirme islemi
bittikten sonra, preparat numarasi bilgi islem formuna yazilmistir. Meta-
faz plagindaki gbzlenen diizensizliklerin degerlendirilmesinde,birgok a-
rastiricinin uyulmasini onerdikleri ( 24, 66 ) Olciilere bagli kalinmis-
tir.

Istatistiksel degerlendirmeler, Yurtsever (75), Ozdamar (59), Kutsal
ve Muluk (65) ile Tezok'un (69) kitaplarindan yararlanilarak yapilmis-
tir.
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4. BULGULAR

Arastirma ic¢in secilen saglikli 5 bireyin her birinden alinan kan
3 farkli doz ve 3 farkli siire kombinasyonu icin, 9 kiltir ortamina ve
kontrol grubu icin de 3 kiiltir ortamina ekilmistir. Boylece, her bir de-
nek igin,12 adet kiultir ortami kullanilmistir. Giemsa boyama yotntemiyle
hazirlanan preparatlardan,toplam 3671 metafaz kaydedilmistir.

Kromozom elde etme ga11§malar1,metafaz safhasinda ve in vitro sart-
lar altinda yapilmistir. CGiinkii anafaz plaklarinin cok kisa siirede yiiksek
mitotik indeksler verdigi ve metafaz safhasinin daha uygun oldugu belir-
tilmistir (54).

Hazirlanan preparatlar ¢nce 151k mikroskobunun hafif biiylitmeli ob-
jektifiyle taranmis (X67) ve sitoplazma artiklarindan arinmis, konsantras-
yonu orta derecede, kromatid kollari fazla uzaklasmamis, birbirine para-
lel kromozomlar bulunduran, iyi boyanmis metafaz plaklari secilmistir.

Ust tiste binmis, kollari bukiilmiis veya yanyana gelmis plaklar dikkate a-
linmamistir. Uygun metafaz plaklari immersiyon objektifine alinarak su
islemler yapilmistir:

a. Sayim: Metafaz plagindaki kromozomlar sayilarak kaydedildi.

b. Fotograf: Uygun metafaz plaklarinin immersiyon objektifiyle fo-
tograflar: cekildi.

c. Fotograf {lizerinde sayim: Daha sonra fotograf lzerindeki kromozom-
lar sayildi.

Yontemine uygun olarak hazirlanmis olan ve mikroskopta X670 blyitme
ile incelenmis metafazdaki hiicrelerde, gtzlenen diizensizlikleri iceren
hiicrelerden, sayisal kromozom diizensizlikleri iceren hiicrelerin dikkate
alinmayacak kadar az oldugu saptandi. Ancak plaklarda gézlenmis olan po-
liploid hiicrelerden ilgin¢ bir fotograf verilmesinin uygun olacagi
disinilmistie (Sekil 4).

4.1. Diizensizlik iceren Hiicrelere Ait Bulgular

GCalismada toplam olarak 3671 metafaz incelenmis olup, 1133 tanesinde
diizensizlik kaydedilmistir. Bunlari kontrol grubu ve deney gruplarina go-
re inceleyecek olursak; kontrol grubunda incelenen 975 metafazdan 55 ta-
nesinde diizensizlik kaydedilmistir. Kontrol grubunda diizensizlik igeren
hiicre yiizdesi 5.64 olarak bulunmustur. 3 Mg/ml'lik doz sabit tutularak
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6, 24 ve 48 saatlik uygulama siirelerindé toplam 988 metafaz incelenmis,

222 tanesinde diizensizlik saptanmistir. Diizensizlik iceren hiicrelerin :
toplam metafaz sayisina orani % 22.46 olarak bulunmustur. 6 Mg/ml'lik
deney grubunda, 6, 24 ve 48 saatlik uygulama sUrelerinde,toplam 927 me-
tafaz incelenmis olup, 340 tanesinde diizensizlik saptanmis ve toplam me-
tafaz sayisina orani %36.64 olarak bulunmustur. Uygulanan 12 Mg/ml'lik
doz ve 6, 24 ve 48 saatlik siirelerde incelene@ toplam 781 metafazdan 516
tanesinin diizensizlik icerdidi tespit edilmis ve toplam metafaz sayisina
orani % 66.06 olarak bulunmustur.

Dizensizlik iceren hiicrelere ait bulgulag istatistiksel olarak de-
gerlendirildiginde; gentamycin dozunun arttirilmasina paralel olarak si-
renin arttirilmasinin kromozomal diizensizlik olusumunu fazlalastirdig:i
ve doz sabit tutularak siirenin arttirilmasinin dlzensizlik iceren hiicre
olusumunda artisa neden oldugu goriilmistiir.

Gentamycin dozunun arttirilmasina paralel olarak diizensizlik igeren
hiicre sayi1sinin arttigi, gentamycin uygulama siiresinin artmasina bagli
olarak kromozom diizensizligi iceren hiicre sayisinda bir artis oldudu ve
siire sabit tutularak dozun arttirilmas: ile diizensizlik iceren hiicre sa-
yisinin arttidi belirlenmistir.

4.2. Yapisal Dizensizliklere Ait Bulgular

5 denege ait incelenen 3671 metafazdan,b1133'inde toplam 2309 yap1-
sal diizensizlik saptanmistir. 410 metafazda 1, 236 metafazda 2, 132 me-
tafazda 3, 81 metafazda 4'den fazla yapisal diizensizlik gozlenmistir.
Kontrol gruplarinda yapisal diizensizlik orani, 100 metafazda ortalama 5.02
iken, bu oran deney gruplarinda % 83.82'ye yiikselmektedir. Bu oranlar
deneklere ait genel sonug¢ cizelgelerinde (Cizelge 17, 18, 19, 20, 21, 22)
goriillecedgi gibi farkl:i doz-siire kombinasyonlarinda degisiklikler goster-
mektedir. Cizelge 2'de yapisal diizensizlik tiplerinin sikliklari goste-

rilmistir.

En sik rastlanan diizensizlik tipleri Cizelge 2'de gériildiigi gibi,
izokromatid kirik ve kromatid kiriktir. Kromatid ve izokromatid gap ile
kiriklarin toplam yapisal diizensizliklere orani % 82.8%'dur. En fazla
kromatid ve izokromatid kiriga 12 Mg/ml doz ve 48 saatlik siirelerde rast-
lanmistir. Sozii edilen doz ve siirede kaydedilen toplam 781 metafazda, 529
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tane izokromatid kirik tipinde dizensizlik kaydedilmis olup, toplam me-
tafaz sayisina orani % 67.73 olarak bulunmustur. 330 tane de kromatid
kiriga rastlanmis ve % 42. 25 oraninda gorilmistir.

Gorilen diger diizensizliklerden fragment, sadece 48 saatlik kontrol
grubunda saptanmistir. Doz- siire kombinasyonu uygulanan biitiin deney grup-
Iarinda goriilmiis ve tim yapisal diizensizliklere oranit % 9.61 olarak bu-
lunmustur. Disentrik kromozom, toplam 16 tane olup, yapisal dizensizlik-
lere oran1 % 0.69'dur. Hac kromozomu, tim deney gruplarinda toplam 17
tane gorilmis, kontrol gruplarinda rastlanmamistir. Tim yapilsal diizen-
sizliklere oran1 % 0.73 olarak bulunmustur. Asentrik kromozoma ise 3 Mg/
ml - 6 saatlik doz-siire kombinasyonlari disinda biitiin deney gruplarinda
rastlanmistir. Toplam 37 tane asentrik kromozom kaydedilmis olup toplam
yapisal diizensizliklere oran1 % 1.60'dir. 2 tane de ring kromozomuna
rastlanmistir. Ayrica tanimlanamayan 7 diizensizlik kaydedilmistir.

NO Diuzensizlik Tipi Diuzensizlik Sayisi %'si
1 Kromatid Gap 346 14.98
2 Kromatid Kirik 589 25.50
3 Izokromatid Gap 125 5.41
4 Fragment 222 9.61
5 izokromatid Kirik 854 36.98
6 Delesyon 94 4.07
7 Hac Kromozomu 17 0.73
8 m iDisentrik Kromozom 16 0.69
9 Asentrik Kromozom 37 1.60
10 Ring 2 0.08
" Ilging Gortinti 7 0.30

Cizelge 2: Yapisal Diizensizlikler ve Sikliklari

4.4, Kromozom Diizensizliklerinin istatistiksel Dederlendirilmesi

Kontrol grubu, 3 Mg/ml, 6 Mg/ml ve 12 Mg/ml doz gruplarinda gentamy-
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cinin 6, 24 ve 48 saatlik uygulama siireleri sonrasinda olusan yapisal
kromozom diizensizliklerine ait veriler, sayimla elde edilen degerlendir-
melerdir. Bu veriler calismamiza uygun istatistiksel yontemin uygulana-
bilmesi icin Arc-Sin transformasyonu ile aci dederlerine cevrilmistir.
Daha sonra farkli doz-siire kombinasyonlarina genel olarak dozun, siirenin,
etkilesimin ayni1 dozda, siire ve ayni siirede dozun etkisini belirlemek

ve gruplara ait verileri birbirleriyle karsilastirmak icin cift yonli
varyans analizi-faktoryel planlama y@ntemi ile test edilmistir. Cizelge
3'de bunailiskin kaynak tablosu cikarilmistir.

KAYNAK _§i9;* K.T. __5;9;
Genel Kareler Toplami 59 909.85 15.421
Etki Gruplari Arasi K.T. 11 742. 50 67.50
Doz Gruplari Arasi K.T. 3 706.61 253.53
Siire Gruplari Arasi K.T. 2 26.70 13.35
Etkilesim K.T. 54 176. 54 3.26
Hata (gruplar ici) K.T. 48 167. 35 3. 486
Ayn1 Dozda Siire K.T. 8 35.90 4.487
Ayn1 Sirede Doz K.T. 9 F15.74 79.526
Doz Gruplari ici K.T. 56 ~203.24 3.629

Cizelge 3: Farkli Doz-Siire Kombinasyonlarinda Olusan Yapisal Kromo-
zom Diizensizliklerinin Kaynak Tablosu

Yapilan istatistiksel dederlendirmeye gére; gentamycin dozunun art-
tirilmas1 ile yapisal kromozom diizensizliklerinde artis oldugu (p»0.01),
gentamycinin uygulama siiresine bagli olarak yapisal kromozom diizensizlik-
lerinin artti1g1 (p)0.05), doz artisina paralel olarak siirenin arttiril-
masinin yapisal kromozom diizensizliklerinde artis meydana getirdigi (p >
0.05), dozun sabit tutulup siirenin arttirilmasinin kromozomlarda yapisal
diizensizligi arttirdigy (pp0.05), ayrica siire sabit tutularak dozun art-
tirilmas1 ile kromozomlarda yapisal diizensizliklerin arttigr (p)0.01)
tespit edilmistir(Cizelge 4).
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KAYNAK DF p Degerleri Tablo Dederi  Sonuc
) 0.05 0.01

Etkilesim 54-48 0.935 1.61 1.96 pY0.01
Doz Gruplari
Aras1 Fark 3-48 67.564 2.80 4.22 pH»0.01
Sireler Arasi
Fark 2-48 3.825 3.19 5.08 py0.05
Ayn1 Dozda Siire
Artisi 8-48 1.287 2.14 2.90 p70.05
Ayn1 Siirede Doz
Artis: 9-48 24.394 2.08 2.80 p»0.01

Gizelge 4: Yapisal Diizensizliklerin Hata Kareleri Ortalamasina Gore
Belirlenmesi

Ayn1 Siirede Farkli Dozlarda Olusan Yapisal Diizensizliklerin
Onem Kontrolii

Gentamycinin 6 saatlik siire ile farkli1 dozlarda uygulanmasi sonucu
meydana gelen yapisal kromozom diizensizlikleri ortalamasi arasindaki fark
gercek onemli fark dederine gore dederlendirildinde; 6 Mg/ml - Kontrol
grubu, 12 Mg/ml - Kontrol grubu, 12 Mg/ml - 3 Mg/ml'lik deney gruplari
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p»0.05), 3 Mg/ml-
Kontrol grubu ve 6 Mg/ml - 3 Mg/ml'lik deney gruplari arasindaki farkin
anlaml1 olmadigr (pd0.05) saptanmistir (Cizelge 5).

Gentamycinin 24 saat siire ile farkli dozlarda uygulanmasi sonucunda
meydana gelen yapisal diizensizlikleri ortalamas: arasindaki fark, gercek
onemli fark dederine gore degderlendirildiginde; 6 Mg/ml - Kontrol grubu,
12 Mg/ml - Kontrol grubu, 12 Mg/ml - 3 Mg/ml'lik deney gruplari ve 12
Mg/ml - 6 Mg/ ml”lik derley gruplari arasindaki farkin istatistiksel ola-
rak anlamli oldugu (p»0.05), 3 Mg/ml- Kontrol grubu ve 6 Mg/ml - 3 Mg/ml"
likdeney gruplari arasindaki farkin anlamli olmadig: (p{0.05) saptanmis-
tir (Cizelge 6).

Gentamycinin148 saat sire ile ve farkli dozlarda uygulanmas! sonu-
cunda meydana gelen yapisal kromozom diizensizlikleri ortalamasi arasin-
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ggg;;iaStlrllan %;s?oz ;jéAPOZ Fark 59;95_ SONUC
3 Mg/ml-Kontrol 3.31 1.40 1.91 3.769  p40.05
6 Mg/ml-Kontrol  5.64 1.40 4.24 3.769  py0.05
6 Mg/ml-3 Mg/ml 5.64 3.31 £e33 3.769 pL0.05
12 Mg/ml-Kontrol  9.57° 1.40 8.17 3.769  py0.05
12 Mg/ml-3 Mg/ml  9.57 331 6.26 3.769  p)0.05
12 Mg/ml-6:Mg/ml  9.57 5.64 3.93 3.769  p)0.05

Cizelge 5: 6 saatlik uygulamada kontrol ve doz gruplari ile grupla-
rin kendi aralarindaki ortalama dederler arasi farkin 6nem kontroli

¥karsilastirilan I. Doz 11. Doz Fark 60_05 SONUG

Dozlar X's1 X's1 : 4
3 Mg/ml-Kontrol  "5.35 1.88 3.47  3.769 p£0.05
6 Mg/ml-Kontrol 6.77 1.88 4.89 3.769  p»0.05
6 Mg/ml-3 Mg/ml 6.77 b3b 1.42 3.769 p(0.05
12 Mg/ml-Kontrol 11.64 1.88 9.76 3.769  p»0.05
12 Mg/ml-3:Mg/ml 11.64 5.35 6.29 3.769  p)»0.05
12 Mg/ml-6 Mg/ml 11.64 6.77 4.87 3.763  py0.05

Gizelge 6: 24 saatlik uygulamada kontrol ve doz gruplari ile grupla-
rin kendi aralarindaki ortalama dederler arasindaki farkin &nem kontroli

daki fark, gercek onemli fark dederine goére dederlendirildiginde; 6 Mg/ml-
Kontrol grubu, 12 Mg/ml-Kontrol grubu, 12 Mg/ml-3 Mg/ml'lik deney grubu
ve 12 Mg/ml-6 Mg/ml'lik deney gruplar:i arasindaki farkin istatistiksel o-
larak anlamli oldugu (p)0.05), 3 Mg/ml-Kontrol grubu ve 6 Mg/ml-3 Mg/ml'
lik deney gruplari arasindaki farkin anlamli olmadigr (p{0.05) saptanmis-
tir (Cizelge 7).

4.3.2. Ayn1 Dozda Farkli Siirelerde Olusan Yapisal Diizensizliklerin

Onem Kontroli

Kontrol grubu ve 3 Mg/ml, 6 Mg/ml, 12 Mg/ml'lik deney gruplarinda,
6 saat gentamycin uygulamasi sonucunda olusan yapisal kromozom diizensiz-
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Karsilastirihan 1. Doz I1I. Doz Fark Gy g5 SONUG
Dozlar A'S1 X's1 e

3 Mg/ml-Kontrol 4.64 1.54 3.10 3.769 p£0.05
6 Mg/ml-Kontrol 757 1.54 6.03 3.769  p»0.05
6 Mg/ml-3 Mg/ml 7.57 4.64 Z.93 3.769 p40.05
12”Mg/ml-Kontrol  11.76 1.54 10.22 3.769 p»0.05
12 Mg/ml-3 Mg/ml 11.76 4.64 7.12 3.769 py0.05
12 Mg/ml-6 Mg/ml  11.76 7.57 4.19 3.769  p»0.05

Gizelge 7: 48 saatlik uygulamada kontrol ve doz gruplari ile grup-
larin kendi aralarindaki ortalama degerler arasi farkin onem kontroli.

likleri gercek onemli fark diizeyinde istatistiksel acidan anlamli bulun-
mustur (p»0.05) (Cizelge 8).

Siire 28 saat 6 saat Fark G SONUG
Doz X's1 X's1 0.05
Kontrol Grubu 8.1 1.40 7.96 4,47 p>0.05
3 Mg/ml - 25.3 3.31 21.99 4.47 py0.05
6 Mg/ml 67.7 5.64 62.06 4.47 py0.05
12 Mg/ml 64.1 9.57 54,53 4.47 py0.05

Cizelge 8: Ayn1 dozda farkl:i siirelerin aritmetik ortalamalari arasi
farkin Oonem kontrolii.

Kontrol grubu ve 3 Mg/ml, 6 Mg/ml, 12 Mg/ml'lik deney gruplarinda, 24
A8.taat gentamycin uygulamasi sonucunda olusan yapisal kromozom diizensiz-
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likleri, gercek onemli fark diizeyinde, istatistiksel acidan anlamli bulun-
mustur (p70.05)(Cizelge 9).

Sire 48 saat 24 saat Fark Gp.o5  SONUC
Doz s XE =2

Kontrol Grubu 15.4 8.1 723 4.47 p»0.05
3 Mg/ml 46.4 25 .3 21.1 4.47 p>0.05
6 Mg/ml 76,7 67.7 8.0 4.47 p>0.05
12 Mg/ml 76.1 64.1 12.0 4.47 p20.05

Cizelge .9: Ayn1 dozda farkli siirelerin aritmetik ortalamalar arasi

farkin onem kontroli

Kontrol grubu ve 3 Mg/ml, 6 Mg/ml ve 12 Mg/ml'lik deney gruplarinda,
6 ve 48 saat gentamycin uygulamasi sonucunda olusan yapisal kromozom dii-
zensizlikleri sonucunda olusan yapisal kromozom diizensizlikleri gercek 6-
nemli fark diizeyinde istatistiksel acidan anlamli bulunmustur (p}0.05)
(Cizelge 10).

lire 48 saat 6_saat Fark GO.OS SONUG
Doz X"s1 X's1 o
Kontrol Grubu 15.4 1.40 14.0 4.77 py0.05
3 Mg/ml 46.4 Sudl 43.09 4.47 py0.05
6 Mg/ml 75.7 5.64 70.06 4.47 py0.05
12 Mg/ml 76.1 9.57 66.53 4.47 p»0.05

GCizelge 10: Ayn1 dozda farkli sirelerin aritmetik ortalamalari arasi

farkin ¢nem kontroli

4.3.3. Ortalamalar Arasi Farkin Onem Kontroli

Daha 6nce yapilan varyans analizinde,aynl siirede dozlar arasindaki
farkin yapisal dlizensizlikler aglslndanjbnemli diizeyde anlaml1 oldugu bu-
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lunmustue Ayni sUrede,doz gruplar: i¢i farkin ise gercek 6nemli fark dege-
rinden farkli olmadigi (p:2.11 ve Q:0.05 - 4.29 = p{0.05'dir) saptanmis-
tir. Bu durumdaldaha once de uygulama siiresi artisinin,yapisal diizensizlik
olusumunu etkilemesi de g6zoniine alinarak, siire dislanip doz ortalamalar:
farklarlnlnlﬁnem kontroliniin yapilmasi1 gerekir.

Siire gozonine alinmadan doz gruplari ortalamalari arasi fark, gercek
onemli fark degeri ile karsilastirildiginda, biitiin doz gruplar:i ve biitiin
deney gruplari arasindaki farkin istatistiksel olaraglénemli diizeyde an-
laml1 oldugu (pp0.05) saptanmistir (Cizelge 11).

Karsilastirilan I. Doz Ll DDz Fark Gy 05 SONUG
Dozlar XTs1 Xs1 ——

3 Mg/ml-Kontrol 66.55 24.12 24.43 2.1 p»0.05
6 Mg/ml-Kontrol 99,97 24.12 75.856 2.11 p»0.05
6 Mg/ml-3 Mg/ml 99.97 66.55 33.42 2.1 p>0.05
12 Mg/ml-Kontrol 164.93 24.12 140.81 2.1 p>0.05
12 Mg/ml-3 Mg/ml 164.93 66.55 98.38 2.1 p>0.05
12 Mg/ml-6 Mg/ml 164.93 99.97 64.96  2.11 p>0.05

Gizelge 11: Sire dislandiginda doz ortalamalari farklarinin onem kontro-

1

4.3.4. Deneklerin Gentamycinden Etkilenme Dereceleri

5 ayr1 denede ait, gentamycinin farkli doz-siire kombinasyonlarinda
olusan yapisal kromozom diizensizliklerinin toplaml,X2 testi ile analiz e-
dilmis ve denekler arasinda yapisal kroTozom diizensizlikleri acisindan. 6-
nemli diizeyde fark oldudu (p:81.86 ve X°:9.488, py0.05) goriilmiistiir. - Bir baska deyis-
le yapisal kromozom diizensizligi olusmasi bakimindan denekler, gentamycin-
den farkli Glciilerde etkilenmislerdir. Hangi deneklerin,gentamycinden da-
ha cok etkilendigini bulmak {izere yapilan X2 testinde ; 1,3 ve 4 numaral:
deneklerde gbzlenen yapisal kromozom diizensizliklerinin 2 ve 5 numaral1i !
deneklere gore daha yilksek oldugu saptanmistir.

4.4 Mitotik indekse Ait Bulgular

Kontrol gruplar:i ile deney gruplarina ait preparatlarin her birinden,
1000 hiicre sayilarak mitotik indeks belirlenmis olup, calismada kullanil-
mis olan gentamycinin, hiicrelerin mitoza girme oranlari iizerine, herhangi
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bir etkisinin olup olmadigi arastirilmistir. Bulgulag Cizelge 12'de veril]-

misi iayrica gerekli istatistiksel dederlendirmeler de yapllarak/sonuglar
13, 14, 15 ve 16 numarali cizelgelerde sunulmustur.

Mitotik indekse ait dederler, farkli doz ve siirenin uygulandidi denek-
ler arasinda da’belirgin farkliliklar gostermektedir. Tiim deneklere ait
bulgular toplaminin aritmetik ortalamalari ile yapilan karsilastirmada;
kontrol gruplarinin genel aritmetik ortalamasi 29.86 iken, 3 Mg/ml'lik de-
ney grubunda 26.20'ye, 6 Mg/ml'lik deney grubunda 18.66'ya, 12 Mg/ml'lik
deney grubunda ise 14.26'ya distigli gozlenmektedir.

I11

Siire IT IV ) X X

Doz B

Kontrol-6 saat 35 3 33 30 29 159  31.80
Kontrol-24 saat 30 33 25 28 29 145  29.00
Kontrol-48 saat 30 34 21 31 28 144  28.80
Kontrol Ortalamas: 31.66 33.00 26.33 29.66 28.66 149.31 29.86
3 Mg/ml-6 saat 33 22 31 28 26 140 28.00
3 Mg/ml-24 saat 28 28 317 24 28 139 27.80
3 Mg/ml-48 saat 21 23 25 23 22 114  22.80
3 Mg/ml Ortalamasi 27.33 24.33 29.00 25.00 25.33 131.00 26.20
6 Mg/ml-6 saat 21 15 24 - 21 20 101 20.20
6 Mg/ml-24 saat 23 20 23 : 18 18 102 20.40
6 Mg/ml-48 saat 13 13 21 16 14 77 15.40
6 Mg/ml Ortalamasi 19.00 16.00 22.66 18.33 17.33 93.33 18.66
12 Mg/ml-6 saat 13 14 16 13 12 68  13.60
12 Mg/ml-24 saat 20 18 15 14 13 80 16.00
12 Mg/ml-48 saat 13 15 14 12 12 66 13.20
12 Mg/ml Ortalamasi 15.33 15.66 15.00 13.08 12.33 71.33 14.26
Deney Gruplari X'si 23.33 22.25 23.25 21.50 20.91 11.25 22.24

i p—

Cizelge 12: Deneklere ait mitotik indeks degerleri

4.4.1. Mitotik iIndeks Bulgularinin istatistiksel Degerlendirmesi

Deneklere ait,farkli doz =~ slre kombinasyonlarina ait mitotik indeks
degerleri hesaplandiktan sonra, uygulanan her siire i¢in kontrol grubu ve
deney gruplarina ait bulgular, "t testi'uygulanarak gruplar arasinda olup
olmadigr ya da gentamycinin mitotik indeksi etkileyip etkilemedigi belir-
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lenmistir.

- 6 Saatlik Siirede Mitotik indeks Karsilastirmasi
6 saatlik siire uygulamasindaki veriler karsilastirildiginda, sadece
kontrol grubundan 3 Mg/ml'lik deney grubuna geciste mitotik indeks olqu-
sunda herhangi bir degisiklik olmadigi (p{0.05), ancak diger gruplar ara-
sinda mitotik indeksin oldukca Oonemli seviyede etkilendigi saptanmistir
(p)0.05) (Cizelge 13).

Karsilastirilan p degeri Tablo dederi SONUG
Dozlar : 0.05 0.01

Kontrol-3 Mg/ml 1.728 1.860 2.892 p{0.05
Kontrol-6 Mg/ml 6.408 1.860 2.892 py»0.01
Kontrol-12 Mg/ml 14.398 1.860 2.892 py0.01
3 Mg/mliw6 Mg/ml 3.228 1.860 2.892 p»0.01
3 Mg/ml-12 Mg/ml 7.062 1.860 2.892 p)0.01
6 Mg/ml-12 Mg/ml 4,094 1.860 2.892 py0.01

Cizelge 13: 6 saatlik siirede mitotik indeks karsilastirmasi

- 24 Saatlik Siirede Mitotik indeks Karsilastirmasi

Gentamycinin 24 saatlik siire ile farkl: dozlarda deneklere uygulan-
mas1 sonucu elde edilen veriler karsilastirildiginda; sadece kontrol gru-
bundan 3 Mg/ml'likdeney grubuna geciste mitotik indeks olgusunda herhangi
bir degisiklik olmadidi (p{0.05), diger kontrol grubu ve deney gruplari a- l
rasindaki mitotik indeksin oldukga 6nemli seviyede etkilendigi (p»0.01),
6 Mg/ml'lik deney grubundan 12 Mg/ml'lik deney grubuna geciste ise 0.05 -
nem seviyesinde etkilendigi saptanmistir (Cizelge 14).

- 48 Saatlik Siirede Mitotik Indeks Karsilastirmasi

Gentamycinin 48 saatlik siire ile farkli dozlarda deneklere uygulan-
mas1 sonucu elde edilen veriler karsilastirildiginda; kontrol grubundan 6 ve 12
Mg/ml'lik deney gruplarina geciste mitotik indeks olgusunun etkilendigi (p>
0.05), ancak diger kontrol grubu ve deney grubu ile deney gruplarinin ken-
di aralarinda mitotik indeks olgusunun etkilenmedigi saptanmistir (p(0.05)
(Cizelge 15).



Karsilastirilan p degeri Tablo degeri SONUG
Dozlar 0.05 0.01

Kontrol-3 Mg/ml 0.70 1.860 2.892 p0.05
Kontrol<6 Mg/ml 5.00 1.860 2.892 p>0.01
Kontrol-12 Mg/ml 7.05 1.860 2.892 p>0.01
3 Mg/ml-6 Mg/ml 4.68 1.860 2.892 p>»0.01
3 Mg/ml-12 Mg/ml 6.88 1.860 2.892 py0.01
6 Mg/ml-12 Mg/ml 2.55 1.860 2.892 p»0.05

Cizelge 14: 24 saatlik siirede mitotik indeks karsilastirmasi

Karsilastirilan p dederi Tablo degeri SONUG

Dozlar 0.05 0.01

Kontrol-3 Mg/ml 0.84 1.860 2.892 p{0.05
Kontrol-6 Mg/ml 2.01 1.860 2.892 p»0.05
Kontrol-12 Mg/ml 2.47 1.860 2.892 pY0.05
3 Mg/ml-6 Mg/ml 1.15 1.860 2.892 p{0.05
3 Mg/ml-12 Mg/ml 1.61 1.860 2.892 pd0.05
6 Mg/ml-12 Mg/ml 0.50 1.860 2.892 p0.05

Cizelge 15: 48 saatlik siirede mitotik indeks karsilastirmasi

4.4.1.2. Mitotik indeksin Toplam Ortalamalarinin istatistiksel
Degerlendirilmesi

Kontrol gruplarinin toplam ortalamasi ile deney gruplarinin tek tek
ortalamalar: karsilastirildiginda; kontrol grubundan 12 Mg/ml'lik deney
grubuna geciste ve 3 Mg/ml'lik deney grubundan 12 Mg/ml'lik deney grubuna
geciste mitotik indeks olgusunun etkilendigi (p)0.05), diger gruplar ara-
sinda mitotik indeksin etkilenmedigi (p{0.05) saptanmistir (Cizelge 16).



Karsilastirilan p degeri Tablo degeri SONUG
Dozlar 0.05

Kontrol-3 Mg6ML 0.49 1.860 p{0.05 i
Kontrol-6 Mg/ml 1.64 1.860 p0.05
Kontrol-12 Mg/ml 2.60 1.860 pY0.05

3 Mg/ml-6 Mg/ml 1-15 1.860 p{0.05

3 Mg/ml-12 Mg/ml 1.96 1.860 p%0.05

6 Mg/ml-12 Mg/ml. 0.78 1.860 p{0.05

Cizelge 16: Mitotik indekse ait toplam ortalamalarin istatistiksel
degerlendirmesi



§.5.

BULGULARA AIT CiZELGE VE
SEKILLER
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Uygulama Siresi 2
Kontrol-6 saat 283
Kontrol-24 saat 343
Kontrol-48 saat 349
3 Mg/ml-6 saat 323
3 Mg/ml-24 saat 330
3 Mg/ml-48 saat 335
6 Mg/ml-6 saat 327
6 Mg/ml-24 saat 327
6 Mg/ml-48 saat 273
12 Mg/ml-6 saat 284
12 Mg/ml-24 saat 268
12 Mg/ml-48 saat 229
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Gizelge 17: Deneklerenait bulgularin genel sonuc¢lar tablosu
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Cizelge 18: 1 numarali denedin genel sonuclar tablosu
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Uygulama Siresi

Kontrol-6 saat
Kontrol-24 saat
Kontrol-48 saat
3 Mg/ml-6 saat
3 Mg/ml-24 saat
3 Mg/ml-48 saat
6 Mg/ml-6 saat
6 Mg/ml-24 saat
6 Mg/ml-48 saat
12 Mg/ml-6 saat
12 Mg/ml-24 saat
12 Mg/ml-48 saat
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Gizelge 19: 2 numaral1 denedin genel sonuglar tablosu
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3 Mg/ml-6 saat

3 Mg/ml-24 saat
3 Mg/ml-48 saat
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12 Mg/ml-48 saat

TOPLAM

Toplam Yapisal

Dizensizliklerin
Incelenen Metafaz

Sayisina Orani

Incelenen Metafaz
Say1s1

(@3]
(o))

79
66
68
75
64
83
85
64
75
49

871

lNonnal Metafaz Say1si

|
|

74
59
51
57
59
68
67
25
49
14

678

Diizensizlik iceren
Hicre Sayisi

193

Dizensizlik Iceren

Hiicre %'si

-

2b.
24.

18.
21.
60.
34.
I

22.

|Knmatk16@p

- N

42

4.82

Iizokrtnatid Gap

—_

—_ (J]l - -

1.03

. [Kromatid Kirik

N oo N

1
36
25
13

103

1.8 17.10 1.72 4.8 1.37 42.70

[izokrtnﬁtid Kirik

S~ 00 o1 O ®

47
23
46

49

|Eksilme (Deletion)

oW NN AW -

1 1 1 1 o=
= =
=538 FES
V) M — N — QL W
3338 522
5 & 8k&F
- - 0.00
- 3 3.09
- 4 5.006
- - 0.00
1 20 29.41
- 12 16.00
- 8 12.50
- 16 19.27
1 32 37.64
1 121 189. 06
2 64 85.33
7 92 187.75
12 372 42.70

1

1

)

- )

S =

£ g
N'%_ :§
8 =5 a
E L E
55 8
1 - 1
3 1 7
1 - 5
6 - 6
1 - 30
S} 1 19
2 - 10
3 1 20
1 1 34
1 - 122
1 - 65
= 1 93
26 5 403

2.9 0.57 46.26

'si

m@mmmsnlw

lTopl

O O N —
W
no

O S ORI oY)
o /& 0o
o O o W
S O NN W o

190.62
86.66
189.79

46.26

Cizelge 20: 3 numaral1l denegin genel sonuclar tablosu
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Uygulama Siresi

Incelenen Metafaz Sa-
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Kontrol-6 saat
Kontrol-24 saat
Kontrol-48 saat
3 Mg/ml-6 saat
3 Mg/ml-24 saat
3 Mg/ml-48 saat
6 Mg/ml-6 saat
6 Mg/ml-24 saat
6 Mg/ml-48 saat
12 Mg/ml-6 saat
12 Mg/ml-24 saat
12 Mg/ml-48 saat
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Cizelge 21: 4 numarali denedin genel sonuglar tablosu
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Uygulama Siresi

Incelenen Metafaz
Say1s1

Kontrol-6 saat
Kontorl-24 saat
Kontnol-48 saat
3 Mg/ml-6 saat
3 Mg/ml-24 saat
3 Mg/ml-48 saat
6 Mg/ml-6 saat
6 Mg/mi-24 saat
6 Mg/ml-48 saat
12 Mg/ml-6 saat
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12 Mg/ml-48 saat
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Cizelge 22: 5 numaral: denedin genel sonuglar tablosu
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Gizelge 23: Komtrol gruplarinin farkl: sirelerdeki kromozamal dizensizlik bulgular:
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Cizelge 24: 3 Mg/ml'lik doz ve farkli slirelerde Gentamycinin neden oldugu kromozomal dizensizlik bulgular:
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6 Mg/ml-6 saat 327 273 90 27.52 37 9 47 54 6 4 4 161 49.23
6 Mg/ml-24 saat 327 199 128  39.14 31 15 69 8 8 20 3 231 70.54
6 Mg/ml-48 saat 273 151 122 44.68 27 18 52 84 15 24 7 227 83.15
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Cizelge 25: 6 Mg/ml'"liK!doz ve farkli siirelerde Gentamycinin neden oldudu kromozomal dizensizlik bulgular:
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Kimyasalin Dozu
ve
Uygulama Siiresi

12 Mg/ml-6 saat
12 Mg/ml-24 saat
12 Mg/ml1-48 saat
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Cizelge 26: 12 Mg/ml'lik doz ve farkli siirelerde Gentamycinin neden oldugu kromozamal dizensizlik bulgular:




- 43 -

A(1—3)#w B(4-5) M W
C(X.6-12) .
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Sekil 2: Denver sistemine gbre hazirlanmis, normal bir erkege ait

karyotip.



Sekil 3: A. Sentromer, B. Metasentrik kromozom, C. Submetasetrik
kromozom, D. Akrosentrik kromozom.

Sekil 4: 4n=92 kromozomlu tetraploid hiicre.
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Sekil 5: 4 No'lu bireyin 6 Mg/ml-24 saatlik preparatinda A,B,C,

Sentromersiz kromozom, D, Kromatid kirik

v
1 .
N " 4
\..' "

# - £' .
- | ’-‘ «f b= !

o ‘. g - .,--“ ‘

A |

Sekil 6: 3 No'lu bireyin 3 Mg/ml-6 saatlik preparatinda ring kromo-
zomu
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Sekil 7: 2 No'lu bireyin 12 Mg/ml-48 saatlik preparatinda A.B.C. Kro-
matid kirik, D. Sentromer gap, E. Kromatid gap, F.G. Sentro-
mersiz kromozom, H. Minute (Kromatin damlacigi)

Sekil 8: 4 No'lu bireyin 6 Mg/ml-6 saatlik preparatinda disentrik
kromozom

=
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Sekil 9: 5 No'lu bireyin 12 Mg/ml-6 saatlik preparatinda A. Ring
kromozomu, B.C. Kromatid kirik

Sekil 10: 1 No'lu bireyin 6 Mg/ml-24 saatlik preparatinda A. Kro-
matid kirik, B. Kromatid gap, C. Sentromer gap, D. Sent-
romersiz kromozom, E. Fragment
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Sekil 11: 1 No'lu bireyin 6 Mg/ml-48 saa
rik, B. Kromatid kirik

tlik preparatinda A. Disent-




5- TARTISMA

5 ayr1 bireyde, 3 farkli doz ve siire kombinasyonlari ile bunlarin,
kontrollerinden olusan calismamizin, bulgularinin tartismasi asagida mad-
deler halinde tartisilmaktadir.

Gentamycinin kromozom diizensizligi iceren hiicre olusumuna etkisi:

a. Gentamycinin tiim dozlari, biitiin uygulama siirelerinde kromozom dii-
zensizligine neden olmaktadir (Sekil 12). Siire uzadikca, kromozom diizensiz-
ligine sahip hiicre olusumunda, artis gdzlenmektedir.

3 Mg/ml ilac dozunda, 6, 24 ve 48 saatlik 3 ayr1 uygulama siiresinde ;
toplam 988 metafaz incelenmis, bunlardan 222 tanesinde yapisal kromozom
diizensizligine rastlanmistir. Toplam yapisal diizensizliklerin, incelenen
metafaz sayisina orani, % 29.55 olarak bulunmustur. Toplam yapisal dizen-
sizliklerin,incelenen metafaz sayisina orani sirasiyle; kromatid gap icin,

% 4.65, izokromatid gap ig¢in % 1.82, kromatid kirik icin % 8.40, izokroma-
tid kirik icin % 8.90, eksilme icin % 1.01, fragment icin % 3.34 ve diger
yapisal diizensizlikler icin % 1.41 olarak bulunmustur (Cizelge 24).

6 Mg/ml'lik deney grubunda uygulanan, 6, 24 ve 48 saatlik siirelerde,
toplam 927 metafaz kaydedilmis, bunlardan 340 tanesinde, yapisal kromozom
diizensizligine rastlanmistir. Toplam yapisal diizensizliklerin, incelenen
metafaz sayisina orani, % 66.77 olarak bulunmustur. Toplam yapisal dizen-
sizliklerin, incelenen metafaz sayisina orénl sirasiyle; kromatid gap i- I
¢in % 10.24, izokromatid gap icin % 4.53, kromatid kirik icin % 18.12, i-
zokromatid kirik icin % 24.05, eksilme icin % 3.12, fragment icin % 5.17
ve dider diizensizlikler icin % 1.51 olarak tespit edilmistir (Cizelge 25).

12 Mg/ml'lik gentamycin dozunda, 6, 24 ve 48 saatlik, 3 ayri uygula-
ma siresinde toplam 781 metafaz incelenmis, bunlardan 516 tanesinde yapi-
sal kromozom diizensizligine rastlanmistir. Bu ila¢ dozunda, normal olarak
degerlendirilen metafazlara karsilik, dizensizlik goriilen 516 metafazda
bir ve birden fazla diizensizlik tespit edilmistir. Toplam yapisal diizen-
sizliklerin,incelenen metafaz sayisina oraninin, % 172.72 gibi yiiksek bir
dedere ulasmasi da bunun kanitidir. Diizensizlik iceren hiicrelerin incele-
nen metafaz sayisina oranij % 66.06 olarak bulunmustur. Toplam yapisal dii-
zensizliklerin, incelenen metafaz sayisina orani sirasiyle; kromatid gap
icin % 23.81, izokromatid gap icin % 7.42, kromatid kirik icin % 42.25,i-
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Sekil 12: Degisik uygulama siirelerinde toplam yapisal diizensizliklerin incelenen
metafaz saylsina orani

sokromatid kirik icin %63.73, eksilme icin %7.04, fragment icin %1.79
ve diger yapisal diizensizlikler icin ise %6.53 olarak tespit edilmis-
tir (Cizelge 26).

Deneylerimizde kullandigimiz, bir aminoglikozit olan gentamycin,
insan lenfosit kromozomlari iizerinde, doz artisina paralel olarak ar-
tan diizensizliklere neden olmustur ($ekil 13). '~ o R
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Sekil 13: Degisik dozlarin yapisal dizensizlik olusumuna etkisi

b. Ayn1 siire iginde gentamycinin, kromozom diizensizligi iceren hiicre
olusumuna etkisi, doza bagli olarak artmistir (Sekil 14).

c. Ayn1 dozdaki gentamycinin, siireye bagli olarak kromozom diizensiz-
1igi igeren, hiicre olusumunu arttirdigi gézlenmistir (Sekil 15).

d. Gentamycinin, doz ve siiresi arttikca, mitotik indekste azalmalar
izlenmistir. 6, 24 ve 48 saatlik siirelerde, kontrol gruplari ile deney grup-
larinin, mitotik indeks degerleri karsilastirildiginda; kontrol gruplarin-
da ortalama 29.86 olan, mitotik indeks degerinin, 3 Mg/ml'lik deneme gribun-
da 26.20'we, 6 Mg/ml'lik deney grubunda 18.66'ya ve 12 Mg/ml'lik deney gru-
bunda ise, 14.26'ya dustugu gozlenmistir (Gizelge 12). Buradan doz artisi-
na paralel olarak, mitotik indeksin diistiigii sonucuna varilabilir (Sekil 16).

e. Kontrol grubunda, 6, 24 ve 48 saatlik uygulama siirelerine ait ince-
lenen, toplam 975 metafazda 49 tane yapisal diizensizlik kaydedilmistir. Top-
lam yapisal diizensizliklerin incelenen metafaz sayisina orani, %5.02 ola-
rak bulunmustur. Kromatid gap sikligi %1.94,izokromatid gap sikligr %0.71,
kromatid kirik siklig:r %82, izokromatid kirik sikligi %1.43, fragment sik-
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1181 %0.10 oraninda tespit edilmistir Cizelge 13).

Dresp, Schmid ve Baucinger (27), 1978 y111nda calismalarina aldiklari
3 saglikl1 bireyden olusan, kontrol gruplaﬁinda 1200 metafaz sayilmis ve
yap1sal kromozom diizensizligi orani %0.42 olarak bulummustur. Bunlardan ,
kromatid kirik orani %0.3, delesyon orani ise %0.1 olarak bulunmustur.

I | L
6 Saat 24 Saat 418 Saat

Sekil 14: Ayni siirede doz artisinin yapisal diizensizliklere etkisi

Promchainant (60), 1975'de yaptigi bir calismada rastgele segilen,

22-27 yaslarindaki, 5 erkek bireyden elde ettigi kromozom preparatlarinda,
kontrol grubunda %1.60 oraninda yapisal kromozom diizensizligi saptanmis-
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Sekil 15: Degisik uygulama sirelerinde dizensizlik igeren metafaz ylizdeleri

tir. 100 metafazda 1.20 oraninda tekli gap, 0.40 oraninda izogape rastlan-
misi #.40 oraninda kromatid kirik, 0.40 oraninda da izokromatid kirik tes-
pit etmistir. '

Alp (8), 1983'de yaptig1 bir calismada, kontrollerde %5.7 oraninda ya-
pisal kromozom diizensizligi saptamistir.

Ortakaya (58), 1982'deki calismasinda kontrol gruplarinda % 4.6 oranin-
da yapisal diizensizlik saptamistir.

Elbistan (29), 1987 yilinda, mental hastalarda yaptig:i bir calismada
kontrollerde %6.22 oraninda yapisal kromozom diizensizligi kaydetmigtir.

Bu konudaki bulgularimizla, diger arastiricilarin elde ettikleri veri-
ler arasindaki farkliliklarin hemen hemen tim arastiricilarin hem fikir ol-
dugu, laboratuvarlar arasindaki dederlendirme bitiinliigini saglama zorlugun-
dan kaynaklandig:1 kanisina varilmistir. Zaten kontrol grubu olusturmadaki
amacimiz, kendi arastirmamizda degerlendirme biitinligiu saglamaktir.

Kromozomlarda kopma ve bu kopmalarin irini olan asentrik fragmentler
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olusmustur. Kromozom kiimelenmesi, kopma, meioz ve mitozda pekcok arasti-
rici tarafindan incelenmistir (6, 47, 55).

K 3 6 12 K 3 6 12 K 3 6 12

1 L] i S | L 1}

6 Saat 24 Saat 48 Saat

Doz(Mg/ml)

Sekil 16: Aym siirede doz artisinda mitotik indeks degerleri

Gozlemlerimiz sirasinda, sikca rastladigimiz gap ise kromozomal pro-
teinin etkilenmesinden olusmaktadir (66). Kromozom bozulmularinda olusan

anomalilerin %95 kadarinin, eski hallerine doniismek iizere birlestikleri
bildirilmekte ve bu olay Darlington (25) tarafindan izah edilmektedir.

Somatik kromozom diizensizlikleri ile, karsinogenesiz arasinda ilis-
kiler bugin icin tamamen agikliga kavusmus dedildir. Nichols'e gore (54),
kromozom kiriklari, gen delesyonlar: gibi mikroskopta gériillmeyen mutasyon-

larin, qbzlenebilen bir bdlimiidiir ve bu nedenle mutageneziste Gnemleri bi-
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yiktir. Dinyada siklikla kullanilan antibiyotiklerin kromozom diizensiz-
liklerine neden olmasi ve bu diizensizliklerin cogunun, hiicre yasamiyla
baddasabilecekleri bildirilen tipte kromozom diizensizlikleri olmasi ne-
deniyle, bu konuda arastirmalari derinlestirmenin gerekli oldugu kanisi-
na varmamiza neden olmustur.

Sonu¢ olarak diyebiliriz ki, antibiyotik uygulamasi, arastirmamiz-
da gentamycin uygulamasi, doz ve siireye bagli olmakla birlikte, &nemli
derecede kromozom diizensizligi iceren, hiicre olusumuna neden olmaktadir.
Bu degerlendirme,  literatiir bulgulariyla da uyum saglamaktadir (28, 36,
49, 61).

Bu diizensizliklerin hangilerinin kalitsal oldudu, yani hangilerinin

bir sonraki kusaga gectigi, arastirmamizin amaci disinda oldugu icin in-

celenmemistir. Fakat denilebilir ki, diizensizliklerin cogu, ya sterilite-
ye, ya letaliteye veya ikinci kusak diizensizliklerine neden olur. Bu ne-

denle {ilkemizde kullanim1 belli esaslara bagli olmayan antibiyotiklerin,

doz ve siirelerine cok dikkat edilmesi geregi, arastirmamizin ortaya koy-

dugu, en 6nemli bulgulardan biridir.




6- OZET

5 denege ait 3, 6 ve 12 Mg/ml dozda gentamycin ve 6, 24 ve 48 saat
siire uygulayarak in vitro kosullarda, kontrolli olarak yapilan bu calis-
mada toplam 3671 metafaz dederlendirilmistir.

Elde edilen bulgular dederlendirildiginde, yapisal diizensizlik ice-
ren hiicre olusumu, gentamycin dozunun arttirilmasi, uygulama siiresinin
arttirilmasy ve ayni siirede doz arttirilmasi ile artmaktadir. Toplam ya-
pisal diizensizliklerin incelenen metafaz sayisina orani kontrol grupla-
rinda % 5.02 iken, 3 Mg/ml'lik deney grubunda % 29.55'e, 6 Mg/ml'lik de-
ney grubunda % 66.77'ye ve 12 Mg/ml'lik deney grubunda % 172.72'ye yiik-
selmektedir. Ayrica gentamycin dozunun artmasina bagli olarak yapisal
diizensizliklerin cesit ve miktarinda artma olmaktadir.

Gentamycinin insan kromozomlari iizerine siklikla meydana getirdigi
diizensizlikler; kromatid gap, kromatid kirik, izokromatid gap ve izokro-
matid kiriklardir.

Kontrol ve deney gruplarina ait preparatlarin her birinden 1000
hiicre sayilarak mitotik indeks belirlenmis olup, calismada kullanilmis
olan gentamycinin, hiicrelerin mitoza girme oranlarini diistirdigii sonucu-
na varilmistir.




7- SUMMARY

3671 metaphases of 5 normal individuals control groups were evalua-
ted in in vitro studies, where 3, 6 and 12 Mg/ml doses of gentamycin we-
re administrated for 6, 24 and 48 hours.

When the results were evaluated it is concluced that both the a-
berrant cell formations and the structurally aberrant cell formation
were increased by increasing the dosage and the duration of gentamycin.

While the ratio of total structural aberrations to the number of
metaphases examined was 5.02 % in the control group, it was 29.55 % in
the 3 Mg/ml experimental group, 66.77 % in the 6 Mg/ml experimental
group and 172.72 % in the 12 Mg/ml experimental group. In addition, the-
re was an increase in the varieties and the quantities of the structural
aberrations due to the increase in gentamfbin dosage.

The chromosomal aberrations that are frequently found in gentamycin
injected human are; chromatid gaps,chromatid breaks, isochromatid gaps
and isochromatid breaks.

Mitotic index is determined by counting 1000 cells in every slide
prepared from both the control and experimental groups, and it is conc-
luced that gentamycin which is used in this study decreases the ratio
of mitosis of the cells.
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