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A-GiRi9

1970 yvailindan sonra kisa stireli mutajenite ve kanserojenite
testleri gelistirilmistir. Bu testlerden en hassas olani ve en
fazla kabul gdreni Kardes Kromatid Degisimi {Sister Chromatid
Exchange veya kisaca "SCE") testidir. Kardes kromatid degisimi
bir kromozomdaki kardes kromatidler arasinda simetrik segment
degigimidir (33,60,73).

in wvivo ve In vitro deneylerle insan kromozomlarina
alkillenmis ajanlara benzer bir ¢ok kimyasal maddenin yani saira
~rirtislarin ve radyasyonun c¢cok sayidaki etkilerinin
belirlenmesinde SCE testi kullanilair (37,38,57,58,60,73).
Kalitsal hastaliklarin teghisi sirasinda da son derece hassas
oldugu kabul edilmektedir (23).

Biosferde insan sayisinin artmasiyla ihtiyaclara da
artmaktadair. Bu problem teknolojinin gelismesini gerekli
kilmistir. Sanayl artiklari, zirai micadele ilaglari, nitkleer
denemeler sirasinda olusan atiklar gin gectikce cevreye verilmis
ve bunlarda ¢evrede birikmeye baglamistir. Bu atiklarin c¢ogu
mikroorganizmalar tarafindan kullanilarak zararsiz hale
getirilebilmektedir. Ancak saprofit mikroorganizmalarin belli bir
ayrastirma kapasitesi bulunmaktadir. Cevreye verilen atik madde
miktari bu kapasiteyli asarsa, biosferde birikim olur wve sonuc
olarak dogal denge bozulur. Biriken maddeler kanserojen ve
mutajen nitelikte olabilir. Glin gectikge insanlardaki hastaliklar
da dolayla olarak cegitlenip artmaktadair.

Kirlilik yapan faktbrlerin hangileri mutajen ve kanserojen
bzelliktedir? Bunlar ne kadar konsantrasyonda ve ne kadar silirede
insan genetigine etki etmektedir? Daha ©&nemlisi mutajen ve
kanserojen maddelerin insan genetigi lizerindeki etkileri nasil
tespit edilebilir?

B6lgemiz Cukurova da sanayi ve tarim gelismis oldugundan
biosfere salinan bir hayli mutajen ve kanserojen madde
bulunmaktadir. Ayrica hiicre genetigini kontrol altina alarak
metabolizmayi degistiren virtis kBkenli hastaliklar bir hayli
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fazladair. Acaba insanda hastalik tablosu meydana getiren
virtisler, insan genetigine etki edebilir mi? Virisler insan
genotipine tesir ediyorsa, SCE testi ile bu etkiler
gbsterilebilir mi®?

Bu calismada hepatit (sarilik) virlislerinin insan genetigine
etki edip etmedikleri ve etki ediyorlarsa bu etkinin insanda
kalici olup olmadigini tespit etmek amaclanmistir.



B-GENEL BiLGiLER
1-TARiHCE

SCE calismalarinin gecmigi ¢ok geriye gider. ilk calisma
MeClintock (1938) tarafindan somatik misir hilicrelerinde halka
bicimli kromozomlar {izerinde yapilmis ve kardes kromatidler
arasinda degisimlerden sz edilmigstir. Bu tip calismalar zamanin
bilim cevreleri tarafindan pek kabiil gbrmemistir (49).
McClintock "un kromozomlar 1iizerinde yaptigi: calismalari hesaba
katmazsak, SCE calismalarinin ge¢migi iki dbneme ayrilabilir. ilk
dénem; SH-Timidin ile isaretli kromozomlarin otoradyografi
teknigi kullanilarak izlenmesi, ikincisi ise 5-bromo-2-
deoxyuridine'nin (BrdU) kullanailip kromatidlerde degisiklik
kontrastinin arttirilmasi ki buglin kullanilan dénemdir (68).

Taylor ve calisma arkadaslari (1957) ilk olarak Vicia faba
(bakla) kromozomlaraini replikasyonun ilk basamagi boyunca 3H-
Timidin etkisine birakmislar ve ikinci metafazda her Dbir
kromozoma ait kardes kromatidlerinden birinin isaretlendigini
gbéstermislerdir. Bu bulgu bir ¢ok elestiriye ragmen, birbirini
izleyen otoradyografik caligmalarla destek gdrmigtiir (68,69).

La Cour ve Pelc (1958) yaptiklari calismalarla Taylor ve
ark. nin (1958) caligmalarini desteklemisler, fakat SCE'nin
spontan olup olmadigls ve tritiumla tesvik edilip edilmedigi
konularinda doyurucu cevap verememiglerdir. Cunkii DNA biinyesine
giren Tritiumdan yayilan £ taneciklerinin aldaklari yolun kaisa
olmasi nedeniyle metodun ayirma glcltini sinirlandiriyordu. Bu
durum, SCE testinin arzu edilen calismalarini 1870°1i yillara
kadar geciktirmistir (43,68).

ikinci ddnemnm, hiicrelerin BrdU iceren ortamda DNA
replikasyonunun iki asamasi i¢in yetistirilmesine dayanair. Farkla
miktarda BrdU baglayvan kardes kromatidlerin farkli gorinilistini
Zakharov ve Egolina (18972) +tesbit etmislerdir. Bu arastiricilar
Cin hamster hiicrelerini BrdU“lu ortamda iki d&ngli boyunca inkiibe
edip Giemsa ile Yboyamislar ve boyanin kromatidin tek ipligine
girmesi ile bu kromatidin koyu, her iki DNA ipligine girmesi ile
acik boyandigini bulmuslardar (75).



Rattus natalensis hiicrelerinin BrdU varliginda 26 saat siire
jle inkiibe edilmeleri sonucunda kromozomlarda kardes kromatid
farklara: g8rilmistir (29). Bu calisma diger arastiricilar icin
cazip g6rilmedigi halde, BrdU verine 5-iododeoxyuridine "nin
kullanilabilecegini gdstermistir. SCE c¢alismalarinda halogenli
ntikleositlerin (8rn., BrdU v.s.) gerekliligi anlasilmistar.

Sonradan yapilan calismalarda BrdU, DNA replikasyonunun iki
agsamasi i¢in hiicrelerle temas halinde birakilmistar.
Replikasyonun ilk asamasinda her bir kromozomun kromatidindeki
tek DNA ipligine (unifilary) BrdU yerlesirken, ikinci siklusta
bir kromatidin her iki ipligine (bifilary), diger kromatidin
sadece bir DNA ipligine (unifilary) girmistir (34,36). BrdU nun
kromozomlara farkli miktarlarda yerlesmesi kromozomlarin farkla
boyanmasina imkan vermektedir.

Yiikksek konsantrasyonlarda BrdU kullanildiga =zaman, kromozom
preparasyonlari dogrudan Giemsa ile boyanarak kardes
kromatidlerdeki farklilik ortaya konmustur. Ancak y8ntem,
mitotik b8linmeyil inhibe ettiginden basarisiz kabul edilmigtir
(31,75).

1973-1974 yillari arasinda bir cok laboratuvarda birbirinden
baigimsiz olarak yapilan calismalar teknik acidan bazi gelismeleri
de beraberinde getirmistir. Fluoresan boya olan Hoechst 33258 ile
insan kromozomlarinin boyanmasa: teknigi Latt (1973) tarafindan
rapor etmistir. BrdU, kromatidin DNA ¢ift 4ipligine girmisse
fluorokrom fluoresansi soluk, tek DNA ipligine girmisse koyu
gériinmektedir (45). Bazi laboratuvarlarda fluoresan boya olarak
akridin oranj veya 47 ,6-diaminophenilindole (DAPI) boyalari
kullanilabilmektedir (19,34,44).

Fluoresan teknikleriyle paralel giden diger teknikler, isik
mikroskobunun kullanilmasi ve fluoresan metodun dezavantajlarainin
giderilmesi amaci: ile kromozomal preparasyonlar slirekli
gelistirilmistir. Perry ve Wolff (1874) fluoresan+Giemsa (FPG)
teknigini gelistirmislerdir. Kisa dalga boylu 1sin yayan Hoechst
33258 flueresan boyasi Giemsa boyasindan &nce kullanilmistir
(61). Glinimizde bu boyama metodu sik¢a kullanilmaktadar.



SCE e¢alismalari in vitro sekilde gelisirken diger taraftan
in vivo arastirmalar da hizlanmistir. Bloom wve Hsu (1977) ¢
ginlik tavuk embriyosuna in vivo olarak BrdU vererek DNA nain
farkla etiketlenmesini ve SCE "'nin degerlendirilmesini
yapmislardir (11).Bunun yvananda, 1976 vilinda farkla
laboratuarlarda arastiricilarin Microtus, Rat, Balik ve Farelerde
in vivo olarak kromozomlari BrdU ile isaretlediklerine dair
raporlar yayinlanmistair (2,71).

2. KROMOZOM YAPISI VE MORFOLOJiSi

Hiicre yasam ¢cemberinin interfaz safhasinda bulunan niikleik
asitler "KROMATiIN"” adini alairken, mitoz ve mayoz sirasinda
bulunan niikleik asitler ise "KROMOZOM" adini alir. Kromatin veya
kromozomlarin kimyasal igerikleri incelendiginde DNA
(Deoxyribonikleik asit), RNA (Riboniikleik asit), protein ve Mg
iyonlarindan olustuklari g8riiliir (9,50).

a. Morfoloji

Sentromer :
Kromozom kollarinin merkezinde bulunan ve soluk boyanan bir

blgedir. Sentromere ayrica primer bogumda denir. Mitoz ya da
mayoz sirasinda i 1ipliklerinin kromozomlara baglandiklarai
kinetokor kismi sentromerde bulunur.

Sentromerin yerlesme yerine gBre kromozomlar metasentrik
(median), submetasentrik (submedian), Akrosentrik ve Telosentrik
adini alarlar.

Sekonder bogum :

1,3,9 ve 16 nolu kromozomlarin kisa kollarinda ikincil bogum
bulunur. Sentromerden daha soluk boyanir. Nukleolus olusumu ile
ilgili oldugu disiiniilmektedir.

Satellit (Peyk):

Uydu da denen bu yapi ince bir bagla bazi kromozomlarin kisa
kollarina bagli bulunan bir yapidir. D grubu (13-15) ve G grubu
(21-22) kromozomlarda bulunurlar. Telofaz safhasindan hemen sonra
nukleolusun yapimina katilir.



Eski terimlerden; kromomerler metafaz kromozomlarin enine
bantlarina, kromonema kromozomun paketlenme durumunu ac¢iklamak
icin kullanilmistair.

Kromatin kendi ig¢inde normal kromatin (8kromatin) ve
heterokromatin olmak iizere iki tiptedir. Heterokromatin, telofaz
safhasinda DNA-histon yapisi gevsek olmadigindan koyu boyanir ve
niikkleik asit y®niinden zengindir. Genetik y®nden inaktif olarak
kabul edilir. Telofazin sonunda interfaza girilirken gevseyip
ctzlilen ve niikleik asit y6niinden heterokromatinden daha zengin
olan bBlgeye Bkromatin denir. Genetik y&nden aktiftir (8,50).

b. Kromozom Sekilleri

Somatik kromozomlaran sekilleri metafaz ve anafaz
safhalarindaki morfoloji ve gtrinimiine gbre adlandirilair. Denver
klasifikasyonuna gdre kromozom morfolojileri s8yledir.

1- Median (Metasentrik): Sentromer merkezde ve kollar
birbirine esit.

2- Submedian (Submetasentrik) : Sentromer merkeze biraz uzak
ve telomerlerin boylari birbirine esit degildir.

3- Akrosentrik : Sentromer kromozomun ucuna ¢ok yakin olan
kromozomlardir.

4- Telosentrik kromozom : Sentromer en ucta bulunur. Sadece
kromozomun uzun kollari bulunur. Bu kromozom tipine
insanda rastlanmaz.

Metasentrik Submetasentrik Akrosentrik Telosentrik
c¢. Kromozomlarain Adlandirilmalari

1956 yailinda TJjio ve Levan tarafindan insan kromozomlarinin
sayisinin belirlenmesinden sonra, genetiksel hastaliklarin
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teshisi hizlanmistir. Bulgularai standartlastirmak icin 1980°da
Denver“de (ABD) genetike¢ilerin ilk uluslararasy toplantisa
yvapilmistir. Burada ortaya c¢ikan sisteme Denver klasifikasyonu
denir. Bu sistemin eksiklikleri Londra (1963), Chicago (1968),
Paris (1971,1975) ve 1ISCN (An international system for human
cytogenetic nomenclature, 1985) konferanslaraiyla giderilmeye
calisilmistar ilerleme sadece band sayisinan artisgsinda ve
rezolusyonunda gdbriilmistir (9).

Kabul edilen sisteme gbre insan kromozomlari yedi gruba
ayrilmistir. A, B, C, D, E, F ve G grubu kromozomlara: somatik
kromozomlari (otozom) kapsar. 23 ncli ¢ift kromozom ise cinsiyet
kromozomlaridar. Biliyvitklliige g8re X kromozomu C-grubunda 12 nolu
kromozomdan sonra,Y kromozomun G-grubunda 22 nolu kromozomdan
sonra yer alir.Bantlama ile tiim kromozomlar tanimlanabilmektedir.
Kromozom tanisinda a) Kromozom uzunlugu; toplam ve ayra ayri kol
uzunluklari, b) Sentromer pozisyonu, c) Sekonder darligin bulunup
bulunmamasi varsa yeri, d) Kromozomlarin bant 6zellikleri , e)
Otoradyografik 6zellikler, gibi kriterler gbz Sninde
bulundurularak kromozom tanisina gidilir.

Kromozomlarin Denver klasifikasyonuna g&re siralanmasina
karyotip denir. Karyotipin sema seklinde gtsterilmesine idiyogram
denilmektedir.

Denver klasifikasyonuna gbre :

A Grubu (1,2,3) kromozomlari: 1 ve 3 nolu kromozomlar
metasentrik, 2 nolu kromozom ise submetasentrik olup bu grubun
fiyeleri insanda en bluylik kromozom grubunu teskil eder

B Grubu (4,5) kromozomlari : Birbirinden zorlukla ayairt
edilebilen submetasentrik kromozomlardir. 5 nolu kromozom biraz
daha kiiclktiir. Giemsa bandlama ile ayirt edilebilirler.

C Grubu (6-12 ve X) kromozomlari: Orta biliylikliikte ve
submetasentrik kromozomlardair.

D Grubu (13,14,15) kromozomlari: Orta biiylikllikte, satellitli ve
akrosentrik kromozomlardair.

E Grubu (16,17,18) kromozomlari: 16 nolu kromozom metasentrik,
digerleri submetasentriktir.

F Grubu (19,20) kromozomlari: Kisa metasentrik kromozomlardair.



G Grubu (21,22 ve Y) kromozomlari: Akrosentrik, satellitli en
ktictik kromozomlardir. Y kromozomunun satelliti yoktur.
1,3,6,9,11 ve 16 nolu kromozomlarin yapilarinda ayrica
sekonder bogumda bulundururlar.
Genel olarak bir kromozomun kisa koluna "p", uzun koluna "g"
sembolil verilir (9).

3— KARDES KROMATiD DEGISiMi

SCE formasyonu, DNA replikasyonu sirasinda DNA hasar, onaraim
ve mutajenezise son derece baglidir. Proflavin, Mitomycin C
(MMC), etilnitrosoure ve Etil methanosulfonat (EMC) nin degisik
dozlarinin etkileri Cin Hamster Ovaryum (CHO) hilicrelerinde
denenmis ve kromozomlarin bazi lokuslarinda mutasyonun arttigi
gbrilmligtltir (60,73).

SCE, bir kromozomda kromatidlerin her iki ipligini kapsayan
bir degisimdir. Kirilan yerlerin yeniden sekillenmesi kromozom
polaritesine baglidir. Bazi arastiricilar kirilma sonrasinda DNA
ipliklerinin by-passi ile SCE "'nin meydana geldigini
s8ylemektedirler (21,40,75). Spontan olarak veya mutajen ve
kanserojen maddelerin etkisiyle kromozomlarin heterockromatik ve
Bkromatik bBlgelerinin birlesme yerlerinde kirilmalar tespit
edilmistir (8). Bu tip yerlerdekil kirilmalar SCE'nin kaynagini
teskil eder. SCE, insanin A, B, C ve D kromozom gruplarinda daha
g1k olurken bu olayin rasgele olmadigi anlagilmistir (44-46).

Mutajen ve kanserojen madde aktivitesinin ve kromozomlara
oclan etkilerinin belirlenmesinde ve kalitsal hastaliklaran
teshisinde ¢ok duyarli olan SCE testi ©&karyotlarin bir c¢ok
hiicrelerinde kullanilmaktadir. Glinimliizde SCE, en fazla lenfosit
hiicrelerinde basgariyla uygulanmaktadair. Ciinkii lenfositler kolayca
elde edilebilir ve spontan kromozom hatalarini son derece az
igcerir. Ayrica klastojenlerin insan kromozolarina 3Iin vivo olarak
etkilerinin a¢iga c¢cikarilmasinda lenfositler kullanilir. In vivo
ve in vitro deneylerle insan kromozomlaraina kimyasal maddeler,
virtisler wve radyasyonun ¢ok sayidaki etkilerinin belirlenmesine
rehberlik ederler. Tedavi amag¢la ilaglarin etkilerinin aciga
¢arkarilmasi, spontan SCE tespiti v.b. ¢alismalarda da lenfositler
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basari ile kullanilar. Lenfositler {izerinde yapilan SCE
analizleri, genetik hasar, kanserojen ve mutajen madde etkisini
cok hassas olarak ortaya koyarlar (30).

Lenfositler dogrudan dogruya SCE calismalarainda
kullanilamazlar. Lenfositler kan dolasiminda her zaman Go fazinda
bulunurlar ve mitoza girmezler. Oysaki SCE icin DNA replikasyonu
garttir. Bu dezavantaj iIn vitro’da mitojen madde olan PHA 'nin
(Phytohaemagglutinin) Nowell (1860) tarafindan kesfi ile
¢8zilmiistilr. Go fazinda bulunan lenfositlere PHA 'nin verilmesi
ile lenfositlerin 1lenfoblast formasyonuna girmelerine olanak
saglanir (60).

PHA, en yaygin kullanilan mitojen madde olup kirmizi
barbunyadan ( Phaseolus vulgaris) ekstre edilen bir
mukoproteindir. Lenfosit kiiltiir ortamina baslangicta eklenen PHA,
24 saat sonra hiicrelerde RNA sentezinin artmasina sebeb oldugu
bulunmustur. Sonraki 24 saatte niilkleus Dbiliylir ve DNA sentezi
baglar. ilk mitozlar 24 saat aradan sonra elde edilir. Sonraki 48
saat icinde ise mitoz boldur (41). Lenfosit kiiltiirleri T ve B
lenfositlerin bir karisimidir. PHA genelde T 1lenfositlerini
stimlile eder. SCE ile ilgili bulgularin ¢ogu T lenfositlerinden
elde edilmistir. Pokeweed Mitogen (PWM) sadece B lenfositlerini
uyarmaktadir. Ayni donordan alinan lenfositler ayri ayrai PHA ve
PWM mitojen ile stimiile edilmis ve benzer SCE oranlari elde
edilmistir (57,60). Ancak Santesson ve ark. (1979) tarafindan
vapilan calismalara gbre T lenfositlerden elde edilen SCE
oranlari: B lenfositlerine gbre daha ylksektir (27,63).

T ve B lenfositlerden alinan SCE oranlari, en fazla Epstein-
Barr (EB) viridsii 1ile transforme edilen hiicreler veya kanserli
hiicrelerden alinan lenfoblastoid hiicre dizileri calismalarindan
elde edilmistir. EB ile transforme edilen lenfosit kiiltiirleri PHA
ile stimille edildiginde, ayri1 ayri T ve B lenfositlerde SCE
oranlara farklilik gBstermemistir (5B,78). Lenfoblastoid hiicre
dizilerinde yvapilan c¢alismalarda da SCE orani yoniinden T ve B
lenfositler acisindan bir fark gdriilememistir (70). Bazi kanser
hiicrelerinde ise 10-4 M BrdU wvarlaginda T hiicrelerinden elde
edilen SCE orani B hiicrelerine gbre bes kat daha yilksek
bulunmustur(38).



Beklenen SCE miktarlari iizerine dondr yasinin etkileri bir
kac denek grubu Uzerinde incelenmigtir. Ancak sonuc¢lar bir
noktada odaklasmamistir. Galloway ve Evans (1875), 26-35 vyas
arasi- yetiskinler ile yeni doganlar arasinda SCE oranlarinda
farklilik gbrememisler (25). 85 Yas dolayindaki ©bireylerle yeni
doganlarin SCE oranlari Xkarsilastirilmis ve fark bulunmamistir
(51). Schneider ve ark. (1979), SCE oranlari lizerine yasin pek
bnemli bir etkisi olmadigini, DNA“ya zarar verici ajanlara
lenfositlerin duyarliliginin vastan etkilenmedigini ifade
etmislerdir(66). Ancak Mitomycin C (MMC) ve Asetilaminofluorene
(AAF) ile muamele edilen fibroblastlarda yasin Bnemli degisimler
yvaptigina gbzlemislerdir (60).Ayrica Ardito ve ark. (18980)
annelerle bebekleri arasinda farkla: SCE hizi tesbit etmislerdir

(7).

DNA“ya zarar verici belirli bir madde lizerinde erkek ve disi
gruplarda yapilan calismalarda cinsiyetin SCE miktarlara lizerinde
etkili olmadigi saptanmistir (5,16,51).

SCE calismalarinda degigik besiyerleri kullanilmaktadir.
Besiyeri iceriklerinin yan etkileri lenfositler iizerinde az, SCE
{izerinde fazla olmaktadir. McCoy s BA besiyerinde kiiltirli yapilan
lenfositler, TC 199°da tliretilen lenfositlere gbre anlamla
derecede diisiik SCE orani vermistir (52). Bianchi (1978) ve diger
arastiricilar Ham’ s F10 besiyeri ile TC 1899 besiyerlerini
kargilastirdiklara zaman TC 199 besiyerinde tiretilen
lenfositlerde daha ylksek SCE orani bulmuslardar (10).
Degisimlerden, c¢esitli ortamlarda bulunan Timidin miktarlara
sorumlu tutulmustur. Kiltidirde daha diistik SCE oranina yol agan
fakt6r BrdU in timidin yerine adeninle eslesmek icin timidinle
yvarismasidair. Hangi maddenin konsantrasyonu yuksekse o madde
SCE yi ydnlendirmektedir. Cink#i bu iki madde kimyasal olarak
benzerdir. Timidin konsantrasyonunu azaltarak BrdU'yu DNA
yvapisina sevk etmek yeterince etkili olmamistir. Ortamda endojen
timidin sentezinde kullanilir ya da onu stimule eden bir ajan
bulunmamalidir (folik asit gibi). RPMI 1640 ve Dulbecco’ s MEM
ortamlaranda timidin yoktur. Ayrica folik asit son derece azdair.
Ayni zamanda kiiltiir ortaminin bilesiminde bulunan bazi maddeler
lenfosit cogalmasini etkileyebilir. Obe ve ark. (1975), Ham’'s
F10°da lenfositlerin metafaz sayisinin TC 199 besiyerine gbére
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daha yiiksek sayida ve replikasyon indeksinin daha blylk oldugunu
yvani mitozun daha erken oldugunu bulmusgslardir (59).

SCE orani, kiiltir ortamina katilan serumdan da
etkilenebilir. Kendi plazmasinda k@ltiirli yapilan lenfositler,
spesifiye edilmemis bir kaynaktan alinan fetal calf serumu veya
sicaklikla inaktive edilmemis insan AB serumu iceren bir ortama
gbre daha dlistik SCE orani gbsterir (26). Lenfositler, kendi
plazmalarinda, sicaklikla inaktive edilmis AB serumunda ve fetal
calf serumunda kiiltiiri yapildiginda SCE oranlari arasinda pek
fark olmadigini, SCE"yi tesvik eden faktdrlerin sadece serum
vigini olmadigi, diger bazi faktdSrlerinde islemde etkili oldugu
bilinmektedir (52,56). Serum ig¢inde biiytime faktSrleri
bulundugundan hiicre bdliinme oranlarini ve hiicre bdliinme siklusunu
etkileyebilir (52).

SCE'nin gbzlenebilmesi i¢in BrdU gereklidir. Bu maddenin
konsantrasyonu SCE oranini, boyamayli ve hicrelerin {iremesini
etkileyebilir. Ortama 0.3 upg/ml lik BrdU verildiginde bile SCE
elde edilebilmistir (64). BrdU konsantrasyonunun 0.03 ile 200
ug/ml degerleri arasinda optimum oldugu belirlenmistir (18).
Ortama 10 pg/ml“lik BrdU eklendigi zaman beklenen SCE oraninda
olaganiisti bir artis olmadigi gibi acik ve farkli boyama verir.
Cok diigsik BrdU dozu, farkla boyama verememistir (52). Ortama
katilan BrdU, hem DNA“ya girecek kadar yeterli olmali hem de
hiicre disinda kalan kisminin hiicrelere toksik etkisi olmamalidir.
Yani mitotik indexi diisirmemelidir (17,48). BrdU'nun kiiltiir
ortaminda ikl hiicre siklusu boyunca hazir bulunmasi sarttair.
Bazen ortama fluorodeoxyuridine (FdU) ve Deoxysitidin (dCyd)
katilabilir. FdU, tahminen endojen timidin sentezini inhibe
etmekte olup BrdU'nun Adeninle esglesmesini kolaylastirmaktadair.
Urd, dCyd ve FdU BrdU nun lenfositler {lizerindeki toksik
etkilerini 8nlerler. dCyd 'nin spontan SCE miktaranda artisa sebeb
olabilir (42). Galloway (1975), dlistik BrdU varliginda ortama dCyd
ve FdU katilmasini gereksiz bulmustur (22). Isigin, hem BrdU unun
girdigi DNA“da SCE artisina, hem de BrdU nun bozulmasina sebeb
oldugu belirlenmigtir (31). In vitro“da kiiltlirler 8zellikle =313
nm dalga boylu isiktan korunmalidir. In vivo'da bu uygulama
gereksizdir (12,67,72).
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Arastairicilarin Dbliytk bir kismi in vivo ve In vitro
kiiltiirlerde SCE oraninin BrdU konsantrasyonuna gdre degisim
gbsterdigini, SCE fraksiyonunun bir bslimiliniin spontan oldugunu
ifade etmislerdir. Spontan SCE, hiicrede bilinmeyen faktdrlerin is
gbrmesi ile tesvik olmaktadir (32-34).

SCE oranlarina kisilerin meslegide etkili olmaktadar.
Mutajen maddelerle ugrasan kisilerde SCE orani, bu islerle
ugrasmayanlara gbre yiksek bulunmustur(20). Ayrica sigara
igenlerle sigara icmeyenler karsilastirildiginda sigara icenlerde
SCE artisai gbzlenmistir(39,53). Pestisit ve herbisitlerle
ilgilenen kisilerde SCE orani normale gdre dlisitk bulunmustur
(15).

SCE"yi tesvik eden tedavi edici ilaclarin in vitro etkileri
fizerinde bllginin fazlaligina ragmen, in vivo'da da bilgi azdar.
Bulunan bilginin c¢ogu sitostatik ajanlara aittir. Sitostatik
ilaclari alan hastalarda SCE"de artis gdriilmlstiir. Ozellikle
Mitomycin C (MMC), Adriamycin, Bisulphan ve Siklofosfamid alan
hastalarda artigs belirgindir (55,62).Ayni =zamanda sitostatik
olmayan ilac¢lara alan hastalarda da SCE vayginligi
aragstirilmistir. Agiz yolu ile gebeligi Snleyici hap kullananlar,
kontrol grubu kadinlarla karsilastirilarak SCE de %75°1ik artais
gbsterdiginin bulunmasi en ®nemli sonuc¢tur (54).

Rauscher leukemia viriisii 1ile enfekte edilen fare embriyo
fibroblast hiicrelerinde SCE normala gére iki kat artmistair. Son
zamanlarda asilanmis kisilerden alinan periferal lenfositlerde
SCE oranlari veya diger c¢esitli virtis enfeksiyonlu kisilerin
lenfositleri alindigi zaman, Ornegin Herpes simplex, griplerde ve
hepatitiste en tutarli SCE ylikselisi bulunmustur (37,38). Herpes
simplex virisl yvasam ¢emberinin IS | sonunda insan
fibroblastlarina verilmesi SCE"de bir artisa sebeb olmamaktadir.
Bu sonu¢ S7in sonunda hiicrelerin viriise duyarsizligindan ileri
gelmekte olup §°in basainda virtisler inokiile edilince durumun
farkli oldugu gdrilmistiir (35). Virtslerin bir kismi SCE vi
tesvik ederler. insan diploid fibroblastlarinda Sv40 ile
transformasyon yapildigi zaman SCE'nin normale gbre f{ic kat
arttigir gbrilmistir (57). Ayni virlls insan vicudunun degisik doku
hlicrelerini transforme ettigi zaman SCE oranlarai farkli ¢ikmistar
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(74). Epstein-Barr viriisil ile transforme edilen hiicrelerde SCE
artisi zayif gbriulmistiir (58,70).

SCE metodu 1ile kalitsal hastaliklarin teshisi mliimkiindiir.
Kalitsal hastaliklar kapsamina giren Bloom s sendromu, Fanconi’'s
anemi, Ataxia telangiectasia ve Xeroderma pigmentosum gibi
hastaliklar DNA onaraimi sirasinda meydana gelen defektlerden
kaynak alirlar. Otozomal resesif sekilde, kisilerde etkilerini
gbsterirler.insan populasyonunda %1-2 oranainda heterozigot
gsekilde bulunurlar. Bazi 8zel mutajen maddeler verilerek SCE
artis ve azalisina, kisaca degisimine bakilarak boyle
hastaliklara dogru teshis konulabilmektedir. Fanconi’'s anemili
hastalardan alinan lenfositler BrdU varliginda normal SCE
degerleri gbsterirken, Mitomycin C (MMC) ile muamele edildikleri
zaman anormal bir SCE azalisi gBsterirlerki bu sonuc bdyle bir
hastaliga b6zeldir (42). Bloom’s sendromlu hastalardan alinan
lenfositlerde BrdU varliginda dogrudan dogruya SCE “ye
bakildiginda yiliksek SCE, oysa etil metil stilfonat (EMS) ile
muamele edilen hasta hiicrelerde SCE'nin yiikseldigi g8riilmektedir
(24) .Ataxia telangiectasia hastalikla kisilerden alinan
lenfositlerde BrdU varliginda normal SCE orani elde edilirken, X-
181n1 ile yine normal olmaktadir (25), Xeroderma pigmentosum lu
kigsilerin lenfositleri BrdU varliginda normal SCE gSsterirken, UV
ve alkilleyici ajanlarla yliksek SCE g®8stermektedir (74).

SCE c¢alismalari hem in vivo hem de in vitro olarak yayginlak
kazanmigtir. Ancak SCE i¢in BrdU gerekli oldugundan insanda veya
diger hayvanlarda istenen konsantrasyonlara silirekli saglamak
zordur. Ayrica bazi kanserojen ve mutajen maddelerin aktiviteleri
belirlenirken karaciger engelinden gecmeleri ve aktivitelerini
devam ettirmeleri son derece zordur. IiIn vivo calismalar en fazla
civeiv (3 glnliik) embriyosuna y®nelik olmustur. BrdU civciv
embriyosuna verildikten sonra mutajen ve karsinojen maddelerin
SCE yapip yapmadiklarina bakilmaktadir. Son zamanlarda yenilenen
(rejenere) fare karacigerinde SCE sonucunun alinmasi icin bir
sistem gelistirmistir. Bilindigi gibi karacigerde mutajen ve
klastojen maddeleri yikan Aril hidrokarbon hidroksilaz enzim
aktivitesi ve bazi benzer enzim komplexleri bulunmaktadir. In
vivo calismalarda temel metodolojik gli¢litk, multipl enjeksiyonlar
ve devamli BrdU infuzyonu olmustur. BrdU " nun konaktaki
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metabolizmasi hizlidir. BrdU tablet haline getirildikten sonra
deri altina yerlestirilmekte wve viicutta istenen BrdU miktarlara
elde edilmektedir (4). In vivo 8CE i¢in fareler bir gln
bncesinden hepatektomi edilmis wve multipl BrdU enjeksiyonu
vapilmigstir. Son BrdU enjeksiyonundan tam bir saat sonra
siklofosfamid (5mg/kg) intraperitonal enjekte edilmistir. Hayvan
kesilerek bir glin sonra hiicreler toplanip kromozom preparatlarz
elde edilmistir. Hiicre basina elde edilen SCE normal hiicrelere
gbre dbrt misli ylksek bulunmustur. Ancak hayvana verilen BrdU ve
mutajen madde karacigerde aril hidrokarbon hidroksilaz aktivitesi
ile etki edecekleri hilicrelere gelmeden yikilirlar.Bunu engellemek
icin multipl enjeksiyonlar ve devamlla BrdU inflizyonu sart
gbrilmlistir(28).

Modern tekniklerde ise DNA"da hasar yaptigi diisiiniilen madde
uzun bir siire tavsana verilmektedir. SCE analizinden &nce alinan
periferal lenfositler iki siklus boyunca BrdU 1ile muamele
edilmektedir. Ozellikle bu tip denemeler kemoterapi sirasainda
hastalara uygulanan klastojenik ajanlarin sitogenetik etkisinin
saptanmasi amaciyla yapilir. Ornegin tavsana 4 ay boyunca
Adriamycin verilmis ve bu sekilde bu maddenin SCE artisina sebeb
oldugu bulunmustur(61,65). Mutajen maddelerin etkileri
saptanirken in vivo ve iIn vitro sonu¢lari kartilastirmak son
derece 6nemlidir(22).

Mayotik hiicrelerde Krossing-over olayi,bir tetratta kardes
olmayan kromozomlarin kromatidleri arasinda parca degis tokusu
gseklinde olurken, SCE bir kromozomun kardes kromatidleri arasinda
parca degis tokusudur(47).

DNA sentezi sirasinda BrdU iki siklus boyunca ylksek
konsantrasyonlarda tatbik edildigi zaman ge¢ replike olan yerler
soluk boyanir(6l). Bir fluoresan boya olan 33258 Hoechst boyasi;
Akridin oranj veya proflavin boyalarindan daha iyi kontrast
saglamaktadir(46). 33258 Hoechst boyasinin fluorosansi BrdU nun
agir atomu nedeniyle yaydigi fluoresan azalir(40).Bundan dolaya
BrdU'nun girdigi kromatid soluk olarak g8riintir. BrdU olan DNA nin
Giemsa boyasina hassasiyeti azalir. 4" -6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) boyasi pH 11°de ¢ok iyi islev gbriirken, ndtral pH ta ise
ayni islevi gtrememektedir (44).
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4-AMAC

Mutajenite,kanserojenite ve kalaitsal hastaliklaran
teshisinde SCE testinin c¢ok duyarli oldugunu biliyoruz. insanda
Hepatit yapan virisler DNA virtsleridir. Viriisler girdikleri
hiicrenin genetik yapisini kontrol altina alarak etkili olurlar.

0 halde hepatit virisleri hastalik semptomlarini verdikleri
gibi insanin genetiginde defekt yapabilecekleri diistintiliir.

Bu ¢gercgevede, amacimiz hepatit virtslerinin insan
kromozomlarinda hasar yapip yapmadiklarini SCE metodu ile duyarla
bir sekilde belirlemek ve yapiyorlarsa hastaligin sagitimindan
sonra kromozomlardaki hasarin devam edip etmedigini saptamaktir.
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C-MATERYAL VE METOD

Hepatitli hastalarda hepatit virtsilniin sitogenetik
etkilerinin in vitro arastirilmasini On gbren bu calisma, Kasim
1992-Kasim 1983 yillara arasinda Qukurova Universitesi Tip
Fakiiltesi Balcali Hastanesi Pediatrik Enfeksiyon B&limiinde
izlenen c¢ocuklar Uzerinde wve Tip FaklUltesi Tibbi Biyoloji
laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

Calisma, hepatit nedeniyle tedavi icin gelen 49 cocukta
yvapilmais olup, arastirmaya alinan vakalarin Merkez
laboratuvarinda HbsAg ybniinden pozitif olmalarai aranmistir.
Arastirma grubunu olusturan hepatitli gruptan hastaligin aktif
oldugu dBnemde ve hastalik gectikten sonra kan alinmistir.

Yine Merkez laboratuvarinda Hepatit y®nlinden negatif olan 0O-
12 yas arasi 39 cocuktan kan alinarak kontrol grubu

olusturulmustur.

Arastirma grubu olarak incelenen hasta grubunda aranan diger
8zellikler:

a) 12 yasini gec¢cmemis olmak,

b) Hepatitten dolayi hastaneye basvurdugunda, hastaneye
gelmeden 8nce bilingli veya bilingsiz antibiyotik almamas
yva da alinmissa en az 3 ay Bnce bunu terketmis olmak.

¢) En az 6 aylik slire igerisinde radyasyon (R&ntgen isini vb)
almamig olmak.

d) Hepatitle beraber ikincil bir hastalik tablosu
gbstermemek.

Kontrol grubunda aranan bzellikler:
a) 12 yasini gecmemis olmak
b) Hepatit e karsi asilanmamis olmak

c) Radyasyon ve Antibiyotik almamis olmak
d) Saglikla olmak.
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Arastirmaya alinan hasta ve kontrol grubundaki tUm
bireylerin yaslari, cinsiyetleri ve HbsAg y8nilinden durumlari
aninda kaydedilmistir.

D-SiTOGENETIiK ARASTIRMA
1- Kan Orneklerinin Alinmasi

Her olgudan steril heparinli (Li veya Na) tiliplere steril
sartlar altinda 1 ml. venbz kani alinmigtir. Bu kan tiplerinden,
daha 8nceden hazirlanmis 6zel kiiltiir tuplerine steril UV
kabininde bek alevi niinde ekimleri yapilmistir.Kan 8rneklerinin
islem gdrmeden ®nce uzun . sire dis ortamda beklemelerine izin
verilmemistir.

2—- Kidltiir Ortaminin Hazirlanmasi

100 ml. RPMI 1640 mediumu (Sigma) L-Glutaminli ve Sodyum
bikarbonatli
20 ml. Fetal Calf serum (Seromed)
4 ml. Phytohaemagglutinin M (Seromed)
1 ml. Penicillin-Streptomycin (10.000 IU/ml) (Sigma)

Steril UV kabininde steril gartlarda hazirlanan yukaridaki
ortam, yine steril sartlar altinda 10 ml“lik agzi kapakli, konik
"tabanla plastik tiplere (Greiner Labotechnik-Almanya) 2.5 ml.
seklinde dagitima yapilmistir. Bu durumdaki tiiplerde COz kacagina
Bnlemek amaciyla agizlari ayrica parafilmlenmis ve kullanilincaya
kadar +4°C°da muhafaza edilmisglerdir.

Kiiltiir ortamina inokiilasyon yapilmadan O6nce, ortam 37°C
sicakliga getirilmis, bu sicakliga gelinceye dek beklenmis ve her
bir tip steril sartlar altinda enjektdrle heparinli kan
Brneginden alinan 5 damla 6rnek ile inokiile edilmistir. Eger
islem yavas yapilmazsa kan hiicrelerinin lizisi 88z konusu
olabilmektedir. Hemen sonra 10 ug/ml konsantrasyonda olacak
gsekilde her kiiltiir tipline 50 ul BrdU (Sigma) aktarailmistir. Bu
sekilde kiiltlir tiiplerinin icerigi homojen olana kadar hafifce
karistirilmistir. Isigin etkisi, kiilttir tiplerinin alimiinyum
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folyo ile sarailmasiyla yok edilmistir. Karanlikta bekletme 72
saat boyunca slrmUstiir. Tipler numaralanarak ilgili bilgiler
ayrica tutulmustur.

3-inkiibasyon iglemi

a) Kiltir besiyerine kan Ornekleri inokiile edildikten sonra
37°C"1ik etlivde 72 saat siire ile inktbasyona alinmistir.

b) 72 saatlik siire dolmadan 2 saat ©nce, yani inkubasyonun 70.
saatinde, lenfositlerin mitoz bdliinmelerini Metafaz
safhasinda durdurmak amaciyla 0.1 ug/ml konsantrasyonda
olacak sekilde stok colcemid’den (10 pl/ml Demecolcine,
Seromed-Almanya) 25 ul eklenmis ve kiiltiir tiipleri iki parmak
arasinda yavas bir sekilde calkalanmigtir.

c) 72 saatlik slirenin bitiminde kiiltiir tiiplerinin kapaklara
acilmigs ve santrifuj makinasina (Sorvall GLC-~1 General
Laboratory centrifuge-USA) dengeli bir sekilde konduktan sonra
1000 rpm“de 8 dakika siire ile santrifuj edilmistir.

d) Hicre pelletinin Uzerinde kalan supernatant sivisi pastdr
pipetl ile uzaklastirilmistair.

e) Onceden 0.075 M olacak sekilde ve 37°C ye getirilmis KC1
¢bzeltisinden, girdap karistirici (Elektro Mag-TM) {izerinde
dikkatlice karaigtirilan hiicre pelletine damla damla 2.5 ml.
hipotonik soliisyon katilmistir. Ardindan hipotonik sivi
katilan tiipler 37°C"lik etilive alinarak 10 dakika inkiibe
edilmigtir. Bu agamada amac¢ eritrositleri patlatmak fakat
lenfositleri sigirmektir.

f) TUpler inkilbasyon sonunda santrifuj makinasina yerlestirilerek
1000 rpm“de 8 dakika slire ile santrifiij edilmislerdir. Ustteki
slipernatant sivisi past8r pipeti ile atilmistair.

g) Yaklasik 2 saat ¥nce 3:1 oraninda (3 kisim metanol, 1 kisim
Asetik asit) hazirlanan ve buzdolabinda sogutulan fiksatiften
damla damla ve vortex ilizerinde karaistirma yapilarak 2.5 ml
katilmigtar.

h) Fiksasyon islemine en az 3 defa devam edilmis olup, kirlilik
varsa buradaki iglem sayisi artirilmistar.

i) Ustteki slipernatan kismi dipte 0.5 ml. kalacak sekilde pastdr

pipeti ile atilmistair. Lenfosit peleti 0.5 ml-1lik fiksatifte
homojen olacak sekilde hafifce pastbr pipeti ile
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karistirilmistir. Her hasta icin pastSr pipetleri ayri ayra
tutulmustur.

4- Lamlarin Temizlenmsi

a) Cizilmemis ve bir ucu rodajli lamlar (stiper frost) bir gin
8nceden deterjanli su i¢inde birakilmastir. Ertesi giin bir
bez araciligiyla alt ve fistten iyice yikanmistir. Bu islemden
gecen tiim lamlar metal salelere dizilerek musluk suyunun
altina konmus ve deterjanin uzaklasmasi saglanmigtair.

b) Lamlarin bulundugu saleler 10 dakika slire ile saf suda
bekletilmiglerdir.

c) Saf sudan alinan lamlar 30 dakika siire ile metanol ig¢inde
bairakilmiglardar.

d) Slire bitiminde salelere saf su konarak bir gece veya
daha fazla buz dolabinda bekletilmislerdir.

e) Lamlar saf sudan ¢ikarilarak birer birer kuru tiilbent bezi ile
iyice silinmis, yine salelere yerlegstirilerek buzdolabina
kaldirilmislardar.

5— Preparasyon islemi

Fiksasyonun son safhasinda konik tabanli tiipte birakilan 0.5
ml lik lenfosit Brnegi homojen hale getirildikten sonra, pastbr
pipetine alinir ve 10-15 cm ylksekten temiz, soguk ve hafif
nemlendirilmis 45° egimli lamlara 2-3 damla bairakilir. Her olgu
icin 7-8 preparat hazirlanir. Nemlendirmenin amaci metafaz
plaklarinin kolay yayilmasini saglamaktir. Hasta preparatlarinin
birbirine karigmasini dnlemek icin lamlarin altina hastalara gbre
etiketlenmis slizge¢ kagitlari konmustur. EKurutmanin ardindan
preparatlarin rodajli kismina hastanin adi soyadi, tarihi yazilir
ve preparatlar lam kutularina yerlestirilerek karanlikta 15 gin
stire ile eskitmeye bairakilirlar.

6- Boyvama islemi

a) Cam saleye 100 ml. 2xSSC (Sodyum Salin Citrat)
tamponu konduktan sonra bunun itizerine karanlikta 100 ml stok
33258 Hoechst boyasindan 100 ul konmus ve bagetle
karistirilmistir. Preparatlar cam saleye yerlestirilerek 20
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dakika slireyle Dbirakilmislardir. BrdU nun ve Hoechst in
bozulmamasi i¢in cam sale teneke kutunun i¢ine alinmis ayrica
oda 6nceden karartilmistir.

b) Buradan alinan preparatlar McBouilene tamponu (pH 7.1) i¢inde
calkalanmiglardir. Sonra kromozomlarin yayildigi preparat
yiizeyi yukari gelecek sekilde genis ylizeyli kutulara
dizilmislerdir. Bunlarin fizerine pH 7.1 olan McBouiline
tamponundan ilave edilir. Tamponun lam ilizerindeki seviyesi
1-1.5 mm“yi asmamasina dikkat edilmistir.

c) 40 Wattlik UV lambasi altina ve lambadan 25 cm mesafede
verlestirilerek UV lambasi calistirailmistir. Bu islemin
sliresi 1 saatir.

d) Surenin bitiminde preparatlar c¢ikarilarak pH 7.2°1ik 2xSSC
tamponunda hafifce yikanmislardir. Onceden cam salelere
100°er ml 2xSSC tamponu konmus ve 60°C a getirilmis
benmarideki 2xSSC salelerine preparatlar dizilmigtir. 60°C
temperatiirde 1 saat slire ile inkubasyon saglanmistir. Burada
ama¢ kromozomlarin gsismesi ve histon proteinlerinin
denatiirasyonunu saglamaktir.

e) 100 ml"lik salelere Soransan tamponda (pH 6.8) hazirlanmaisg
% 5°1ik Giemsa boyasina yerlestirilen preparatlar 7 dakika
bekletilmislerdir. Preparatlari boyanin icine koymadan Bnce
{istteki partikiil filmi slizgec kagidaiyla alinmistir.

f) Slre bitiminde lamlar hafifce musluk suyunda yikanmislardir.
Stizgec kagidi tizerine dizilerek kurumalari saglanmistair.

g) Fazla boyanin giderilmesi i¢in preparatlar ksilol i¢inde 10 ar
dakika bekletilmislerdir. Bu arada preparatlardaki artefaktlar
azaltilmistair.

h) Daha sonra preparatlar entellanlanarak lamelle
kapatilmislardir. Degerlendirmeye kadar muhafaza icin
preparat kutularina yerlestirilmislerdir.

7~ Kultiir,preparasyon ve boyama sirasinda kullanilan soliisyonlar:
a) BrdU (5-Bromo—-2-deoksitiridin)

5 mg Toz BrdU tartilarak 10 ml. bidistile su icinde
eritilir. Bu islem karanlikta yapilair. Sterilizasyon i¢in 0.2 um
ror c¢apli tip filtre ile BrdU solusyonu sterilize edilmis ve
dnceden steril hale getirilen (otoklavda 120°C, 15 dak, 1.5 Atm)
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Eppendorf tiplerine steril sartlar altinda 1°er ml seklinde
katilip stok BrdU preparatlari hazirlanmigtir. Eppendorf tiipleri
Aliminyum folya ile kapatlldlktan sonra bunlar derin dondurucuya
konmuslardair. Ekimden 6nce 1 ml”"lik eppendorf tiiplinliin sicakliga
37°C’ye getirilmistir.

b) 33258 Hoechst Stok Boyas:

1 mg 33258 Hoechst boyasi tartildiktan sonra 10 ml bidistile
suda eritilmis ve renkli siseye alaindiktan sonra Aliminyum folyo
ile kapatilarak stok 33258 Hoechst boyasi hazirlanmistar.

c¢) Colcemid Soliisyonu

Elimizde ticari olarak 10 ug/ml konsantrasyonlu soliisyon
bulunmaktayda (Seromed-Almanya). 2.5 ml kiiltir tiipline bu
solusyondan 25 pl alinmaistair.

d) 2xSSC tamponu

1) 0.3 M NaCl (58.44 gr/mol) 17.53 gr.
2) 0.03 M Na-sitrat (357.16 gr/mol) 10.71 gr.
(NasCeHs07 x 5.5 H=20)

Tartilan bu maddeler biraz distile suda eritildikten sonra
1000 ml“ye distile su ile tamamlanirlar. 2xSSC tamponun pH 7.2 ye
0.1 N HC1 veya 0.1 N NaOH ile ayarlanir. Bozulmamasi i¢in hemen
buzdolabina alinmistar.

e) McBouiline Tamponu (pH 7.1)

1) 0.1 M Sitrik asit monohidrat (210.14 gr/mol) 500 ml.
icin 10.5 gr. tartilmis ve 500 ml. distile su
ile ¢8zililerek bu tampon hazirlanmistair (pH 2.3).

2) 0.2 M NazHPO4 x 12H=20 (358.14 gr/mol) 500 ml tampon
icin 35.81 gr. tartilmis ve 500 ml. distile suda
eritilerek tampon hazirlanmistair (pH 9.5).

Dereceli silindire 500 ml. NazHPO4 tamponu ve bir manyetik
bar konmustur. Sonra manyetik karastirici lizerine birakilmistair.
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pH metre kalibre edildikten sonra elektrot tampona
daldairilmistir. McBouiline +tamponun pH 7.1 oluncaya dek damla
damla 0.1 M"1lik sitrik asit monohidrattan katilmistir. Bu tampon
hemen buzdolabina alinir ve 24 saat ig¢inde kullanilair.

f) Soransan Tamponu (pH 6.8)

1) 0.06674072 M NazHPO4 x 12H=20 (358.14 gr/mol 200 ml icin
4.78 gr. tartilarak 200 ml “ye distile su ile tamamlanar.
Manyetik karistiricida karistirilair.

2) 0.066721533 M KHzPO4 (136.09 gr/mol) 200 ml icin 1.81
gr. tartilip 200 ml ye distile su ile tamamlanip ve
manyetik karigstiricaida karaistirilmaistar.

Dereceli silindire 200 ml. Ne=zHPOz x 12H20 tamponu konur ve
manyetik karaistirica fizerine konduktan sonra pH metre
araciligiyla pH 6.8 olana kadar KHz2PO4 tamponu ile damla damla
titre edilir. Hemen kullanilmayacaksa bu tamponlar titre
edilmeden ayri ayri buzdolabina kaldairilir. Kullanilacaklari
zaman sicakliklari oda sicakligina getirilmisgtir.

£) PHA (Phytohaemagglutinin) soliisyonu

1.2 mg liyofilize toz PHA {izerine steril olarak 5 ml steril
bidistile su konup karistirilir. Stok hazirlanmis olur.

h) Penicillin/Streptomycin Stok Soliasyonu

Steril sartlar altinda liyofilize toz antibiyotige 20 ml
steril bidistile su katilair.

B~ Degerlendirme

Teknik bakimdan analize uygun kromozomlari iceren metafaz
plaklari, i1sik mikroskobunda immersiyon objektifinde (10x100
Nikon marka mikroskop) SCE ybnlinden incelenmistir. Bir kromozomun
koyu veya soluk boyanan kromatidlerinin biri dikkate alinmistair.
Ornegin koyu boyali kromatidin wucunda bir karik varsa 1 SCE,
ortada bir parca degis tokusu varsa 2 SCE, parca degisimi yoksa
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(-) seklinde degerlendirilmistir. SCE ic¢in her preparatta 25
metafaz plagili sayilmistir ve 8zel formlara islenmistir.

Mitotik index icinde 10x40 Dbiiyiitmede 1000 hiicre sayilmis ve
1000 hiicre 'de tespit edilen mitoz (profaz, metafaz,anafaz) lar
kaydedilmistir. Sonra yilizde olarak hesap yapilmigtair.

Replikasyon indexi ig¢in 100 metafaz plagi sayilmig ve yliz
metafazda Mi (Metafaz 1), Mz (Metafaz 2) ve M= (Metafaz 3)
sayilari tespit edilerek kaydedilmis ve asagidaki formiil

uygulanmistir.

(1xM1) + (2xMz) + (3xMs)

Replikasyon indexi =
100

E-iSTATiSTiKSEL DEGERLENDiRME

Elde edilen bulgular Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
Bioistatistik bBliminin destegi ile DbSlimlimlizde yapilmistar.

Kullanilan testler ise,

1- Student's t testi (Ortalamalar arasi farklilik testi)

2~ Mann Whitney U testi (Verilerimiz parametrik olmalarina
raéﬁen gruplardaki denek sayimiz esit olmadigindan bu teste
bagvurulmustur.

Veriler Universitemize bagli Bilgi iIslem merkezinde
bilgisayara girilmis ve paket SPSEX programlari ile analiz

edilmistir.
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F-BULGULAR

SCE Bulgulari

Arastirmamizda 389 kontrol olgusunda 975, 48 hepatit hastasi
olguda 1225 ve 11 takip (iyilesme sonrasi) olgusunda 275 metafaz
plagli incelenmistir. Toplam olarak 113.850 kromozom 1lzerinde
olusan SCE’ler tespit edilerek bzel kartlara islenmistir.
Kontrol, hasta ve takip gruplarinda olusan Kardes Kromatid
Degisimi (SCE) hizlari karsilastirilmistir. Ayrica her olgu icin
100 metafaz plaginda replikasyon indeksi ve 1000 hiicrede mitotik
indeksi tespit edilerek gruplar arasi gerekli karsilastirmalar

vapilmistar.

Kontrol, hasta ve takip gurubu olgularinda tespit edilen
kromozom bagsina diisen ortalama SCE dagilimi TABLO 1,2,3 de
verilmistir.

" Tablolar dikkatle incelendiginde her 1{i¢ grupta da bliylik
kromozomlarda biiyliklikle dogru orantili olarak SCE, diger
kromozomlara oranla yiiksek bulunmustur. Biiyiik kromozomlarda
SCE:nin daha yiksek siklikta meydana gelmis olmasi, olgular
arasinda dagilimin homojen oldugunu ve kromozomlarin BrdU’ya olan
vanitlarinin benzer oldugunu gbstermektedir.

Hasta grubu olgularinda tespit edilen SCE sikligi kontrol ve
takip grubu olgularina gbre daha yiiksek bulunmustur. Oysa takip
grubunda (iyilesme d&neminde) gdriilen SCE sikligi kontrol grubu
olgularina gbre farkli bulunmus ise de bu sonuc¢ istatistiksel
olarak anlamsiz bulunmusgtur.

Hasta grubu olgularinin 1,2,3,4-5 ve 6-12 (A,B,C grubu)
nolu kromozomlarinda kromozom basina tespit edilen SCE sayisa,
kontrol ve takip grubu olgularindakinden daha yliksek ve anlamlai
bulunmustur. Diger kromozom gruplari arasinda SCE sayisa
bakimindan fark pek ©6nemli gbriilmemistir. 1ilgili karsilastirma
istatistiksel olarak TABLO 4-6"da gdsterilmistir.
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TABLO 1. HASTA GRUBU OLGULARINDA SCE SIKLIGININ KROMOZOMLARA
DAGILIMI VE KROMOZOM BASINA DUSEN ORTALAMA SCE DEGERLERI
(Her olgu icin 25 metafaz sayilmistar).

OLCU AD SOYAD CINS YAS 1 2 3 _4-5 612 13-15 16-18 19-20 21-22

1 AK d 6 30 22 15 58 82 17 5 - -
2 it ¢ 2.5 25 22 11 57 62 19 7 3 3
3 UA ¢ 11 30 24 15 61 82 25 10 - -
4 NO ¢ 10 27 19 12 45 61 25 16 7 2
5 GH ¢ 9 35 25 11 85 78 29 19 4 -~
6 iA d 7 26 18 15 45 50 20 10 2 -
7 RK ¢ 5 31 23 20 55 83 25 9 10 -
8 EO ) 7 30 27 20 62 83 25 7 - -
9 EK ¢ 5 25 22 17 77 101 26 5 - -
10 0¢ ¢ 1.5 31 26 23 52 87 23 3 1 -
11 BM ¢ 3 29 21 17 69 78 25 6 3 -
12 DK ¢ 3 32 21 21 393 95 25 3 - -
13 MK L 9 31 26 25 71 94 20 4 - -
14 SK ¢ 12 29 27 20 40 84 20 15 3 -
15 EC ¢ 8 31 21 20 58 75 13 4 - -
16 MV ¢ 7 29 22 15 53 100 17 - - -~
17 AV ¢ 8 31 21 16 57 91 18 6 - -
18 ED ¢ 11 28 23 18 61 82 20 3 - -
19 AA ¢ 7 27 22 21 64 72 19 4 _

20 88 ¢ 12 28 24 17 60 87 21 14 - -
21 S8 ¢ 6 29 24 16 57 82 22 7 1 -~
22 HY J 12 25 19 12 58 71 23 11 - -
23 iT ¢ 4 36 27 20 65 88 26 15 6 -
24 Vs ¢ 12 27 23 13 62 77 18 8 - -
25 ZB ¢d 1.5 25 22 18 64 89 19 10 1 -
26 SA ¢ 7 25 20 10 55 73 20 5 2 -
27 AE ¢ 6 27 22 17 61 83 22 9 1 -
28 BY ¢ 9 24 19 1 60 83 22 9 5 -
29 ED ¢ 11 25 20 12 60 81 14 6 1 -
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Tablo 1 (devami)

OLGU AD SOYAD CINS YAS 1 2 _ 3 45 _6-12 13-15 16-18 19-20
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TABLO 2 . KONTROL GRUBU OLGULARINDA SCE SIKLIGININ KROMOZOMLARA DAGILIMI VE
KROMOZOM BASINA DUSEN ORTALAMA SCE DEGERLERi
(Her olgu icin 25 Metafaz sayilmistir)

OLGU Anggaxan CiNS _YAS _%E 2 3 45 612 13;%5 16-18 19-20 21-22

1 d 5 21 ) 43 34
2 MR d 12 22 23 8. 38 45 17 - - -
3 SA d 10 21 9 13 47 43 13 7 1 -
4 LA ¢ 9 16 22 15 42 45 19 - - -
5 BCS d 5 25 21 8 37 42 18 1 - -
6 sY g 8 26 21 6 39 46 15 - - -
7 YK d 8 22 20 10 31 47 18 - - -
8 MD d 11 24 23 5 37 44 16 ~ - -
g SP $ 1225 17 6 33 48 16 1 - ~
10 EH ¢ 5 24 21 7 31 47 17 - - -
11 oG d 2 23 21 6 45 47 17 - - -
12 VK d 4 24 25 9 43 39 18 - - -
13 RE ¢ 6 26 20 6 33 44 16 - - -
14 TU ¢ 8 25 25 7 42 42 18 - - -
15 MY d 4 23 22 3 44 43 18 = - -
16 EG ¢ 11 24 25 3 33 49 14 = - -
17 YSS ¢ 3 26 19 5 45 42 15 2 - -
18 EE ? 7 22 23 6 40 38 20 - - -
19 DA é¢ 12 21 21 8 39 41 18 3 -
20 PK ¢ 9 24 26 5 35 38 20 - - -
21 GS g 3 22 23 8 39 43 18 - - -
22 EK ? 1 22 16 10 42 49 17 4 - -
23 CK ¢ 12 22 19 9 40 50 20 5 - -
24 MU d 12 21 18 13 43 41 18 3 - -
25 ARG ¢ T 22 19 7 29 43 16 3 = -
26 iP d 8 20 17 13 38 40 15 4 - -
27 A5 ¢ 5 22 23 12 38 39 16 5 3 -
28 NS ¢ 10 22 21 12 43 43 15 2 - -
29 BD ¢ 10 21 24 11 34 33 12 2 - -
30 HC ¢ 8 20 24 10 35 51 14 4 -
31 HG d 5 22 21 14 44 36 12 3 - -
32 AKC d 9 21 21 11 44 39 14 5 -
33 HC d 8 21 12 18 38 38 12 3 - -
34 MD $ 6 26 15 9 43 45 18 5 1 -
35 BH d 6 20 18 12 43 45 11 3 1 -
36 ED d 7 18 22 12 46 35 15 3 - -
37 SG ¢ 2 24 19 11 42 39 12 4 2 -
38 ug d 2 22 24 8 38 43 14 8 3 -
39 KOB ? 5 23 19 8 39 37 12 3 - -
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TABLO 3. TAKiP GRUBU OLGULARINDA SCE SIKLIGININ KROMOZOMLARA DAGILIMI VE
KROMOZOM BASINA DUSEN ORTALAMA SCE DEGERLERi
(Her olgu i¢in 25 Metafaz sayilmigtar)

OLGU AD SOYAD CINS YAS _ 1 2 _ 3

11
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19-20 21-22

[ I B I A

I T B
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TABLO 4. HASTA GRUBU ilE KONTROL GRUBU OLGULARINDA SCE SIKLIGININ
KROMOZOMLARA DAGILIMI VE KROMOZOM BASINA DUSEN ORTALAMA SCE
DEGERLERiINiN KARSILASTIRIIMASI

HASTA 1 2 3 4-5 _ 6-12 _13-15 _16-18 19-20 _21-22
GRUBU 28.91 22.30 15.44 57.16 80.48 21.61 9.68 4.10 3.1

KONTROL |22.56 20.51 9.05 39.35 42.38 16.05 3.60 1.83 -
GRUBU

ORTALAMA | 6.36 1.79 6.36 18.0 38.1 5.56 6.08 2.27
FARK

t DEGERi | 9.27 2.42 7.63 11.30 20.32 7.45 4.59 4.54

P 0.0001 0.017 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.001
<0.05 <0.05 <0.05 <«0.05 <0.05 «<0.05 <0.05 <0.05

U DEGERi | 756.56 406.5 239 184 1.6 220 117 520

P 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
<0.056 <0.05 <0.05 {0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

TABLO 5. KONTROL GRUBU iLE TAKiP GRUBU OLGULARINDA SCE SIKLIGININ KROMOZOMLARA
DAGILIMI VE KROMOZOM BASINA DUSEN ORTALAMA SCE DEGERLERINiN
KARSILASTIRILMASI

1 2 3 4-5 6-12 _13-15 _16-18 19-20 21-22
KONTROL |22.56 20.51 98.05 39.35 42.38 16.05 3.60 1.83
GRUBU

TAKiP 25.27 20.54 5.90 42.09 50.09 14.09 2.00 - -
GRUBU

ORTALAMA | -3 -0.03 +3.15 -2.74 -7.71 +1.96 +1.6 - -
FARK

t DEGERi |-3.67 -0.03 2.91 -1.656 -4.88 2.34 2.92

P 0.001 0.077 0.005 0.106 0.001 0.023 0.004
<0.05 >0.05 <0.05 >0.056 «0.0% <0.05 <0.05

U DEGER1 | 74 205 100 165.5 58.5 118 114 - -

P 0.008 0.8224 0.0070 0.2494 0.0003 0.0227 0.007
<0.05 >0.06 <0.05 >0.056 <0.05 <0.05 >0.05
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TABLO 6. HASTA GRUBU OLGULARI iLE TAKiP GRUBU OLGULARINDA SCE SIKLIGININ
KROMOZOMLARA DAGILIMI VE KROMOZOM BASINA DUSEN ORTALAMA SCE
DEGERLERiNiN KARGILAGTIRIIMASI

1 2 3 4-5 6-~12 _13-15 _16-18 19-20 _21-22

HASTA 28.91 22.30 15.44 57.16 80.48 21.61 9.48 4.10 3.10
GRUBU ,

TAKiP

GRUBU 25.17 20.54 5.90 42.09 50.09 14.09 0.36 - -

ORTALAMA | 3.74 1.76  9.54 15.07 30.39 7.52 8.12 4.10 3.10
FARK

t DEGERi 3.11 1.65 7.08 5.32 8.90 5.91 8.72

|
i

P 0.003 0.004 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
<0.05 <0.05 «<0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

U DEGER} 97 160 8 47.5 6.5 28 3.0

P 0.0009 0.0349 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0255
<0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05

Ortalama SCE hizinin saptanmasi amaciyla her olgu icin 25
metafaz plagi incelenmis olup, toplam SCE sayisi metafaz plagina
bdliinerek sonug¢ elde edilmigtir. Hasta, kontrol ve takip grubu
olgularini g8steren tablolar incelendigi zaman ortalama SCE
siklaiginin hasta grubu olgularinda diger grup olgularina gbre
viiksek oldugu gbriilmektedir. Gercekten hasta grubu olgularinda
ortalama SCE sikligi, takip ve kontrol grubu olgularina gdre
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Hasta grubu olgularinda
ortalama SCE sikligai 9.53%0.12, kontrol grubu olgularainda
6.09%0.042 ve takip grubu olgularainda 6.33+0.116 olarak
bulunmustur. Bulgulara gdbre kontrol grubu ile takip grubu
olgulari arasinda ortalama SCE sikliga ydniinden fark goriilmiis bu
fark istatistiksel olarak anlamsiz gbrilmiistiir. TABLO 7-9°da
hasta, kontrol ve takip grubu olgularda gbdriilen toplam ve
ortalama SCE degerleri goriiltiyor. TABLO 10-12°de ortalama SCE
degerleri karsilastirilmistair.
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TABLO 7. HASTA GRUBU VAKALARINDA TOPLAM SCE DEGERLERi VE METAFAZ

BASINA DUSEN ORTALAMA

SCE BSAYISI

OLGU NO _MEIAEAZ_SAIISI —SCE DEGERiI _ SCE/METAFAZ

1 229 9.186
2 25 208 8.36
3 25 247 9.88
4 25 214 8.56
5 25 266 10.64
6 25 186 7.44
7 25 266 10.64
8 25 254 10.16
9 25 263 10.52
10 25 246 9.84
11 25 248 9.92
12 25 242 9.868
i3 25 271 10.84
14 25 238 9.52
15 25 223 8.92
16 25 236 9.44
17 25 240 8.60
i8 25 233 9.32
18 25 229 9.16
20 25 251 10.04
21 25 238 9.62
22 25 219 B.76
23 25 283 11.32
24 25 228 9.12
25 25 248 9.92
26 25 210 B8.40
27 25 242 9.68
28 25 233 9.32
29 25 219 8.76
30 25 212 8.48
31 25 207 8.28
32 25 251 10.04
33 25 248 9.92
34 25 230 9.20
35 25 240 9.60
36 25 290 11.860
37 25 233 9.32
38 25 223 8.92
39 25 249 9.96
40 25 241 9.64
41 25 243 9.72
42 25 208 8.32
43 25 205 8.20
44 25 239 9.56
45 25 259 10.36
46 25 246 9.84
47 25 234 9.38
48 25 241 9.64
49 25 272 10.88
Ortalama SCE/Metafaz 9.53
Standart sapma (XQn-1) 0.837
Standart hata 0.12
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TABLO 8. KONTROL GRUBU OLGULARINDA TOPLAM SCE DEGERI VE METAFAZ

BASINA DUSEN ORTALAMA SCE SAYISI

OLGU NO _MEIAFAZ_SAIISI_SQE_DEGERI_SQEZMETAEAZ

1 149 5.96
2 25 153 6.12
3 25 154 6.16
4 25 159 6.36
5 25 152 6.08
6 25 154 6.12
7 25 148 5.92
B 25 149 5.96
9 25 146 5.84
10 25 147 5.88
11 25 159 6.36
12 25 158 6.32
13 25 145 5.80
14 25 160 6.40
15 25 153 6.12
16 25 148 5.92
17 25 154 6.16
18 25 149 5.96
19 25 151 6.04
20 25 148 5.92
21 25 153 6.12
22 25 160 6.40
23 25 165 6.60
24 25 . 1567 6.28
25 25 139 5.66
28 25 147 5.88
27 25 158 8.32
28 25 158 6.32
29 25 137 5.48
30 25 163 6.52
31 25 152 6.08
32 25 155 6.20
33 25 142 5.69
34 25 162 6.48
35 25 153 6.12
36 25 151 6.04
37 25 153 6.12
38 25 160 6.40
39 25 141 5.64
Ortalama SCE/Metafaz 6.08
Standart sapma (XQn-1) 0.261
Standart hata 0.042
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TABLO 9. TAKiP GRUBU OLGULARINDA TOPLAM SCE SAYISI VE METAFAZ
BASINA DUSEN SCE DEGERI

E
E
E
|

1 25 158 6.32
2 25 171 6.84
3 25 148 5.982
4 25 168 6.64
5 25 148 5.92
6 25 176 7.04
7 25 161 6.44
8 25 158 6.32
9 25 158 6.32
10 25 149 5.96
11 25 149 5.96
Ortalama SCE/Metafaz : 6.33

X@Qn-1 : 0.385

Standart hata : + 0.105

TABLO {0. HASTA GRUBU iLE
DUSEN ORTALAMA

KONTROL GRUBU OLGULARININ METAFAZ BAGINA
SCE HIZLARININ KARSILASTIRIIMASI

SCE/METAFAZ

ORTALAMA SCE DEGERi

HASTA GRUBU OLGULARINDA METAFAZ BASINA DUSEN

9.53 * 0.120

KONTROL GRUBU OLGULARINDA METAFAZ BASINA DOUSEN

ORTALAMA SCE DEGERi 6.09 + 0.042
ORTALAMA FARK 3.44
t DEGERi 24.89
STUDENT t-TESTi
P 0.0001<0.05
U DEGERi 0.01
MANN WHITNEY U TEST%
P 0.0001<0.05
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TABLO 11. KONTROL GRUBU iLE TAKiP GRUBU OLGULARINDA METAFAZ

BASINA DUSEN ORTALAMA SCE DEGERLERININ
KARSILASTIRILMASI

SCE/METAFAZ

- ORTALAMA SCE DEGERi

KONTROL GRUBU OLGULARINDA METAFAZ BASINA DUSEN

6.09 = 0.042

ORTALAMA SCE DEGERiI

TAKiP GRUBU OLGULARINDA METAFAZ BASINA DUSEN

6.33 £ 0.116

ORTALAMA FARK 0.24

t DEGERi - 2.41
STUDENT t-TESTi:

P 0.2>0.05

U DEGERi 143.5
MANN WHITNEY U TESTi

B 0.0854>0.056

TABLO 12. HASTA GRUBU iLE TAKiP GRUBU OLGULARINDA METAFAZ BASINA
DUSEN ORTALAMA SCE DEGERLERiNiN KARSILASTIRILMASI

SCE/METAFAZ

ORTALAMA SCE DEGER1

HASTA  GRUBU OLGULARINDA METAFAZ BASINA DUSEN

9.63 £ 0.120

ORTALAMA SCE DEGERI

TAKiP GRUBU OLGULARINDA METAFAZ BASINA DUSEN

6.33 * 0.116

ORTALAMA FARK 3.2
t DEGERi 12.33
STUDENT t-TESTi
P 0.0001<0.05
U DEGERi1 0.01
MANN WHITNEY U TESTi:
P 0.0001<0.05
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Bulgularimizdan, ortalama SCE dagiliminan cinsiyet
tarafindan etkilenip etkilenmedigi bulunmak istenmisg ve bu
ozellige gbre TABLO 13 hazirlamnmistir. Her grup kendi ic¢inde
erkek ve kiz olarak degerlendirilmis ve karsilastirilmistir. Buna
gdre cinsiyet gruplari arasinda SCE sikllglna etkli O6nemsiz
bulunmugtur (TABLO 13).

TABLO 13. HASTA, KONTROL VE TAKiP GRUPLARINDA CiNSiYETiN
ORTALAMA SCE"YE ETKiSi VE GRUP iCi KARSILASTIRMALAR

FREKANS SCE/METEFAZ ]
HASTA GRUBU K1z 16 9.65+0.215 l
ERKEK 33 9.4810.145
ORTALAMA FARK 0.17
t-DEGER1 0.67
P 0.505>0.05
KONTROL KIz 17 6.06+0.071
GRUBU ERKEK 22 6.11+0.052
ORTALAMA FARK 0.05
t-DEGER1 -0.61
P 0.543>0.056
TAKiP KI1Z 5 631+0.108
GRUBU ERKEK 6 6.35+0.204
ORTALAMA FARK 0.04
t-DEGER1 ~-0.17 ]
P 0.87>0.05 ]
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Hasta, kontrol ve takip grubu olgularinda 1000 adet mitoza
giren ve girmeyen hlicre sayilmis, 1000 hiicrede ka¢ adedinin
mitoza girdigi tespit edilmistir. Buna gbre mitotik indexi "%"
olarak hesaplanmis ve tablolar diizenlenmistir. Hasta grubu
olgularinda bulunan mitotik index degeri kontrol ve takip grubu
olgularina gbre istatistiksel olarak yliksek ve Snemli
bulunmustur. Oysaki kontrol ve takip grubu olgularainda bu durum
anlamsiz bulunmustur (TABLO 14,15).

Ayrica, i¢ arastirma grubu olgularinin her blrinde mitoz
safhasinda olan 100 adet metafaz plagi incelemeye alinmistir. Her
rlaktaki tim kromozomlarin kromatidleri koyu boyanmissa bdyle bir
plak M1 (Metafaz 1), her kromozomun bir kromatidi koyu digeri
acirk ise bbyle bir plak Mz,kromozomlara heterojen olarak
gbriilmlisse Ms olarak degerlendirilmistir (TABLO 14,15).

(1xMa1)+(2xM=2)+(3xMs)

100

formiiliine gére Replikasyon indeksi (RI) tespit edilmistir.
Replikasyon indekei tablosuna bakildigi zaman hasta grubu
olgularinda bu indeksin yiliksek, istatistiksel olarak kontrol ve
takip grubuna gdre anlamli bulunmustur. Fakat kontrol ile takip
grubu olgularinda replikasyon indeksi yonlinden bir fark
gbriilmemistir (TABLO 16-18).

Belli yas gruplarainin ortalama SCE sikligina etkilerinin

olup olmadigi aragtirilmis ve her grup icinde yasin SCE sikligina
bir etkil yapmadigi saptanmistair.

36



TABLO 14. HASTA, KONTROL VE TAKiP GRUPLARINDA MiTOTiK iNDEKSiN
DAGILIMI (Her olgu icin 1000 hiicre sayllmlstlr)

1 4.45 4.38 3.94
2 4.86 4.29 3.74
3 4.71 4.14 4.10
4 4.54 4.08 4.47
5 4.91 4.07 4.27
6 5.39 4.43 3.9
7 6.18 4.21 4.13
8 5.48 4.17 4.16
9 4.96 3.99 4.44
10 5.12 4.37 4.09
11 5.04 4.17 4.34
12 4.15 4.34

13 4.45 3.98

14 4.12 4.27

15 4.4 4.16

18 4.4 4.2

17 4.5 3.89

18 4.41 4.29

19 4.75 4.17

20 4.56 3.88

21 5.05 4.16

22 4.97 4.37

23 4.73 4.3

24 4.55 4.19

25 4.83 4.39

26 4.58 4.49

27 5.04 4.34

28 4.897 4.49

29 4.82 4.05

30 4.98 4.27

31 4.58 4.57

32 5.49 4.28

33 4.82 3.88

34 4.79 4.4

35 4.66 4.13

36 4.85 4.29

37 5.78 4.14

38 4.86 4.04

39 5.19 4.47

40 4.87

41 5.05

42 5.34

43 4.94

44 5.74

45 5.5

46 5.53

47 4.84

48 4.86

49 4.89



TABLO 15. HASTA, KONTROL VE TAKiP GRUBU OLGULARINDA REPLiKASYON
iINDEKSLERiNiIN DAGILIMI (Her olgu 1cln 100 metafaz )

1 2.16 2.11 2.00
2 2.17 2.12 2.03
3 2.26 2.02 2.13
4 2.32 2.03 2.11
5 2.21 2.1 2.13
6 2.18 2.09 2.1
7 2.19 2.07 2.0
8 2.21 2.11 2.15
9 2.12 2.11 2.01
10 2.21 2.08 2.07
11 2.35 1.99 2.04
12 2.22 2.12

13 2.21 2.04

14 2.21 2.12

15 2.15 2.07

16 2.17 2.11

17 2.28 2.10

18 2.24 2.14

19 2.24 2.14

20 2.25 2.06

21 2.12 2.14

22 2.36 2.13

23 2.18 2.1

24 2.16 2.08

25 2.15 2.13

26 2.17 2.1

27 2.18 2.02

28 2.25 2.06

29 2.20 2.04

30 2.23 2.07

31 2.16 2.13

32 2.33 2.13

33 2.21 2.01

34 2.22 2.11

35 2.19 2.12

36 2.30 2.1

37 2.52 2.16

38 2.20 2.02

39 2.20 2.08

40 2.19

41 2.27

42 2.29

43 2.28

44 2.486

45 2.34

46 2.32

47 2.17

48 2.16

49 2.18
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TABLO 16. HASTA GRUBU iLE KONTROL GRUBU OLGULARINDA ORTALAMA
MiTOTiK iNDEKS VE ORTALAMA REPLiKASYON iNDEKSiNiN

KARSILASTIRILMASI
MiTOTiK iNDEKS | REPLiKASYON iNDEKSi<1

HASTA GRUBU 4.62 2.23
KONTROL GRUBU 3.82 1.94
ORTALAMA FARK 0.7 0.29
t DEGERi: 2.97 3.91
P 0.004 0.0001

P<0.05 P<0.05

TABLO 17. HASTA GRUBU iLE TAKiP GRUBU OLGULARINDA ORTALAMA
MiTOTiK iINDEKS VE ORTALAMA REPLiKASYON iNDEKSLERINiN

KARSILASTIRILMASI
MiTOTiK iNDEKS |REPLiKASYON iNDEKSi

HASTA GRUBU 4.62 2.23
TAKiP GRUBU 3.82 1.73
ORTALAMA FARK 0.8 0.5
t DEGERi 2.11 4.61
P 0.039 0.0001

P<0.05 P<0.05

TABLO 18. KONTROL GRUBU iLE TAKiP GRUBU OLGULARINDA ORTALAMA
MiTOTiK iNDEKSi VE ORTALAMA REPLiKASYON iNDEKSLERiNiN
KARSILASTIRILMASI

MiTOTiK iNDEKS | REPLiKASYON iNDEKSi
KONTROL GRUBU 3.92 1.94
TAKiP GRUBU 3.82 1.73
ORTALAMA FARK 0.1 0.21
t DEGERi 0.28 1.07
P 0.781 0.288
P>0.05 P>0.05




G-TARTISMA

Viriislerin insanlarda hastalik tablolari olusturduklara,
insanlarda Dbilinen tahribatlar yaptiklari uzun zamandan beri
bilinmektedir. Hastalik yapan viriislerin insan genetiginde hasar
yapip yvapmadiklari merak konusu olmus, bu merak 1860°1i yillardan
sonra sitogenetik alaninda kaydedilen ilerlemeler 1siginda cevap
gbrmeye baslamistir. Sitogenetikte SCE analizinin duyarla bir
test olarak kullanilmasi, viriislerin insan genetigine etkilerinin
arastirilmasina olanak saglamistir. insanlarda hepatit yapan
virtisler, bilinen semptomlari yaninda, kromozomlarda zarar yapip
vapmadiklari ve Lkromozomlarda zarar yapiyorlarsa bu zararain
arastirilmasi calismamizin ana amacini teskil etmektedir.

Arastirmamizda hasta, kontrol ve takip grubu olgularinin
hemen hepsinde kromozom veya kromozom gruplari arasinda SCE
dagilimi ybniinden homojenlik gbriilmiistiir. Ayrica kromozomlarin
BrdU’ya olan duyarliliklari arasinda benzerlik tesbit edilmistir.
Bu bulgular daha &6nce yapilan ¢alismalarla uyum icindedir
(1,33,73).

Olgularimizin SCE hizlari genellikle, 1,2,3,4-5 ve 6-12 gibi
kromozom gruplarinda yliksek, diger kromozom gruplarinda diigik
saptanmigtir. Bu farkliligin kromozom uzunluguyla dogru orantila
oldugun belirlenmigtir (44-46) (TABLO 1-6). Hasta, kontrol ve
takip gruplarinin tiim kromozomlarinda saptanan, kromozom basina
diisen ortalama SCE degeri bakimindan farklilik ve benzerlik
gbrilmlistilr. Hasta grubu olgularinda tesbit edilen SCE degeri
9.53+0.12, kontrol grubu olgularinda ©6.09%0.042 ve takip grubu
olgularinda 6.33+0.116°dir. Hasta grubu olgularinda tespit edilen
ortalama SCE degeri, kontrol ve takip grubu olgularinda elde
edilen ortalama SCE degerleriyle karsilastirildiginda daha yliksek
oldugu gbriilmektedir. Bu bulgu, bu konuda yapilmis daha Snceki
calismalarla uyum igindedir (38). Bu sonugctan hepatit
viriislerinin © insan kromozomlarinda kardes kromatid
degigikliklerini artis ybninde stimiile ettigini sbyleyebiliriz.
Konu ile ilgili Onceden yapilan calismalara ek olarak
calismamizda, hastalik sirasinda artan SCE'nin iyilesme ddneminde
durumunun ne oldugunu arastirdik. 49 hastanin tamamini izlemek
istedik. Ancak iyilestikten sonra temas saglayabildigimiz 11
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olguda c¢alismamizi devam ettirdik. Buldugumuz ortalama SCE
s1klif1, hasta grubuna oranla dislik idi. Bu fark istatistiksel
olarak Snemli gbrllmistiir (P<0.05). Hasta grubu ortalama SCE
degeri takip ve kontrol grubuna gbre ylksektir. Takip grubu
olgularinda bulunan SCE degeri kontrol grubu olgularina gbdre
biraz farkli gbriilmiis ise de istatistiksel olarak anlamsiz
bulunmustur (P>0.05). Bundan da iyilesme dbneminde virtis
etkisinin kalkmasi nedeniyle hiicrelerde DNA tamir mekanizmasa
sonucu DNA'nin onarildigini gtstermektedir. Sonuclar (TABLO 7-12)
goriilmektedir.

Ortalama SCE artigsinda ya da azalisinda cinsiyetin 8nemli
bir fakt6r olup olmadigini aragstirmak istedik. Bunun ic¢cin her {lic
aragstirma grubunu kendi i¢inde ayri ayri erkek ve disi gruplara
ayirdik. Gerekli tablolar dlizenlendikten sonra her grubu kendi
icinde erkekli ve digili gekilde istatistiksel olarak
karsilastirdik. Hasta grubunda kizlarda gtriilen ortalama SCE
degeri 9.6510.215, erkeklerde 8.48+0.145°ttir. Bu iki ortalama
arasinda fark gbrinliyorsada (TABLO 13) istatistiksel olarak
bnemsiz bulunmustur (P>0.05).

Kontrol grubunda kizlarda ortalama SCE degeri 6.06+0.071,
erkeklerde ise 6.1130.052°dir. Bu farkta istatistiksel olarak

anlamsiz bulunmugstur (TABLO 13)(p>0.05).

Takip grubunda kizlarda ortalama SCE degeri 6.3120.108 ve
erkeklerde SCE degeri 6.35%0.204°dlir (TABLO 13). Karsilastirma
vapildiginda farkin istatistiksel olarak Snemsiz oldugu
gbrilmiistlr (P>0.05). Bbylece cinsiyet etkisinin belirlenmesi
y8niindeki calismamizda cinsiyetin SCE degeri {izerinde bir etkisi
olmadigana bulmug olduk. Daha 6nceki calismalarda bu konuda SCE
fizerindeki c¢aligmalarin sonu¢glari Ybirbirine uygun bulunmustur.
Gruplar arasi bir farklilik gdrilmemistir (5,16,51).

Tim gruplardaki olgularin her birinden 1000 adet hiicre
degerlendirilmis ve bu hilicrelerin ka¢ tanesinin mitoza (profaz,
metafaz, anafaz ve telofaz) girdigi tespit edilmistir. Bu
hiicrelerden mitoza girenlerin %°si mitotik indeksi olarak kabul
edilmistir (TABLO 14). Hasta grubu olgularinda ortalama mitotik
indeks 4.62, kontrol grubu olgularinda 3.82 wve takip grubu
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olgularinda ise 3.82 dolayindadir. Hasta grubunda mitotik indeks;
kontrol ve takip grubuna gbre yliksek bulunmustur. Bu sonug
istatistikseel olarak anlamli bulunmustur (P<0.05)(TABLO 16).
Ancak takip grubu ile kontrol grubu olgularinda mitotik index
yoniinden istatistiksel oclarak bir fark gbrilmemistir
(P>0.05)(Tablo 17-18). Viral hastaliklarda sitogenetik
calismalarla mitotik indeks c¢alisilmamistir. Gercekten viriis
Bkaryot hicresini penetre ettikten kisa bir zaman sonra onun
DNA“sini kontrol altina alir ve bbliinme siklusunu bozar. Boliinme
siklusu artik konak hiicrenin ihtiyacina gbre degil, viristin
ihtivacina gbre yapilir. Bbylece hiicre bolinmesi hizlanir. Bizim
buldugumuz sonuca gbre hepatit viriisleri hiicrelerin mitoza
girmesini stimlile etmektedir. Diger bir deyimle hiicre b&liinmesi
hizlanmaktadair.

Virtitik hastaliklarin daha 8nceki sitogenetik calismalarinda
replikasyon indexi f{izerinde c¢alisma vapilmamistir. Biz kendi
¢calismamizda tim gruplarda her bir olgudan mitoza giren ve
metafaz safhasinda olan 100 metafaz plagil {izerinde c¢alisma
vaptik. FPG (Fluoresan Plus Giemsa) boyama sonuc¢larina gdre bir
metafaz plagindaki tiim kromozom kromatidleri koyu renkli ise
metafaz 1 (Mi), Plaktaki her bir kromozomun bir kromatidi koyu,
diger kromatidi ac¢ik boyanmissa buna metafaz 2 (Mz),plaktaki
kromozomlarin bir kismi M2 kromozomlarina bir kismi tamamen agik
boyanmigsa bByle bir plak Mz olarak degerlendirilmistir. SCE
degerleri sadece Mz"den alinmistir. Bulgularimiza gdre hasta
grubu olgularinda ortalama replikasyon indeksi 2,23, kontrol
grubu olgularinda 1.94 ve takip grubu olgularinda 1.73 olarak
bulunmustur (TABLO 15). Hasta grubu olgularindaki replikasyon
indeksi, kontrol ve takip grubu olgularinda elde edilen
replikasyon indeksi sonu¢lariyla karsilastirildiginda farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu gdrilmistiir (P<0.05). Kontrol
grubu olgularinda bulunan replikasyon indeksi takip grubu
olgularindaki replikasyon indeksi ile karsilastirildiginda ise
farkin istatistiksel olarak ®nemsiz oldugu bulunmustur (P>0.05).
Bu su demektir. Ayni zaman sliresi i¢inde ve ayni sartlarda
kilttire alinan hiicreler Ml, Mz ve Mz e giris slireleri farkla
olmustur. Hasta grubu olgularinda Ma“e girme zamani oldukca kisa
vani b&linme slUreleri, diger grup olgularina goére daha kisadair.
Nitekim de wvirutik hastaliklar bir enfeksiyon hastaligadair.
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Enfeksiyon sirasinda lenfosit hiicrelerinin sayisi artar. Bizim
bulgularimiz bu sonucu tamamen desteklemektedir. Diger Dbir
sbyleyis ile, Mi"den M2"ye ve Mz"den Ms e ge¢is siliresi kisadair.
Kisaca, generasyon sliresi viritik hastalikli lenfositlerde
azalir. Bundan dolayi lenfosit sayisi artmis olur.

U¢ grubun olgulari arasinda gotriilen ortalama SCE degerlerine
vasin etkili olup olmadigi ayrai bir bakis acisidir. Bu durum
arastirilirken her grup kendi i¢inde 0-3, 4-7, 8-11 yas
gruplarina ayrilmigs ve bu gruplardaki ortalama SCE degerleri
tespit edilmistir. Hasta grubunda;0-3 yas grubunda ortalama SCE
degeri 9.57, 4-7 yas grubunda;9.48, 8-11 vyas grubunda;9.58 tir.
Yas grublarai arasinda karsilastirma vapildiginda sonucun
istatistiksel olarak anlamsiz oldugu bulunmustur (P>0.05).

Kontrol grubunda;0-3 yas arasi kisilerde ortalama SCE degeri
6.28, 4-7 yes grubunda 6.02 ve 8-11 yas grubunda 6.09 dur.
Kargilastarma sonucu farkin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu
gbrilmiigtiir (P>0.05).

Takip grubunda;0-3 yas arasi bireylerde ortalama SCE degeri
6.18,4-7 yas arasi bireylerde 6.35 ve B8-11 yas arasi bireylerde
6.64 tiir. Burada da farkin istatistiksel olarak Bnemsiz oldugu
bulunmustur(P>0.05). Sonu¢ olarak yagin ortalama SCE degerine
etkisi gbriillememistir. Daha 8nce yapilan c¢alismalarda tek ydnlii
sonu¢ elde edilememistir. Daha 8nceki calismalardan bir tanesi,
26-35 yas grubunda olusan kigilerle (yetiskin) yeni doganlar
grubu fizerinde yapilmis ve SCE de farklilik gbriilmemistir (25).
Baska bir calismada 85 yaslarinda olan bireylerle yeni doganlara
kapsayan. bir arastirmadair. Burada da vagsin SCE degerini
etkilemedigi bulunmustur (51). Ayrica Schneider ve ark. (1979)
benzer bir bulgu elde etmislerdir (66). Bizim bulgularimiz bu
arastiricilarin bulgulariyla eg gidiim ic¢indedir. Ancak bizim
calisma gruplarimizin tamami 0-12 yag arasi ¢ocuklardan
olusmaktadir. Bir farkin olmasi biraz zordur. Funes-Craviota ve
ark. (1877) cocuklardan olusan bir kontrol grubu (ortalama yas
2.4), yetiskinlerden olusan bir kontrol grubundan (ort. yas 23,5)
daha dlisttk SCE gbsterdigini bulmuslardir (20). Ayrica Ardito ve
ark. (1880) bebeklerin annelerinden daha diusitk bir SCE degeri
verdiklerini ifade etmiglerdir (7). Bizim sonu¢larimiz 7 ve 20
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nolu calisma sonug¢larina uyum gbstermemektedir. Yagsan SCE
sikligina etkisi tam olarak kanitlanmamig olmasina ragmen kisiye
ait biinyesel faktBrlerle c¢evreye ait c¢evresel faktbrlerin bu
konuda etkin oldugunu sdyleyebiliriz.

H-OZET VE SONUCLAR

Arastirmamizda . 49 Hepatitli hasta ve 11 takip olgusunda
viral hepatitin kromozomlara etkisi SCE testi ile arastirildi. Bu
gruplardan alinan ortalama SCE degerleri 39 cocuktan olusan
kontrol grubu ile karsilastirilarak degerlendirildi.

Tim gruplardaki olgularda toplam 113850 kromozom sayild:.
Hasta grubu, kontrol grubu ve takip grubu olgulari SCE sakliklara
y8niinden karsilastirildi ve asagidaki sonu¢lar elde edildi.

1. Bi{itin bu olgularda SCE sikligi kromozomlarin bliyidkligd ile
dogru orantili olarak, arttigi gdzlendi. Ozellikle A,B,C grubu
kromozomlarda digerlerine oranla yliksek SCE bulundu.

2. Hasta grubunda 1225 metafaz plagi arastirilarak metafaz basina
diisen ortalama SCE degeri 9.53+0.120 olarak saptanda.

3. Kontrol grubunda toplam 975 metafaz plagi incelenerek metafaz
basina dilgen ortalama SCE degeri 6.08+0.42 olarak bulundu.

4. Takip grubunda toplam 275 metafaz plagi incelenerek metafaz
basina diisen ortalama SCE degeri 6.33%0.116 olarak belirlendi.

5. Hasta grubu ortalama SCE degeri ile kontrol grubu ortalama SCE
degeri karsilastirildiginda farkin Snemli oldugu bulundu
(P<0.05).

6. Hasta grubu ortalama SCE degeri ile takip grubu ortalama SCE
degerleri ydniinden karsilastirildiginda farkin Bnemli oldugu
goértldili (P<0.05).

7. Kontrol grubu ortalama SCE degerleri ile takip grubu ortalama
SCE degerleri ydniinden kargilastirildiginda farkin Snemsiz
oldugu saptandi (P>0.05).

8. Cinsiyetin SCE sikligina etki etmedigi tesbit edildi.

9. Yasan SCE sikligina etki etmedigi bulundu.

10.Mitotik ve Replikasyon indexin hasta grubunda ylksek oysaki
kontrol ve takip grubunda dlisitik oldugu saptandi. Kontrol ile
takip grubu arasinda fark gbriilmedi.

11.Hastada yilikselen SCE, iyilesme dbneminde onarim mekanizmasinin
¢alismasiyla distii.
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I-SUMMARY

In this study, we have attempted to evaluate the effects of
hepatitis viruses on SCE. The SCE techinigque has been studied for
the effect of industrial agents and for the appearence of
genetical diseases and some viral infections. The ability of
viral diseases to induce sister chromatid ekchanges (SCEs) in
vitro was studied by three different age groups between 1 to 12.

This study covers 99 individuals divided into three groups.
In the first group, we had 49 patients with hepatitis viruses,1ll
post-illness individuals in second group and 39 healthy people in
thirth group. In addition, the activity of viruses (viral
hepatitis) was studied on both group 1 and 2 to determine the
effect on the cycle of T lymphocytes and SCE. It was found that
the control and post-illness groups of individuals had a lower
SCE rate than the first group of patient. The mean rates of SCE
for the patient group was 8.53%0.12 and for post-illness group
was 6.3310.105 and for control group was 6.08+0.042. We observed
no difference in SCE, mitotic index and replication index between
the control and post-illness groups. This study has also shown
that there was no effect of sex and age on SCE.

Present results were in accordance with the results obtained
with known mutagens, carcinogens and viruses. It was once more
shown that SCE study can be used as a potent and sensitivite
study in assessing mutagenity and carcinogenity.
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J—OZGECMiS

1860 yilinda Hatay iline bagli Altindzli ilcesinde dogdum.
ilk Sgrenimimi kbyde, Ortaokulu ise Altindzii ilgesinde
tamamladim. Lise 8grenimimi Antakya“da +tamamladiktan sonra 1979
vilinda Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji BOlimii Temel ve
Endiistriyel Mikrobiyoloji Anabilim Dalina kaydoldum. 1984 yilinda
bu bbliimden mezun oldum. 1985 vilinda Ogretmenlige
basladim.Tirkiye 'nin degisik yerlerinde Biyoloji Ogretmenligi
vaptim. Su anda Adana il Qevre Miidiirlligiinde Biyolog olarak

calismaktayim.
Evli ve iki cocuk babasiyim.
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