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Bu calisma, kadinlardaki adet dongustine (folikuler faz, ovulasyon fazi ve luteal
faz) bagl olarak (ortalama 28 gin) ortaya cikan hormon degerlerindeki periyodik
degisimlerin (dalgalanmalarin) kromozom hassasiyeti ve sitotoksisite Uzerine etkilerini
belirlemek amaciyla yapilmistir. Calisma gruplari herhangi bir ilagla dogum kontroll
uygulamayan sigara kullanan ve kullanmayanlar olarak dorder kisilik saglikli kadin
dondrlerden (23-28 yas) olusturulmustur. Sitogenetik deneyler in vitro kosullarda
yapilmis olup kromozomlarin hassasiyetini belirlemek icin alkilleyici bir aan olan
Mitomycin C (MMC)’nin bilinen mutgjenik etkisinden yararlaniimistir. Y ukarida anilan
U¢ faza denk gelen zamanlarda (adet dongusiinin 5., 14. ve 23. gunlerinde) her bir
donérden ayr1 ayr1 kan alimp muamelesiz kontrol grubu ile 24 ve 48 saatlik MMC
muamelesi (pozitif kontrol) gruplar: olusturulmustur. Kromozom hassasiyeti icin kardes
kromatid degisim (KKD) frekansi ve kromozom anormalligi (KA) degerleri, sitotoksisite
olgular: icinse proliferasyon indeksi (Pl) ve mitotik indeks (MI) degerleri dikkate
alinmistir. Sigara kullanmayan ve kullanan dondrlerden elde edilen sonuclara gore bittn
fazlarda MMC muamelesi, KKD frekansinda artiglara neden olmus, bunlarin biyuk bir
bolumi énemli bulunmustur. Her iki grupta da (sigara kullanmayan ve kullanan) en
dusik KKD degeri luteal fazda saptanmistir. KKD’ye benzer sekilde MM C uygulamasi
bitun donérlerde genel anlamda KA ve KA/hucre frekanslarini kontrole gore istatistiksel
olarak artirmistir. Kromozom anormalligi bulgulari yoniunden en disuk deger ilging bir
sekilde yine luteal fazda saptanmustir. Adet dongusiine bagli sitotoksisite bulgular:
yoniunden 6ne ¢ikan bir sonug belirlenememistir.

Anahtar Kelimeler: Adet Donguisii Hormonlar:, Insan Periferal Kan Lenfositleri,
Kardes Kromatid Degisimi (KKD), Kromozom Anormalligi
(KA), Kromozom Hassasiyeti
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This study was performed to determine on chromosomal sensitivity and
cytotoxicity effects depending on the (average 28 days) periodic changes occurring
hormone values (fluctuations) in women the menstrual cycle (follicular phase,
ovulation phase and the luteal phase). Working groups (four non-smokers and four
smokers) was created healthy female donors (22-25 years old) who not take any oral
contraceptive. Cytogenetic experiments were made in vitro condition. To determine
of chromosomal sensitivity was benefited from the alkylating agent Mitomycin C
(MMC)'s known mutagenic effects. Blood samples were taken for each donor at the
times corresponding to the above-mentioned three phases (menstrual cycle 5., 14.
and 23rd days). Later groups were formed as untreated control group, treated with
MMC 24 hours and 48 hours (positive control). Chromosomal abnormalities (CA),
sister chromatid exchange (SCE) frequency, proliferation index (PI), and mitotic
index (MI) were taken into consideration for cases of Chromosome sensitivity and
cytotoxicity. MMC caused increases in the frequency of SCE, a large part of them
were found significant, according to the results obtained from donors (Non-smokers
and smokers) in all phases. The lowest SCE frequencies were determined in the
luteal phase in both groups (non-smokers and smokers). In general, similar manner
with SCE findings, MMC treatment statistically increased CA and CA/cell
frequencies compared to control in all donors. Interestingly the lowest values, in
terms of findings of chromosome abnormality, were observed in the luteal phase.
Clear cytotoxicity findings were not determined depending on menstrual phases.

Keywords. Menstrual Cycle Hormones, Human Peripheral Blood Lymphocytes,
Sister Chromatid Exchange (SCE), Chromosomal Aberration (KA),
Chromosome Sensitivity
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1. GIRIS Handan ERBOGA

1. GIRIS

Ureme caginda ve saglikli bir kadinda ortalama 28 giinde bir tekrar eden
siirece “adet dongusi” adi verilir. Adet dongusll veya siklus, son adet tarihinin ilk
guniinden bir sonraki adet tarihinin ilk guniine kadar gecen zaman ve bu zaman
icinde kadin vicudunda gergeklesen olaylar: ifade eder. Bir adet dongusu kadinda
genellikle 28 giin siirmekle birlikte 21 ile 35 giin arasi normalin alt ve Ust sinirlaridir.
Adet kanamasi ortalama 4 gin devam eder ve 1 ile 7 giin arast normalin alt ve lst
sinirlar olarak kabul edilir (Ayhan, 2008).

Normal bir adet dongusiine sahip bireyde, cinsiyet hormonlarinda
(E2=0Ostrojen hormonu, FSH = Folikill Uyarici Hormon, LH=L iiteinlestirici Hormon
ve Progesteron Hormonu) ortaya ¢ikan dalgalanmalar neticesinde bir takim fizyolojik
degisiklikler yasanmaktadir. Esasta bu hormonlardan etkilenen hiicrelerin her ne
kadar anilan hormon reseptdrlerine sahip olmasi zorunlulugu olsa bile viicudun bir
bitin oldugu distinulecek olursa, hormon etkisine bagli ortaya gikacak kismi
degisikliklerin bitini dogrudan ya da dolayl1 olarak etkilemesi slirpriz olmamalidir.
Aslinda adet donglsli esnasinda yasanan olay1 Ozetleyecek olursak; bu slrecte
yumurta olusumu, yumurtanin olgunlasma ve dollenmeyen yumurtamn atim
gerceklesmektedir. Iste bu siireg icinde yasanan fizyolojik hormonal degisiklikler goz
Ooninde bulundurularak anilan bu slre¢ ¢ evrede incelenmektedir. Bu donem

sirastyla asagidaki evreleri icerir;

Kapsadig1 Peryot
§ Folikilerfaz ..............ccooeevvvvnnnen ... 113,90
§ Ovulasyon fazi (yumurtlama)............... 14-15.gln
8 Luteal faz ..........coooevei i i eennn. 15-28.glNler arast

Iste calismamn omurgasini olusturan periyodik 6rneklemenin zamanlamasi
yukaridaki evrelere denk gelecek sekilde yapilmistir. Bu evrelerde bulunan hormon
seviyelerindeki artis ve azalislarin (Ileriki bolimde ayrintili olarak incelenecektir)
bireyde bir takim degisiklikler (fizyolojik, genetik, epigenetik vs.) ortaya ¢ikarmasi



1. GIRIS Handan ERBOGA

sasirtict olmamalidir. Iste calismanin  hedefine uygun olarak yukarida anilan
ornekleme zamanlarindaki kan lenfositlerinde olasi genotoksik etkileri gostermek
icin kisa sireli genotoksisite testlerinin ikisinden (kardes kromatid degisimi ve
kromozom aberasyonu testi) faydalamlmistir. Genotoksisite konusunda calisan
otoriteler tarafindan, bu testlerin guvenilirligi ile ilgili herhangi bir tereddidin
olmadig1, daha 6nce yapilmis cesitli calismalarla da dogrulanmustir.

Bugin kisa sireli genotoksisite testleri olarak bilinen ve bir kimyasal
maddenin ya da fiziksel bir etkinin genotoksik, anti-genotoksik veya sitotoksik
etkisinin olup olmadiginin belirlenmesinde en sk kullanilan deneyler; kardes
kromatid degisimi (KKD) (Tucker ve ark, 1993), ve kromozom aberasyonu (KA)
testleridir (Carrano ve Natargjan, 1988; Anderson, 1988; Hagmar ve ark, 1994).

Kardes kromatid degisimi, DNA ¢ift zincir kiriklarimin  homolog
rekombinasyon yoluyla onarilmasim gosteren kardes kromatidlerin  homolog
lokuslar: arasinda DNA replikasyon drdnlerinin degisimidir (Sonoda ve ark, 1999,
Helleday, 2003). Mutajen ve kanserojen oldugu bilinen maddelere maruz kalan insan
ve hayvanlarin hicrelerinde KKD frekansinin arttigi ve tek-gen mutasyonlarinin
artis1 ile KKD frekansi arasinda lineer bir iliski oldugu saptanmustir (Perry ve Evans,
1975; Carrano ve ark, 1978; Albertini ve ark, 2000). Benzer bir iliskinin KKD’nin
artigtyla in vivo timdrlerin olusumu arasinda da oldugu Cheng ve ark (1981),
tarafindan bildirilmistir. KA’ nin aksine KKD tek basina genotoksik riski belirlemede
yetersizdir. Fakat, KKD deneysel calismalarda, indikator test olarak insanlarda
genotoksik etkileri gostermede uygun bir yontem olarak kullaniimaya devam
etmektedir (Norppave ark, 2006).

KA olusum mekanizmasinin farkli dokularda benzer olmasindan dolayi,
lenfositlerdeki anormallik seviyesinin, kansere yatkin dokulardaki anormallik
seviyesini gosterdigi ve boOylece kanser riskinin de goOstergesi olabilecegi
distuntlmektedir (Bonassi ve ark, 2000; Albertini ve ark, 2000; Bonassi ve ark, 2004,
2005). Yiuksek KA frekans,, KA artisim baslatan sebebe bakilmaksizin yiksek
kanser riskinin bir gostergesi olabilir, ¢clinkii KA olusumu DNA’daki zincir
kiriklarinin yanlis onarilmasindan da kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Savage,
1993).
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Bu calismada; adet dongusii evrelerine paralel olarak degisen hormon
seviyelerinin genotoksik ve sitotoksik risk Uzerine olan etkileri arastirildig: icin,
burada anilan endojen esey hormonlarinin sitolojik etkileri ile ilgili daha dnceden
yapilan calismalarin dnemli bir kisminda dikkate deger bulgular rapor edilmistir.
Bunlardan bir kagina asagida deginilmistir.

Kultdre edilmis insan periferal kan lenfositlerinde disaridan cesitli dozlarda
178 estradiol (Estradiol=E2) ilaves hicredeki kardes kromatid sayisim (KKD)
Oonemli derecede artirmistir (Djelic ve Djelic, 2002). Ayrica E2' nin kendisi ve
muhtemelen metaboliti asir1 dozlarda gui¢li bir mutajen oldugu bildirilmistir (Ahmad
ve ark. 2000). Yine E2 ile yapilan bir ¢calismada ¢esitli hicre test sistemleri ile in
vitro ve in vivo sartlarda denenmesi sonucu hormonun aneuploidinin de dahil oldugu
gesitli  kromozomal ve genetik lezyonlar, kromozomal aberasyon, gen
amplifikasyonu ve mikrosatellit kararsizligi gibi g¢esitli genetik bozukluklar ortaya
¢ikardig1 bulunmustur (Liehr, 2000).

Joseph-Lerner ve ark (1993), in vitro fertilizasyon uygulamasi igin ovulasyon
uyaran ilag kullanan kadinlarda artrms bir KKD frekanst gozlemislerdir. Baska bir
calismada (Cavalieri ve ark, 2000), bircok tipte dolaylt DNA hasarlari, 6strojenlerin
indikledigi oksidant kaynakli oldugu bulunmus olup estradiol ve sentetik Gstrojen
kulturdeki hiicrelerde ve in vivo sartlarda sayisal, yapisal kromozom aberasyonlar: ve
birgok tipte gen mutasyonlarint indukledikleri bulunmustur. Aym c¢alismada dogal
estradiol ve 6stronda dahil olmak Uizere Gstrojenlerin genotoksik kanserojenler olarak
kabul edilmesi gerektigi Onerilmistir. Stopper ve ark (2003), Gstrojen reseptoru
negatif insan ovaryum kanseri hiicre hatlarinda estradioliin etkisi olarak mitotik
karisikliklar ve kromozom kiriklartyla ilintili olarak artrms bir mikronukleus
formasyonu gozlemislerdir. Bu bulgularin aksine, benzer bir ¢calismada (Fischer ve
ark, 2001), mikronukleuslarin olusumunun estradioliin kromozoma hasar verici
aktivitesinden kaynaklanmadig: ileri sirilmistir. Burada indiklenen genomik hasar
hiicre siklusunun homeostatik  kontroliinden sorumlu  kontrol  noktalarinin
bastirilmasindan kaynaklanmis olabilecegi bildirilmistir.

Baska bir calismada adet dongusiine bagli olarak KKD ve KA frekanslarinda
Onemli dalgalanmalar gozlenmistir; KKD adet dongusiinin sonunda en yuksek
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degerine ulasirken ovulasyonda dusmistir. Habuki KA’lar adet dongusiniin
basindan ovulasyon evresine kadar gittikce artma egilimindedir ve daha sonra
kademeli olarak dusmustir. MN ise dnemli seviyede dalgalanmamustir. Ayrica KKD,
KA ve MN frekanslarindaki farkliliklar: degerlendirmek igin Greme ¢agi kadinlarla,
dogum kontrol hap: kullanan kadinlar karsilastirildiginda aralarinda istatistiki anlam
bulunmamistir (Landi ve ark, 1999). Travis ve Key (2003), menapoz sonrasi
devredeki kadinlarda dolasimdaki Ostrojenin artmasi ile meme kanseri riskinin
yukselmesi arasinda guclt bir iligski oldugunu bulmuslardir.

Baska bir derleme calismada (Preston-Martin ve ark, 1990), artmis hlcre
bolunme hizinin, riskleri de beraberinde getirdigi bildirilmistir. Bir takim genetik
hasar kombinasyonunun birikiminin, hiicreyi bir neoplastik fenotipe yonlendirdigi
vurgulanmigtir. Bu tip genetik hatalarin birikimi ve neoplastik transformasyona
yonelime, hormonlar, ilaglar, enfeksiyon aanlari, kimyasallar, fiziksel yahut
mekanik travma ve bagka kronik irritasyonlarin (tahris) yol actigi bildirilmistir. Liehr
(2997)’in yaptig1 bir calismada, dstrojenlerin kemirgenlerin karacigerleri hari¢ baska
organlarinda tumorleri indiklediklerini bildirmistir. Son olarak bahsedecegimiz
calismada, adet dongustinin belirli evrelerinde alinip in vitro sartlarda kilttre edilen
insan periferal lenfositlerinde mutajen tarafindan indiklenen KKD frekanslarinin, o
dénemde mevcut endojen esey hormonlar: tarafindan biyuk o6lctide degistirildigi
gogerilmistir. Bu hormonlarin, mutajenle muameleyi takiben hiicrede herhangi bir
genetik hata sonrasinda aktive olan kontrol noktalarinin  bastirilmasinda rol
oynayabilecegi bildirilmistir. Bu etkinin, hormon karsinogenezi ile ilgili bir
epigenetik mekanizma olabilecegi distinulmektedir (Cocchi ve ark, 2005).

Yukarida amlan literatir bilgileri 1s1ginda adet dongisi  hormonlarinin
bazilarinin, bireyin gebelikten korunmasi ve/veya tedavisi (menopoz vs.) icin eksojen
olarak alinmasi yada Ureme c¢agi kadinlarda donglye bagli olarak vicuttaki
miktarlarinin dalgalanmasi bir takim genotoksik ya da sitotoksik riskleri beraberinde
getirecegi ortaya konmustur.

Buradan yola cikarak; cevresel Kkirleticilerin yaminda cesitli nedenlerle
kullanilmak zorunda kalinan tedavi edicilerin (kemoterapdtik ajanlar da dahil)

iyilestirici etkilerinin yamnda mevcut yan etkilerinden dolay: risk faktorleri
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icerisinde sayilmaktadir. Bu tehlike ve risklerle karsi karsiya olan insan,
kimyasallarin toksk ve Ozellikle de genotoksik etkilerine belirgin sekilde maruz
kalmaktadir. Bu gibi risklerle karsilasma zamammn tam olarak ayarlayamadigimiz
yasam sireci iginde olasi dénemsel kromozomal hassasiyetler veya epigenetik
mekanizmalar son derece 0nem kazanmaktadir. Bununla birlikte ilag kullanim
periyodunun kismen ayarlanmasi bile varsa dénemsel kromozom duyarlilik siirecinin
atlatilmasinda ¢cok 6nemli katkilar saglayacaktir. Bu bilingle olasi olumsuz etkilerden
bireylerin kendini maksimum seviyede korumasi Onerilebilir.

Bizim calismamizda ise, sigara kullanmayan ve kullanan Ureme ¢aginda ve
ilaglt dogum kontrolli uygulamayan kadinlarda adet dongusiine bagl olarak vicutta
miktar: degisen esey hormonlarinin (Estradiol, FSH, LH ve progesteron) kromozom
hassasiyeti ve sitotoksisite Gizerine olan etkilerini incelemek amaciyla KKD ve KA
testleri uygulanmis ve sitotoksiteyi belirlemek icin de Pl ve M1 saptanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Bu calismada, Ureme ¢aginda, gebe olmayan ve ilagla dogum kontrolii (IDK)
uygulamayan kadinlarin aylik periyodik adet dongusi sirecinde rol aldigi bilinen
bazi hormonlarin (E2, FSH, LH ve progesteron) kandaki konsantrasyon degisimine
bagli olarak ortaya ¢ikmasi muhtemel olan kromozom hassasiyeti ve sitotoksik
etkileri cesitli testlerle sinanmistir. Calisma her ne kadar dogal hormon
dalgalanmalarina bagli etkileri incelemeyi hedefliyorsa da literatirde bu konuda
oldukga kisitli calismalara rastlanildigr igin in vivo ve in vitro sartlarda eksojen
hormon muamelesinin ve hormon tedavisinin etkilerini inceleyen galismalara genis
capta deginilmistir. Bu bolimde ise amilan hormonlar ve adet dongusl evrelerine
bagli olarak ortaya cikan genotoksik ve sitotoksik etkiler kronolojik olarak ele
alinacaktir.

2.1. Kadinlardaki Dogal Hor mon Profili

2.1.1. Estradiol (E2) Hormonu

Estradiol (E2, 17p-estradiol ya da oestradiol olarakta amlan) bir cinsiyet
hormonudur. Molekiler yapisinda iki hidroksil grubu bulundurdugu igin estradiol E2
olarak simgelenmistir. Estron (E1) bir, estriol (E3) ise yapisinda ¢ OH grubu
barindirmaktadir. Estradiol, estrojenik etki agisindan estrondan yaklasik 10 kat estriol
ise yaklasik 80 kat daha giicliidir. Ureme cag1 kadinlarda adet déngiisiiniin folikiiler
fazinin erken evresi hari¢ serum seviyesi estrondan bir miktar daha yuksektir. Ureme
caginda Ostrojen mutlak serum seviyesi kadar ostrojenik aktivite yoninden de
baskindir. Menopoz esnasinda Ostron, gebelik esnasinda estriol dolasimdaki
ostrojene baskindir. Testosteronun aktif metabolik bir Grini olarak Uretilmekte olan
estradiol erkeklerde de bulunmaktadir. Erkeklerdeki serum seviyesi (14 - 55 pg/mL)
postmenopozal kadinlardaki seviye (< 35 pg/mL) ile kabaca karsilastirilabilir
duzeydedir. Estradiol sadece Ureme ve cinsiyet fonksiyonlar: Uzerine degil kemik
gibi diger organlar Uzerine de kritik etkilere sahiptir (Anomynous,2012).
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HO Estradioltin agik formla

Ostrojen hormonu, kadhnlarin adet dongiisiinde ve diger 6nemli rol oynayan
bir grup steroid hormondur. Ostrojen Ureme yasinda kadinlarda seviyeleri cok
yiiksektir. Ostrojen kadinlarda meme gibi ikincil cinsiyet ézelliklerinin gelisimini
saglar ve adet donguslyle iliskili olan endometrium kalinlasmasi ve diger siirecleri
duzenler. Folikdl uyarici hormon (FSH) ve liteinizan hormon (LH), yumurtlayan
kadinlarda 6strojen tretimini diizenlerler. Kan dolasiminda bulunan dstrojen, FSH ve
LH'nin seviyelerinin azalmasina neden oldugu icin bazi oral kontraseptiflerde
(dogum kontrol ilaci) 6strojenler bulunur (Vardar ve ark, 1993).

Sentezi (Kimyasal Bilesimi):Diger steroidler gibi estradiol de kolesterolden
turemistir. Yan zincir bolinmesinin ardindan delta-5 yahut delta-4 yolag:
kullanilarak anahtar araci molekil androstenedione sentezlenir. Androstenedione nin
bir bolimi testosterona dondstirtlir ki bu da aromataz adh verilen bir enzim
araciligiyla estradiole donUsturdltr. Alternatif bir yolak olarak androstenedione 6nce
estrona aromatize edilir, daha sonra estradiole dontstrdltr.

Uretimi:Ureme cag1 yillar1 boyunca estradiol kadinlarda ovaryumun birgok
granulosa hucreleri tarafindan Uretilmektedir. Teka follikil hicreleri tarafindan
Uretilen androstenedione aromatizasyonu sayesinde olusturulan estron, 17p3-
hydroxysteroid dehydrogenase tarafindan estradiole donusturultr. Az miktarda
estradiol adrenal korteks ve (erkeklerde) testis tarafindan retilir. Estradiol sadece
gonadlarda Uretilmez: her iki cinsiyette de testosteron aromatizasyon araciligiyla
estradiole gevrilir. Ozellikle yag hiicreleri 6ncti molekiilleri estradiole doniistirmede
aktif rol oynar ve bu durum menopoz sonrasinda bile devam eder. Estradiol ayrica
beyinde ve arterial duvarda da Uretilmektedir (Anomynous,2012).
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Etki Mekanizmas:Estradiol hicrelere serbestce girer ve bir sitoplazmik
hiicre reseptorii ile etkilesime gecer. Ostrojen reseptoriniin liganda (substrat)
baglanmasimin  ardindan estradiol hedef hicrenin  nukleusuna girerek gen
transkripsiyonunu diizenler. Burada transkripte edilen mRNA ribozomla etkilesime
girerek estradiolun etkinligini gosterdigi hedef hiicrede spesifik proteini Uretir.
Estradiol diger estrojenlerin aksine her iki 0strojen reseptdriine (ERa ve Erp) de iyi
bir sekilde baglanir. Estradiol dogal yollardan olusan en kuvvetli Gstrojendir
(Wikipedia).

Ostrojen Hormonunun Goérevleri:Kadinlarda bulunan (¢ ana Ostrojen,
estradiol, estriol ve estron'dur. Menars ile menopoz arasinda baslica Ostrojen
estradiol’dur. Ergenlik ¢aginda viicudun hipofiz bezinden salgilanan FSH ve LH
hormonlar: gen¢ kizlarda yumurtaliklar: uyararak dstrojen salgisini baglatir (Vardar
ve ark, 1993).

Ostrojen hormonu salimmi geng kizlarda boy biiyiimesi erkeklere nazaran
ergenligin basinda baslar, hizli olur ve daha cabuk biter. Ostrojenin etkisi ile genital
bolgede killanma, kalca bdlgesinde yaglanma, memelerde blylme, meme basinin
renginde koyulasma ve gelisme gorulir. Geng kizlarda vicut hatlart yuvarlaklasir,
meme ve kalgalar dolgunlasir. Yumurtaliklarin hacmi artar, rahim i¢ ve distan
kalinlasir, vajina boy olarak uzar ve icindeki hticreler kayganhg: saglayan mukus
maddesini salgilar (Vardar ve ark, 1993).

Kadinlarda ergenligin son noktasi olarak adet kanamasi gerceklesir ve
bununla beraber boy bilyiimesi durur. Ostrojen, progesteron dedigimiz diger bir
hormonla belirli bir diizen iginde calisir. Adetin ilk iki haftasinda éstrojen salgilanip,
rahmi blydtir ve yumurtamn olusmasinda rol oynar. Adet doneminin son iKi
haftasinda progesteron salgilanarak rahim salgilarint arttirir, eger bu donemde
hamilelik gergeklesirse progesteron rahmi hamilelige hazirlar, gebelik olusmaz ise
progesteron adet kanamasina yani mens olusumuna yol acar (Vardar ve ark, 1993).

Ostrojen Eksikligi: Ostrojen eksikligi memelerde kiigiilme, vajinada kuruluk,
cinsel iliski esnasinda agri, ciltte kirisiklik, sag dokilmesi, vajinada sarkma, cinsel

isteksizlik ve cinsel iliskiden zevk almama sonuglarim dogurur. Ostrojen eksikligi
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olursa kadin erken menopoza girebilir, bu durumda sicak basmalari, terleme ataklar:
ve psikolojik dengesizlikler gortlir (Vardar ve ark, 1993).

Ostrojen Fazlahgi:Ostrojen fazlaligi en sk yumurtalik faaliyetlerinin
bozulmasi sonucu gelisir. Polikistik over hastaligi dedigimiz sendromda duizenli
aylik yumurtlama yoktur ve kisirlik vardir. Fazla 6strojenin en kott sonucu kanser
hiicrelerini uyarmasichr. Ostrojen hap olarak alinsa da viicut kendi kendine asiri
salgilama yapsa da fazlas: kanseri tetikleyebilir. Ostrojen diizeyinin kanda yiksek
olmasi rahim ve meme kanseri icin direk bir risk faktortidir. Ostrojen fazlalig1 yag
dokusunun miktarint arttirir. Artan yag dokusunda daha fazla testosteron 6strojene
cevrilir, bu da yag dokusu miktarini daha da artirir. Sonugta bir kisir dongi olusur.
Daha fazla 6strojen daha fazla yag; bu da yine daha fazla dstrojen demektir. Sonucta
hiicreler uyarilir ve vicutta kadinlik organlarinda kanser gelisimi bagslayabilir.
Ostrojen fazlalig1 viicudun su ve tuz tutmasina neden olur. Y iz yuvarlaklasir, €l ve
ayaklarda sislik ve 6dem gelisir. Ostrojen fazlalig1 bacak damarlarinin tikanmasina,
akcigere piht1 kagmasinag, safra kesesinde tas olusmasina ve tansiyonda artisa sebep
olabilir (Vardar ve ark, 1993).

2.1.2. Folikal Uyaria Hormon (FSH)

FSH insanlarda ve diger hayvanlarda bulunan bir hormondur. Bu hormon 6n
hipofiz bezinin gonadotrof (gonadotropin sentezleyen hiicre) bdlgesi tarafindan
sentezlenir ve salgilanir. FSH gelisme, blyume, ergenlik olgunlasmasi ve vicudun
treme islemlerini diizenlemektedir. FSH ve luteinlestririci hormon (LH) Greme igin
sinerjik etki gosterirler. Ozellikle, 6n hipofiz tarafindan salinan FSH’ta bir artis
ovulasyona neden olur (Anomynous,2012).

Y ap1s: FSH bir glikoproteindir. Her bir monomerik birim ona bagli bir seker
ile bir protein molekllt olup, bunlar bir araya gelerek islevsel proteini olustururlar.
FSH yapisi LH, TSH ve hCG yapisina benzemektedir. Protein dimer alfa ve beta alt
birimleri ile etiketli iki polipeptid icermektedir. LH, FSH, TSH ve hCG'nin alfa alt
birimleri identik olup 92 amino asit icermektedir. Beta alt birimleri degisken olup
FSH’1in kendine 6zgli FSH reseptéri ile etkilesiminden sorumlu olan 118 amino

10
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asitten ibaret bir beta alt Gnitesine (FSH B) sahiptir. Hormonunun seker kismi fukoz
(aldoheksoz), galaktoz, mannoz, galaktosamin, glikozamin ve siyalik asitten
olusmaktadir, bu durum onun biyolojik yari-6mri igin kritiktir. FSH yarilanma omri
3-4 saattir (Anomynous,2012).

Genleri:Moleklltn alfa alt biriminin geni, kromozomun 6p21.1-23 bdlgesine
yerlesmistir. Bu molekdl farkli hiicre tiplerinde eksprese edilmektedir. FSH'in beta
at biriminin geni ise kromozom 11p13 bolgesine yerlesmis ve hipofiz hicrelerinin

gonadotrof bdlgesinde eksprese edilmektedir (Anomynous,2012).

2.1.3 Luteinlestirici Hormon (LH)

Luteinizan hormon (LH, bazen lutropin ve lutrophin olarak da bilinir) 6n
hipofiz bezi tarafindan Uretilen bir hormondur. Kadinlarda akut LH yikselmesi
ovulasyon ve korpus luteum gelisimini tetikler. Erkeklerde ise interstisyel hicre
uyarict hormon (ICSH) da denilen LH, Leydig hiicrelerinde testosteron Uretimi
uyarir. LH ile FSH sinerjik hareket etmektedirler (Anomynous,2012).

Yamisi:LH bir heterodimerik glikoproteindir. Her bir monomerik birim
glikoprotein molekilu olup; bir alfa ve bir de beta alt birim bir araya gelerek tam
olarak islevsel proteini olustururlar.

Yapisi diger glikoprotein hormonlara (FSH, TSH ve hCG), benzemektedir.
Iki glikopeptidik alt birimden ibaret olan protein dimer nonkovalent sekilde bir araya
getirilmistir (yani bunlar1 birbirine baglayan bir distlfit koprusi yoktur).

LH, FSH, TSH ve hCG'nin alfa alt birimleri birbirlerinin aymdir ve insanda
92 amino asit igeren, hemen hemen biitiin diger omurgalilarda 96 amino asitten ibaret
bir molekdldir (Anomynous,2012).

Genleri:Alfa alt birimi geni kromozom 6q12.21 Uzerinde yer almaktadir.
Luteinizan hormon beta alt birim geni ise kromozom 19q13.32 tzerinde LHB/CGB
gen kiimesinde lokalize olmustur. Alfa geni aktivitesi aksine, beta LH altbirim geni
aktivitesi hipofiz gonadotropik hicreleri ile simirhidir. Bu durum hipotalamustan

gonadotropin salgilatict hormon tarafindan dizenlenir.

11
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2.1.4. Progesteron Hormonu

Gorevleri:Progesteron her ay, rahmi hamilelik icin hazirlayan baska bir
kadinlik hormonudur. Ayin ikinci yarisinda progesteron seviyesi birka¢ ginde
yukselir ve ardindan adet kanamasiyla birlikte diser. Dogum kontrol haplar:
progesteronun sentetik formlaridir. Progesteron aslinda yumurtaliklar tarafindan
salgilanan bir cinsiyet hormonudur. On hipofizden salgilanan lutein yapicit hormonun
denetimi altinda Uretilir. Progesteron baslica etkilerini kadin cinsel organlarinda
gogterir. Ostrojenin etkilerini bastirir ve ostrojenle birlikte bazi degisimlere yol acar
(Vardar ve ark, 1993).

Progesteron hormonun kimyasal yapisi: Délyatagi, uterus kas dokusunun
uyarillar birligini azaltarak kasilmasim zorlastirir, bu salgimin artmasim saglar,
dolyatagi agzindaki (serviks) bezlerin salgisinin birlesimini ve 6zelliklerini degistirir,
doélyataginda déllenen yumurtanin daha kolay yerlesmesi icin gerekli ortam hazirlar.
Butin bu 0Ozellikleriyle gebeligin baglamasini ve slrmesini saglayan progesteron
ayrica gebelikte diger hormonlarla birlikte meme dokusunu gelistirir ve bu dokuyu
dogum sonrasinda siit salgilamaya hazir duruma getirir. Dlsuk tehlikesi durumunda
erken gebelikte bazen progesteron azlig: ihtimali distnilerek distgl engellemek
icin az miktarda progesteron ilaglar1 (duphaston ve progestan gibi) doktorun onerisi
ile kullamImaktadir (Vardar ve ark, 1993).

Luteal Faz Kusuru:Luteal faz kusuru ya da luteal faz yetmezligi adet gliinu
ile karsilastirildiginda rahim i¢ tabakasinin 2 giin ya da daha fazla geride olmasi ve
gerektigi kadar olgunlasmamasidir. Eger bu durum iki adet donemi arka arkaya
saptanir ise luteal faz bozuklugunun kisirlik nedeni olabilecegi kabul edilir. Kisirlik
(infertilite) nedeni ile tedavi olan veya kadin dogum uzmanina bagvuran kadinlarin %
3-4'Unde sorun luteal faz kusurudur. Tekrarlayan dusUklerde de bu sorun
gorulmektedir ve bu oran biraz daha ylksektir. Progesteron yetersizliginin luteal faz
defektine neden olabilecegi dustnilmektedir. Bunun disinda yiksek prolaktin
duzeylerinde ve yumurtlamanmn uyarilmast igin klomifen (klomen, gonophene) alan
kadinlarda da luteal faz yetmezligi gorilur (Vardar ve ark, 1993).
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2.2. Odrojen’nin (Estradiol=E,) ile ilgili Genotoksiste ve Kanserojenite

Calhismalari

Gebelikten  Ostrojen-progestojen  kombinasyonu  preparatiyla  korunan
kadinlarda KKD frekansinin arttigi gosterilmistir. Bu artis ilag kesilmesinden l¢ ay
sonra dilsme egilimine girmistir. Ote yandan enjekte edilebilir progesteron’ nun KKD
frekansinda degisikliklere yol agmadigi aym calismada belirtilmistir (Murthy ve
Prema, 1983). Kochhar (1985) kultire edilmis Cin hamsteri1 ovaryum (CHO)
hicrelerinde 17-beta estradiol, estriol, estrone ve ethynyl estradiol steroit
bilesiklerinin, anillan hiicrelerde ¢esitli tipte kromozom aberasyonlarini olusturmada
etkili oldugunu belirtmistir. Ayn arastiricinin yaptigi benzer bir ¢alismada (Kochhar
,1988), 17-beta estradiol, estriol, estrone ve ethynyl estradiol bilesiklerinin CHO
hicrelerinde KKD frekansimi kontrole gére 6nemli seviyede artirdig: ve bu artisin da
doza bagli bir artis seklinde oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde in vitro fertilizasyon
(tip bebek) uygulamast icin ovulasyon uyaran ilag kullanan kadinlarda KKD
frekansimin - arttigi  bildirilmistir  (Joseph-Lerner ve ark, 1993). Ancak Ames
Salmonella mikrozom testi ile sinanmis ¢esitli cinsiyet steroidlerinin, SO mix
varliginda ya da yoklugunda herhangi bir gen mutasyonuna yol agmadig1 (Lang ve
Reimann, 1993), belirlenmistir. Benzer sekilde bir 6strojen olan lynoral’ in farelerein
vivo olarak uygulanmas: sonrasinda kemik iligi hticrelerinde kromozom aberasyonu
ve mikronukleus gibi 6nemli bir genetik hasara yol agmadig1 (Shyama ve Rahiman,
1996), saptanmustir. Liehr (1997), yaptig1 bir ¢calismada, dstrojenlerin kemirgenlerin
karacigerleri hari¢ baska organlarinda tiimérleri induklediklerini bildirmistir. Hundal
ve ark (1997), ise genel bir kullamma sahip Ostrojenlerden, estrogens-ethinyl
estradiol, cyclotriol ve cyclodiol’ Gn etkilerini kisa sireli in vitro ve in vivo deneylerle
incelemiglerdir. Sonug olarak ilaglardan hig birisi Ames salmonella testinde, S9 mix
varliginda ya da yoklugunda Hist+ revertantlarimin sayisint 6nemli seviyede ne
artirmis ne de azaltmistir. Bununla birlikte bu ilaglarin kromozom hasarlarint ve
kardes kromatid degisimini artirmis olmasi onlarin klastojenik potansiyeli igin
Oonemli kanitlar olabilecegini belirtmislerdir. Tsutsui ve Barrett (1997)'in yaptigi
calismada E2 ve DES (diethylstilbestrol) ve de bunlarin metabolitlerinin Syrian
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hamster embriyo (SHE) htcrelerinde morfolojik ve neoplastik transformasyonlari
uyardig1 ve ayrica bu iki kimyasalla muamele edilen hiicrelerde herhangi bir DNA
hasarinin ortaya ¢gikmadigini gostermislerdir. Ancak arastiricilar sayisal kromozom
anormalliginin mitotik aparatin fonksiyonunun bozulmasindan ya da mikrotdbdil
karmasasindan kaynaklanmus olabilecegini ifade etmislerdir. Ayrica E2'nin kendisi
ve muhtemelen metaboliti asir1 dozlarda guclti bir mutajen oldugunu Ahmad ve ark,
(2000), bildirmistir. Kayikcioglu ve ark (2000), ¢esitli nedenlerle menopoza girmis
kadinlarda Ostrojen-progesteron (A grubu) ve yalnizca 6strojen (B grubu) tedavisi
ardindan KKD frekansinda artis tespit etmisler ve bu artisin potansiyel habis timérin
bir kanit1 olabilecegini 6ne sirmislerdir. Yine E2 ile yapilan baska bir ¢alismada
cesitli hiicre test sistemleri in vitro ve in vivo sartlarda denenmistir. Armilan hormonun
aneuploidinin de dahil oldugu cesitli kromozomal ve genetik lezyonlar, kromozomal
aberasyon, gen amplifikasyonu ve mikrosatellit kararsizligi gibi c¢esitli genetik
bozukluklar ortaya ¢ikardigi bulunmustur (Liehr ve ark, 2000). Estradiol ve sentetik
o0grojen, kiltirdeki htcrelerde ve in vivo sartlarda sayisal, yapisal kromozom
aberasyonlar1 ve bircok tipte gen mutasyonlarint indikledikleri bulunmustur
(Cavalieri ve ark, 2000). Hormonal karsinogenezde Ostrojenlerin genotoksik rollerini
saptamak icin yapilan bir calismada (Tsutsui ve ark, 2000), 17-beta estradiol ve onun
sekiz metabolitinin blydk bir kissunin SHE hicrelerinde klastojenik ve andjenik
olduklar: bildirilmistir. Buna benzer bir calismada mikronukleuslarin olusumunun
estradioliin - kromozoma hasar verici  aktivitesnden kaynaklanmadigi ileri
surdlmistdr. Burada indiklenen genomik hasar hicre siklusunun homeostatik
kontrolinden sorumlu kontrol noktalarinin  bastirilmasindan  kaynaklanmis
olabilecegi bildirilmistir (Fischer ve ark, 2001). Liehr (2001)'in V79 hicreleri ve
SHE hicreleriyle yaptigi bir calisma sonucunda 6strojenlerin anilan hiicrelerde
Hipoksantin fosforibozil transferaz (hprt) genindeki mutasyonlart uyardiginm
saptamustir. Ayrica arastirmaci estradiolin mutajen/kanserojen olarak ve tumor
indiiksiyonunda gelisimi uyarici hormon olarak ikili rol oynadigi sonucuna varmustir.
Kultdre edilmis insan periferal kan lenfositlerinde disaridan cesitli dozlarda 17-3
estradiol ilavesi hicredeki KKD frekansint dnemli derecede artirmistir (Djelic ve
Djelic, 2002). Baska bir calismada (Yared ve ark, 2002), kumulatif Ostrojen
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muamelesinin meme kanseri riskinin artmasiyla baglantili oldugunu belirtmiglerdir.
Stopper ve ark (2003), Ostrojen reseptort negatif insan ovaryum kanseri hicre
hatlarinda estradioltin indukledigi hiicre proliferasyonuyla ilgili olarak artmis bir
mikronukleus formasyonu gozlemislerdir. Gebeligi onleyici formilasyon icinde
kullanilan ve steroidal bir Gstrojen olan Ethinylestradiol kiltire edilmis memeli
lenfositlerinde uygulanmasi (1, 5 ve 10 mikroM) sonucunda S9 mix yoklugunda ve
NADP bulunmayan S9'lu ortamlarda genotoksik olmadigi ancak NADP bulunan
S9'lu ortamda genotoksik oldugu tespit edilmistir (Siddique ve ark, 2005). Ostrojene
bagli meme kanseri calismalarinda model organizma olarak kullanilan disi ACI*
siganlarinin, 6strojenin 6nemli bir metaboliti olan “estradiol-3,4-quinone” ile yapilan
muamele sonrasinda meme bezi hicrelerinin DNA’larinda AT-GC transisyon
mutasyonlar: saptanmistir (Mailander ve ark, 2006). Masuda ve ark (2006), nitritle
muamele edilmis 17-B estradiolin Salmonella typhimurium’un TA100 ve TA98
suslarinda mutajenik aktivite gosterdigini bulmuslardir. Ayrica ayni ¢calismada nitrit
muameleli E2'nin  erkek test farelerinde klastojenik bir etki goOstererek
mikronukleusu 6nemli seviyede yukselttigini saptamislardir. E2 ile iki farkli yoldan
muamele edilen (yasadigi suya ilave seklinde ve intraperitonal muamele) deniz
levreginde endokrinel karmasa, plasma kortisol seviyesi azalmasi, genotoksisite ve
eritrositlerde nukleer anormallikler rapor edilmistir (Teles ve ark, 2006). Ancak
arastiricilar - muamele yolunun ve uygulama dozunun belirgin bir etkisini
saptamamislardir. Rossi ve ark (2007), 6strojenin kanserojenik potansiyeli ile iligkili
olmayan zayif bir genotoksisiteye sahip oldugu hipotezini kendi ¢alisma bulgulariyla
desteklemislerdir. Estrojen ve bazi gevresel estrojen benzeri kimyasallarla yapilan bir
calismada (Tayama ve ark, 2008), E2'nin ve 6strojen benzeri kimyasallardan DES
ve BP-A (bisphenol A)'nin anenjenik 06zellige sahip oldugunu yani poliploid
indukleyici ajan olduklari rapor edilmistir. Naik ve Vijayalaxmi (2009), bir
osgtrojenik bilesik olan bisfenol-A (BP-A)'nin  genotoksisitesini Isvigre albino
farelerinde U¢ sitogenetik test (kromozom aberasyon testi, mikronukleus testi ve c-
mitotik etki) ile sinamglardir. Sonug olarak BP-A’mn kromozom hasar1 ve

! Bu sican 1rki 1926 yilinda Kolombiya Universitesinde Irish postiu Agust erkegi ile Kopenak 2331
disisinin kazara ciftlestirilmesi sonucu elde edilmis bir wrktir. Bu 1rk, éstrojenin uyardigi hipofiz
gelisimi, karsinogenez ve transplant immunol gjisi calismalarinda kullanil maktadir.
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mikronukleus olusturmadigint ancak genotoksik potansiyeli olarak kemik iligi
hiicrelerinde akromeatik lezyonlar ve c-mitotik etkiler ortaya c¢iktigi bildirilmistir.
Baska bir calismada ostrojen ve tlrevlerinin genotoksisitesini gostermede cift
kabuklu bir yumusakca olan Scrobicularia plana’ da yapilan komet deneyi (Petridis
ve ark, 2009), sonucunda dogal Ostrojen 17-B estradiol (E2) ve sentetik (kseno)
ogrojen etinilostradiol (EE2) ve nonilfenol (NP)'un S. plana da genotoksik etki
ortaya cikardiklar1 saptanmistir. Bagka bir ¢calismada Fucic ve ark (2009) nin sentetik
osgtrojen diethylstilbestrol (DES)'un cinsiyet ve yasa bagli genotoksisitesini, U¢
haftalik prepubertal ve 12 haftalik ergin BALB/JC farelerinde MN olusturma
potansiyelini inceleyerek arastirmislardir. Bu sentetik 6Ostrojenin Ozellikle erkek
prepubertal farelerde genotoksisitesinin daha yiksek oldugunu bulmuglardir. Katesol
ogtrojen ozellikle de 17-f estradiol’ Gn 4-hidroksilli metabolitlerinin normal insan ve
sican meme epitel hiicre hatlarinda dstrojenin indikledigi karsinogenezden sorumlu
olduklar1 bildirilmistir (Zahid ve ark, 2010). Nelles ve ark (2011), tarafindan yapilan
derleme bir calismaya gore ogtrojenin, laboratuar ve klinik kantlara gore insan
prostat kanserinden sorumlu olabilecegi kemirgenler gibi in vivo modeller ile yapilan
calismalarda acik bir sekilde ortaya konmustur. Bu etkinin yam sira epigenetik
modifikasyonlar, direk genotoksisite, hiperprolaktinemi, inflamasyon ve immunoljik
degisikliklere de yol acabilecegi belirtiimektedir. Baska bir calismada (Okoh ve ark,
2011), fizyolojik 6strojen ve ostrojen metabolitlerinin reaktif oksijen tirlerini (ROT)
Uretebilecegini, bu tlrlerin  hicre dongusini cesitli  asamalarda  etkiledigi
saptanmustir. Bu arastiricilar sonug olarak uzun siire dstrojen muamelesine maruz
kalmamn meme kanseri icin temel risk faktorlerinden birisi oldugunu belirtmiglerdir.
Magkoufopoulou ve ark (2011)'nin, yanhs pozitif genotoksin olarak quarsetin,
gercek genotoksin ve genotoksin olmayan 8-hidroksiquinolin ve 17-beta-estradioliin
indikledigi  hlcresel mekanizmayr tammlamak icin HepG2 (hepatoselller
karsinoma) hiicreleri ile yaptiklar1 calismada quarsetin gercek bir genotoksine benzer
fenotipik etkileri uyarmustir. Ancak 17-beta-estradioliinde dahil oldugu diger iki
bilesik ise fenotipik ve transkriptomik diizeyde gercek bir genotoksinle benzerlik

gostermemistir.
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2.3. Progesteron ile Yapilmis Genotoksisite ve K anser oj enite Calismalari

Koopman ve ark (1981) erkeklere ait in vitro monositlerle yaptiklar: bir
calismada, ostrojen ve progestajenlerin sitotoksik aktivite Uzerine herhangi bir etkisi
olmadigint ortaya cikarmislardir. Bagka bir calismada ise (Szekeres-Bartho ve ark,
1983), erken dogum tehdidi altinda bulunan kadinlara herhangi bir tedavi
uygulanmadan alinan kanlarinda sitotoksk aktivite ve progesteron baglama
kapasitesi test edilmis olup tedavi baslangicim takiben lenfositlerin progesteron
baglama kapasitesi onemli seviyede artarken sitotoksik aktivite dnemli olclde
azalmistir. Paradi (1981)’ye gore (¢ progestin (ethynodiol diacetate, norethynodrel
ve norgestrel) ve iki 6strojen (ethinyloestradiol and mestranol) kombinasyonu ile
beslenen Oregon-R (Drasophila Melanogaster) meyve sinegi larvalarinda hicbir
steroid, X'e bagli resesif letal mutasyonu indiklememistir. Bir baska ¢alismada Hill
ve Wolff (1983), eksojen kadin hormonlarinin (estradiol, estriol ve progesteron)
dietilstilbestrol (DES)’ Uin indukledigi KKD frekansinda degisiklik yapip yapmadigin
inceleme icin yaptiklar: ¢calismada, DES tarafindan indiklenen KKD frekans: anilan
hormonlarin muamelesi sonucu herhangi bir degisiklige ugramadigint gozlemislerdir.
Luki¢ ve Barjaktarovi¢ (1987), hamilelik sirasinda progesteron tedavisi uygulanmis
kadinlarin  gocuklariyla kontrol grubu gocuklarin  kromozomlarindaki KKD
frekanslar1 karsilastirdiginda tedavi uygulanan annelerin ¢ocuklarinda kiigik ancak
onemli bir KKD frekansi artisi oldugunu belirtmislerdir. Becher (1988), meme
kanseri tedavisinde kullamilan yar1 sentetik progestin olan medroxyprogesterone
acetate alan 11 hasta Uzerinde yaptigi incelemelerde bu ilacin KKD frekansina
onemli bir etki yapmadigim saptamustir. Furuya ve ark (1991) yaptiklar: ¢alismada
adet dongusline bagli olarak ortaya cikabilecek kromozom kiriklarim ve KKD
frekanslarinin diger fazlara nazaran en yiksek KA olusumunun luteal fazda ortaya
ciktigini tespit etmisler ve KKD frekansinda ise istatistiksel olmayan varyasyonlara
sahip oldugunu tespit etmislerdir. Feinberg ve ark (1992), estradiol ve progesteronun
sitotoksisiteyi doza bagli sekilde baskiladigim saptamuslardir. Medroxyprogesterone
acetate, menopoz sirecinde hormon takviyesi olarak kullanilir ve ayirica meme
kanseri tedavisinde kullamlimakta olup bir kimyasal olup bu maddenin mutajenik
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potansiyeli hakkinda herhangi bir bulgu belirlenememistir (Herzog ve Leuschner,
1995). Dhillon ve Dhillon (1996) nin yatiklar: in vivo ve in vitro ¢alismalarda sik
kullanilan bir progestogen olan norethisterone acetate’' nin klastojenik potansiyelini
KA ve KKD testleriyle S9 varliginda ve yoklugunda agik bir sekilde gostermislerdir.
Ancak ayni test maddesi Ames Salmonella deneyinde Hist+ revertant sayisimi
kontrole gore ne artirmis ne de azaltmistir. Benzer baska bir calismada gebelikten
korunma icin kullanilan yaygin iki sentetik progesteron (norgestrel ve norethindrone)
in vitro insan lenfositlerinde KA ve KKD testlerinin kullanilarak genotoksisitesi
arastirilmistr  (Ahmad ve ark, 2001). Sonu¢ olarak norethindrone bitin
konsantrasyonlarinda ve S9 mix’e bagli olmaksizin genotoksik olmadigi tespit
edilmis ancak diger ilacin (norgestrel) KA ve KKD'yi 6nemli seviyede indukleyerek
genetik materyali etkiledigi saptanmustir. Bagka bir calismada (Boada ve ark, 2002),
sicanlarin karaciger hicrelerine gunlik 60 mg/kg progesteronun 1, 5 ve 10 gun
boyunca uygulanmasinin hiicre proliferasyonu ve ig ipligi karigikliklarim
indukleyebilme kapasitesine sahip oldugu halde sitotoksik olmadig: rapor edilmistir.
Martelli ve ark (2003), icinde progesteronunda dahil oldugu dokuz adet, cinsiyet
steroidinin  kiltire edilmis insan ve sican hepatositlerindeki DNA  tamir
mekanizmasini uyarip uyarmadigin test eimek igin yaptiklari galigmanin sonucunda
anilan kimyasallarin sican hepatositlerindeki DNA tamirini agik¢a uyardiklar: halde
insan hepatositlerinde benzer sonucu saptamamuslardir. Bunun (zerine arastirma
ekibi steroitlerin genotoksisitesini ve DNA tamirini uyarma yeteneklerinin sigan ve
insan hepatositlerinde farkli davramslar sergileyebilecegine dikkat cekmislerdir.
Vares ve ark (2004)' min yaptiklar: bir ¢calismamn sonuclarina gore progesteronun,
radyasyonun neden oldugu apoptozun inhibisyonunu ve DNA hasarina bagli hiicre
proliferasyonu uyarmas: gibi nedenlerden 6turd, daha sonra hiicrede kot huylu
doéntstime (transformasyon) yol acabilecegi nerilmistir. In vitro periferal lenfositler
ile yapilan calismada (Siddique ve ark, 2006), medroxyprogesterone acetate’ in
sadece NADP'li metabolik aktivasyonun (S9 mix) varliginda genotoksik oldugu
gogerilmistir. Bagyens ve ark (2005)' nin yaptigi1 ¢alismada saglikli kadinlarin kan
orneklerinde estradiol ve progesteron seviyeleri radyasyonun uyardigt MN
olusumunu etkilememistir. Murdoch (2005), yaptigi calismada vitamin E ve
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progesteronun ovaryum metaplazisine karsi koruyucu etki gosterdigini rapor etmistir.
Kayani ve Parry (2008), tarafindan yapilan in vitro sitokinez bloklama metoduna
gore icra edilen mikronukleus testinde, 17-beta-oedtradiol, diethylstilboestrol,
progesterone and testosterone nun genotoksik oldugu ve non-disjunction yoluyla
aneuploidiye yol actigi habuki trenbolonent bir Klastojenik mekanizmayla
genotoksisite gosterdigi belirtilmistir. Ancak melengesterol acetate ve zearanol’inin

vitro sartlarda genotoksik olmadhg: kanitlanmustir.

2.4. Folikul Uyaria Hormon (FSH) ve L uteinlestirici Hormon (LH) Tle Yapilmis

Genotoksisite ve Kanserojenite Calismalari

Van Buul ve Goudzwaard (1982), tarafindan yapilan bir calismada FSH
uygulanan farelerin kemik iligi hiicrelerinde ve spermatogonyum kok hticrelerinde
kromozom aberasyonu gozlenmemistir. Baska bir ¢alismada (Joseph-Lerner ve ark.
1993) testosteron ve FSH dizeyleri ile KKD olusumu arasinda pozitif bir iliskinin
varligi vurgulanmistir. Baltaci ve Zeyneloglu (2004)’ nun yaptig: ¢calismada ise KKD
artisginin estradiol ile baglant: oldugu halde bu iliski FSH ile kurulamamstir. KKD
frekanst ovulasyon fazindaki kadinda dogal olarak artnus olup bu artis, FSH alan
kadinlardan dnemli seviyede disik bulunmustur.

2.5. Adet Dongusiine Bagh Olarak Yapilmis Genotoksisite ve Kanserojenite

Calhismalari

Littlefield ve ark (1975)’min yaptig1 calismada Ilagla dogum kontroll (IDK)
uygulayan kadinlarin kan kulturlerinde kromozom kiriklarinin artmadigi ve ortaya
cikan kromozom hasarlarinin IDK icin kullanlan yapay hormonlarin kullamm siiresi
yadadonemi arasinda bir ilinti olmadig: saptanmustir. Tyi huylu ve k6tti huylu meme
kanserli hastalardan alinan periferal kan ornekleri natural killer (NK) sitotoksik
aktiviteleri yonunden degerlendirilmis (White ve ark, 1982), ve iyi huylu meme
kanserli kadinlarda NK aktivitesi adet dongusl stattisiine bakilmaksizin kontrol ile
arada fark bulunmamistir. Kontrol grubu kadinlarda adet dongusiiniin ilk yarisinda,
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NK aktivitesi ikinci yaridaki aktiviteye gore onemli Olglide distk bulunmustur.
Benzer sekilde adet dongusiinin NK hiicreleri aktivitesi Gzerine etkilerini arastiran
bir calismada (Sulke ve ark, 1985), preovulasyon evresindeki kadinlarin NK
aktivitesinde erkek gonullulere gore 6nemli bir diisUs saptanmustir. D'Souza ve ark.
(1988)'min  kadinlarla yaptiklar1  bir calismada ovulatuar ve 6strojenik
safhalar(folikuler evre) , progestojenik safhaya (luteal evre) oranla daha yiuksek KKD
frekanst ve KA olusumuna neden olmustur. Bu calismada, spesifik hormona
dongundn  biyolojik ritminden etkilendikleri genetik hasarin daha ¢ok adet
dongustiniin ovulatuvar/éstrojenik déneme denk geldigi saptanmustir. Y apilan baska
bir calismaya (Landi ve Barale, 1999), gore Ureme ¢ag1 kadinlar: ile IDK uygulayan
kadinlar ve menopoz karsilastirildiginda KKD, KA ve MN frekansi yontinden 6nemli
istatistiksel farklar gézlenmemistir. Ayrica IDK uygulayan ve menopoziu kadinlar
hari¢ tutularak cinsiyet hormonlarindaki dogal varyasyonlarin KKD ve KA
frekansinin referans degerlerinde modulasyonlara neden olabilecegi bildirilmistir.
Shakhar ve ark. (2000)' nin yaptig1 bir ¢calismada adet dongisiinin gesitli evrelerinde
olan kadhnlar, IDK uygulayan kadinlar ve normal erkeklerin NK aktivitelerinin
karsilastirilmasinda gruplar arasinda temel NK aktivite seviyesi bakimindan 6nemli
farklar bulunmamustir. Yovel ve ark. (2001)' mn yaptiklar: galismada erkeklerin NK
aktivitesi, diizenli adet donguisii olan ya da IDK uygulayan kadinlardakinden daha
yuksek bulunmustur. Ayrica yine bu ¢alismada adet dongusinin NK hicrelerinin
aktivite seviyeleri Uzerinde onemli etkiye sahip olmadigi ancak preovulasyon fazi
esnasinda kanmin mililitre basina NK hiicre sayisimn 6nemli olc¢tide artmis oldugu
bulunmustur. Baska bir calismada (Souza ve ark, 2001), adet dongusinin folikuler
fazindaki kadinlarda NK sitotoksisitesi |uteal fazdakilerine oranla 6nemli seviyede
yuksek oldugu saptanmustir. NK aktivitesinin postmenapozal kadinlar ve erkeklerde
foliktler fazdaki kadinlarinkine benzer oldugu bulunmustur. Ilaveten NK aktivitesi
ile progesteron diizeyi arasinda bir iliski bulunmamistir. Bajpayee ve ark (2005)’ nin
yaptig1 bir komet deneyi calismasinda gontilli ve saglikli 18 Hindistanli kadinin adet
dongulerine bagli olarak ortaya ¢ikabilecek DNA hasarlar1 arastirilmis olup sonug
olarak tam bir dongti esnasinda kiiciik degisiklikler bulunmustur. Sonug olarak komet
deneyi ile yapilan bu calismada kadinlarin lenfositlerinde, adet dongusiine bagli olan
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onemli farklar tespit edilmemistir. Baska bir ¢alismada (Braz ve Salvadori, 2007),
komet deneyi icin diizenli adet donglsiine sahip 12 sigara kullanmayan kadin, 12
sigara kullanan kadin, 12 sigara kullanmayan ve disik dozda gebelik onleyici
kullanan kadin ve son grup olarak da 12 sigara kullanmayan erkek (bu grup aym
zamanda IDK uygulamakta) secilmistir. Bu calismadaki kadinlardan donginiin Ug
ayr1 safhasinda (folikiler, ovulasyon ve luteal fazlarda), erkeklerden ise Ug ayri
zamanda kan Ornekleri alinmistir. Sonug olarak, DNA hasar dizeyi farklar
bakimindan fazlar arasinda ve sigara kullanmayan ve kullananlar iDK uygulayanla
digerleri arasinda 6nemli farkliliklar saptanmamistir. Yine komet deneyi ile yapilan
bir calismada (Braz ve Salvadori, 2007), IDK uygulayan ve uygulamayan kadinlarin
tam kan ve lenfosit hiicreleri arasinda DNA hasar1 bakimindan herhangi bir 6nemli
fark bulunmamustir. Mahrous (2008), IDK igin ¢esitli hormon kombinasyonunu
kullanan G¢ grup deney ve bir grup kontrolden ibaret bir ¢alismanin sonucunda ilag
alan kadinlarda KKD ve KA yoninden 6nemli bir fark bulunmadigini saptamustir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calismada, materyal olarak Ureme cagindaki kadinlarin her bir adet
dongusunun folikdler, ovulasyon ve luteal fazlarinda olmak Uizere 3 evrede alinan
periferik kan ornekleri kullamlmis ve bu evrelerin mutajenlere olan hassasiyetini
tespit etmek igin ise, etkisi bilinen bir mutajen olan Mitomycin C ayr1 ayr1 24 ve 48
saatlik stresince kullanilmistir. Calismada kisa slireli genotoksisite testleri olarak
bilimsel otoriteler tarafindan genis kabul goren kromozom anormalligi (KA) ve
kardes kromatid degisimi (KKD) testleri kullamlmustir.

3.1. Kullanilan Y 6ntem ve Deney Ekipmanlari

Bu calisma, Ureme c¢agindaki kadinlarin aylik adet donglsi evrelerindeki
(foliktler evre, ovulasyon evresi ve luteal evre) endojen esey hormonlarindaki
periyodik degisimlere bagli olarak ortaya ¢cikmasi olast kromozom hassasiyetlerini ve
sitotoksik etkileri saptayabilmek icgin gergeklestirilmistir. DonGrler dort sigara
icmeyen ve dort sigara igen olmak Uzere toplam sekiz adet yagslari birbirine yakin
(23-28) saglikli, beden kitle indeksleri (BKI) normal (19-24,9 kg/m?) olan, diizenli
adet dongusiine sahip, dogum kontrol hapr kullanmayan, alkol bagimliligi olmayan,
herhangi bir enfeksiyon ve kronik hastaligindan 6turd ilag kullanmayan gonallt
kadinlardan olusmustur. Adet doneminin 3 evresinde de her bir dondrden adet
kanamasinin 4-6. gunlerinde, 14-15. gunlerinde ve 23-24. gunlerinde birer olmak
Uzere U¢ defa kan 6rnegi alim programu uygulanmustir. Bu ginlerde alinan periferik
kanlar C.U.T.F. Balcali Hastanesi (“JCI=Joint Commission International” tarafindan
akredite) merkez biyokimya laboratuvarinda hormon (E2, FSH, LH ve progesteron)
konsantrasyonlar: tespitine tabi tutulmus olup ayn anda heparinize tiplere alinms
paralel ornekler ise C.U.F.E.F Biyoloji Bolimi Genetik Laboratuvarinda
genotoksisite calismalarinda kullamlmistir. Bu calismada kullamlan kimyasallarla
ilgili bilgiye gegmeden Once adet dongusi hakkinda detayl1 bilgi vermek, calismaya
daha fazla katki saglayacaktir.
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3.1.1. Deneyde Cahsilan Gonulli Kadin Donorler

3.1.1.1. Kadinlardaki Normal Adet Dongusi Periyotu

Giris kisminda da kisaca deginildigi gibi, eriskin (Ureme) ¢aginda olan bir
kadinda periyodik olarak ortalama 28 giinde bir tekrar eden slirece “adet dongusu”
adi verilir. Adet dongusl veya siklus, son adet tarihinin ilk gliniinden bir sonraki adet
tarihinin ilk gunine kadar gecen zamant ve bu zaman iginde kadin vicudunda
gerceklesen olaylar1 ifade eder. Bir adet dongusii kadinda genellikle 28 giin siirmekle
birlikte 21 ile 35 guin arast normalin alt ve Ust sinirlaridir. Adet kanamasi ortalama 4
gun devam eder ve 1 ile 7 giin arast normalin alt ve tst sinirlari olarak kabul edilir.
Adet kanamasim tarif etmek igin dilimizde hak arasinda farkli ifadeler
kullamlmaktadir. Bunlar arasinda en sik rastlamlanlari “aybasi olmak”, “adet
olmak”, “adet gormek”, “regl olmak”, “menstruasyon kanamasi gormek”, “mens
olmak”, “kanama gormek”, “peryod” ve “hastalanmak” ifadeleridir (Ayhan, 2008).

Adet dongusli ergenlik déneminde kiz ¢ocugunun ergenlige ulasmast ile
baglamaktadir ve bu ilk adete “menars” denmektedir. Donglnin sona ermesi ise
yumurtaliklarda olgunlasabilecek yumurta hiicrelerinin tumiyle tukendigi menopoz
donemine denk gelmektedir. Ureme cagindaki kadinlarda adet kanamasi, gebelik
déneminde ve emzirmenin devam ettigi strenin blyuk kisminda gegici olarak durur
(Ayhan, 2008).

Adet kanamast rahim i¢ zarimn (endometrium) hormonal degisiklikler
sonucunda dokulmesidir. Bu dokilme gebelik olmamissa gerceklesmekte ve
yukarida da amldigi gibi yaklasik 28 giinde bir kanama seklinde olmaktadir. Adet
kanamalar1 yumurtlama fonksiyonuna paralel bir sekilde, her ay dizenli olarak
olmakta ve menopozla birlikte sona ermektedir. Adet kanamasimin ilk ginu adet
periyodunun dailk ginudir (Ayhan, 2008).

Adet dongusli esnasinda beyinde, yumurtaliklarda ve rahim i¢ tabakasinda
farkli olaylar meydana gelir. Beyinden salgilanan hormonlarin yumurtaliklardan
birini uyarmasiyla baslayan siireg, uyarilan yumurtaliktan dollenmeye hazir bir
yumurta hiicresinin serbestlesmesine neden olur, bu esnada rahim i¢ tabakas: da
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kendini muhtemel bir gebelige hazirlar. Adet kanamasimin amact her adet
dongustinde olusabilecek muhtemel bir gebeligin yerlesebilmesi ve uygun sartlarda
gelisebilmesi icin rahim i¢ tabakasinin “"tazelenmesi” olarak degerlendirilebilir
(Ayhan, 2008).

Adet kanamasimin ilk guni beyin dokusunun derinlerinde yer alan
hipotalamus adl1 bélgeden salgilanan Gonadotropin-releasing hormone (GnRH) adi
verilen hormon, hipotalamusa yakin yerlesimli hipofiz adi verilen salgi bezinden
folikil uyarict hormon (FSH) salgisimt baglatr. FSH hormonu  etkisiyle
yumurtaliklardan birinde yeni bir yumurta hicresi, foliktl adi verilen bir kesecik
icinde olgunlasmaya baslar. Bu olgunlasma stireci tamamlandiginda, olgun folikl
icinde Uretilen yiksek miktarlarda strojen hormonu etkisiyle; bir yandan rahim i¢
tabakas: gelismeye baslar, 6te yandan hipofiz bezinden luteinlestirici hormon (LH)
ad1 verilen baska bir hormon salgilamir. LH hormonu yumurta hiicresini barindiran
folikulu “catlatir” ve yumurta hiicresini serbest birakir. Yumurta hiicresinin serbest
kalmasina yumurtlama (ovulasyon) ad: verilir (Ayhan, 2008).

Ustteki sekli ortadan ayiran kesikli ¢izgi yumurtlamanin olustugu an, egriler
ise LH ve FSH hormonlarinin kan seviyesini gostermektedir. Y umurtlamanin hemen
Oncesinde LH hormonunda keskin bir yiikselme gorilmektedir (Ayhan, 2008).
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Folikiil yumurta hilicreleri
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Normal bir adet periyodu, yumurta olusumundaki degisiklige bagli olarak;
“folikller faz'’ ve *‘luteal faz'’ olmak Uzere iki doéneme ayrilabilir. Bu iki donem,
yumurtlama (ovulasyon) ile birbirinden ayrilir. Bu nedenle bir adet periyodu sirasiyla

asagidaki evreleri icerir;

§ Folikiler faz (Ostrojenik faz),
8 Ovulasyon fazi (Ovulatuar faz),
8 Luteal faz (Progestrojenik faz)

Folikiler faz adet kanamasinin ilk gund ile basglar. Bu donem boyunca
salgilanan ostrojen hormonu ile rahim i¢ zar1 biyuyerek kalinlasir. Daha sonra
salgilanan ostrojen hormonunun belirli bir diizeyi bulmasi ile yumurtlama gerceklesir
ve bu donem sona erer. Folikiler faz denmesinin nedeni bu dénemde yumurta
hiicresinin yani folikdl’ tin gelismesidir. Folikiler fazin ne kadar sirecegi kadindan
kadina degismekle beraber yaklasik olarak 14 gin sirmektedir. Adet kanamas: bir
kadinda ortalama olarak 3-7 gun sirmektedir. Gebelik olmazsa yumurtlama
sonrasinda luteal faz baglar ve bu dénem adet kanamasina kadar siirer (Ayhan, 2008).

Luteal faz genellikle sabit olup yaklasik 14 gunddr. Ovulasyon fazi ise
foliktler faz ve luteal faz arasindaki donemi kapsar. Eger dollenme gerceklesmezse

yani gebelik olusmazsa korpus luteumun fonksiyonunun bitmesiyle, progesteron
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hormonunun 14 giin sonunda salgilanmasi durur ve gelismis olan rahim i¢ zar1 bir

kanama ile disar1 atilir, yani adet kanamasi baslar (Ayhan, 2008).

Ozetlenecek olursa:

Folikuler faz siklisun (kanamanin) ilk gind baslar 14 gin strer (1-14 gin).
Bu fazin sonunda 6strojen hormonu artar.

Ovulasyon fazi siklusun 14. gunin baslar 14-21. ginleri kapsar. Bu fazin
basinda E2 (Estradiol) ani cikis yapar. Bu fazin sonuna dogru LH ani ¢ikis yapar,
yumurta catlar atilir.

Luteal faz sikliisun 21. guini baglar bir dahaki adete kadar devam eder. 21-28.
gunleri kapsar.

Bu donemde E2 ile bhirlikte progesteron hormonu salgilanir. Progesteron
hormonu bu donemde ani ¢ikis yapar.

Normal bir adet periyodunda, endojen esey hormonlarindan, E;, FSH, LH ve

progesteron rol oynar.

Bu hormonlarin kadin ve erkeklerdeki referans araliklar: asagidaki sekildedir*:

FOLIKULER FAZ:

KADIN
E2(ESTROJEN) 63-165 pg/ml
FSH 2,5-10,2 miu/ml
LH 1,9-12,5miu/ml
Progesteron 0,15-1,4 ng/ml

OVULASYON FAZI:

KADIN
E»(ESTROJEN) 146-526 pg/m
FSH 3,4-33,4 miu/ml
LH 8,7-76,3 mlu/ml
Progesteron 0,2-1,5 ng/ml
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LUTEAL FAZ:
KADIN
E2(ESTROJEN) 33-150 pg/ml
FSH 1,5-9,2 mlu /ml
LH 15,9-54 miu/ml
Progesteron 3,34-25,56 ng/ml

BU HORMONLARIN ERKEK TEK i DEGERLERI:

ERKEK
E»(ESTROJEN) 7,63-42,6 pg/ml
FSH 1,4-18, 1 miu/ml
LH 1,5-9,3 mlu/ml
Progesteron 0,2-1,4 ng/ml

*Not: Yukarida verilen hormon degerleri araligi C.U.T.F. Balcali Hastanes merkez laboratuvar:
verileri olup kurumdan kuruma varyasyonlar gosterebilir.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal M addeler

3.1.2.1. 5'-Bromo-2'-deoxyuridine (BrdUrd) (Sigma)

BrdUrd kardes kromatidlerin farkli boyanmasin belirleyebilmek amaciyla
kullanilmustir. BrdUrd eriyigi bidistile su igerisinde hazirlanmis, daha sonra 0.2 mm
por capindaki membran filtre (Sartorius marka) ile steril edilmistir. Bu eriyikten 50
pl anarak kiltdr tiplerine ilave edildiginde kultir, son konsantrasyonu 10 pg/ml
olacak sekilde BrdUrd icermistir.

Kimyasal adi : 5'-Bromo-2'-deoxyuridine
K apah formulu : CgH11BrN2Os

Molekul agir g : 307.10 g/mol

Erime noktas : 191-194°C

CASNo : 59-14-3

Sigma No : B 5002
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5'-Bromo-2"-deoxvuridine (BrdUrd)

3.1.2.2. Entellan (M erck)

Entellan, seffaf, akici, kuruduktan sonra hava kabarcigi olusturmayan, iyi
kapanma saglayan ve ksilenle temizlenebilen bir yapistirici olup lam-lamel
yapistirmaya uygundur. Hazirlanan preparatlart sirekli hale getirmek amaciyla
kullanilmaktadir (Cat. No. 7961).

3.1.2.3. Fiksatif (Tespit Cozeltis)

Fiksatifler; doku ve hiicresel elemanlar: denatiire hale getirip otolizi durdurur,
dokuyu daha sonra uygulanacak islemlere uygun ve cevre etkenlere karsi: dayanikli
hale getirir. Tim amaglar icin uygun “en iyi” fiksatif yoktur. Amaca en uygun
fiksatif veyafiksatifler ya dafiksatif kombinasyonlar: kullamlarak sonuca ulasilmaya
calisilir. Calismamizda KKD ve KA’y1 incelemek amaciyla yapilan preparasyonda
hicrelerin tespitinde, 1 hacim glasial asetik asit’in 3 hacim metanol ile karistirilmasi
sonucu hazirlanmig alkol bazli bir fiksatif kullanimstir.

Fiksatif kullanilmadan 6nce taze (iki saat 6nce) hazirlanmis ve buzdolabinda
saklanmustir. Her seferinde preparat yapim isleminden 6nce taze olarak hazirlamp

kullanil mstur.
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3.1.2.4. Giemsa (M erck)

Alman mikrobiyolog Gustav Giemsa tarafindan ilk defa adlandirilan Giemsa
solusyonu; malarya ve diger parazitlerin histopatolojik tamsinda ve sitogenetikte
kullamimaktadir (Giemsa, 1904). Giemsa DNA’daki fosfat grubu icin spesifik olup
DNA'nin adenin-timin yogunlugu yuksek bolgelerine yogun olarak baglanir. Ayni
zamanda kromozom bantlama (G-bantlama) uygulamalarinda da kullanmlmaktadir.
Giemsa soliisyonu; metilen mavisi, eozin ve azure B’ nin gliserol ve metanol iginde
hazirlanmis bir karigimidir.

Bizim calismamizda bu soltisyon Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin
edilmistir. Sorensen tamponu icinde % 5'lik olarak hazirlanan boya eriyigi, filtre
edilmis ve kromozomlar1 boyamak igin kullamlmustir.

3.1.2.5. Hipotonik Eriyik

% 0.4'luk KCI (Merck) hipotonik eriyik olarak kullanilmistir. Eriyik bidistile
su icerisinde stok halinde hazirlamp, agzi kapali cam kap igerisinde buzdolabinda
(+4°C) saklanmustir. Her preparasyondan yaklasik bir saat 6nce yeterli miktarda
hipotonik eriyik alinmis, inktbator ile 37°C’'ye kadar isitilarak kullanidmigtir. Bu
¢Ozeltinin yogunlugu hicrenin plazmasindan daha az oldugu icin lenfositlerin su
alarak sismesini ve preparasyonun kaliteli olmasini saglamaktadir.

3.1.2.6. Kolkisin (K olsisin) (Sigma)

Kolkisin saf kristal tuz halinde (Colchicine) (Sigma Cat. No. C9754), temin
edilmistir. Bu kimyasal Colchicum autumnale (Guz cigdemi, ac1 cigdem )
bitkisinden elde edilmis bir alkoloid olup krmozom preparatlarinin hazirlanmasinda
metafaz bloklayict mitotik bir zehir (ig ipligi tesekkiluni engelleyici) olarak
kullanilmaktadir. Kolkisin eriyigi saf su igerisinde hazirlanmig ve kromozom
medyumunun her mililitresinde 0.06 pg olacak sekilde (0.06 pg/ml) 2.5 ml’lik
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kromozom medyumuna ilave edilmistir. Kolkisin'e ait ayrintili teknik ozellikler

asagida verilmistir.

OCHg

H3CO OCHg
®
0 .

HN
o
Kolsisinin yapisal formilt

Ticari adr: Kolsisin (Kolkisin)

Kimyasal adr: (S)-N-(5,6,7,9- tetrahydro-1,2,3,10-tetramethoxy-9-
oxobenzol[a] heptalen-7-yl) acetamide

Kapali formuli: CyHasNOg

Molekul agirhgr: 399.4

Etil asetat icerigi: %3.4

Kloroformigerigi: < %0.1

Sigma No: C-9754

3.1.2.7. Kromozom (K aryotip) Medyumu

Bu calismada Gibco firmasimin Urettigi PB Max. Kromozom medyumu (cat.
no. 12552-013) hicre kdlturd icin kullandlmigtir. PB Max medyumu tam
medyumdur. Fakat heparin icermemektedir.

Medyum formulasyonu asagidaki gibidir;

Gentamicin, 150 ml/L FBS ve 15 ml/L Phytohemagglutinin M icermektedir
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Cizelge 3.1. Kromozom Medyum igerigi

Bilesenler

Molekiler Agirhk

K onsantrasyon (mg/L)

Amino Asitler

Glycine 75
L-Arginine

L-Asparagine

L-Aspartic acid 133
L-Cystine 2HCI 313
L-Glutamic Acid
L-Glutamine

L-Histidine
L-Hydroxyproline
L-Isoleucine

L-Leucine
L-Lysinehydrochloride 183
L-Methionine
L-Phenylalanine 165
L-Proline

L-Serine

L-Threonine

L-Tryptophan

L-Tyrosine

disodium salt dihydrate
L-Vaine

Vitaminler

Biotin

Choline chloride 140
D-Calcium pant. 477
Folic Acid

Niacinamide
P-Aminobenzoic Acid
Pyridoxine hydrochl.
Riboflavin

Thiamine hydrochl.

Vitamin B12

i-Inositol

inorganik Tuzlar

Calcium nitrate 236
(Ca(NO3)2 4H20)
Magnesium Sulfate

(MgS04) (anhyd.)

Potassium Chloride (KCl)
Sodium Bicarbonate
(NaHCO3)

Sodium Chloride (NaCl) 58
Sodium Phosphate dibasic142
(Na2HPO4) anhydrous

Diger Bilesenler

D-Glucose (Dextrose) 180
FBS

Gentimicin Sulfate
Glutathione (reduced) 307
Phenol Red

174
132

147
146
155
131
131
131

149

115
105
119
204
261

117

244

441
122
137
206
376
337
1355
180

120

376.4

10

20
65

40

15

0.25

100

6000
800

2000

200
50

20
300
15
20
50
50

15
20
30
20
5

29
20

0.2

RPORRRR

0.005
35

48.84

400
2000

mM

0.133

0.15
0.208

0.219

0.0909

0.0214

1.15
0.379

0.136
2.05
0.0968
0.153
0.382
0.382

0.101
0.174
0.286
0.168
0.0245
0.111
0.171

0.00082

0.000524

0.424

103.45
5.63

11.11

0.00326

0.00227
0.0082
0.0073
0.00485
0.000532
0.00297
0.0000037
0.194

0.407

5.33
2381

o

0.0133
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Bu medyum (-5 ila -20 °C’de muhafaza edilir) kdltdr yapimindan 6nce
cOzulerek steril bir ortamda her bir tipe 2.5 ml olacak sekilde paylastirilmis ve
deneylerde bu olculerde kullamlmustir.

3.1.2.8. Mitomycin C (MM C)

Mitomisin'lerin Streptomyces caespitosus kiltar filtrati1 icinde bulundugu,
1955'te Kitasato Arastirma Laboratuarinda, Hata ve arkadaslar: tarafindan kesfedilen
bir antineoplastik ilaglar serisidir. Bu antibiyotikler arasindan farklilik gosteren
Mitomisin C 1956 yilinda digerlerinden ayrilarak saflastirilmstir.

Mitomycin C Kyowa genis antikanser spektrumu ve gucli antitimoral
etkinligi  bulunan Mitomisin C'nin enjeksiyonluk kullamum icin hazirlanmis
preparatidir. Bu ajanmin gastrointestinal kanserler, akciger kanseri, uterus kanseri, bas-
boyun kanserleri, mesane kanseri ve kronik l6semilere karsi etkili oldugu
bilinmektedir.

Mitomisin C'nin, timér hicrelerinde DNA'ya baglanarak ve DNA cift
sarmalimn ki ipligi arasinda capraz baglar olusturmak suretiyle DNA
replikasyonunu onleyerek antitiméral etki gosterdigi samlmaktadir. Mitomisin C'ye
duyarliligin DNA’nin geg G1 fazinda DNA sentezinin erken S fazi boyunca yiiksek
oldugu ispatlanmustir (http://www.ilacabak.com/prosp.php?2d=4814).

Mitomycin C (Sigma), bu calismada pozitif kontrol olarak kullamlmustir.
Stok Mitomycin C steril saf suda ¢ozilerek elde edilmis olup, kultirde son hacmi
0.25 pg/ml olacak sekilde ilave edilmistir.

Kimyasal adi: 6-Amino-1,1a,2,8,8a,8b-hexahydro-8-(hydroxymethyl)-8a-methoxy-
5-methyl-azirino[2',33,4] pyrrolo[1,2-a]indole-4,7-dionecarbamate
(ester)

Kapali formuli: CisHigN4Os

Acik formali:
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e

Molekul agirhgr: 334.33 g/mol
Erime noktasi: >360°C
CAS No: 50-07-7

3.1.2.9. Nitrik Asit (HNO3)

Nitrik asit, bilesiminde U¢ oksijen, bir hidrojen ve bir azot bulunan kuvvetli
bir asittir. HNOs; formiluyle gosterilir. Konsantrasyonu arttikga daha tehlikeli olur.
Sitogenetik calismalarinda lamlari temizlemek amaciyla 1 N c¢ozelti olarak
hazirlanmaktadir. Laboratuvarda kapali plastik bir kapta saklanarak her defasinda

tekrar tekrar kullamlmustir.

3.1.2.10. Sorensen Tamponu (Sorensen Buffer)

Ortamin pH dengesini ayarlamak icin kullanilan bu tampon KKD’ni
incelemek amaciyla preparat yapim sirasinda preparatlar tampon karisimi igerisinde
UV lambast ile isinlandirilmustir. Ayrica bu tampon %5’'lik Giemsa boyasi
hazirlanmasinda da kullaniimistur.

Bu tampon eriyik tampon A ve tampon B olmak Uzere iki stok ¢cozelti halinde
hazirlanmis olup bu ¢ozeltiler ¢alismanin amacina uygun olarak birbirleriyle degisik
miktarlarda karistirilarak kullamilmistir.

Hazir lamsi:

Tampon A:11.34 gr KH2PO4 250 ml saf su iginde eritilmistir (pH=4.8).
Tampon B:14.83 gr NaHPO,.12H,O 250 ml saf su icinde eritilmistir
(pH=9.3).
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3.1.2.11. Standart Saline Citrate (SSC) Eriyigi

11.05 gr tri sodyum sitrat (CeHsNagO7.2H,0) tartilarak bir miktar saf su
icerisinde eritilmistir. Daha sonra 21.9 gr NaCl tartilarak yine saf su icerisinde ancak
ayr1 bir kapta eritilmistir. iki eriyik, bir siseye dokulerek iyice karistirilmis ve tizerine
500 ml oluncaya kadar saf su ilave edilmistir. Hazirlanan bu stok eriyik 5 x SSC'dir
ve bu eriyik buzdolabinda saklanmistir. KKD’yi incelemek icin deney yapilirken bu
stoktan 20 ml alinarak tzeri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlanmis ve elde
edilen 1 x SSC eriyigi kullanmlmustr.

3.1.3. Kullanilan Deney Ekipmanlari

3.1.3.1. Flow Kabin (Steril Kabin)

Hucre kudlturt tuplerine kromozom medyumu konulmasi, kan ekiminin
yapiimasi, test eriyikleri hazirlanmasi ve kiltir tuplerine ilave edilmesi sirasinda
steril bir ortam olarak, % 99.9 partikill tutma 6zellikli filtreye sahip, 1500 m*h emis
kapasiteli, UV ve floresan ampulil olan ve calisma alam seffaf cam paravanla
sinirlandirilmis LABORMED marka flow kabin kullanimustir.

3.1.3.2. Hassas Teraz

Hava akimlarina karst 0zel cam paravanlarla korunan ve 0.0001 gr
hassasiyetindeki GEC AVERY marka terazi kati kimyasallarin tartilmasinda
kullanlmstur.
3.1.3.3. Heparinli Deney Tupleri

C.U. Balcali Hastanesi Merkez Biyokimya laboratuvarinda adet dongiisii

hormon konsantrasyonlarini belirlemek amacina yonelik olarak periferik kamn bir
kisminin 6zel tUplere aimmin ardindan kamin kalan kismu heparinli  tlplere
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(Vacutainer® LH 170 1.U. Ref. 367526) ainarak genetik laboratuvarina getirilmistir.
Donodler icin toplam 24 adet heparinli tip kullamlmstir.

3.1.3.4. Hormon Testi igin Kullanilan Ekipman ve Y 6ntem

Endojen esey hormonlar1 (FSH, LH, Estradiol (E2), Progegteron ), C.U.
Balcali Hastanesi Merkez Labaratuarinda, Roche Moduler marka E170 model
cihazda, elektrokemiliminesan yontemi ile galigilmistir.

3.1.3.5. inklbatér

Hucre kdlttrinin yapilmasinda ve bazi eriyiklerin 37 °C'ye kadar 1sitilip
muhafazasinda I ncucell marka 0°C -100°C ayarlanabilir inktbator kullamlmustir.

3.1.3.6. Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan OLYMPUS (CX21) marka
binokuler 1g1k mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda kullanilmistir. Fotograflar
ise yine aym marka mikroskopta dijital olarak gekilmistir.

3.1.3.7. Santrifuj
CGalismada kanin sekilli elemanlarim ¢oktirebilmek igin rotor ¢api 21 cm olan
ve 4000 rpm’e kadar yukselebilen devir hizi, 99 dk.’lik zaman ayarlayici, agilabilir

baslhiga sahip ve 28 tup kapasiteli HETTICH UNIVERSAL marka santrifij

kullanlmstur.

36



3. MATERYAL VE METOD Handan ERBOGA

3.1.3.8. Su Banyosu

Hucre kiltirh preparatlart hazirlandiktan sonra, kardes kromatidlerin farkl:
boyanmasinda kullanilan SSC eriyiginin 58-60°C’de sabit kalmasim saglamak
amactyla BM 302 NUVE marka 0-60°C ayarlanabilir su banyosu kullani mustir.

3.2. Lamlarin Temizlenmesi

Kultur stresinin bitiminden iki giin 6nce etiketli olan lamlar saleye dizilerek
Uzerlerini iyice ortecek sekilde 1 N nitrik asit konmustur. Salenin agzi kapatilarak bu
sekilde 24 saat bekletilmistir. Sire bitiminde lamlar yarim saat akan ¢esme suyunda
iyice yikanmistir. Lamlar 3-4 defa saf sudan gegirildikten sonra sale saf su ile
doldurularak buzdolabinda (+4 °C) saklanmustir.

3.3. Sterilizasyon
3.3.1. BrdUrd Eriyiginin Sterilizasyonu

BrdUrd eriyigi steril bir erlen iginde bulunan ve steril olan saf su iginde 5'-
bromo-2'-deoxyuridine maddesinin eritiimesiyle hazirlanmistir. Bu eriyik steril
sartlarda por capr 0.2 pm olan bakteri filtresinden (Sartorius, membran filtre)
gegirilerek steril edilmistir. Sonra vida kapakli steril cam kilttr tiplerine konulan bu
eriyik, etrafi aliminyum folyo ile kapatilarak buzdolabinda (+4 °C) saklanmustur.

3.3.2. Saf Suyun Sterilizasyonu

Baz1 stok ¢ozdltilerin hazirlanmasinda kullanilan steril suyun hazirlanmast
icin temiz bir vida kapakli 100 ml’lik kultir sisesine saf su doldurularak sisenin agzi
pamukla iyice kapatilmistir. Sterilizasyon esnasinda otoklavdaki buhardan pamugun
1slanmamasi i¢in tzeri aliminyum folyo ile ortulmistur. Sisedeki saf su otoklavda
1.2 am buhar basincinda ve 121°C’ de 20 dk. steril edilmistir.
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3.4. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) (Sister Chromatid Exchange= SCE) ve
Kromozom Anormalliklerini  (KA) (Chromosome Aberration=CA)
Saptamak Amaayla Hicre Kiltirdnin Yapilmas, Preparatlarin
Hazrlanmasi, Boyanmas ve M ikroskobik inceleme

Insanlarda genotoksik etkiye sahip olabilecek mutajenlerin ve kanserojenlerin
genotoksik etkilerinin saptanmast basta KKD, KA ve MN testleri yardimiyla
olabilmektedir. Bu tir calismalar planlanirken, uygulanirken ve yorumlanirken
uluslararast yonergelere uygun hareket edilmesi zorunlulugu bulunmaktadir. Bu
yonergedeki esaslar gdz 6ntinde bulundurularak adet dongusintin belirli evrelerinde
alinip in vitro sartlarda kiltire edilen insan periferal lenfositlerinde mutajen
tarafindan indiklenen KKD frekanslarinin, o ddnemde mevcut endojen esey
hormonlar: tarafindan blyUk oOlc¢tde degistirildigi Cocchi ve ark (2005), tarafindan

yayimlanan ¢alisma referans alinmustur.

3.4.1. Hucre Kultarunun Yapilmas ve Preparatlarin Hazirlanmas

3.4.1.1. KKD veKA Yontemi

Bu ¢alismada KKD ve KA’ ni saptamak amaciyla hticre kilttrinin yapilmast
ve preparatlarin hazirlanmast Evans (1984), Perry ve Thompson (1984) un
metotlarina uygun olarak gercgeklestirilmistir.

Bu calismada sigara icmeyen ve sigara i¢cen olmak Uizere toplam sekiz adet (4
sigara icmeyen ve 4 sigara igen) yaslart birbirine yakin (23-28) Ureme ¢aginda
saglikli, dizenli adet dongusine sahip, dogum kontrol hapi kullanmayan, alkol
bagimliligi olmayan, herhangi bir enfeksiyonu ve kronik bir hastaligi olmayan
gonulli kadinlardan olusan gruplar olusturulmustur. Bu gruplardan, dénginin
folikiler, ovulasyon ve luteal fazlarinda alinan periferik kanlarinin bir kismindan,
C.U. Merkez Biyokimya Laboratuarinda hormon (E,, FSH, LH ve progesteron)
konsantrasyonlar: tespit ettirilmistir. Paralel olarak bu kanlarin 0,2 ml’si (6 damla)
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steril sartlarda 2.5 ml kromozom medyumuna (PB Max. (Gibco) cat. No. 12552-013)
ekilmistir.

Kanin ilavesinden hemen sonra 10 pg/ml steril 5-bromo-2-deoksiuridin ilave
edilip klltor 37 °C’'deki inklbatorde 72 saat inklbe edilmistir. Pozitif kontrol test
maddesi (Mitomycin C, 0,25 pg/ml olarak) ayr: tiplerdeki besi yerlerinin bir grubuna
kiltdrin baslangicindan 24 saat sonra, Oteki grubuna ise 48 saat sonra ilave
edilmistir.

Inkiibasyonun 70. saatinde her kuiltir tipine 0.06 pg/ml olacak sekilde
mitoza ket vurucu bir madde olan colchicine (kolkisin) eriyigi ilave edilip, kulttrler 2
saat daha inkiibe edilmistir. 72. saatte kdltdr tlpleri santrifj edilerek (2000 devir/dk.,
5 dk.), stipernatant (santriflj sonunda dibe ¢oken hiicrelerin st kisminda kalan sivi)
bir pipet yardimiyla alinip atilmis ve tipin dip kisminda 0.5-0.7 ml hiicreleri igeren
sivi birakilmistir. Sonra bu hiicreler pipetaj yapilarak dagitilnus ve dnceden 37°C'ye
isitilmig hipotonik eriyik (%0,4 KCI) hiicre siispansiyonuna ilave edilmistir.

Hazirlanan hticre stispansiyonu hipotonik eriyikte 37°C’deki inkiibatorde 6
dakika muamele edilmistir. Hipotonik eriyik ile muameleden sonra hticre kulttrd
santrif(j edilerek (1200 devir/dk., 10 dk.) slpernatant atilmistir. Sonra hipotonik
eriyik ilavesinde oldugu gibi yavas ve karistirilarak tipe 10 ml soguk fiksatif (1/3 =
Glasiyal asetik asit/metanol) ilave edilmis ve hiicreler oda sicakliginda 20 dakika
fiksatif ile muamele ve devaminda santrifjj edilmistir (1200 devir/dk., 10 dk.). Bu
sekilde fiksatif muamelesi ¢ kere tekrarlanmistir. Son santrifjden sonra tlpin
dibinde 0,5-0,7 ml hiicre iceren sivi kalacak sekilde stipernatant alinarak atilmistir.
TUplUn dibinde toplanmis olan hiicreler pastor pipeti ile karistirilarak homojenize
edilmistir. Bu homojen sividan pastor pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hicre
stispansiyonundan cekilerek 6zel olarak hazirlanmis olan diizenege tutturulmustur.
Bu sekilde pastor pipetinden daha o6nce kimyasal olarak temizlenmis ve saf su
icerisinde buzdolabinda saklanan lamin Uzerine yaklasik 60 cm yukseklikten farkli
alanlara birer damla olmak Uzere hicre sispansiyonu damlatilarak preparatlar
hazirlanmigtir.  Hazirlanan preparatlar kurumak Uzere kapali bir aanda oda
sicakliginda 24 saat bekletilmistir.
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3.4.2. Preparatlarin Boyanmas ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmas

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasin (Sister Chromatid
Differentiation = SCD) saglamak amaciyla Speit (1984), Speit ve Haupter’in (1985)
gelistirdikleri metod modifiye edilerek kullamlmistir. Bu amagla bir ginlik
preparatlar 1sinlama kabina konarak Uzeri bir film tabakasi Sorensen tamponu ile
Ortulecek sekilde kapatilmistir. Isinlama eriyigi 5 ml Sorensen Tampon A, 5 ml
Sorensen Tampon B amip bu karisimin su ile 100 ml’ye tamamlanmasiyla
hazirlanmistir  (pH=6.8). Isinlama eriyiginin az ya da fazla olmasimin kardes
kromatidler arasindaki zitlik farkint dnemli derecede etkiledigi gordlmustar.

Bu sekilde ince bir tabaka halinde isinlama eriyigi ile ortilen preparatlar,
karanlikta 15 cm yukseklikten 30 W’lik 254 nm dalga boyunda 151k yayabilen tek
ultraviyole lambasi ile 30 dk. isinlandirilmistir. Isinlama bitiminde preparatlar
1xSSC eriyigi icerisinde 60°C (2 °C)’de 60 dk. inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siresi
bitmeden 15 dk. 6nce % 5'lik Giemsa boya eriyigi hazirlanmustir.

% 5'lik Giemsa boyasimin hazirlanmasi: 4 ml tampon A, 4 ml tampon B ve
4 ml Giemsa karistirilarak tzerine 80 ml oluncaya kadar saf su ilave edilmistir
(pH=6.72). Sonra bu boya dik bir sale icerisine filtre kagidi yardimyla stizilmustur.

Inklbasyon siiresinin  sonunda preparatlar 1xSSC  eriyiginden alinarak
dogrudan boya icerisine konmus ve yaklasik olarak 40 dk. boya icerisinde
bekletilmistir (kardes kromatidler arasindaki en iyi zithik farki bu sirenin sonunda
elde edilmistir). Bu sirenin sonunda preparatlar boyadan c¢ikarilmis ve U¢ ayri
kaptaki saf sudan gecirilerek preparatlarin Uzerindeki fazla boyamn akmasi
saglanmistir. Bundan sonra preparatlar dik vaziyette kurumaya birakilmistir.

Boyanmis preparatlar kuruduktan sonra Uzerlerine entellan ile lamel
kapatilarak daimi hale getirilmistir.

KA preparatlarint boyamak igin bir gunlik preparatlar herhangi bir on
islemden gegirilmeksizin Sorensan tamponunda hazirlanmis %5’ lik Giemsa ile 10-12
dk. boyanir. Boyama sonu islemler KKD ile aynidhr.
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3.4.3. Daimi Preparatlarda Mikroskobik inceleme

Hazirlanmig olan daimi preparatlar  OLYMPUS CX21 maka 1s1k
mikroskobunda immersiyon objektifi ile incelenmistir (10x100 = 1000 blyitmede).
Bu incelemeler sirasinda kardes kromatid degisimi sayist (KKD) ve kromozomal
anormallikler (KA) belirlenmistir. Ayni preparatlarda birinci, ikinci ve t¢tincti mitoz
boltinmeyi geciren hicrelerin sayist ve toplam hiicre icerisinde mitoz bolinmeyi
gegiren hicrelerin sayisi saptanmistir. Bu incelemeler sonucunda da proliferasyon
indeksi (PI) ve mitotik indeks (MI) saptanmustir.

3.4.4. KK D Sayiaimin ve Proliferasyon indeksinin (PI) (Replikasyon indeksi=RI)
Saptanmas

3.4.4.1. KK D Sayisnin Saptanmas

KKD sayisi, her kisinin kan kiltrtne ait preparatlardan iyi dagilmis ve ikinci
mitozu geciren 25 hiicrede (sigara kullanmayan ve kullanan gruplarin her birinden
toplam 100’er hicre) saptanmustir. KKD sayist bir kromozomun agik boyanmis
kromatidindeki koyu boyanmis parcalarin veya koyu boyanmis kromatidindeki acik
boyanmis parcalarin sayilmasiyla belirlenmistir. Ugtan parca degisimi olmus ise bu
bir KKD olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.1.8). Ortadan bir parca degisimi olmus
ise bu da iki KKD olarak sayilmustir (Sekil 3.1.b). Ancak bu incelemeler esnasinda
kromatidlerin primer bogum bolgelerinden donim yapip yapmadiklarina dikkat
etmek gerekir. Bu durumda kromozomlarda KKD yoktur (Sekil 3.1.c).
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a by =
1 EED 2 EED EED Yok

Sekil 3.1. Kardes Kromatid Degisiminin Oldugu ve Olmadigi Durumun Sematik
Olarak Gosterilmesi (Topaktas ve Speit, 1990)

3.4.4.2. Proliferasyon indeks (PI) (Replikasyon indeksi=RI)’nin Saptanmas

Mitomycin C'nin farkli adet dongulerinde DNA replikasyonu Uzerindeki
etkilerini arastirmak amaciyla Pl bulunmustur. Her kisinin kan kiltirinden yapilan
preparatiardan tesadifi segilmis 100 hicrenin incelenmesiyle Pl belirlenmistir. Bu
incelemeler sirasinda gézlenen birinci, ikinci ve Gglncl mitoz bolinmeyi geciren
hiicreler sayilmistir. Bu verilerden yola gikilarak her bir kisinin kan kilttrtndeki Pl
degeri su sekilde hesaplanmustir:

1% (MI) +2 = (M2) +3 = (M3)
PI =

100
MZ1: Birinci mitozu gegiren hiicrelerin sayist

M2: ikinci mitozu gegiren hiicrelerin sayisi
M3: Uglincti mitozu gegiren hticrelerin sayisi

Birinci, ikinci ve Gglncli metafaz plaklar: su sekilde ayirt edilmistir (Topaktas
ve Speit. 1990):
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BrdUrd, deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin analogu olan
bilesiklerdir. BrdUrd, dT ve dU arasindaki tek fark tasidiklar: heterosiklik benzen
halkasindaki  besinci C atomuna baglanan gruplarin  farkli  olmasindan
kaynaklanmaktadir. Besinci C atomuna baglanan grup dT’de CHs, BrdUrd' de Br ve
dU’de H atomudur (Sekil 3.2).

O 0 @)
CH3 I ! H
HN HN
L iy
HO— CH2 HQ—(;H2 HO—CH,
Deoxytim'din(dT) Bromodeoxymdm (BrdUrd) Deoxyuridin (dU)
Sekil 3.2. Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdUrd) ve Deoxyuridin(dU)’in
kimyasal yapilari.

BrdUrd, DNA’nmin yapisinda bulunan timin bazlarinin analogu oldugundan
kiltur ortamina BrdUrd eklendiginde hiicreler DNA’larim replike ettikleri esnada
(birinci S fazinda) yeni sentezlenen polinukleotid ipligi igine timinin yerine ortamda
bulunan BrdUrd girecektir. Boyle hicrelerin kromozomlari boyandiginda bir
kromozomun her iki kromatidi de (BrdUrd/dT // dT/BrdUrd) homojen koyu renkte
boyanacaktir. Bu hiicreler birinci mitoz bolinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil 3.3 A
ve Sekil 3.4). Birinci mitoz bdlinmeyi gegiren hiicrelerden meydana gelen yavru
hicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdUrd' |i ortamda ikinci S fazi) timin iceren
polinukleotid ipligine komplementer olarak sentezlenen yeni DNA ipliginde BrdUrd
yer alacaktur.

Bu iki polinukleotid ipligi bir kromozomun koyu boyanan kromatidini
(BrdUrd/dT) olusturacaktir. BrdUrd iceren iplige komplementer olarak sentezlenen
yeni iplige de BrdUrd girecektir ve bir kromatidi olusturan her iki polinukleotid
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ipligi de BrdUrd igereceginden (BrdUrd/BrdUrd) bu kromatid, aym kromozomun
acik boyanan kromatidini olusturacaktir (BrdUrd/BrdUrd). iste bu hiicrenin metafaz
devresinde kromozomlar boyandiginda tim kromozomlarin kromatidlerinden birisi
koyu digeri acik renkte boyanacaktir (BrdUrd/dT (koyu renkli) // BrdUrd/BrdUrd
(acik renkli)). Bunlarda ikinci mitoz boltinmeyi geciren hiicrelerdir (Sekil 3.3 B ve
Sekil 3.5). Bu hucreler tekrar S fazina girdiginde (BrdUrd'li ortamda tgtincl S fazi)
ikinci mitozda agik boyanan kromatidden (BrdUrd/BrdUrd) tim polinukleotid
ipliklerine BrdUrd girmis olan bir kromozom meydana gelecektir ve bu kromozomun
her iki kromatidi de agik boyanacaktir (BrdUrd/BrdUrd // BrdUrd/BrdUrd). ikinci
mitozda koyu boyanan kromatidden ise (dT/BrdUrd), bir kromatidin her iki ipligi
BrdUrd'li ve diger kromatidinin bir ipligi timinli diger ipligi BrdUrd'li olan bir
kromozom (BrdUrd/BrdUrd // dT/BrdUrd) olusacaktir. Bu kromozom da
boyandiginda bir kromatidi koyu renkte, diger kromatidi acik renkte olacaktir. Iste
bdyle hiicrenin metafaz devresinde preparat yapildiginda bazi kromozomlarin her iki
kromatidi agik renkte, bazi kromozomlarin bir kromatidi acgik diger kromatidi koyu
renkte boyanacaktir. Bu hicreler de tglincii mitoz bolinmeyi gegiren hiicrelerdir
(Sekil 3.3 C ve Sekil 3.6). iste bu sekilde birinci, ikinci ve tglincti mitoz bolinmeyi
geciren hicreler ayirt edilmis, 100 hiicre icinde bu hiicrelerin sayisi saptanmis ve
elde edilen veriler kullamilarak yukaridaki formile gore Pl hesaplanmustir.
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Koy boyanan kromatid

Actl: boyanan kromatid

Sekil 3.3. BrdUrd nin DNA Yapisina Girmesi ile Birinci, ikinci ve Ugiincii Mitoz
Bolinmeyi Gegiren Hucrelerin Ayt  Edilmesinin - Sematik Olarak
Aciklanmasi (During, 1985’ e gore Topaktas ve Speit, 1990’ dan).
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Sekil 3.4. Birinci mitoz bolinmeyi gegiren hiicrenin metafaz kromozomlari (X1000)

Sekil 3.5. ikinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicrenin metafaz kromozomlar: (X 1000).
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Sekil 3.6. Uglincli mitoz boliinmeyi gegiren hiicrenin metafaz kromozomlari(X 1000).

3.4.4.3.Kromozom Anormallikleri (KA) ve Mitotik indeksin (M1) Saptanmas
3.4.4.3. (1).Kromozom Y ap1 ve Say1 Anormalliklerinin Saptanmas

Her bir kisiden hazirlanan preparatlardan iyi dagilmis kromozomlara sahip
toplam 100 metafaz (sekiz kisiden toplam 800 metafaz) KA’y1 saptamak amaciyla
incelenmistir. Bu hiicrelerdeki kromozomlarda gdzlenen yap: ve sayr anormallikleri
kaydedilmistir.

KA’l1 hicrelerin yizdelerinin hesaplanmasinda sadece yapisal kromozom
aberasyonlart g6z Oniinde bulundurulmustur. Incelenen bu 100 hiicre icinde
anormallik tastyan hicrelerin yizdesi ile toplam KA sayisi hesaplanmistir. Toplam
KA sayist incelenen hiicre sayisina bolinerek hiicre basina diusen KA sayisi
(KA/Hlcre)  saptanmustir.  Bu  calismada gap'lar  anormallik  olarak
degerlendirilmemistir. Gap’lar ile kromatid ve kromozom tipi kiriklarr arasindaki
farklar su sekilde ayirt edilmistir (Preston, 1987’ e gore; Kauderer ve ark. 1991’ den):

47



3. MATERYAL VE METOD Handan ERBOGA

Gap'larda, kromatidin birinde (kromeatid tipi gap) veya kromatidin her ikisinde
(kromozom tipi gap) gorilen boyanmamis bolge bir kromatidin kalinligindan daha
azdir. Kiriklarda bir kromatiddeki (kromatid tipi kirik) veya her iki kromatiddeki
(kromozom tipi kirik) boyanmams bolge bir kromatidin kalinligindan daha fazladir.

Iste bu olculere gore gap ve kromatid kiriklar: birbirinden ayirt edilmistir. Mace ve
ark (1978), ise gap bolgesinde DNA ipliginde kirik olmadigin elektron mikroskobu
fotograflarinda gostermislerdir.

Sekil 3.7. Atomik giic mikroskobu (AFM) ile elde edilmis kromatid gap gortntiileri
(Murakami ve ark. 2001).

Bu calismada kromatid kirigi ve tek kol birlesmesi gibi anormallikler
kromatid tipi anormallik olarak degerlendirilmistir. Ayrica kromozom kirigi, kardes
kromatid birlesmesi, kromatid degisimi, halka kromozom, fragment ve disentrik
kromozom olusumu gibi anormallikler de kromozom tipi anormallikler olarak

degerlendirilmistir.
3.4.4.3.(2).Mitotik indeksin (M1) Saptanmasi

Mitomycin C'nin mitoz bolinme Uzerine etkilerini belirlemek ve adet
donglsinin her bir fazinda gérilen dalgalanmalari belirlemek amaciyla (24 saat ve
48 saat Mitomycin C ile muamele edilmis hicrelerde) M1’ ler saptanmistir. MI’i
belirlemek icin her bir kisiye ait preparatlarda toplam 3000 hiicre incelenmis ve

bunlar arasinda mitoz boliinme gegiren hticrelerin sayisi kaydedilmistir. 3000 hiicre
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icinde mitoz bolinme gegiren hicrelerin oram yizde cinsinden hesaplanarak Ml
saptanmustir.

3.5.Mikroskopta Fotograf Cekme

Fotograf ¢cekme islemi OLY MPUS marka trinokiler mikroskoba bagl: dijital
fotograf makinasinda 1000 biyutmede yapilmistir (Olympus CX31RTSF, 7.1
Megapixel). 1., 2. ve 3. mitoz bolinmeyi geciren hiicrelerin, sik rastlanan ve ilging
olan KA’larin fotograflar: gekilmistir.

3.6.igtatistiksel Analiz ve Sonuglarin Degerlendirilmes

Mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen KA, KKD, MI ve Pl
parametrelerine ait veriler icin her bir grubun ortalamalar: ile kontrol kdltdrlerinin
ortalamalar1 arasindaki farkin 6nemli olup olmadig: t-testi ile kontrol edilmistir.

Mikroskobik incelemeler sonucunda elde edilen bulgular cizelge halinde

verilmistir.
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4BULGULAR VE TARTISMA

4.1.Bulgular

4.1.1.Donérlerin Hormon Deger leri

Donotrlere ait ve bu calismada secilen hormon degerlerinde, daha dnce de
bilindigi Uzere adet dongusti sureglerine bagli olarak bariz dalgalanmalarin oldugu
ortaya ¢ikmustir. Hormonlar icin farkli tam laboratuvarlar: farkl: referans araliklart
kullandig: icin birkag istisna hari¢ genel olarak bu calismada deneklerin timiinde

saptanan degerler referans aralik sinirlari igerisinde kalmstir (Cizelge 4.1.).

Cizelge 4.1.Sigara kullanmayan (NS) ve Sigara kullanan (S) Dondrlerden Farkli
Zamanlarda Alinmis Periferik Kanlara Ait Hormon Degerleri

Ortalamalart.
Sigara Kullanmayan FSH LH Prog.
E2 (pg/ml)
(NS) (mIU/mi) (mIU/mi) (ng/mi)
Folikiler Evre 38.00+2.76 | 5.93+0.48 | 7.47+1.20 | 0.73+0.22
Ovulasyon Evre 208.93+105 | 8.01+3.23 |30.70+£18.20( 1.32+0.49
Luteal Evre 113.14+11.5 | 2.69+0.47 | 6.20£3.29 | 4.97+1.00
) FSH LH Prog.
Sigara Kullanan (S) E2 (pg/ml)
(mIU/mi) (mIU/mi) (ng/ml)
Folikuler Evre 48.46x8.55 | 5.58+0.64 | 5.56+0.48* | 0.64+0.08
Ovulasyon Evre 71.94+43.10* | 5.82+0.53* |16.72+3.73* | 0.67+£0.09**
Luteal Evre 161.30+37.20| 6.20+1.46 | 25.04+13.3 | 2.72+2.04
*: P<0.05 **: P<0.01

Estradiol (E2) hormonunu inceledigimizde hem sigara kullanmayan (NS),
hem de kullananlarda (S) periferik kandaki en distk degerin folikiler evrede ortaya
ciktigr gozlenmektedir. Ayni hormonun ovulasyon evresindeki degeri ise S ve NS
gruplar1 arasinda oldukga belirgin bir fark ortaya ¢ikmis olup yiksek standart hata
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olarak goruldigu gibi bireyler arasinda da belirgin farklar gbzlenmistir. Ovulasyon
evresinde E2 degeri, sebebi bilinmemekle beraber NS grubunda yiksek bir
ortalamayla seyrederken S grubunda ise sigara aliskanlig: ile baglantil1 olabilecegini
tahmin ettigimiz belirgin olarak dusUse ugramustir. Luteal evrede ise hem NS
grubunda hem de S grubunda yakin degerler bulunmustur (Cizelge 4.1.).

Eldeki veriler, folikil uyarict hormon (FSH) bulgusu yoninden
degerlendirilecek olursa; NS grubunda en dusik luteal evre en yiksek ovulasyon
evresinde bulunmus olup S grubunda ise degerler ilging bir sekilde birbirlerine yakin
bulunmus olup en yiksek degerler; NS grubunun tam aksine luteal evrede
saptanmustir. Bu bulgular yoninden E2 ile benzerlikler gostermektedir. NS ve S
grubuna ait FSH verilerine bakildiginda NS grubu bulgular1 heterojen bir dagilim
gogerirken S grubu verileri homojen olarak dagilim gostermistir. (Cizelge 4.1.).

Cizelge (4.1.) LH hormonu yoninde incelendiginde NS ve S gruplarindaki en
yuksek LH degeri, NS grubunda ovulasyon evresinde, S grubunda ise luteal evrede
saptanmustir. En disik LH degerleri ise NS grubunda luteal evrede, S grubunda
folikller evrede saptanmistir. En distk LH degerlerinin goruldigl evreler
bakimindan LH ile FSH birbirine benzemektedir (Cizelge 4.1.).

Bu calismada dikkate alinan son hormon olan progesteron degerlerinin
incelenmesi sonucunda NS ve S grubunun her ikisinde de en disik hormon
konsantrasyonu folikiuler evrede tespit edilmistir. Her iki grupta ise luteal evre bu
hormon konsantrasyonunun yutkseldigi ortak safhadir. Ayrica progesteron degeri
sigara kullananlarda her g evrede de belirgin dususler gostermistir (Cizelge 4.1.).

Calismada saptanan hormon degerlerine fazlar cercevede bakildiginda sigara
kullanan bireylerin hormon degerlerinde birkag istisna haric genel bir disis
gbzlenmekte beraber bu disus, 6zellikle ovulasyon evresinde anlamli bulunmustur
(Cizelge 4.1.).
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4.1.2. Ayhk Adet Dongusiiniin KK D Frekana Uzerine Etkisi

DNA hasar1 ve devamindaki onarim olgusunun gosterilmesinde indikator
olarak kullanilan KKD testi ile elde edilen bulgular irdelendiginde sigara
kullanmayan dondrlerin kontrollerindeki en yiksek KKD frekansinin folikdler
evrede ortaya ciktigi (5.25£0.40) gorulmektedir (Cizelge 4.2). En dusuk deger ise
son safha olan luteal fazda gbzlenmis olup burada saptanan KKD seviyesi
(4.32+0.26), folikller evredeki esdegerine gore istatistiksel olarak dnemli seviyede
distk bulunmustur (P<0.05). Yine bu grupta her Uc fazda da 24 ve 48 saatlik
mitomycin C (MMC) muamelesi KKD sikligini kontrole gore bariz ve anlaml1 bir
sekilde artirmugtir. D6Nngu igindeki fazlar karsilastirildiginda ovulasyon fazindaki 24
saatlik MMC uygulamasi folikiler fazdaki esdegerine gore anlamli seviyede distk
¢cikmig ancak 48 saatlik MMC uygulamasinda ise folikuler evredeki esdegerinden
Onemli oranda daha yiksek saptanmistir. Bunlardan baska luteal fazdaki 48 saatlik
MMC uygulamasinda saptanan KKD frekansi ovulasyon fazindaki esdegerine gore
anlaml1 derecede distk bulunmustur (Cizelge 4.2.).

Sigara kullanan gruptaki KKD frekanslar1 ise; kontrol gruplar1 ¢ fazda da
birbirine gok yakin degerler olarak bulunmus olup aralarinda anlamli olmayan kiigik
varyasyonlar mevcuttur. Bu grupta da ovulasyon fazinin 24 saatlik MM C uygulamasi
hari¢ bitin MMC uygulamalari KKD frekansint kontrole gére 6nemli seviyede
artirmiglardir. Ayrica folikuler fazdaki 24 saatlik MMC uygulamast KKD frekansini,
ovulasyon ve luteal fazdaki esdegerlerine gore anlamli seviyede yukseltmistir.
Benzer sekilde luteal fazdaki 48 saatlik MMC uygulamast KKD sayisi ovulasyon
evredeki muadilinde gozlenen KKD sayisindan anlamli seviyede diistk bulunmustur
(Cizelge 4.2.).
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Sigara kullanmayan ve kullananlarda kontrollerine bakildiginda sigara
kullananlarin folikuler faz hari¢ diger evrelerinde 6nemli olmayan diizeyde bir KKD
frekanst artis1 gbzlenmistir. Sigara kullanmayan ve sigara kullanan dondrlerde ortaya
cikan genel KKD frekanslar1 karsilastirildiginda sadece sigara kullanmayanlarin
ovulasyon fazindaki 48 saatlik MMC uygulamas: (21.68+3.44) sigara kullanan
esdegerine gore anlamli seviyede daha yiksek (P<0.05) bulunmustur. Diger
degiskenler arasinda sigara kullanimi yonunden anlamli bir KKD frekans fark: ortaya
cikmamistir (Cizelge 4.2.). Bu hilgilere ilaveten en disik ve en yiuksek KKD
frekansi 1-41 araliginda ¢ikmis olup en yuksek frekans NS grubunda ovulasyon
fazimin 48 saat MM C uygulamasinda saptanmustir.

4.1.3. Aylik Adet Dongusiiniin Kromozom Anormalligi Olusumu Uzerine Etkisi

Aylik donginiin gesitli evrelerine ait kromozom anormallikleri ve hiicre
basina dusen kromozom anormalligi tablosu (Cizelge 4.3.) incelendiginde en fazla
ortaya ¢ikan anormallik kromatid kirigi1 (B’) olarak gbze carpmaktadir (Sekil 4.1.,
Sekil 4.2.). Fazla ¢ikan diger bir anormallik ¢esiti ise kromozom kirigi (B’’) olup net
sekilde fotograflanan bazi anormalliklere ait gorseller metnin devamindadir (Sekil
4.3., Sekil 4.8.). Bu iki parametrenin yiksek ¢ikmasi olasi klastojenik etkiyi akla
getirmekle beraber aneujenitenin gostergelerinden birisi olan poliploidi sayisi ise

gorece az bulunmustur.
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10 um

Sekil 4.1. Folikuler evrede alinan kan orneklerinde 48 saatlik MMC muamelesi
sonucu ortaya gikan kromatid kirigi (B”)

Sigara kullanmayanlarda ayhik dongunin (¢ fazindaki muamelesizlerin
karsilastirilmas: sonucunda en az sayida kromozomal anormallik tasiyan hiicre
ylzdesi luteal evrede bulunmus olup bu degerin (3.75+0.47b,c;) 6neceki evrelerdeki
esdegerlerinden anlaml1 6lciide (P<0.05) daha diistk oldugu saptanmustir. Bu grupta
en yuksek KA frekans ise folikller evrede (7.75+£0.47) saptanmistir. MMC biitiin
uygulamalarda kromozomal anormallikleri artirmug (p<0.05) ancak kontrole gore en
fazla artig luteal fazda ve folikiler fazin 48 saatlik MMC uygulamasinda (p<0.01)
saptanmustir. Cizelge 4.3'te goruldigu gibi en yiksek anormal hicre yuzdesi
foliktler fazda, en distk oranlar ise luteal fazda bulunmustur. Bulgular hiicre basina
dusen anormallik oranlar: (KA/hticre) bakimindan irdelendiginde ise genelde benzer
sonuclar gostermekle birlikte kiiclik varyasyonlar mevcuttur. Bu parametre agisindan
dayine folikuler evre en yuksek, luteal evre de en disik KA/hicre frekansini ortaya

cikarmistir. Sigara kullanmayan grup igin sonucglar 6zetlenecek olursa kromozom
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anormalligi yonunden en yuksek frekanslar: folikiler evre, en dusik frekanslar: ise
luteal evre gostermektedir.

10 pm

Sekil 4.2. Folikiler evrede alinan kan orneklerinde 24 saatlik MMC muamelesi
sonucu ortaya ¢ikan kromozom kirigi (B'")
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Sekil 4.3. Folikiler evrede alinan kan orneklerinde 24 saatlik MMC muamelesi
sonucu ortaya ¢ikan kardes kromatid birlesmesi (SU)

Sekil 4.4. Folikiler evrede alinan kan orneklerinde 24 saatlik MMC muamelesi
sonucu ortaya ¢ikan disentrik kromozom (DS)
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Sekil 4.5. Folikuler evrede alinan kan orneklerinde kontrol grubunda ortaya glk
fragment (F)

10 pm

Sekil 4.6. Luteal evrede alinan kan 6érneklerinde 48 saatlik MM C muamele
ortaya ¢ikan kromatid degisimi (KD)
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10 pm

Sekil 4.7. Ovulasyon evresinde alinan kan drneklerinde 48 saatlik MM C muamelesi
sonucu ortaya ¢ikan kromatid degisimi (KD)

- . K V4
- . e
R ‘f}' il

-, ” - P

- !
g 10 pm
Sekil 4.8. Luteal evrede alinan kan érneklerinde 24 saatlik MMC muar.._.__. __.._cu
ortaya ¢cikan kromatid degisimi (KD)
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Sigara kullanan gruptaki kromozom anormallikleri muamelesiz kontroller
incelendiginde sigara kullanmayanlarin tam aksine en yiksek anormallik luteal
evrede (8.00£0.40) en dusik KA ise folikiler evrede (6.50+0.64) belirlenmistir.
Bununla birlikte MMC muamelesinin sonucuna bakildiginda sadece folikuler evrede
hem 24 hem de 48 saatlik muameleler KA frekanslarimt 6nemli diizeyde (P<0.05)
artirmigtir. Kalan diger iki evrede ise sadece 48 saatlik muamelelerin sonuglari
anlamli bulunmustur. Bu sonu¢ muhtemelen muamelesiz kontrollerdeki yiuksek KA
frekansindan kaynaklanmaktadir. Zaten bunun bdyle oldugu sigara kullanmayan
gruptaki muamelesiz kontrollerle yapilan karsilastirma gostermektedir. Hem
ovulasyon fazinin hem de luteal fazin muamelesiz kontrollerinde KA frekanslart NS
grubundaki muadillerinden dnemli 6lctide yiksek bulunmustur. Sigara kullananlarda
ortaya ¢ikan bu sonuclar oldukga manidardir. Ilging bir sekilde sigara kullananlarda
luteal fazin etkilenmis oldugu, ayrica bununla baglantisi olabilecegini distindigimiz
progesteron hormonunda belirgin disusler gozlenmistir. Luteal fazin hem
muamelesiz kontrolii hem de 24 saatlik MMC uygulamasi folikller evreye goére
anlaml1 (P<0.05) KA artislart ortaya cikarmustir. KA frekanst yoninden en yiksek
frekans ovulasyon fazi 48 saatlik MM C uygulamasi gostermisken en diistk olan ise
foliktler fazin muamelesiz kontrolt gostermistir (Cizelge 4.4.)

Hiucre basina disen anormallikler (KA/Hicre) agisindan ise kiglk
varyasyonlar olmakla birlikte benzerlikler saptanmustir. Bu parametre agisindan da
en yuksek frekans yine luteal evrede saptanmistir (Cizelge 4.4.).

4.1.4. Ayhk Adet Dongusiinin DNA Replikasyonu ve Mitoz Béliinme Uzerine
Etkis

DNA replikasyonu etkinligini gosteren bir parametre olarak proliferasyon
(replikasyon) indeksi (PI) incelendiginde, sigara kullanmayanlarda kontrolleri
irdelendiginde her (¢ fazda da hemen hemen benzer bir deger ol¢ulmdsttr. Bununla
birlikte ovulasyon fazindaki Pl degeri 6nemli olmayan bir seviyede artis gostermistir.
Burada ilging olan bir baska durum ise MMC uygulamasinin iki uygulama (foliktler
ve ovulasyon fazinin 24 saatlik MMC) hari¢ DNA replikasyonunu istatistiki Gnemde
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dustrmedigi  konusudur. En yiksek proliferasyon indeksi ovulasyon fazinin
kontrolinde (1.84+0.09), en dusik Pl degeri ise, ortaya ¢cikan KA frekanslar: ile
tutarli olarak, folikller evrenin 48 saatlik MMC uygulamasinda (1.57+0.14)
saptanmustir.  Ozetlenecek olursa en yiksek Pl degerleri ovulasyon fazinda
hesaplanmistir (Cizelge.4.2.).

Sigara kullanan donorlerden elde edilen Pl degerleri ise daha agiklanabilir
olarak degerlendirilmistir. Kontroller agisindan incelendiginde en yuksek Pl degeri,
folikller fazda bulunmus olup ovulasyon fazindaki muadilinden 6nemli 6lclide
(P<0.05) yuksek bulunmustur. MMC uygulamasi bu grupta belirgin etkiler ortaya
¢ikarmistir. Burada MMC iki uygulama hari¢ (ovulasyon ve luteal fazda 24 saatlik)
Pl degerlerini anlaml1 diizeyde azaltmistir (Cizelge 4.2.).

Sigara kullanan ve kullanmayan gruplara ait Pl verileri irdelendiginde
(ovulasyon evresi MM C uygulamalar: hari¢) sigara kullananlarin Pl degerleri sigara
kullanmayanlara ait degerlerden daha yiksek bulunmus olup folikiler evre
kontrolleri arasinda anlaml1 bir fark (P<0.05) saptanmustir. (Cizelge.4.2.).

Sigara  kullanmayanlardaki ~ kontrollerdeki  mitotik  indeksler  (MI)
incelendiginde ilk gdze carpan sonug folikiler evrede en dusuk MI degeri
(4.552£0.18) en yiuksek deger ise luteal fazda (5.20+0.18) hesaplanmis olup, bu
durum ortaya cikan KA frekanslari ile tutarlidir. MMC muamelesi MI degerini
diustrmekle birlikte bu dusUsler sadece folikiler ve luteal fazdaki 48 saatlik
muamelede kontrole gore 6nemli bulunmustur (Cizelge.4.3.).

Sigara kullananlarda kontrollerdeki MI degerleri irdelendiginde sigara
kullanmayan gruptaki bulgularin aksine ama KA frekanslar: ile tutarli olarak en
yiksek deger (5.06+0.08) folikuler fazda en dusik deger ise luteal fazda (4.58+0.16)
hesaplanmistir. Folikiler evrede hesaplanan bu deger diger iki fazdaki bulunan
degerlerden 6nemli (P<0.05) derecede yiksektir. MMC bu grupta M1 Gzerine etkisini
cok belirgin olarak ortaya ¢ikarmamis olup sadece folikller evrede ve luteal evrenin
48 saatlik uygulamasinda kontrole gore anlamli diizeyde M1 degerini azaltmistir. Bu
bilgilere ilaveten luteal fazdaki hesaplanan M| degerlerinin tamamu folikller evrede

hesaplananlardan 6nemli seviyede (P<0.05) disuk bulunmustur (Cizelge.4.4.).
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Ayrica sigara kullanan ve kullanmayan gruplarda bulunan MI degerleri
acisindan da anlamli farklar bulunmustur. Kisaca agiklamak gerekirse folikuler ve
luteal evrelere ait kontrol ve 24 saatlik MMC uygulamalari iki grup (NS ve S)
arasinda 6nemli diizeyde farkliliklar bulunmustur (Cizelge.4.4.).

4.2 Tartisma

4.2.1. Adet Dongusi Evrelerinin Insan Periferal Kan Lenfositlerinde Kardes
Kromatid Degisimi (KKD) ve Kromozom Aberasyonu (KA) Uzerindeki
Etkis

Ureme cagindaki bazi memelilerde gorilen adet dongusii temel olarak
yumurtanin doéllenebilmesi ve olusan zigotun uygun zemin bularak tutunup
ontogenik gelisimi tamamlamast gibi streglerin hazirlanmasi sirasinda ortaya gikan
yeniden duzenlemelerdir. Bu stirecin yonetiminde endojen cinsiyet hormonlar: (E2,
FSH, LH ve progesteron gibi) éncii roller istlenmektedirler. Onceki boliimlerde
aciklanchgr gibi adet dongisi esnasinda endojen cinsiyet hormonlarinin
konsantrasyonlari, donginiin dogast geregi ve evreye bagli olarak belirgin
dalgalanmalar gostermektedir. Bu dalgalanmalar belirli sinirlar kapsaminda cereyan
etmekte olsa da bunlarin bireyin metabolizmas: Uzerinde bariz etkilerinin oldugu
yukarida da vurgulanmistir. Bu ¢calismada dikkate alinan endojen cinsiyet hormonlari
yapisal olarak steroid grubu hormonlar sinifina girmektedirler. Steroid hormonlarin
sitolojik ve genetik etkilerini arastiran onlarca ¢alisma yapilmis ve bunlarin sonuclart
literatire girmistir. Bu calismalarin  blydk cogunlugu kontrolli  hormon
uygulamalarinin hiicreye ve genomuna olan etkilerini ortaya ¢ikarmay: hedefleyen
calisgmalardir. Her ne kadar bu calismada onceki yapilanlardan farkli olarak adet
dongusiine bagli olan normal hormon dalgalanmalarinin olasi kromozom ve mitotik
hassasiyetlerin ortaya cikarilmasim hedeflemis olsa bile bu alana yeni katkilar
saglamaya adaydir. Boylece ¢alisma sonunda elde edilmis verilerin kontrolli hormon
muamelesine benzer etkiler gosterip gostermedigi de irdelenmistir. Bu calismada
yapilan testlerin sonuglarini tartismaya baslamadan, daha once yapilmis benzer
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calisgmalara kisaca deginmek konunun anlam bitanligl daha iyi kavranmasi
agisindan calismaya onemli katkilar saglayacaktir. Oncelikle literatiirde en fazla goze
carpan endojen cinsiyet hormonlarindan E2 daha sonra da diger hormonlarin
etkilerini tartisilan galismalara asagida deginilmistir. Bundan baska burada amilan
hormonlarin seviyelerini, adet dongusiinden bagimsiz olarak etkileyen unsurlara da
atifta bulunmak yapilan ¢alismanin hedefini daha da belirginlestirecektir. Ancak bu
bilgilere gecmeden ©Once bazi eksojen etkilerin canlidaki hormon profilini
etkileyebilecegi gosterilmis olup Ornegin sigara dumamna maruz birakilan deney
hayvanlarinin (sigan) periferal kanlarinda progesteron seviyesi kontrol grubuna
kiyasla oldukga yuksek bulunmustur (Florek ve ark. 2008). Hormonlarin dogrudan
transkripsiyon faktorii oldugu (Whitehead SA ve Nussey S., 2001) ve Ozellikle
estrojenlerin hiicre 6limine karsi koruyucu davrams gosterdigi saptanmistir (Cutolo
et a (2005). Yani hormonlar bireyin fenotipi Gzerine gen transkripsiyon dizeylerini
degistirerek epigenetik etkiler gostermektedir. Bundan baska hiicre sayisinda da bir
artisa yol agarak kanser olma riskini yikseltir (Renato ve Paola 2010). Ayrica
ogrojenlerin dogrudan gen mutasyonunu ya da aneuploidiyi uyararak genomik
dengesizligi artirdig1 belirtilmistir ki bu oksidatif hasarin inisiyasyonu ile ilgili olan
meme kanseri riskini de artirir (Welcsh 2009). Ovulasyon uyaran ilag kullanan
kadinlarda artmis bir KKD frekansi gozlenmistir (Joseph-Lerner ve ark. 1993).
Ksenobstrojen uygulamasinin hiicrelerde birgok genotoksik ve sitotoksik riskleri
beraberinde getirdigini ortaya cikartan bircok calisma mevcuttur (Hiller-Sturmhéfel
ve Bartke, 1998, Stellman et al 1998, Meek and Finch 1999, Ahmad ve ark. 2000,
Liehr ve ark. 2000, Rudel et al 2001, Charlier and Plomteux 2002, Djelic ve Djelic,
2002, Travis ve Key 2003, Iwai et al 2005). Ayrica cevresel kirleticiler de steroid
hormonlarin etkilerini taklit ederek canlilar1 6nemli olctide etkilemektedir (Adami et
al. 1995, Kojima et al. 2005, Lee et al. 2012, Li et al 2012). Bunun sonucunda meme
kanseri (Stellman et al 1998, Rudel et al 2001, Charlier and Plomteux 2002, Iwai et
al 2005 ), endometrial kanser (Hiller-Sturmhtfel ve Bartke, 1998) ve testis germ
hiicre timdrleri (Meeks et al 2012) frekanslar: oldukca yukselmektedir. Calismamiza
benzer bir arastirmada, adet dongusine bagli olarak KKD ve KA frekanslarinda
Onemli dalgalanmalar gozlenmistir; KKD adet donglsinin sonunda en yiksek
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degerine ulasirken ovulasyonda dusmtisttr. Halbuki KA’ lar, adet gérmenin basindan
ovulasyon evresine kadar gittikge artma egilimindedir ve daha sonra kademeli olarak
dusmustar. Aym calismada MN ise dnemli seviyede dalgalanmamustir (Landi ve
Barale 1999). Bu calismada endojen cinsiyet hormon dalgalanmalarina bagli
genotoksisite bulgularinda degisiklerinin ortaya ciktigi vurgulanmis olup bizim
calismamizda da benzer dalgalanmalar bariz sekilde gorilmektedir. Ancak bu sonug
bizim bulgularimizin bir kismi ile értUstrken bir kismi ile de celismektedir. Bizim
calismamizda adet doneminde E2, FSH, LH ve progesteron hormonlarindaki belirgin
dalgalanmalar gozlenmekte olup dalgalanmalarin hiicrelerde bir takim genetik
ve/veya epigenetik etkilerinin oldugu dnceki ¢alismalardan da (Fowden ve Forhead
2009) bilinmektedir.

CGalismamizda kontrol bulgularinin 6nemi kadar MM C uygulamasina verilen
hiicresel tepki siddetinin de son derece 6nemi vardir. ClUnki bu sonuclar adet
donglsinin herhangi bir donemde cevresel risk faktérlerine maruz kalmanmn nasil
sonuclar sergileyecegini tahmin etmemize olanak vermektedir. Calismamizda
mutajenitenin gostergesi olarak uygulanan testlere ait bulgular incelendiginde,
kontrollerde saptanan KKD frekanslar1 folikller evreden luteal evreye dogru bir
azalma egilimi gostermistir. Ancak MMC uygulamasina verilen tepki bakimindan
ortalamalara bakilirsa saptanan en yiksek KKD degerleri ortalamas: sigara
kullanmayan grupta ovulasyon evresi, sigara kullananlarda ise en yiuksek KKD
frekansi folikuler evrede bulunmustur. Her iki grupta da ortak olarak, luteal evrenin
KKD frekansinin en disuk saptandigi evre oldugu degerlendirilmistir. Sonuclar
KKD bulgusu yoninden 6zetlenecek olursa MMC'ye adet dongusinin en duyarl:
donemleri olarak folikiler ve ovulasyon evresi, en dayanikli donem ise luteal evre
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Veriler KA’l1 hiicre ylzdesi ve KA/hlicre yoninden
degerlendirilecek olursa sigara kullanmayan donotrlerde en yiksek anormallik
ortalamasi folikller evre en distk anormallik ortalamasi ise luteal evre saptanmustir.
Sigara kullanan grubun kontrollerindeki KA’l1 hiicre yUzdeleri folikller evreden
luteal evreye dogru artma yonunde bir egilim goserse de MMC uygulamasina
verilen tepkiler yoniinden en yiksek kromozom anormalligi ovulasyon evresinde
saptanmustir. Bu sonuglar KKD verileriyle karsilastirilacak olursa sasirtici bir sekilde
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benzerlikler gostermektedir. KA yoninden de adet donglsunin bilinen mutaenlere
kars1 en dayanikli oldugu evrenin luteal evre oldugu sdylenebilir. Sigara kullanimina
ilaveten mutajen uygulamasinin KA'’l1 hiicre frekansim anlamli diizeyde artirdigi
gorilmektedir. Sigara kullaniminin progesteron degerinin dismesine paralel olarak,
hicre dongusi kontrol noktalarini  (checkpoint) engelleyerek daha fazla
mutasyonlarla karsilasmamiza ve Pl ve M1’ min daha yiksek gorilmesine yol agtigin

degerlendirmekteyiz.

4.2.2. Adet Dongusi Evrelerinin Hucre Proliferasyonu ve Mitoz Boélinme

Uzerine Olan Etkis

Calismada DNA replikasyonu ve hticre siklusu verileri incelendiginde adet
dongusiine 6zel dikkat ¢ekici bulgulara rastlanmamustir. Bireylerin hormon dizeyleri
Uzerine disaridan herhangi bir etkileme yapilmadig: igin 6zellikle hiicre siklusunda
g6ze carpan bir sonug saptanmamustir. Bununla birlikte hiicreler MM C uygulamasina
beklendigi gibi hem proliferasyon indeksini hem de mitotik indeksi dusurerek cevap
vermislerdir. Ilaveten sigara aliskanhiginin belki de hormon duizeylerini distrerek
proliferatif etkisi Ozellikle folikuler evrede godzlenmekte olup bu etki sigaranin

kanserojen karakterine isaret etmektedir.

68



5.SONUCLAR VE ONERILER Handan ERBOGA

5.SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada dreme cagindaki saglikli ve ilagla dogum kontrolu
uygulamayan sigara kullanmayan ve ayni dl¢itlere sahip sigara kullanan kadinlarin
periferik kanlarindaki cinsiyet steroidlerinin dalgalanmasina bagli olarak ortaya
cikabilecek olast kromozom hassasiyeti ve sitotoksisiteye yatkinlik davransi
arastirllmigtir.  Calismamizda  kullandiginiz  testler kisa sireli  genotoksisitenin
sitotoksisitenin saptanmasinda genis ¢apta kabul goren sinama 6lgekleridir. Sonuglar
degerlendirildiginde hassasiyetin genel anlamda en fazla arttigi evre folikuler evre
en az etkilenilen evrenin ise luteal evre oldugunu rahatlikla sdyleyebiliriz. Luteal
evre bu riskler bakimindan en dayanikl: evredir denilebilir.

Cevresel kirleticilerin yaninda gesitli nedenlerle kullamimak zorunda kalinan
tedavi edicilerin (kemoterapétik gjanlar da dahil) iyilestirici etkilerinin yamnda
mevcut yan etkilerinden dolay: risk faktorleri icerisinde sayilmalidir. Bu tehlike ve
risklerle kars1 karsiya olan insan, kimyasallarin toksk ve 6zellikle de genotoksik
etkilerine belirgin sekilde maruz kalmaktadir. Bu gibi risklerle karsilasma zamanini
tam olarak ayarlayamadigimiz yasam sireci icinde olasi donemsel kromozomal
hassasiyetler veya epigenetik mekanizmalar son derece Onem kazanmaktadir.
Bununla birlikte kadinlarda ilag kullanim periyodunun kismen ayarlanmas: bile varsa
donemsel kromozom duyarhlik sirecinin atlatilmasinda ¢ok ©nemli katkilar
saglayacaktir. Bu hilingle olasi risk faktorlerinden bireylerin kendini maksimum
seviyede korumast Onerilebilir. iste bizim yaptigimiz bu calisma, hormon
dalgalanmasina bagli olarak mevcut bir kromozom duyarlilik periyodu veya
periyodlarina bir nebze olsun 11k tutmaktadr.

Bununla birlikte bu caligmanmin tali ancak 6nemli sonuclarindan birisi de
sigara aliskanliginin belki de hormon diizeylerinin distirmesinden dolayi, proliferatif
etkisi ozellikle folikller evrede gozlenmekte olup bu etki sigaramin genotoksik
kanserojen karakterine isaret etmektedir.

Calisma bulgularinin tamami Ozetlenecek olursa her iki grupta da MMC
uygulamasina verilen KKD ve KA cevali bakimindan en duyarli dénemin folikiler
ve ovulasyon evreleri oldugu, en dayanikli evrenin ise luteal evre oldugu belirgin bir
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sekilde ortaya cikmustir. Bizim ve benzer calismalarin bulgulari dogrultusunda
cevresel risk faktorlerinin adet dongisiinden bagimsiz bir sekilde bilinen etkileri
yaninda kadinlarda adet dongusine bagli olarak ortaya c¢ikmast muhtemel
genotoksisite bulgular: dikkate alindiginda hangi evrenin daha duyarl ya da tersine
hangi evrenin daha stabil oldugu bilgisi birey sagligi acisindan son derece dnemli
olup bu bilgiler onleyici saglik tedbirler cercevesinde degerlendirilebilir. Elde
ettigimiz bu bulgulara ragmen bu sonuclarin benzer baska ¢alismalar ve ilave test
sistemleriyle de desteklenmesi gerektigi kanisindayiz.

70



KAYNAKLAR

ADAMI, HO., LIPWORTH, L., TITUS,-ERNSTOFF, L., HSIEH, CC., HANBERG,
A., AHLBORG, U., BARON, J, TRICHOPOULOS, D., 1995.
Organochlorine compounds and estrogen-related cancers in women. Cancer
Causes Control. Nov;6(6):551-66.

AHMAD, M.E., SHADAB, G.G., HODA, A. and AFZAL, M., 2000. Genotoxic
effects of estradiol-17beta on human lymphocyte chromosomes, Mutat. Res.,
466:109-115.

AHMAD, M.E, SHADAB, G.G., AZFER, MA., AFZAL, M., 2001. Evaluation of
genotoxic potential of synthetic progestins-norethindrone and norgestrel in
human lymphocytes in vitro. Mutat Res., Jul 25; 494(1-2):13-20.

ALBERTINI, R. J, ANDERSON, D., DOUGLAS, G. R, HAGMAR, L.,
HEMMINKI, K., MERLO, F., NATARAJAN, A. T., NORPPA, H.,
SHUKER, D. E. G, TICE, R., WATERS, M. D. and AITIO, A., 2000. IPCS
Guidelines for The Monitoring of Genotoxic Effects of Carcinogens in
Humans. Mutat. Res., 463:111-172.

ANDERSON, D., 1988. Human Biomonitoring. Mutat. Res., 204:353-541.

AYHAN, A., 2008. Temel Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Bilgisi Menstriiel Dongti
Gunes Kitabevi 2.Baski Chapter:1489-1497.

BAEYENS, A., VANDERSICKEL, V., THIERENS, H., RIDDER LD., VRAL A.,
2005. Effects of estradiol and progesterone on the variability of the
micronucleus assay. Mutat Res., Oct 15;578(1-2):308-16. Epub 2005 Jul 11.

BAJPAYEE, M., PANDEY, AK., PARMAR, D., MATHUR, N., SETH, PK.,
DHAWAN A., 2005. Comet assay responses in human lymphocytes are not
influenced by the menstrual cycle: a study in healthy Indian females. Mutat
Res., Jan 3;565(2):163-72.

BALTACI, V., ZEYNELOGLU, HB., 2004. Increased frequency of sister-chromatid
exchange and altered alkaline comet assay scores in superovulation cycles for
unexplained infertility. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol. Mar 15;113(1):73-
1.

71



BECHER, R., 1988. No effect of high-dose medroxyprogesterone acetate on the
frequency of sister chromatid exchange in lymphocytes of cancer patients.
Oncology.;45(1):57-60.

BOADA, LD., ZUMBADO, M., DEL, RIl., BLANCO, A., TORRES, S,
MONTERDE, JG., AFONSO, J.., CABRERA, JJ., DIAZ-CHICO, BN.,
2002. Steroid hormone progesterone induces cell proliferation and abnormal
mitotic processes in rat liver. Arch Toxicol. Jan;75(11-12):707-16.

BONASSI, S, HAGMAR, L., STROMBERG, U., MONTAGUD, A. H.,
TINNERBERG, H., FORNI, A., HEIKKILA, P., WANDERS, S,
WILHARDT, P., HANSTEEN, I. L., KNUDSEN, L. E. and NORPPA, H.,
2000. Chromosomal Aberrations in Lymphocytes Predict Human Cancer
Independently of Exposure to Carcinogens. Cancer Res., 60:1619-1625.

BONASSI, S, ZNAOR, A., NORPPA, H. and HAGMAR, L., 2004. Chromosomal
aberrations and risk of cancer in humans. an epidemiologic perspective.
Cytogenet. Genome Res. 104:376-382.

BONASSI, S, UGOLINI, D., KIRSCH-VOLDERS, M., STROMBERG, U.,
VERMEULEN, R. and TUCKER, J. D., 2005. Human Population With
Cytogenetic Biomarkers: Review of the Literature and Future Prospectives.
Environ. and Mol. Mutagen., 45:258-270.

BONASSI, S, ZNAOR, A., CEPPI, M., LANDO, C., CHANG, W. P., HOLLAND,
N., KIRSCH-VOLDERS, M., ZEIGER, E., BAN, S.,, BARALE, R,
BIGATTI, M. P, BOLOGNESI, C., CEBULSKA-WASILEWSKA, A.,
FABIANOVA, E., FUCIC, A., HAGMAR, L., JOKSIC, G., MARTELLLI, A.,
MIGLIORE, L., MIRKOVA, E., SCARF, M.R., ZIINO, A., NORPPA, H.
and FENECH, M., 2007. An Increased Micronucleus Frequency in Peripheral
Blood Lymphocytes Predicts the Risk of Cancer in Humans. Carcinogenesis,
28:625-631.

BRAZ, MG., SALVADORI, DM., 2007. Lack of genotoxicity induced by
endogenous and synthetic female sex hormones in peripheral blood cells
detected by alkaline comet assay. Environ Mol Mutagen. Jun;48(5):414- 20.

72



BRAZ, FAVERO SALVADORI DM., 2007. Influence of endogenous and synthetic
female sex hormones on human blood cells in vitro studied with comet assay.
Toxicol In Vitro. Aug;21(5):972-6. Epub 2007 Feb 27.

CARRANO, A.V., THOMPSON, LINDL, P.A. and MINKLER, JL., 1978. Sister
Chromatid Exchanges as an Indicator of Mutagenesis. Nature (London), 271:
551-553.

CARRANO, and NATARAJAN, A. T., 1988. Consideration for Population
Monitoring Using Cytogenetic Techniques. Mutat. Res., 204:379-406.
CAVALIERI, E., FRENKEL, K., LIEHRE, J.G., ROGAN, E. and ROY, D., 2000.
Estrogens as endogenous genotoxic agents—DNA adducts and mutations, J.

Natl. Cancer Inst. Monogr.; 75-93.

CHARLIER C., PLOMTEUX G., 2002. Environmental chemical pollution and toxic
risk for humans: the particular role of organochlorine pesticides. Ann Biol
Clin (Paris). Jan-Feb;60(1):37-46.

CHENG, M., CONNER, M. K. and ALARIA, Y., 1981. Potency of Some
Carbamates as Multiple Tissue Sister Chromatid Exchanges in Bloom's
Syndrome Lymphocytes. Cancer Res., 71:4508-4512.

COCCHI, L., SCARCELLI, V., PULITI, A., BARALE, R. and SBRANA, I., 2005.
Endogenous sex hormones affect the mutagen-induced chromosome damage
by altering a caffeine-sensitive checkpoint. Mutation Res. 570(2); 281-288.

CUTOLO, M., CAPELLINO S.,, PAOLA, M., PAOLA G., SULLI A. And
VILLAGGIO B., 2005. Sex hormone modulation of cell growth and
apoptosis of the human monocytic/macrophage cell line. Arthritis Research &
Therapy, 7:R1124-R1132 doi:10.1186/ar1791

D’SOUZA, D., THOMAS, IM., DAS, BC., 1988. Variation in spontaneous
chromosomal damage as a function of biologic rhythms in women. Hum
Genet. May;79(1):83-5.

DHILLON, VS., DHILLON,IK., 1996. Genotoxicity evaluation of norethisterone
acetate. Mutat Res. Jan;367(1):1-10.

73



DJELIC, N., and DJELIC, D., 2002. Enhanced sister-chromatid exchange rate in
human lymphocytes exposed to 17beta edtradiol in vitro, Arch. Med. Res,,
33:148-151.

EVANS, H.J, 1984. Human peripheral blood lymphocytes for the analysis of
chromosome aberrations in mutagen tests. Handbook of Mutagenicity Test
Procedures. In: Kilbey, B.J., Legator, M., Nichols, W. and Ramel, C. (Eds)),
Second edition, Elsevier Science Publishers, BV, pp. 405-427.

FEINBERG, BB., TAN, NS.,, WALSH, SW., BRATH, PC., GONIK, B., 1992.
Progesterone and estradiol suppress human mononuclear cell cytotoxicity. J
Reprod Immunol. Mar;21(2):139-48.

FISCHER, W.H., KEIWAN, A., SCHMITT, E. and STOPPER, H., 2001. Increased
formation of micronuclei after hormonal stimulation of cell proliferation in
human breast cancer cells, Mutagenesis 16; 209-212.

FLOREK, E., JANICKI, R., PIEKOSZEWSKI, W., KULZA, M., CHUCRACKI,
M., SEDZIAK, A., 2008. Tobacco smoking influence on the level of sex
hormones--animal model. Przegl Lek.;65(10):508-13.

FOWDEN, A.L., FORHEAD, A. J, 2009. Hormones as epigenetic signals in
developmental  programming. doi:  10.1113/expphysiol.2008.046359.
Experimental Physiology, 94, 607-625.

FUCIC, A., STOXKOVIC, R., KATIC, J, MARKOVIC, D., FERENCIC, Z.,
KORSIS, M., JAZBEC, AM., GAMULIN, M., 2009. Animal model for age-
and sex-related genotoxicity of diethylstilbestrol. Braz J Med Biol Res,,
42(11):1090-6.

FURUYA, T., HAGIWARA, J., OCHI, H., TOKUHIRO, H., KIKAWADA, R.,
KARUBE, T., WATANABE, S., 1991. Changes of common fragile sites on
chromosomes according to the menstrual cycle. Hum Genet. Mar;86(5):471-
4,

GIEMSA, G., 1904. Eine Vereinfachung und Vervollkommnung meiner
Methylenblau-Eosin-Farbemethode zur  Erzielung der Romanowsky-
Nocht’schen Chromatinfarbung. Centralblatt fur Bakteriologie | Abteilung
32, 307-313.

74



HAGMAR, L., BROGGER, A., HANSTEEN, I. L., HEIM, S, HOGSTEDT, B.,
KNUDAEN, L., LAMBERT, B., LINNAINMAA, K., MITELMAN, F.,
NORDENSON, |., REUTERWALL, C., SALOMAA, S.,, SKERFVING, S.
and SORSA, M., 1994. Cancer Risk in Human Predicted by Increased Levels
of Chromosomal Aberrations in Lymphocytes. Nordic Study Group on the
Health Risk of Chromosome Damage. Cancer Res., 54:2919-2922.

HELLEDAY, T., 2003. Pathways for Mitotic Homologous Recombination in
Mammalian Cells. Mutat. Res., 532:103-115.

HERZOG, R., LEUSCHNER, J, 1995. Evauation of the mutagenicity of
medroxyprogesterone acetate in vitro and in vivo. Arzneimittelforschung.
Mar;45(3):311-4.

HILL, A., WOLFF, S., 1983. Sister chromatid exchanges and cell division delays
induced by diethylstilbestrol, estradiol, and estriol in human lymphocytes.
Cancer Res., Sep;43(9):4114-8.

HILLER-STURMHOFEL, S., BARTKE, A., 1998.The Endocrine System An
Overview Vol. 22, No. 3, 159.

HUNDAL, BS.,, DHILLON, VS., SIDHU, IS, 1997. Genotoxic potential of
estrogens. Mutat Res. Mar 17;389(2-3):173-81.

IWAI, K., MIZUNO, S., MIYASAKA, Y., MORI, T., 2005. Correlation between
suspended particles in the environmental air and causes of disease among
inhabitants. cross-sectional studies using the vital statistics and air pollution
data in Japan. Environ Res. 2005 Sep;99(1):106-17. Epub Jan 11.

JOSEPH-LERNER, N., FEJGIN, M., BEN-NUN, I., LEGUM, C. and AMIEL, A.,
1993. The correlation between the frequency of sister-chromatid exchange
and human reproductive hormones, Mutat. Res. 300; 247-252.

KAUDERER, B., ZAMITH, H., PAUMGARTEN, F. J and SPEIT, G., 1991.
Evaluation of the Mutagenicity of Beta-Myrcene in Mammalian Cells In
Vitro. Environ. Mol. Mutagen., 18 (1):28-34.

75



KAYANI, MA., PARRY, JM., 2008. The detection and assessment of the aneugenic
potential of selected oestrogens, progestins and androgens using the in vitro
cytokinesis blocked micronucleus assay. Mutat Res., Mar 12;651(1-2):40-5.
Epub 2007 Nov 5.

KAYIKCIOGLU, F.,, GUNES, M., BALTACI, V., KOCAK, M., ALPAS, I.,
HABERAL, A., 2000. Sister-chromatid exchange frequencies in
postmenopausal hormone replacement patients. Mutat Res., Jul 20;452(1):37-
0.

KOCHHAR, TS., 1985. Inducibility of chromosome aberrations by steroid hormones
in cultured Chinese hamster ovary cells. Toxicol Lett. Dec;29(2-3):201-6.

KOCHHAR, TS.,, 1988. Steroid hormones enhanced sister-chromatid exchange in
cultured CHO cells. Experientia. Jan 15;44(1):62-3.

KOJMA, M., FUKUNAGA, K., SASAKI, M., NAKAMURA, M., TSUJ, M.,
NISHIYAMA, T., 2005. Evaluation of estrogenic activities of pesticides
using an in vitro reporter gene assay. Int J Environ Heath Res.
Aug;15(4):271-80.

KOOPMAN, MG., FLEER, A. VD., SCHAAF, DB., VAN DER MEULEN, FW.,
VON DEM BORNE, AE., ENGELFRIET, CP., 1981. Mae-female
differences in the cytotoxic activity of human monocytes in vitro. Clin Lab
Haematol.;3(1):45-50.

LANDI, S.,, BARALE, R., 1999. Sister chromatid exchanges, chromosome
aberrations and micronuclei in female lymphocytes: correlations with
biological rhythms, miscarriages and contraceptive pill use. Mutagenesis.
Nov;14(6):581-6.

LANG, R., REIMANN, R., 1993. Studies for a genotoxic potential of some
endogenous and exogenous sex steroids. 1. Communication: examination for
the induction of gene mutations using the Ames Salmonella/microsome test
and the HGPRT test in V79 cells. Environ Mol Mutagen.;21(3):272-304.

LEE, W., KANG, CW., SU, CK., OKUBO, K., NAGAHAMA, Y., 2012. Screening
estrogenic activity of environmental contaminants and water samples using a
transgenic medaka embryo bioassay. Chemosphere. Apr 10.

76



LI, G., Zu, L., WONG, PK., HUI, X., LU, Y., XIONG, J, An, T., 2012.
Biodegradation and detoxification of bisphenol A with one newly-isolated
strain Bacillus sp. GZB: Kinetics, mechanism and estrogenic transition.
Bioresour Technol. Mar 29.

LIEHR, J.G., 1997. Dua role of oestrogens as hormones and pro-carcinogens:
tumour initiation by metabolic activation of oestrogens, Eur. J. Cancer Prev.
6; 3-10.

LIEHR, J.G., 2000. Is estradiol a genotoxic mutagenic carcinogen. Endocrinol. Rev.
21; 40-54.

LIEHR, J.G., 2001. Genotoxicity of the steroidal oestrogens oestrone and oestradiol:
possible mechanism of uterine and mammary cancer development. Hum
Reprod Update. May-Jun;7(3):273-81.

LITTLEFIELD, LG., LEVER, WE., MILLER, FL., GOH, KO., 1975. Chromosome
breakage studies in lymphocytes from normal women, pregnant women, and
women taking oral contraceptives. Am J Obstet Gynecol. Apr 1;121(7):976-
80.

LUKIC, B., BARJAKTAROVIC, N., 1987. Sister-chromatid exchanges in newborns
after normal and progesterone-treasted pregnancies. Mutat Res,
Jun;191(2):121-4.

MACE, ML. JR., DASKAL, Y. and WRAY, W., 1978. Scanning electron
microscopy of chromosome aberrations. Mutat. Res., 52:199-206.

MAGKOUFOPOULOU, C., CLAESSEN, SM., JENNEN, DG., KLEINJANS JC.,
VAN DELFT, JH., 2011. Comparison of phenotypic and transcriptomic
effects of false-positive genotoxins, true genotoxins and non-genotoxins
using HepG2 cells. Mutagenesis. Sep;26(5):593-604. Epub 2011 Jun 1.

MAHROUS, HS., 2008. Evaluation of genetic damage in human lymphocytes of
women using oral contraceptives. J Egypt Public Health Assoc.;83(5-6):403-
14.

77



MAILANDER, PC., MEZA, JL., HIGGINBOTHAM S, CHAKRAVARTI, D., 2006.
Induction of A.T to G.C mutations by erroneous repair of depurinated DNA
following estrogen treatment of the mammary gland of ACI rats. J Steroid
Biochem Mol Biol. Nov;101(4-5):204-15. Epub 2006 Sep 18.

MARTELLI, A., MATTIOLLI, F., ANGIOLA, M., REIMANN, R., BRAMBILLA,
G., 2003. Species, sex and inter-individual differencesin DNA repair induced
by nine sex steroids in primary cultures of rat and human hepatocytes. Mutat
Res. Apr 20;536(1-2):69-78.

MASUDA, S., TERASHIMA, Y., SANO, A., OKADA, M., DEGUCHI, Y.,
TOYOIZUMI, T., SUGIYAMA, C., KUMAZAWA, S., KAMIHIRA, M.,
YOSHIOKA, H., TERAQ, Y., KINAE, N., 2006. Changes in the mutagenic
and estrogenic activities of 17beta-estradiol after treatment with nitrite. Biosci
Biotechnol Biochem. Apr;70(4):890-6.

MEEK, MD., FINCH, GL., 1999. Diluted mainstream cigarette smoke condensates
activate estrogen receptor and aryl hydrocarbon receptor-mediated gene
transcription. Environ Res. Jan;80(1):9-17.

MEEKS, JJ., SHEINFELD, J.,, EGGENER, SE., 2012. Environmental toxicology of
testicular cancer. Urol Oncol. Mar;30(2):212-5.

MURAKAMI, M., MINAMIHISAMATSUA, M., SATOB, K., HAYATAA, |,
2001. Structura analysis of heavy ion radiation-induced chromosome
aberrations by atomic force microscopy. Journal of Biochemical and
Biophysical Methods. 48(3): 293-301.

MURDOCH, WJ.,, 2005. Carcinogenic potential of ovulatory genotoxicity. Biol
Reprod. Oct;73(4):586-90. Epub 2005 Jun 15.

MURTHY, PB., PREMA, K., 1983. Further studies on sister-chromatid exchange
frequency in users of hormonal contraceptives. Mutat Res., Mar;119(3):351-
4,

NAIK, P., VIJAYALAXMI, KK., 2009. Cytogenetic evaluation for genotoxicity of
bisphenol-A in bone marrow cells of Swiss abino mice. Mutat Res. May
31;676(1-2):106-12. Epub 2009 Apr 22.

78



NELLES, JL., HU, W.Y. and PRINS, G.S., 2011. Edrogen action and prostate
cancer. Expert Rev Endocrinol Metab. 6(3):437-451.

NORPPA, H., BONASSI, S., HANSTEEN, I-L., HAGMAR, L., STROMBERG, U.,
ROSSNER, P., BOFFETTA, P., LINDHOLM, C., GUNDY, S., LAZUTKA,
J., CEBULSKA-WASILEWSKA, A., FABIANOVA, E., SRAM, R. J,
KUNUDSEN, L. E., BARALE, R. and FUCIC, A., 2006. Chromosomal
Aberrations and SCE as Biomarkers of Cancer Risk. Mutat. Res., 600(1-
2):37-45.

OKOH, V., DEORAJ, A., ROY, D., 2011. Estrogen-induced reactive oxygen
species-mediated signalings contribute to breast cancer. Biochim Biophys
Acta. Jan;1815(1):115-33. Epub 2010 Oct 29.

PARADI E., 1981. Mutagenicity of some contraceptive drugs in Drosophila
melanogaster. Mutat Res. Feb;88(2):175-8.

PERRY, P. and EVANS, H. J,, 1975. Cytological Detection of Mutagen-Carcinogen
Exposure by Sister Chromatid Exchange. Nature, 258:121-125.

PERRY, P., and THOMSON, E.J, 1984. The methodology of sister chromatid
exchanges, in: B.J. Kilbey, M. Legator, W. Nichols and C. Ramel (Eds.),
Handbook of Mutagenicity Test Procedures, 2nd Edition, Elsevier,
Amsterdam, pp. 459-529.

PETRIDIS P, JHA, AN., LANGSTON, WJ., 2009. Measurements of the genotoxic
potential of (xeno-)oestrogens in the bivalve mollusc Scrobicularia plana,
using the Comet assay. Aquat Toxicol. Aug 13;94(1):8-15. Epub 2009 May
27.

PRESTON-MARTIN, S.,, PIKE, M.C., ROSS, RK. JONES, PA. and
HENDERSON, B.E, 1990. Increased cell division as a cause of human
cancer, Cancer Res. 50; 7415-7421.

RENATO N.V.B., PAOLA, N., 2010 New Targeted Therapies Against Breast
Cancer. J Carcinogene Mutagene 1:110. doi:10.4172/2157-2518.1000110

ROSSI, D., AIELLO, V., MAZZONI, L., SENSI, A., CALZOLARI, E., 2007. In
vitro short-term test evaluation of catecholestrogens genotoxicity. J Steroid
Biochem Mol Biol. Jun-Jul;105(1-5):98-105. Epub 2007 May 17.

79



RUDEL, RA., BRODY, JG., SPENGLER, JD., VALLARINO, J., GENO, PW.,
SUN, G., YAU A., 2001. Identification of selected hormonally active agents
and animal mammary carcinogens in commercial and residential air and dust
samples. J Air Waste Manag Assoc. Apr;51(4):499-513.

SAVAGE, J. R. K., 1993. Update on Target Theory as Applied to Chromosomal
Aberrations. Env. and Mol. Mutagen., 22:198-207.

SHAKHAR, K., SHAKHAR, G., ROSENNE, E., BEN-ELIYAHU, S., 2000. Timing
within the menstrual cycle, sex, and the use of oral contraceptives determine
adrenergic suppression of NK cell activity. Br J Cancer. Dec;83(12):1630-6.

SIDDIQUE, YH., BEG, T., AFZAL, M., 2005. Genotoxic potential of
ethinylestradiol in cultured mammalian cells. Chem Biol Interact. Jan
15;151(2):133-41.

SIDDIQUE, ARA G., BEG, T., AFZAL, M., 2006. Genotoxic potential of
medroxyprogesterone acetate in cultured human peripheral  blood
lymphocytes. Life Sci. Dec 23;80(3):212-8. Epub 2006 Sep 16.

SHYAMA, SK., RAHIMAN, MA., 1996. Genotoxicity of lynoral (ethinyloestradiol,
an oestrogen) in mouse bone marrow cells, in vivo. Mutat Res. Oct 1;370(3-
4):175-80.

SONODA, E., SASAKI, M. S, MORRISON, C., YAMAGUCHI-IWAI, Y.,
TAKATA, M. and TAKEDA, S., 1999. Sister Chromatid Exchanges Are
Mediated by Homologous Recombination in Vertebrate Cells. Molecular and
Cellular Biology, 19 (7):5166-5169.

SOUZA, SS., CASTRO, FA., MENDONCA, HC., PALMA, PV., MORAIS, FR,,
FERRIANI, RA., VOLTARELLI, JC., 2001. Influence of menstrual cycle on
NK activity. J Reprod Immunol. May;50(2):151-9.

SPEIT, G., 1984. Considerations on the Mechanism of Differantial Giemsa Staining
of Bromodeoxyuridine-Substituted Chromosomes. Hum. Genet., 67:264 269.

SPEIT, G., and HAUPTER, S., 1985. On the Mechanism of Differential Giemsa
Staining of BrdU-Substituted Chromosomes. Hum. Genet.,70:126-129.

80



STELLMAN, SD., DJORDJEVIC, MV., MUSCAT, JE., GONG, L., BERNSTEIN,
D., CITRON, ML., WHITE, A., KEMENY, M., BUSCH, E., NAFZIGER,
AN., 1998. Relative abundance of organochlorine pesticides and
polychlorinated biphenyls in adipose tissue and serum of women in Long
Island, New Y ork. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. Jun;7(6):489-96.

STOPPER, H., SCHMITT, E., GREGOR, C., MUELLER, S.O. and FISCHER,
W.H, 2003. Increased cell proliferation is associated with genomic instability:
elevated micronuclei frequencies in estradiol-treated human ovarian cancer
cells, Mutagenesis 18; 243-247.

SULKE, AN., JONES, DB., WOOD, PJ.,, 1985. Variation in natural killer activity in
peripheral blood during the menstrual cycle. Br Med J (Clin Res Ed). Mar
23;290(6472):884-6.

SZEKERES-BARTHO J, CSERNUS, V., HADNAGY, J., PACSA, NAS,, 1983.
Influence of treatment with prostaglandin synthesis inhibitor or progesterone
on cytotoxic activity and progesterone binding capacity of |lymphocytes
during pregnancy. Prostaglandins. Aug;26(2):187-95.

TAYAMA, S, NAKAGAWA, Y., TAYAMA, K., 2008. Genotoxic effects of
environmental estrogen-like compounds in CHO-K1 cells. Mutat Res. 2008
Jan 8;649(1-2):114-25. Epub Aug 19.

TELES, M., PACHECO, M., SANTOS, MA., 2006. Biotransformation, stress and
genotoxic effects of 17beta-estradiol in juvenile sea bass (Dicentrarchus
labrax L.). Environ Int. May;32(4):470-7. Epub 2006 Feb 17.

TOPAKTAS, M., ve SPEIT, G., 1990. Sister Chromatid Exchange (SCE) Testinin
Mutajenite ve Kanserojenitenin Belirlenmesinde Kullamimast. C. U. Saghk
Bil. Der., 5(1, 2, 3), 73-84.

TRAVIS, R.C. and KEY, T.J. (2003). Oestrogen exposure and breast cancer risk,
Breast Cancer Res. 5; 239-247.

TSUTSUI, T., BARRET, JC., 1997. Neoplastic transformation of cultured
mammalian cells by estrogens and estrogenlike chemicals. Environ Health
Perspect. Apr;105 Suppl 3:619-24.

81



TSUTSUI, T, TAMURA, Y., YAGI, E., BARRET, JC., 2000. Involvement of
genotoxic effects in the initiation of estrogen-induced cellular transformation:
studies using Syrian hamster embryo cells treated with 17beta-estradiol and
eight of its metabolites. Int J Cancer. Apr 1;86(1):8-14.

TUCKER, J. D., AULETTA, A., CIMINO, M. C.,, DEARHFELD, K. L.,
JACOBSON-KRAM, D., TICE, R. R. and CARRANO, A. V., 1993. Sister-
Chromatid Exchange: Second Report of the Gene-Tox Program. Mutat. Res.,
297:101-180.

VAN BUUL, PP., GOUDZWAARD, JH., 1982. Mutat Res. Dec;106(2):247-53.
Effect of follicle-stimulating hormone (FSH) on radiation-induced
chromosomal aberrations in mouse germ cells and Chinese hamster cells in
vitro.

VARDAR, MA., CETIN, T., BURGUT, R., DEMIR, C., 1993. Klomifen sitrat veya
HMG/HCG ile indiklenen sikluslarda luteal fazin degerlendirilmesi: Kisa
luteal faz, luteal faz yetmezligi. Kadin Dogum Dergisi; 9(2): 127-131.

VARES, G., ORY, K., LECTARD, B., LEVALOIS, C., ALTMEYER-MOREL, S,
CHEVILLARD, S., LEBEAU, J., 2004. Progesterone prevents radiation-
induced apoptosis in breast cancer cells. Oncogene. Jun 3;23(26):4603-13.

WELCSH, P., 2009. Cancer Genetics. The Role of Genetics in Breast and
Reproductive Cancers. Pp; 186. DOI 10.1007/978-1-4419-0477-5. ISBN 978-
1-4419-0476-8. e-ISBN 978-1-4419-0477-5. Springer New Y ork Dordrecht
Heidelberg London Springer Science+Business Media, LLC.

WHITE, D., JONES, DB., COOKE, T., KIRKHAM, N., 1982. Natura killer (NK)
activity in peripheral blood lymphocytes of patients with benign and
malignant breast disease. Br J Cancer. Oct;46(4):611-6.

WHITEHEAD, SA., NUSSEY, S., 2001. Endocrinology: an integrated approach.
Oxford: BIOS: Taylor & Francis. ISBN 1-85996-252-1. Chapter: 1, pp: 15.
Webpage is below:

YARED, E., MCMILLAN, TJ, MARTIN, FL., 2002. Genotoxic effects of
oestrogens in breast cells detected by the micronucleus assay and the Comet
assay. Mutagenesis. Jul;17(4):345-52.

82



YOVEL, G., SHAKHAR, K., BEN-ELIYAHU, S, 2001. The effects of sex,
menstrual cycle, and oral contraceptives on the number and activity of natural
killer cells. Gynecol Oncol. May;81(2):254-62.

ZAHID, M., SAEED, M., ALI, MF., ROGAN, EG., CAVALIERI, EL., 2010. N-
acetylcysteine blocks formation of cancer-initiating estrogen-DNA adducts in
cells. Free Radic Biol Med. 2010 Aug 1;49(3):392-400. Epub May 31.

http://en.wikipedia.org/wiki/Estradiol (20.03.2012)

http://www.ilacabak.com/prosp.php? d=4814 (05.042012)

83


http://en.wikipedia.org/wiki/Estradiol
http://www.ilacabak.com/prosp.php?Id=4814




OZGECMIS

17/09/1982 tarihinde Adana da dogdu. Ik, orta ve lise 6grenimini Adana da
tamamladi. 2000 yilinda Adana bir Market’te ¢calismaya basladi. 2001 yilinda Adana
Meslek Y tiksekokulu iklimlendirme ve Sogutma BolUumir nii okumaya hak kazandi.
2003 yilinda buradaki egitimini tamamladi. Ayni zamanda calistig isyerinde kismi
zamanl1 olarak ¢alismaya devam etti.

2004 yilinda Cukurova Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji
BoAlumU' nde okumaya hak kazandi. 2008 yilinda buradaki egitimini tamamlad: ve
ayni yil aymi Universitenin Fen Bilimleri Enstitisii Biyoloji Anabilim Dalinda
yuksek lisans 6grenimine basladi. Halen 6zel bir markette magaza midur yardimcist
olarak gorev yapmaktadir.

85



