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ONSOZ

"[fosfamide" uygulanan Wistar-Albino siganlarda sitogenetik incelemelere
dayanan bu gahgma 1.U. Genetik ve Teratoloji Uygulama ve Aragturma Merkezi (GE-
TAM) Sitogenetik Laboratuarinda Yiiksek Lisans Tezi olarak hazirlanmugtir.

Yaptifim ¢aligmanin planlanmasy, yiiriitiilmesi ve sonuglandirilmasinda deger-
li katkilan olan, tiim lisans ve yiiksek lisans egitimim boyunca engin bilgi ve deneyimlerin-
den yararlandifim, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Biyolojik Bilimler Boliim Bagkani,
saym hocam ve danigmanim Prof.Dr.Asim Cenani’ye,

Caligmam siiresince her firsatta yardim ve tegviklerini gordiigiim Tibbi Biyolo-
jik Bilimler Boliimii Genetik Anabilim Dali Bagkan: sayin hocam Yard.Dog.Dr.Seniha
Hacihanefioglu’na,

Ilag temininde yardimlarim esirgemeyen Dog.Df.Lebriz Saglamer’e, doz
hesaplamalarinda yardimci olan Farmakoloji Anabilim Dali Ggretim fiyelerinden
Dog¢.Dr.Aydin Barlas’a bulgularin istatistik olarak degerlendirihﬁesinde yardimlarim esir-
gemeyen Bioistatistik Bilim Dah Bagkam Prof.Dr.Mustafa $enocak ve yiiksek lisans
ofrencisi Pembe Cajatay’a, cahsmalarimin her agamasinda biiyiik yardim ve destegini gor-
diigiim, Tibbi Biolog Giilgiin (Sagc1) Giiven’e, ihtiyag duydugumda yardimlarimi esirgeme-
yen bolimiimiiziin diger tiim elemanlarina,

Ve tiim yagamim boyunca oldugu gibi bu ¢aligmam sirasinda da beni daima
destekleyen ve hig bir fedakarliktan kaginmayan annem ve kardegime sonsuz sevgi ve

tegekkiirlerimi sunarim.
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Biyolojik sistemlerde canlhilik olayinin devami kalitim materyali
olan DNA’n1in kendisini gofaltmasi ile miimkiindiir. DNA’nin gogalmasi ve
hiicre béliinmesi kimyasal, fizik ve biyolojik mutajen ajanlar1 tarafindan
etkilenerek, bozulabilir. DNA’daki bu degisiklikler mutasyon olarak adlan-
dirilir. Mutasyonlar, genetik madde arti§ veya azalisina, kromozom diizen-
sizliklerine ve baz siralamasinda (basé sequence) degigimlere yol agar-
lar(31,87).

Bazi mutajenlerin DNA hasarinin yanisira gegitli mekanizmalarla
hiicre béliinmesi sirasinda kromozomlarin kusurlu ayrilmasina neden ola-
rak sayisal kromozom degisikliklerine (euploidi, aneuploidi) yol agti1
gorilmigtir(48).

Kimyasal maddelerin neden oldufu kromozomal hatalar, gittikge
artarak literatiirlere gegmektedir. Bu kimyasal maddelerin bir kismini da
ilaglar olugturmaktadir. Bu ilaglar arasinda alkilleyicilef, niikleik asit ana-
loglar, sitotoksik ilaglar ve antibiyotikler sayilabilir. Bir gok aragtirmaci
ilag-kromozom anomalisi iligkisi tizerine egilmig, ilaglarin kromozomlarda
meydana getirdigi etki, gok sayida aragtirmaya konu olmugstur. Kanser teda-
visinde kullanilan sitotoksik ilaglarin invitro sistemlerde mutajenik oldugu-

nun ispatlanmasi dikkatleri bu konu iizerine gekmigtir(74,77,87).



Kemoterapi olan hastalarda kromozom yap: degisiklikleri goste-
rilmekte ve buna bagli olarak da ikincil malignitelerin ortaya gikabilecegi
dugiinilmektedir(77).

Kanser kemoterapisinde kullanilan antineoplastik ajanlardan
biri olan "IFOSFAMIDE" alkilleyiciler sinifina dahil olan bir sitostatiktir.
Kendisi toksik olmayip, etkili olmasi igin enzimatik aktivasyonu gerekmek-
tedir(3,13,36,86). |

Kullanimi yaygin olan bu ilag bir gok organda yaptif: toksik etki-
den dolay: aragtirmacilarin dikkatini gekmektedir. Yapilan hayvan ¢aligma-
larinda kanserojen etkisi bulunmug ve teratojen etkilerinin oldugu diisiiniil-
mektedir(53,78,86).

Kimyasal bir maddenin mutajen olup olmadi: konusunda yapi-
lan aragtirmalardan alinan sonugl'arm ¢ofu zaman geligkili oldugu goril-
mektedir. Bender ve arkadaglarina gére bu ¢eligkili sonuglarin en 6nemli
nedeni degisik laboratuvar teknikleridir. Ozellikle invitro galigmalarda kro-
mozomlar dig gartlarin etkisi altina girmektedir. Bu nedenle mutajenite ve
teratojenite galigmalarinda test edilecek kimyasal madde, baz1 é6zellikleri
bakimindan insana yakin olan deney hayvanlarina uygulanmaktadir. Bu
konuda gelistirilen yontemlerden birisi de deney havyanlarinda gevre sart-
lar1 sabit tutularak, istenilen ilacin istenilen dozda ve siirede uygulanabil-
mesidir. Boylece kromozom preparatlar1 dogrudan kemik iliginden hazir-
landigindan kromozomlar laboratuvar gartlarindan biiyik 6lgiide korunabil-
mektedir(66,74).

Bu g¢aligmada, alkilleyici oxazafosforin ailesinin bir iyesi olan
ifosfamide Wistar Albino siganlara invivo uygulanarak, kemik iliginden
hazirlanan direk preparatlarda sitogenetik defisimlerin incelenmesi amag-

lands.



GENEL BILGILER

A- SITOGENETIK iNCELEMELERDE HAYVAN DENEYLERI:

Bilimsel galigmalarda hayvan deneylerinin ayr1 bir yeri vardir.
Bazi 6zellikleri bakimindan insana yakin olan, hizh gogalan ve bir batinda
gok sayida yavru verebilen, bu yiizden de embryo galigmalarina imkan tani-
yan deney havyanlan tercih edilir. Insanda uygulanmadan 6nce, bir gok
kimyasal madde test edilebilmekte, farmakolojik, patolojik, teratojenik ve

mutajenik agidan incelenebilmektedir.

Memelilerde test edilen kimyasal maddelerin kontrol hayvanla-
rinda gdriilenden daha yiiksek siklikta kromozom diizensizligini indiikle-
yip, indiiklemedigini tesbit igin kemik iligi analizine bagvurulur. Ciinki,
simdiye kadar yapilan mutajenik incelemelerin biyiik bir kismi invitro gart-
larda gergeklestirilmistir. Denenen madde invivo olarak hayvana verilmis-
se bile kromozom preparasyonu igin invitro olarak kiltiire edilmigtir. Boy-
lece invitrodaki kromozomlar dig sartlarin etkisi altina girmekte ve mitozu
provoke etmek igin kullanilan Phytohemaglutinin (PHA), kullanilan med-
yum ve medyum pH’sinin labil olmasi gibi diger dig faktérlerin etkisi ile
celigkili sonuglar alinmigtir. Oysaki kemik iligi metodunda kromozomlar
laboratuvar sartlarinin etkisinden bilyiik 6l¢iide korunabilmekte ve daha
saglikli sonuglar elde edilmektedir.



Bir kimyasal maddenin klastojenik ya da nonklastojenik oldugu-
nun gok dikkatli tesbit edilmesi gerekir. Bunun igin agsagida kisaca 6zetle-

nen bir protokol izlenmelidir.

1- Hiicreler, aberasyon sikliginin elde edilmesi igin ilag uygulan-

diktan sonra ilk metafazlarinda elde edilir.

2- Segilen 6rnekleme zamani, uygulama sirasindaki hiicre sikliisii-

niin farkli agsamalarindaki hiicrelerin elde edilecegi sekilde olmalidir.

3- Uygulanan hayvan miktarinin kafi derecede ¢ok olmasi gere-
kir. Baz1 ajanlarin, disi ve erkekler arasinda farkliliklar gésterdiklerinden,
esit miktarda her iki cinsde de kullanilmas1 gerekir. Ideali, 5 digi 5 erkek

olmak @izere 10 hayvanlik bir gruptur.

4- Uygulanan dozun miktar1 normalde doza cevabin bulunup
bulunmadifinin analizine izin verecek gekilde olmalidir. En az ii¢ doz uygu-

lanmalidir.

5- Viicut agirhign dikkat edilmesi gereken bir diger faktordiir.
Kesin bir agrilik belirlenmemekle beraber, digiik agirhiklar avantaj getirir.

6- Geng hayvanlarda genellikle daha yiiksek mitotik indeks bulun-
dufundan, seksilel maturiteye ulagmig hayvanlar kullanilmalidir. Ilerlemis
yaslardaki hayvanlar galigmalara katilmamalidir.

7- Ozellikle merkezi sinir sisteminde rol oynayan ilaglarda, evcil
hayvanlar kafeste yalniz tutulduklarinda, bu ilaglarin zararl etkilerini art-

tirdifin1 unutmamak gerekir.



8- Tiim hayvanlar uygun dietle beslenmelidir. Ilag verildiginden
itibaren, bu hayvanlarin gida tiiketiminde azalma olabilir. Kontrol hayvan-

larinin beslenmesi buna gore ayarlanmalidur.

9- Rutin teratolojik ilaglar igin yiiksek fertilize orani1 ve kisa
siiren hamilelikleri olan hayvanlar kullanilmalidir. Sigan, fare ve tavganlar

bu gruba girerler.

Kemirgenlerden; sigan, fare, Cin Hamsterleri ile tavganlar en sik
kullanilmakla beraber domuz, kedi ve kopek, primatlardan maymunlar
(Rhesus) laboratuvar galigmalarinda kullanilirlar(62,66).

Hayvan ve Insan Kromozomlarinin Kargilagtirilmasi:

Canlilar aleminde karyotiplerin sayisal ve yapisal degisiklikleri
tirlerin evoliisyonunda kugkusuz 6nemli bir rol oynadi diigiiniilmektedir.
Hayvanlarda ortaya ¢ikan degigikliklerin ana sebebi Robertsonian tipi
translokasyonlar ve inversiyonlarla belirlenmigtir. Drosophila’nin yakindan
iligkili tiorleri arasindaki degigkiligin en gok rastlanilan formu parasentrik

inversiyonlarduir.

Menmeli tiirlerinde de kromozomal farkliliklarin sebebi bir meta-
sentrik kromozomun 2 telosentrik ya da akrosentrik kromozomun sentro-
merlerinden birlegmesi olan sentrik fiizyon tipi (Robertson) translokasyon-
larla olugmasidir. Degigik sentrik fiizyonlar sonucu olugan yakin memeli
tirleri arasinda oldukga ilging karyotipik degigiklikler mevcuttur. Ornegin
American pamuk sigan1 Sigmodan hispidus’un diploid formu 52’dir. Fakat

Sigmodan arizonae’de kromozom sayis: sentrik fiizyon ile 22’ye inmigtir.



Mus poschiavinus (titiin faresi) ve Mus musculus arasindaki kar-
yotipik degigiklikler kromozom bantlama teknikleri ile incelenmis. Mus
musculus 40 akrosentrik kromozomlu bir karyotipe sahipken, Mus poschia-
vinus 7 ¢ift metasentrik kromozomur fiizyonundan dolay: yalnizca 26 diplo-

id karyotipe sahiptir. Kromozom kollarinin sayisinda degigiklik yoktur.

Perisentrik ya da egit olmayan (kargilikli olmayan) resiprokal
translokasyonlarin sebep oldugu kromozom sayisinin bir tiirden bir tire
degismedigi, fakat kromozom kollarinin sayisinin degistii hayvan gruplar
da vardir. Ornegin Peromyscus cinsi farelerin 48 diploid kromozoma sahip
20 tiriinde 56’dan 96’ya kadar degisen total kromozom kol sayisi mevcut-
tur.

Insan ve primatlarin sitogenetik agidan iligkilerinde hominoid
(maymun benzerlerinin) karyotipleri arasindaki kiyaslamalar geligen bant

teknikleri ile agik bir gekilde ortaya konmugtur.

Evoliisyonun seyri boyunca olugan tiim cins ve tiirler karyotiple-
rinde farkliliklar gdstermekle beraber mutagenik ajanlardan aym sekilde
etkilenmektedirler(74).
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B- HUCRE SIKLUSU

Yetigkinlerde toplam hiicre sayisinin tahminen 1013 civarinda
oldugu, tiim bu hiicrelerin tek bir hiicreden yani déllenmis yumurta hiicre-

sinden olugtugu bilinmektedir.

Ayni zamanda déllenmig yumurta hiicresinde gok az miktarda
(10-12 gr.) bulunan DNA’n1in yetigkin bir insanda birkag grama kadar gogal--
dif1 saptanmig bulunmaktadir. Bu da genetik materyal olan DNA’nin repli-
kasyonu ve replike olan DNA’n1n hiicre béliinmesi esnasinda egit miktarlar-
da yavru hiicrelere gegmesi ile mimkiindiir. Bu olay interfaz olarak isimlen-
dirilen bir metabolik devreden sonra mitozla tamamlanan hiicre sikliisiinde

cereyan eder.

Hiicrenin hayat sikliis@i dort donemi igerir.

1- Post mitotik donem veya istirahat faz1 (G, fazi)
2- Sentetik faz (Interfaz= S fazi)

3- Post sentetik d6nem veya istirahat faz1 (G, faz)
4- Mitotik donem

"G," faz1 metabolik aktivitenin yogun oldugu bir dénemdir ve
siiresi hiicre sikliisiiniin yarisindan fazlasini1 kapsar. Bu donemde RNA sen-

tez olur ve hiicre DNA replikasyonuna hazirlanir. Ancak sentezi yapilmaz.

"S" fazinda DNA sentez edilmeye baglar. RNA sentezi devam
eder ve protein sentezi ise maksimuma gikar. Genetik madde 2 katina
¢ikar.

"G," fazi ile yeni bir metabolik aktivite dénemi baglar. DNA sen-
tezi durur. RNA ve protein sentezi ise G, doneminde oldugu kadardur. Iste

bu siire¢ tamir olaylarinin oldugu en 6nemli dénemdir.
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Bu dénemin sonunda mitoz baglar. Profaz, metafaz, anafaz ve
telofaz safhalarina gegerek, hiicre sikliisi tamamlanir. Iki yavru hiicre mey-
dana gelmis olur. Bagka bir deyigle "S" fazinda sentez edilmig olan DNA

yavru hiicrelere gegmigtir.

Hiicre sikliisii insanda ortalama 32 saat (25-39 saat) siirerken,
fare fibroblastlarinda 22 saat Cin hamsteri fibroblastlarinda 11 saattir (Se-
kil 3 ve 4).

G, fazindaki diploid (2n) kromozom sayist DNA sentezinden son-
ra iki katina (4n) ¢ikmaktadir. Interfazda DNA’s: iki katina ¢ikmig olan
kromozomlar uzunluguna olarak iki kromatide ayrilir ve bunlardan herbiri

yeni yarvuya gider(30,3 1,88).

Saa”cr

P: Profaz
M: Metefaz
A: Anafaz
T: Telofaz

Sekil 3 : Insan Hiicre Sikliisii(31)
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Totzl 22.0 zaat

Sekil 4 : Fare ve Cin Hamsteri Hiicre Sikliisii(74)

Total 11.0 sa=at

Mitotik Indeks

Mitotik indeks, mitotik aktiviteyi yani hiicrelerin boliinme orani-

n1 ifade eder.

Mitotik indeks degisik sekillerde hesaplanmakta ise de genellik-

le incelenen 1000 hiicreye diigen mitoz sayis1 olarak kabul edilmigtir.

Bazi kimyasal maddeler ve ilaglarin mitotik aktiviteyi azalttif

gozlenmigtir(20,31).
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C- DNA’NIN (DEOKSIRiBO NUKLEIK ASIiT) YAPISI VE
REPLIKASYONU

Kromozomlarda bulunan deoksiriboniikleik asit (DNA) proteinle-
rin primer yapilar ile ilgili bilgiyi tagir.

Niikleik asitlerin temel yap1 taglar:1 pilirin ve pirimidin bazlaridir.
DNA’da iki piirin (Adenin ve Guanin) ve iki pirimidin (Timin ve Sitozin),
RNA’da ise gene iki piirin (Adenin ve Guanin) ve iki pirimidin (Urasil ve
Sitozin) bazi bulunur.

Piirin bazlarinin 9 no’lu atomlarindan, pirimidin bazlarinin da 3
nolu atomlarindan pentozlara baglanmasi ile "niikleozidler” meydana gelir.
Baz ile pentozun 1 nolu karbon atomu arasindaki bag glikozid tabiatinda-
dir. Bazlarin baglandif1 pentozlar, DNA’da 2’-deoksiriboz, RNA’da riboz-
dur. Niikleozid gekerlerinin 3’ veya 5’ karbon atomlarina ortofosfat grupla-
rinin baglanmasi ile "3’ veya 5’ niikleotidler" olugur. Baglanan fosfat grup-
larinin 1, 2 veya 3 tane olmasina gére meydana gelen bilegikler "niikleozid
monofosfat", "niikleozid difosfat" veya "niikleozid trifosfat" diye adlandiri-
Iir. Niikleotidlerin geker grublarindaki 3’ ve 5’ nolu karbon atomlarindan
fosfat gruplan ile 5’-3’ fosfodiester baglar1 ile baglanmasi sonunda uzun
poliniikleotid zincirleri ortaya g¢ikar. Bu iki uzun poliniikleotid zinciri
ortak bir eksen etrafinda sarmal tarzinda kivrilarak ¢ift heliks yapilt
DNA’y1 olugturur. Tiim canlilarda (tek zincirli DNA viriisleri harig) bu ¢ift
sarmalli DNA bulunur. Watson ve Crick’in yapti#1 ¢aligmalar sonunda sar-
malin donilg mesafesinin 34 Angstrom ve eninin yaklagik 20 Angstrom oldu-
gu sarmalin her déniigiinde birbirine 3,4 Angstrom uzaklikta 10 bazin
bulundugu, ¢ift sarmalin diginda geker-fosfat grublarindan ibaret diizenli
" bir omurga ig tarafinda ise birbiri fizerine madeni para dizisi geklinde sira-
lanmig niikleik asit bazlarinin bulundugu gorilmiistir (§ekil 5). Yalnizca
Adenin ile Timin veya Sitozin ile Guanin kargilikli yer aldiklarinda kurula-
bilen Hidrojen bag ile bu iki iplik birbirine baglanir. Adenin ile Timin ara-
sinda iki Hidrojen, Guanin ile Sitozin arasinda ii¢ Hidrojen bag: bulunur.
A/T=1,G/C= 1’dir. Fakat AT/GC orani organizmadan organizmaya degi-
sir.



DNA UV’de 2600 A>da absorpsiyon gésterir. Molekill agirhifn
yaklagik olarak 107°dir. Bu da bir molekiilde 10.000 niikleotid oldugunu

gostermektedir(30,87).
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Sekil 5 : Watson - Crick modeline gére DNA molekiilii(81)

DNA’nin Replikasyonu

DNA, kalitsal materyalden beklenen bilgileri bir sonraki generas-
yona aktarir. Bu gérevleri yerine getirmek igin replike olur. Replikasyon
bir DNA molekiiliiniin egini olugturarak ¢ogalmasina denir. ki replikasyon

mekanizmasi s6zkonusudur.
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1) Koruyucu (Konservatif) Mekanizma:
Ana DNA molekiili tamamen korunur. Onun egi ikinci bir DNA
molekili olugur. Niikleussuz prokaryotlar ve retroviriis DNA’s1 bu meka-

nizma ile gogalir.

2) Yari Koruyucu (Semikonservatif) Mekanizma:

DNA gift sarmalin1 olugturan iki zincirin bazlar1 arasindaki hid-
rojen baglar1 ortadan kalkar, béylece birbirinden ayrilan 2 yar1 DNA mole-
kiillinde bulunan bazlar kargilarina ¢ift olugturabilecekleri yeni bazlar:
cekerek molekiilin yeniden biitiinlegmesini saglarlar (Sekil 6). insan ve
diger yiiksek organizmalar, ve protozoonlar gibi tek hiicrelilerin DNA’lar1

bu mekanizma ile replike olurlar(6,25,30).

replica

-G parent

§ekil 6 : DNA’nin Yar1 Koruyucu (Semi Konservatif) Mekanizma fle Replikasyonu(81)
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D- KROMOZOMLAR

Kromozomlarin kimyasal analizi yapildifinda, DNA ve protein-
den, az miktarda RNA’dan olugtugu gorilmiigtir. Dinlenme evresindeki
adi ile kromatinin yapisindaki bu proteinler iki biiyiik grup igerisinde topla-
nirlar.

1) Histon Tipi Proteinler: Bazik olan bu proteinler 5 biiyiik grupta
toplanirlar. H;, H,,, H,,, H;, H, olan bu proteinlerin molar oranlar: da 1
(Hy), 2(H,,), 2(H,,), 2(H;) 2(H,) seklindedir.

2) Non Histon Tipi Proteinler: Asidik proteinlerdir.

Insan kromozomlarinin her biri bir DNA ¢ift sarmalindan olug-
maktadir. Ancak bu DNA molekiilii agir1 diizeyde kangallagarak metreleri
bulan uzunlugunu mikronlara kadar indirmektedir. Bu kiiglilme dért evreyi

kapsamaktadir.

1. Evre : DNA dublex ilk sarmalin1 kendi ¢evresinde yapmak-

tadir.

2. Evre : Histon boncuklarinin etrafi bu DNA ¢ift sarmal1 ile
sarilarak ikinci kivrimi yaparlar, ve "niikleozomlar1”
olugtururlar.

3. Evre : Niikleozomlar birbirleri ile birlegerek tesbihi andi-
ran bir olugum yaparlar ve kivrilarak bobin benzeri
bir yap1 olusturur (kromatin iplikgigi)

4. Evre : Ilmekler olugur. Bu ilmekler sarmal yaparak kisalir
ve mikroskop altinda gorillen kromozom formunu

olugtururlar.

Bu kromozom yapis: Finch ve Klug tarafindan "Solenoid modeli"
olarak sunulmugtur (§ekil 7)(6,61).

Her kromozomun kisa ve uzun kolu vardir. kisa kolu P, uzun
kolu q olarak isimlendirilir. Kollarin birlegtigi bolgeye "sentromer" (pri-
mer konstriksiyon) adi verilir. Kromozomun en soluk boya alan kesimidir.

Kromozom kollarinin ug bélgelerine de "telomer” denir.
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Kromozomun (G,-S) interfaz doénemindeki adina "kromatid"
denir. G, evresinde ise "kromatin" adin1 alir. Bu dénemde kiimelegmis ve

yumaklagmig durumdadar. Iki tirlii kromatin bilinmektedir. Bunlar:

1) Heterokromatin:
Interfaz evresinde ¢oziilmeden kalan ve bu nedenle koyu olarak
boyanan ya da heteropiknosis gosteren kromozom ya da kromozom kesimle-

ridir.

2) Eukromatin:
Telofaz ve daha sonraki interfaz donemlerinde gevgeyerek ¢ozii-
len ve ultraviolemikrospektrofotometre ile niikleik asit bakimindan daha

zengin bulunan ve normal boyanan kromozom kesimleridir.

Kromozomlar sentromerin yerine ve kol uzunluklarina gére, Den-
ver klasifikasyonu sonucu Metasentrik, Submetasentrik ve Akrosentrik

olmak iizere li¢ gruba ayrilir.

Metasentrik:P=q

Submetasentrik:q uzun p kisa

Akrosentrik:Sentromer bir uca son derece yakindir. P kolu gok
fazla kisadir. Ayrica P koluna kisa bir DNA iplikgigi
ile bagli satellit ad1 verilen diigme seklinde yapilar

vardir.

Bu kromozomlarin ek olarak, sentromerin en ugta bulundugu nor-
malde insanda gériilmeyen Telosentrik kromozomlar da vardir(6,30).

Bir organizmadaki diploid kromozom sayisi, genellikle béliinen
somatik hiicredeki kromozom sayisi ile tesbit edilir. 2n sembolii ile belirti-
lir. Gametler diploid sayisinin yarisina sahiptir. (Haploid set) n ile belirti-
lir. insanda 2n kromozom sayis1 46 iken, Rattus norvecigus da 2n kromo-
zom sayisi 42°dir(83).
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Cift Sarmalli DNA

Kromatinin boncuk
dizilimi formu

Paketlenen niikleozomlarin
olugturdugu Kromatin ipligi

Kromozomun kalinlagma
safhasi

Kromozomun yogunlagma
safhas1

Metafaz
kromozomu

Sekil 7 : DNA’dan Kromozom Olugumu "Solenoid Modeli"(83)
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E- MUTASYON VE KROMOZOMAL ANOMALILER:

=MUTASYON VE MUTAJENLER=

-Mutasyon-

Genetik materyal olan DNA, yapisindaki kararsizliktan dolay:
spontan olarak bazen degigime ugrayabilmektedir. Bilhassa mutajenik ajan-
larla etkilenerek zarar gormektedir. Genetik materyalde meydana gelen ve
kalic1 olan degisgikliklere "mutasyon”, olugan yeni yapiya "mutant”, mutas-
yon yapan ajanlara da "mutajen" denir. Latince "mutare" (degigmek) fiilin-

den tiireyen "mutatio” deyimi dilimize mutasyon olarak girmistir.
y y y g $

Mutasyonlar biyolojik olarak kalitsal bir 6zellik elde edilmesini,
kimyasal olarak DNA iriinlerindeki degisikligi, sitolojik olarak kromozom
yap: ve sayisindaki degisikligi igerir(30,37,74).

Mutasyonlar olugum bigimleri ve kogullari, meydana geldikleri
hiicre tipleri ya da yol agtiklar1 durumlara bagh olarak degisik siniflara

ayrilirlar.
A- Kapsamina Gaore:

1- Genom Mutasyonlaru:
Kromozomlarda say: degigikligine sebep olur. iki gruba ayrilir.

a) Euploidi= Hicrelerde kromozom sayis1 organizma ig¢in nor-

mal olan haploid sayinin tam kati geklinde artmagtir.

b) Aneuploidi: Kromozom sayis1 normal diploid sayidan bir veya
birkag adet fazla ise buna hiperploidi, eksik ise hipoploidi

denir.
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2- Kromozom Mutasyonlar::

Kromozomlarda gekil degigikligine sebep olur. Mikroskopta gérii-
len bu mutasyonlara kromozom aberasyonlari, kromozom bozukluklar1 gibi
adlar da verilmektedir. Bu gruba giren translokasyonlarla bir kromozom
pargas1 veya tiimi bagka bir kromozoma eklenir. Delesyonlarla kromozom
pargas1 kopar ve bdylece bir grup gen eksilir. Inversiyonlarla da gen sirasi

degigir.

3- Nokta Mutasyonlari:
Mikroskopta gozlenemeyen, bazlarin degigimini iceren mutasyon-
lardir. Dért gruba ayrilir;

a) Transisyon= Bir piirin baz1 yerini bagka bir piirin baz1 ve bir

pirimidin bazi yerini bagka bir primidin baz1 almig olur.

b) Transversiyon: Bir piirin bazinin yerini bir primidin baz1 veya

bir pirimidin bazinin yerini bir piirin bazinin almasidir.

c) Delesyon: Bir veya daha fazla niikleotid ¢iftinin DNA molekii-
linden koparak eksilmesi geklinde olur.

d) Insersiyon: DNA molekiiliine fazladan bir veya bir kag niik-
leotid ¢iftinin girmesi ile olugur.

B- Olus Mekanizmasina Gore:

1- Spontan Mutasyonlar:

Bunlarin orani, normal kogullarda gok diigiiktiir. Ornegin T, bak-
teriyofajinda replikasyon bagina 1,7x10-8 E.colide 4x10-10 ve Drosophila
melanogaster’de 7x10-1dir. Egleme sirasinda yanlig okumadan kaynaklana-
bilmekle beraber, bu tip mutasyonlarin en 6nemli sebebi ketoenol tautome-
risine (devingen egitsizlik) bagl baz ¢ifti tegkili yanliglari, transisyonlar,

transversiyonlar, delesyon ve addisyonlardir.
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2- Indiiklenmis Mutasyonlar:
Kimyasal, fiziksel ve biyolojik mutajenler kullanilarak olugturu-
lan mutasyonlardir.

C- Mutasyonlarin Meydana Geldigi Hiicre Tiplerine Gire:

1- Somatik Mutasyonlar:
Normal viicut hiicrelerini etkileyen mutasyonlardir. Bir yandan
hiicre 6zelleymesinde, diger yandan kanser olugumunda 6nemli rol oynaya-

bilecekleri diigiiniilmektedir.

2- Genomik Mutasyonlar:
Esem hiicrelerini etkileyen mutasyonlardir. Sonraki kugaklara
aktarilabilmektedir.

D- Organizma Iginde Dogurduklar: Sonuglara Gire:

1- Anlaml (Sense) Mutasyonlar:
Higbir degigiklik olmaz. Baz iigliisii uygun aminoasit halinde oku-
nabilir.

2- Yanliy Anlamli (Mis Sense) Mutasyonlar:
Kodonlar uygun aminoasit halinde okunamaz. Proteinde bir ami-

noasit degigikliji s6z konusudur.

3- Anlamsiz Mutasyonlar;
Baz deBigmelerine neden olan birgok mutasyonlar "anlamli" baz
iiglilerinden bir ¢ofunu "anlamsiz" kadonlara gevirebilirler. Bunun sonu-

cunda protein yapilamaz(30).
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- Mutajenler ve Etki Mekanizmalari
Mutasyonlari arttirica etkenlere mutajenler denir. Olugturduklar:

mutasyonlarin mekanizmalari bakimindan iig grup altinda toplanarlar.

1) Fiziksel Mutajenler

Yiiksek sicaklik ve ortamin pH’sinin derecesi DNA molekiillerin-
de depiirinasyona, X ve Gamma 1ginlar1 gibi iyonizan 1ginlar ve Ultraviyole
gibi noniyonizan 1ginlar iyonlagmig bazlar, baz kopmalari, polideoksiribonii-
ledotid zincirlerinde fosfodiester baglarinin kirilmalari ya da timin dimer-
lerinin olugmasina sebep olurlar. Timin dimerleri tamir mekanizmasi ile
DNA’dan uzaklagtirilmadiginda  replikasyon ve transkripsiyon
durur(30,74,87).

2) Biyolojik Mutajenler
Biyolojik mutajen olan viriislerin kromozom kiriklarina ve kar-
des kromatid degigimlerine yol agtig: bilinmektedir(31).

3) Kimyasal Mutajenler:

Insanlarda kimyasal mutajenlerin genetik hasar yapmasi agisin-
dan radyasyondan daha onemli bir olay oldugu diigiiniilmektedir. Tarim,
endiistriyel ve eczacilikta yaygin kullanilan bazi kimyasal maddelerin ve
bazilarinin da viicut iginde Gretilen metabolitlerinin germ hiicrelerinin niik-
leuslarin: etkiledigini ve bdylece mutasyona sebep oldugu digiinilmekte-
dir. Kimyasal mutajenlerin etki mekanizmalar1 hiicrenin béliinme safhasi-
na, ilacin dozuna, DNA’nin bazi hastaliklarda oldugu gibi, 6zel egilimine
gore degigmektedir(61,87).

Kimyasal ajanlar1 sirasi ile inceleyecek olursak:

a) Baz analoglar::

5-Bromourasil: Timine gok benzediginden DNA eglemesi sirasin-
da timin yerine kullanilir. Timinden tek farki 5.karbon atomuna bagh
metil grubunun yerine brom atomunun bulunmasidir. Timinin keto formun-
dan (5-BudR-A) enol formuna (5-BudR G) gegerek mutasyona neden olur.
Burada AT - GC ve GC - AT yéniinde transisyona sebep olur.
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2- Aminopiirin: Adenine gok benzer. Amino formunda iken timin-
le ¢ift olusturur. (2AP-T) Nadiren bir "imino" formunda bulunabilir ve bu
durumda iken sitozinle arasinda tek hidrojen bag olacak gsekilde gift olug-
turur (2AP-C). Bunun sonucunda gen iizerinde (A-T) giftleri yerine
(2AP-C) olugur. Boylece (A-T) yerine (G-C) gegmis olur. (AT - GC ve
GC —» AT) iki yonlii transisyon olur.

b) Deaminasyon yapan ajanlar:

Nitroz asit (HNO,)= Amino grubu igeren bazlarla reaksiyona
girerek DNA bazlarinin amino grublarini giderir ve baz siralamalarinda
bozukluga sebep olur. Boyle bir etki Adenin’i Hipoksantin’e, Sitozin’i Ura-
sil’e, Guanin’i Ksantin’e kolayca dondirebilir. Hipoksantin ise 6zgil ola-
rak Sitozin ile baz giftleri olugturacaktir (AT - GC) (GC — AT) iki yonli
transisyon olugur. .

c) Hidroksilamin (NH,OH)

Secici olarak sitozini etkiler. Etki sonunda sitozin degigerek ade-
nin ile baz g¢ifti olugturabilir (C-A) Boylece (GC—At) tek yonli transisyon
olusur.

d) Alkilleyici ajanlar:

Kiikiirt ve nitrojen mustard, etilenoksitler ve daha az toksik olan
etil-metan-sulfonat (=EMS) bu gruba girerler. Alkilleyici ajanlar, 6zgiil
olarak Guanin’in N7 pozisyonundaki bu azotu alkillerler ve 7-alkilguanin
DNA yapisindan ayrilir. Bu nedenle bu etkenler, depiirinasyon, zincir kiril-
masi, transisyon ve transversiyon tipinde nokta mutasyonlarina neden ola-
bilmektedir.

e) fnterkalasyan yapan ajanlar:

Bu gruba akridinler (proflavine, Acriflavine, Acridin orange)
girer. Akridin boyalar1 (CG) —» (AT) veya (AT) — (TA) seklinde transver-
siyonlara sebep olurlar. Bunlar rekombinasyon esnasinda bir iplikgigi
kopan DNA molekiiliine baglanarak, iplikgiklerin onarilmasinda yanliglikla-
ra sebep olur.
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Ayrica delesyon ve addisyona sebep olur. Diger taraftan g¢ift
DNA sarmalindaki bitigik baz ¢iftleri arasinda yanligliklara da sebep olur-
lar. Interkalasyon yapan bu ajanlarin, CGCGCGCG gibi tekrarlayan diziler

icindeki degigmis baz ¢giftlerini de stabilize ettigi gorilir.

Mutajen ajanlarla DNA’da olugturulan hasarlarin yanisira, digik
oranda olmakla birlikte DNA molekiilinde spontan bozulmalar olugabil-
mektedir. Bozulmalar piirin bazlarinin kopmas1 (depiirinasyon) veya amino
gruplarinin uzaklagmasi (deaminasyon) geklinde olmaktadir. Ister mutajen
ajanlarla olsun, ister kendiliginden meydana gelmis olsun hiicre fonksiyonu-
nun devam edebilmesi, yani replikasyonun ve transkripsiyonun devam ede-

bilmesi olugan hasarin tamir edilmesi ile miimkiin olacaktir(30,87).

DNA Tamir Mekanizmalari:

Tim organizmalar DNA ipliklerinden birinde olugmug olan hasa-
r1 giderecek en azindan bir enzimatik sisteme sahiptir. Boyle bir mutasyon
tamiri, genotipin bilgi igerifinin korunmasina yardim etmektedir. E.coli

dimer mutasyonlarinin tamiri i¢in @ig¢ tamir sistemine sahiptir.

1- Fotoreaktivasyon:
Primidin dimerlerine spesifik olan DNA tamir sistemi fotoreakti-
vasyondur. Bu nedenle U.V. ve kimyasal ajanlar tarafindan olugturulan

dimerlerin fotoreaktivasyonla tamiri, difer eksizyon tamirlerinden farkli-
duir.

254 nm U.V. 1511, iki komgu timin arasinda dimer olugturmakta-
dir. 300-600 nm. arasinda 1;13a maruz kalindifinda fotoliyaz (photolyase)
enzimi dimere baglanarak monomerlerine ayirmaktadir. Monomerize olan
timinler DNA’da kalir. Bu islemde DNA’dan materyal gikartilmaz ($ekil
8a).
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Sekil 8a: DNA’nin Fotoreaktivasyon Mekanizmast ile Tamiri(74)

2- Kesip-Cikartma Tamiri (Excision repair):
Bu mekanizmada 1s1a ihtiyag yoktur. Eksizyon tamirde iki yol

vardir. Bunlar niikleotid ve baz kesip gikartma tamiridir.

Niikleotid gikartma; pirimidin dimerleri ¢ikartilir, yerine yeni

sentezlenen polinikleotid eklenir.
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Baz kesip gikartma; alkilasyon veya deaminasyon gibi kiigiik dere-
celerde modifikasyon gegiren bazlar DNA’dan gikartilir, yenileri ilave edi-
lir.

Ilk agamada endoniikleaz, dimerleri tanir ve serbest uglar olugtu-
rarak bozulan DNA kismini keser. Bu serbest uglar, serbest uglardan bagla-
yarak niikleotidleri kesen ekzoniikleaz tarafindan kesilir. DNA polimeraz
komplemanter ipligi kullanarak gikartilan DNA kismini tekrar sentezler.
Yeni sentezlenen iplik eski iplige ligazla baglanir. Bu sirada niikleozomal
yapinin gegici bir siire igin agilarak gerekli enzimlerin hatali bolgeleri tani-
yip ilavesi gerekmektedir. Hatal1 bdlge diizeltildiginde DNA’da herhangi
bir degigim gozlenmeyecektir (§ekil -8b)

3- Replikasyon Sonrasit Tamir (Post Replication Repair)

Fotoreaktivasyon ve eksizyon tamirleri mimkiin degilse hasar
goren DNA ipligi replikasyon esnasinda kalip gérevi yapamayacaktir. Ciin-
kit dimerler diger bazlarla gift olugturamazlar. Bu nedenle, yeni sentezle-
nen DNA ipliginde bir bosluk, bir aralik meydana gelecektir. Bununla bera-
ber dimer olugumu ile bozulan genetik bilgi yeni sentezlenen DNA’da eski
iplik boyunca devam edecektir. Bu bilgi, hasar gérmiig DNA ile yer degisti-
recek olan, bozulmamig kopyanin olugumu igin kalip vazifesi gorecektir
(Sekil 8c). Bazen komgu DNA 6rnek alinarak tamir yapilabilir. O zaman

yeni birlegim tiirleri yani kromozom mutasyonlar:1 meydana gelebilir.

Cesitli ajanlar tarafindan DNA’nin tek ipligi lizerinde ya da fark-
hi iplikler arasinda olugturulan dimerler DNA’dan uzaklagtirilamadif1 veya
tamir edilemediginde dimerlerin oldugu bdélge bir sonraki replikasyonda
kalip vazifesi goremeyeceginden komplemanter iplik tamamlanamayacak,
ikinci replikasyonda kirik geklinde gériilecektir (Sekil 8d)(87).



26

Dimaerization repair Depurination/deamination repair
Normal Normal C
DNA DNA G
ulv Deamination
y
T-T T=T U
Dimer A A G
1 Endonuclease Uracil DNA
nick ’glycosylase
L
T
A A G
Exonuclease Nucleases C“p
igesti djacent bases
! /dtgestlon ! /3
IML_ ‘ Il_G_L_
Repair synthesis Repair synthesis
! / (DNA polymerase I) +(DNA polymerase 1)
_[ T-T ]‘ <
A A G
DNA .
| Ligase 'DNA ligase
Normal Normal
DNA DNA

Sekil - 8b: DNA’nin Kesip-Cikartma Tamir (Excision Repair) Mekanizmas: Ile Tami-

ri(17)
YT T T
A G A ACT
U o
T C T T ¢ A
S S T
P V7T 771
A CaA ACTT C A A C
nom m T 1 T 1
T € I=1 ¢ A A T AGAAg{
YA W ) n N — N Wmn
\r A T CT Y G a
A A P T )
C’:‘G
A 22
]
»
1]
Atiler

Sekil - 8c:  DNA’nin Post Replikasyon Tamir Mekanizmast fle Tamiri(60)
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Replilfasyondan 1. Replikasyondan 2.Replikasyondan
once sanra sonra

Dimer olusumundan sonra meydana gelen kirik olusumu

a) Dimer olusumu, b) ilk replikasyonda timin dimer-
lerinin karsisinda komplemanter bazlarin bulunmay:i-
§1, c) lkinci replikasyonda bSliinme iiriini olarak
DNA'nin devamsizligi

Sekil - 8d : Dimer Formasyonu Sonrasi Kirik Formu(60)

= KROMOZOMAL ANOMALJILER =

Kromozomal anomalileri "Sayisal Anomaliler” ve "Yapisal Ano-

maliler" olmak lizere 2 ana gruba ayirabiliriz.

A- Sayisal Anomaliler:

Hiicre boliinmesindeki hataya bagli olarak ortaya gikar. Mayozda
kromozomlarin birbirinden ayrilamamasi (non-disjunction) ve anafazda
geri kalmasi (anafaz lag) ile gametlere az veya gok sayida kromozom gider.
Sayisal anomaliler "Euploidi”, "Aneuploidi® ve "Mosaizm" olmak iizere iig
alt gruba aynilir.

1. Euploidi:

Hicrelerdeki kromozom sayis1 organizma tiirii i¢in normal olan
haploid sayinin tam kat1 geklinde artmigtir. Haploid sayinin 3 kat artmasi
(3n) triploidi, 4 kat artmas:i (4n) tetraploididir. Endomitoz, endoredupli-

kasyon, c-mitozu gibi hiirce béliinmesi kusurlar1 ile ortaya gikar. Buradaki
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temel kusur, hiicre gekirdek bolinmesi oldugu halde stoplazma bdoliinmesi-

nin olmamasidir.

2. Aneuploidi:

Normal kromozom sayisinin bir veya birkag say: artmasi ya da
azalmasi olayidir. Ikinci mayoz bélinme aninda iki ayri hiicreye ayrilarak
gitmesi gereken bir kromozom giftinin her iki iiyesinin birbirinden ayrila-
madan (non disjunction) tek bir hiicreye gitmesi ya da hiicre béliinmesi ve
kromozomlarin birbirinden ayrilmasindan sonra kutuplara hareket aninda
kromozomlardan birinin yeni olugan hiicrenin diginda kalarak kaybolmasi
veya diger kromozom esi ile onun hiicresine katilmasi (anafaz lag) sonucu

trizomi veya monozomik zigotlar olugur.

Ayni1 kromozomdan iki tane bulunan gamet bagka bir karg1 cins
gamet ile birlegtiginde (2n+1) trizomik hiicre olugur. Bu kromozomu iger-
meyen gamet ise bagka bir gamet ile birlestirildiginde (2n-1) monozomik

zigot olugur.

3- Mosaizm:

Bir organizmada ayni zigotun birbirini takip eden bdliinmelerin-
den birinde olugan bir hata sonucu kromozom yapilar1 farkh hiicre gruplari-
na denir. Burada da sebep ayrilamama veya anafazda geri kalma ile olugan
hatali bélinmedir.

B Yapisal Anomaliler:
Kromozomlardaki yapisal degigikliklerin (izokromozomlar harig)
béliinme mekanizmasi ile ilgisi yoktur. DNA replikasyonu sirasinda meyda-

na gelen hasarlarin tamir edilememesi sonucu olugurlar.

Kromozomlar radyasyon igininin degigik formlarina ve tabii ki
kimyasallar ve viriislere maruz kaldiginda sekonder konstriksiyon zayifla-
masi, akromatik bolge ya da gap ve kiriklar gibi indiiklenmig lezyonlara
sebep olur(27). Olugan hasarlar hiicre sikliisiindeki dénemine gore ii¢ grub

altinda incelenir.
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1) Kromozom Tipi Diizensizlikler: DNA eslesmesinin sonunda

veya mitozun sonu ile G, fazinda olugur.

2) Kromatid Tipi Diizensizlikler: G, fazi ve sonu, S ve G, fazlar:
arasinda olugur. Kimyasal ajanlarin biiyitk bir ¢ogunlugu hiicre sikliisiiniin
S fazi boyunca kromatid kiriklar:i meydana getirirler. Gaplerin ise G, fazin-
da 1ginlandirilmig veya kimyasal ajanlarla viriislere maruz birakilmig hiicre-

lerde gok sik goriildiigii kayd edilmigtir.

3) Subkromatid Tipi Dizensizlikler: Erken profaz safhasinda

meydana gelen hasarlarin olugturdugu kismi kirilma gekilleridir(74,87).

1) Kromozom Tipi Diizensizlikler:
Kromozom (cs) diizensizligi, ayn1 lokustaki tek bir kromozomun

her iki kromatidini igerir. Bunlar;

a) Kromozomal Gap (csg): Tek bir kromozomdaki her iki kroma-
tidin ayn1 lokusundaki akromatik lezyon olan boya almayan bélgedir. Kro-
mozamal gap; izolukus gap veya izokromatid gap olarak da isimlendirilir.

b) Kromozomal Kirik (csb): Tek bir kromozomun her iki kromati-
dinin ayn1 lokusundaki kiriklaridir. Asentrik bir fragment ve bir anormal
monosentrik kromozom ortaya ¢ikar. Izolokus kirik ve izokromatid kirik

terimleri de kullanilir.

c) Kromozomal Exchange (cse): Iki ya da daha gok kromozom
lezyonlarinin sonucudur. Ayn1 ya da diger kromozomun yeni bir. pozisyonu
olan tek bir kromatidin subsequent yeniden yerlegimi simetrik (yani resip-

rokal translokasyon), ya da asimetrik yani (disentrik formasyonu) olabilir.

d) Minute (min): Tek bir kromatidin genigliginden daha kigik
asentrik bir fragmenttir. Tek ya da ¢ift olabilir. Timér hiicreleri gibi 6zel
durumlarda, "multiple double minute"ler olarak bulunur ve kisaca "dmin"

olarak kullanilir.
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e) Pulverizasyon (puz): Kromatid ve/veya kromozom gap ve
kiriklarinin ve normal olmayan exchangeli durumlarda ortaya gikar. Ozel-
likle bir hiicredeki bir ya da daha ¢ok kromozom, normal kromozomlar

ortaya ¢ikarken pulverize olur.

f) Prematiir Kromozom Kondansasyonu (Pcc): Bir interfaz niikle-
usu mitoz iginde erken indiklendiginde olusur. Bu genellikle diger hiicre-
nin stoplazmasi iginde yer alir. Bu hiicrenin niikleusu daha ileri bir mitoz
agamasina sahiptir. Pcc replike olmayan G, ya da G, niikleusuna sahiptir.

Pcc’nin Sfazi nitkleusunun kromatini siklikla pulverize olur.

2) Kromatid Tipi Diizensizlikler:
Kromatid (ct) diizensizligi, bir lokustaki bir kromozomun sadece

bir kromatidini igerir.

a) Kromatid Gap (ctg): Kromatidin minimal diizensizligidir. Tek

bir kromatidin boya almayan (akromatik lezyon) bélgesidir.

b) Kromatid Kirik (ctb): Bir kromatidde agikga goériilen sira

diizensizligidir.

c) Kromatid Exchange (cte): Iki ya da daha gok kromatid lezyo-
nunun ve kromatid materyalinin subsequent diizenlenmesi sonucu olugur.
Exchange, farkli kromozomlarin kromatidleri arasinda (interchange), ya
da bir kromozomun kromatidleri iginde ya da arasinda (intrachange) olabi-
lir. Interchange vakalarinda iig kolu bulundugunda "triradial® (tr), doért
kolu bulundugunda "quadriradial® (qr), ya da dortten gok kolu varsa "comp-
lex" (cx) configurasyon olarak belirtilir. Sentromer sayisi1 parentez iginde
(1 cen, 2 cen, gibi) belirtilmelidir. Gerektiginde exchange daha detayl ola-

rak siniflandirilir.
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- Gap ve Kiriklarin Kargiulagtirilmas:

Gap ve kiriklarin ayirt edilmesi her zaman tartigma konusu
olmug ve bu konuda gesitli 6neriler getirilmigtir. Birgok aragtirmaci, yap-
tiklar1 gézlemlere dayanarak gap ve kiriklarin bazi 6zelliklerini belirlemis-

lerdir.

Kirik, kromozomun bir pargasinin, komple ayrilmasi olarak izah
edilmektedir. Kromozom matriks ya da diger faktorlerden dolayi tamamla-
namazlar. Ayrilan parga kolayca goriiliir, ya da alandan tamamen yok olur
(Sekil 9).

Gap ise kromatidin bir b6liimil inceldiginde olugur. Buda kendisi-
ni bir devamsizlik geklinde gésterir. Isik mikroskobu ile bakildiginda, gap-
lerin yer degigtirmedigi ve siklikla ger¢ek devamsizliktan gok sadece bir
hipokromatik bdlge olarak goriliirler. Bu tip kromozomlarda iki yakin bél-
ge hala birbirine baglidir, fakat DNA iplikleri ¢ok incelmigtir. Genellikle
bu gap bolgesindeki DNA yapisinda baz: degigiklikler meydana gelir. Yapa-
lan ultrastructurel galigmalar siklikla gap bélgelerinde kromatid iplikleri-

nin bulundugunu géstermigtir ($ekil 10).

Gapler o bdlgenin sikica kondanse olup, kromozomun metafaz

formuna gegebilme yetenegini etkiler.

Gapleri kiriklardan ayiran bir bagka 6zellik de anafazda sentrik
ve asentrik fragmentlere ayrilmamalaridir. Oysaki kromozomal kiriklarda
asentrik bir fragment ve anormal yapida sentrik bir kromozom ortaya
¢ikar.

Kirik ve gap formasyonu klinik olarak 6nemlidir. Ciinkii kromo-
zomun kiigiik bir pargas1 ya da asentrik kromozom bu olay sirasinda kaybo-
labilir. Bu kirilmalar sonucu I.M (Isik mikroskobu) ile gézlenebilen delesi-
yonlar ve kirilan kromozomlarin uglarinin birbirleri ile birlegmeye olan e§i-

limleri sonucunda, halka (ring) kromozomlar, duplikasyonlar, inversiyon-
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lar, gesitli translokasyonlar ve disentrik kromozomlar olugabilir (§ekil
11)(27,36,69).

=

Sekil 9 : Gap ve Kuriklar(69).
(A) Kromatid tipi gap - parga kayb: yok
(B) Kromozom tipi gap - parga kayb1 yok
(C) Kromatid tipi kirik - materyal kayb: var
(D) Kromozom tipi kirik - parga (fragment) kopmasi var.
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Sekil 10 : Gap ve Kiriklarin Olusum Mekanizmasi(27)
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Sekil 11 : Kirilan Kromozomlarin Yeniden Diizenlenmesi(69)
(A) Delesyon; (B) Duplikasyon; (C) Inversiyon;
(D) izokromozom formasyonu; (E) Halka
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F- KEMOTERAPI, ANTINEOPLASTIK AJANLAR VE ETKi
MEKANIZMALARI

Kemoterapi girigimleri 1865’te Lissauer’in Fowler soliisyonu ile
baglasa da, modern gdériintisiinii 1940 yilinda Huggins ve Hodges’in pros-
tat kanserinde &strojenin etkisini gostermesi ile almagtir. 1945 yilinda
C.P.Roads Nitrogen Mustard’in 6nemli bir antikanser etkisinin bulundugu-
nu gosterdi. 1950 yilinda yeni ajanlar bulunmug ve 1960 yilinda tiimér hiic-
re biyolojisinin ve farmakolojisinin aragtirmaya agik hale gelmesi ile yeni
ajanlar ilave edilmigtir. Giiniimiizde tipta bilinen 80’i agkin antineoplastik

ajandan 50 kadar1 kemoterapi alaninda kullanilmaktadir(21,23).

Kanser tedavisinin vazgegilmez metodlarindan biri olan kemote-
rapide kullanilan ajanlar tek tek ya da birkagi bir arada kullanilir. Bu uygu-
lamada farkli etkileri olan ilaglar birlegtirilerek daha gok tiimdr hiicresi
oldiriiliir. Kombine kemoterapi ile direngli hiicrelerin iiremesine firsat

verilmemis olur(23).

Ancak kanser kemoterapisinde 6nemli bir faktér bulunur, o da
uygulanacak dozdur. Kanser kemoterapik ajanlarinin doz derecesi ve
dozun etkileri gegitli klinik durumlarda ve invivo sistemde deneysel olarak
gozden gegirildiginde, birgok kemoterapik ajanin doza cevap egrisinin dik
oldugu gorilmiigtiir. Doza cevap efrisindeki diklik verilen bir ilacin tiimé-
re hassasiyetine baglidir. Yani gok hassas timérlerde egri genellikle dik ve
lineardir. Bununla birlikte hassas olmayan téomiirlerde doz az etkili olabi-
lir(24).

Klinikte yararli olan antikanser ilaglari, timér ireten organizma-
nin normal hiicrelerinden ziyade duyarli timér hiicrelerine toksik etki gos-
terirler. Bdylece bir dlgiide selektif toksisiteden s6z edilebilir. Bunun sebe-
bi, kanserli hiicrelerle normal hiicrelerin gogalmasindaki farkl: kinetik ve

biyokimyasal 6zelliklerden kaynaklanabilir(21).
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Genellikle, kemoterapik ajanlarin etki mekanizmasi agagidaki
beg sekilde olur.

1) Niikleik asit biyosentezinin inhibisyonu

2) Nikleik asit yapisinin bozulmas:

3) Protein sentezinin inhibisyonu

4) Mitozun inhibisyonu

5) Hormonal gevrenin degigmesi

Kullanilan ilaglarin hedefi daha ¢gok DNA sentezi veya fonksiyon-
laridir. En biiyitk toksik antitiimor etkilerini hiicre siklisi iginde DNA sen-
tezine giden hiicreleri inhibe etmek suretiyle yaparlar. Kemoterapide kulla-
nilan ilaglar hiicre siklisii fazlarindan birinde veya bir kaginda etkili

olmaktadir. Buna bagli olarak da bu ajanlar ii¢ bilyitk grupta toplanmagtir
(Sekil 12).
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Sekil 12 : Antikanser llaglarin Etki Mekanizmasinin Hiicre Sikldsiinin Fazlan {le 1ligki-
si(23)
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1- Hiicre Sikliisiine Spesifik Olanlar (Siklis Spesifik)

Toksik etkilerini, bir siklusun herhangi bir evresinde olan hiicre-
ler iizerinde gosterirler. Fakat Go gibi dinlenme periyodunda olan hiicrele-
ri etkileyemezler; Metotoraxat (MTX), 5-Fluorourasil (5-FU), L-Asparagi-
nase (L-Asp) gibi.

2) Faza Spesifik Olanlar (Faz Spesifik):

Sikliisiin belirli bir fazinda etkilidirler. Orn: Cytosine Arabinosi-
de (Ara-C) sadece S fazindaki hiicrelere, Vinca alkaloidleri; Vinblastine
(VBL), Vincristine (VCR) M fazindakilere etkilidirler.

3) Hiicre Sikliisiine Spesifik Olmayanlar (Siklis non spesifik):

Hem gogalan hem de dinlenme halindeki hiicrelerin tiimiine tok-
sik etkide bulunurlar; Mitomycin-C (MMC) Cyclosphosphamide (CTX),
Chlorombusil gibi.

Antineoplastik ajanlarin timoér hiicrelerini ortadan kaldirma
mekanizmas: goézoniinde tutularak g§oyle bir simflandirma yapilmig-
tir(21,23,24).

1) Alkilleyiciler

2) Antimetabolitler

3) Bitki alkaloidleri

4) Antibiyotikler

5) Nitrosoiireler

7) Gegsitli sentetik ajanlar

8) Hormonlar
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Sekil 13 : Hiicre Sikliisiinde Antikanser laglarin Etki Yerleri(23)

1) Alkilleyiciler:

Cift zincirli DNA’n1n her bir zincirini digerine alkil gruplar: ara-
cilig: ile baglayarak meydana getirdikleri gapraz rei:likasyona engel olur-
lar. Alkilleyici ajanlarin biiyiik gogunlugu DNA bazlarinin reaktif kisimlari-
na etkili metil hidroksil gibi baz1 yan gruplarin eklenmesine sebep olurlar.
Alkilleyici ajanlar 6zgiil olarak Guanin’in N7 pozisyonunu etkileyerek bu
azotu alkillerler. Bu etki sonunda DNA yapisindaki "deoksiribozid” baglan-
tis1 gevger ve 7 alkil guanin DNA’dan ayrilir. Bunun sonucu DNA yapisin-

da bir "piirin arali1” olugmaktadir. Bogalan bu noktaya diger dort bazdan
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biri gegerek transisyon ve transversiyon tipi mutasyonlar meydana gelmek-
tedir; Chlorambusil (CLB), Cyclophosphamide (CTX) ve onun yapisal izo-
merleri olan Ifosfamide ve Trofosfamide gibi(23,62).

2) Antimetabolitler:

Bu grup ilaglar kendi metabolitlerinin yapisina benzerler. Hiicre-
sel enzimlerle kolayca kargilikli etkilegim gosterirler. Fakat fonksiyon agi-
sindan hiicre metabolizmasini1 bozarlar. Bu gruba giren ilaglardan bazilar:
sunlardir. Cytosine Arabinoside (Ara-C), Metatoraxat (MTX), 6-Merkapto-
purin (6-MP), 6-Thioguanin (6-TG) Fluoracil (5-FU)

3) Bitki Alkoloidleri:

Bu maddeler hiicre bélinmesini mitozda durdurur ve hiicrenin
6limiine yol agar. Vincristine, vinblastin gibi vinca alkaloidleri bu gruba
dahildir.

4) Antibiyotikler:

Bunlar genellikle streptomyces grubu mantarlardan elde edilmig-
lerdir. DNA molekiiliiniin bazlari arasina girerek replikasyona engel olmak
suretiyle timdr hiicreleri tizerine etkili oldugu gibi (Actinomycin-D gibi),
DNA'’ya bajglanarak RNA yapimini engelleyerek de (Daunorubicine Doxo-

rubicin, Mithramycin gibi) etki gosterirler.

5) Nitrosoiireler:

Cift zincirli DNA’y1 gapraz olarak baglarlar. Lipitlerde siiratle
eridikleri igin kas, beyin bariyerini kolayca agabilirler. Carmustine, Lomus-
tine bu gruba ait ilaglardir(21,23).

6) Enzimler:

‘En sik kullanilan L-Asparaginase (L-Asp)’dir. Asparagine’in
Aspartik asit ve Ammoniyak’a hidrolizini kataliz eder. Asparagine essenti-
al bir aminoasittir. Tim6r hiicreleri béylece L-asparagin kullanamaz. Pro-

tein sentezi bozulur. RNA ve DNA’nin sentezleri engellenmis olur. L-Aspa-
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raginase hicre sikliisiiniin postmitotik evresi (G;)’ne etki yaparak zararh
olur(79).

7) Cegitli Sentetik Ilaglar:

Bu ilaglardan biri olan Cisplatinum (CPDD) DNA sentezini inhi-
be ederken, Dacarbazine (DTIC) (Dimethyl-triazeno-imidazole-carboxami-
de) ise DNA’ya baglanip RNA yapimina engel olurlar.

8) Hormaonlar:

Bazi tiimor hiicrelerinin hormonal mikro gevresini bozarak bunla-
rin ¢ofalmasin1 engellerler. Bu gruba giren ilaglardan bazilari, Tamoxifen,
Mafoxidin, Prednisoldur(21,23,24). '

Yapilan deneysel galigmalarda, anti timér ajanlarin bityiik bir
kismi olan alkilleyici ajanlar, antimetabolitler, antitimér antibiyotikler,
vinca alkaloidleri ve bazi procarbozine ve dimethyl triazeno - imidazol -
carboxamide (DTIC)’nin doza cevap egrileri diktir. Anthrocyclinler ve
alkilleyici ajanlardan olugan non-cell spesifik ajanlar nispeten yavag geli-
sen timorlere karg: etikilidirler. Bununla birlikte mitotik aktiv komponent-
leri tahrip eden birgok cell cycle spesifik ajanlarin doza cevap egrisi siklus
igindeki hiicrelerin iyilegmesine gore iyi bir diklik kazanir(24).

Invitro doku kiltiirii ¢aliymalarinda alkile edici antineoplastik
ilaglarin kromatid kirig1 ve asentrik pargalar olusturduguna dair bulgular
vardir. Bunun yaninda izokromozom kiriklari, disentrik ve ring kromozom
olusumunun ise nadir oldugu bildirilmektedir. Yapilan bir galigmada bu
gruptan cyclophosphamidin, istatistiksel olarak kirik olugumunda artiga
sebep olmadif1, fakat mitotik indexi gok azalttig1 gérillmiigtiir.

Invitro lenfosit killtirlerinden gegitli antitimér ilaglarin uygulan-
mas1 ile yapilan bir galigmada cyclophosphamide ve methotrexate digindaki
diger ilaglarin (FUDR, TEM, Tremman, Thio-tepa, A,) artan dozlarinda

eksponential olarak kromozom aberasyonlarinin artti1 gériilmiigtiir.
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Daha sinirli olan invivo bulgulardaysa farkli sonuglar gézlenmek-
tedir. Bununla beraber alkile edici ajanlar ile tedavi edilmis kanser hastala-
rinda ilaca bagli olarak losemilerin geligtigi bilinmektedir. Alkile edici
ajanlarin DNA kiriklar1 yaptigi, DNA protein baglarini bozdugu, gen
mutasyonlar: olugturdugu biliniyorsa da hangi tip l6semiye sebep oldugu
tam kesin degildir.

Antineoplastik ilaglarin sebep oldugu kromozom kiriklarinin tek-
rar tamir edilme hizi, ilaglara gére farklihk gostermektedir. Uzun siire

tamir edilen hiicrelerde kanser egilimi daha da artmaktadir(1).
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Sekil 14

Bir kemoterapik ajan olan ifosfamide invivo aktive olmasi gere-
ken alkilleyici oxazafosforin aliesinin bir diyesidir. Nitrojen atomlarindan
birinin {izerinde bir kloroetil grubu bulunan cyclophosphamidin yapisal bir
izomeridir. Ifosfamide oxazafosforin halkasindaki siklik fosfamide nitrojen
atomuna nitrojen mustard molekiilinden bir 2-cloroetil grubunun transfer

olmasi ile cyclofosfamidden kimyasal olarak farklilik gésterir(3,13,86).

Ifosfamide, cyclophosphamide ve ayni nitrojen atomuna bagh
olmayan iki fonksiyonel kloroetil gruplarina sahip diger nitrojen mustard-
dan farklidir. Cyclophosphamide igin dogru oldugu gibi ifosfamide de tok-

sik degildir. Fakat etkili olmasi igin enzimatik aktivasyonu gerekmektedir.
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Ifosfamide genellikle cyclophosphamidden daha aktivedir. Fakat
cyclophosphamide kadar, enjekte edilen antigenlere immun cevabin baski-
lanmasinda etkili degildir(36).

1965’den beri sentezlenmektedir. 1977’den daha 6nceleri Avru-
pa’da klinik olarak uygulaniyordu. Fakat kullanan hastalarda doza bagh
hemorajik sistit ve bobrek yetmezligi ortaya gikinca kullanimi yayginlagma-
di. 1980°de (sodyum 2 mercapto ethane-sulfonat) Mesna’nin kesfi ile iiro-
toksik oxazafosfarin metaboliti olan acrolein detoxifiye edilebildigi igin
daha yiiksek dozlarda ifosfamide kullanilmaya baglandi(13,86). Ticari ismi
Holoxan (ASTA-Pharma) olarak kullanilmaktadir. Cocuklarda 2-3 g/m?
ifosfamide 24 saatlik serumla infiizyon yapilarak uygulanir. Uygulama ig¢
giin iist iiste yapilir. Béylece toxisitesinin daha az oldugu goriilmigtir.

Klinik kullanim1 yaygin olan ifosfamid hastalara uygulanirken bir
kiirde kullanilan total doz 250-300 mg/kg’dir. Genel olarak giinde 50-60
mg/kg’lik bir dozun beg giin arka arkaya uygulanmasi ile bir kiir tamamla-
nir. Bu uygulama bazen giin agiri da yapilabilir. Ya da daha kiigik dozlar-
da 25-30 mg/kg olmak iizere on giin arka arkaya uygulanarak kiir tamamla-
nabilir. Baz1 direngli olgularda giinde 80 mg/kg’'lik doz birbirini izleyen
iki-iig giinde kullanilabilir.

Kullanildig yerler, kiigik hiicreli olmayan (non small cell) akci-
ger kanseri, brong karsinoma, over karsinomu, testikiiler karsinoma, meme
karsinomu, yumugak doku sarkomu, pankreas karsinomu, hipernefroma,

endometris karsinomu, melenoma ve non Hodgkin lenfoma geklinde sirala-
bilir.

Etki Mekanizmass:

Oksijen atomlari, fosfor, nitrojen ve karbondan olugan alt1 iiyeli
bir heterosiklik halka olan oxazaphosphorin ailesine iiye birgok sitostatik
ila¢g bulunmaktadir. Oxazaphosphorine-2 oksid yaygin kullanilan sitostatik
ilag cyclophosphamide ve onun izomerleri ifosfamide ve trofosfamid’in ana
yapisini olugturur (§ekil 15).
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Agik formiili [3 (2chloroethyl)- 2 -(2chlorethylamino) tetrahyd-
ro-2H-1,2,3 oxazaphosphorine oxide] olan ifosfamide cyclophosphamidin
nitrojen mustard tirevidir. Etki mekanizmas: da nitrojen mustard gibidir.
Ifosfamide bir kloroetil grubunun nitrojen halkasina baglanmasi, onda fizi-
kokimyasal farkliligina yol agar. Bu da ifosfamidin daha yiiksek suda ¢6zii-
nebilirligi demektir(10,45). Nitrojen mustardin bu 2-kloroetil grubunun
reaksiyona girme yetenegi vardir. Bu durum nitrojen atomunda bulunan ve

2-kloroetil grubunu baglayan bir ¢ift elektron tarafindan gergeklestirilir.

Nitrojen mustard etkisini Guaninin N, pozisyonunu etkileyerek
gergeklestirir. Bu kloroetil kolunu guanin bazinin N, pozisyonuna bagladik-
tan sonra diger kloroetil kolunu diger guaninin aym yerine baglar. Béylece
bir gapraz baglanti meydana getirmig olur. Bu baglant: ayn1 zincir iizerinde-
ki guaninler arasinda da olabilir. Fakat ayn1 zincirdeki baglantinin 6zellik-
le iki DNA zinciri arasinda olmasi hiicrede sitostatik etkinin ortaya gikma-
s1 igin gerekli esas reaksiyondur. Alkilleyici ajanlar tarafindan baglanmig
olan esas parganin G-G olmasi sart degildir. DNA’daki primidin ve piirin
bazlarinin diger nikleofilik yerleri ile ve fosfat gruplar1 ile de baglant1
yapabilirler. Fakat gapraz baglantinin % 90’1inin DNA’n1n zinciri ya da zin-
cirleri arasinda G-G bazlarinda oldugu kabul edilir. Bu durum kesinlikle
DNA’nin normal fonksiyonunu etkileyecektir. Aralarinda gapraz baglanti
olan DNA zincirleri bir birinden ayrilamayacak ve replikasyona giremeye-
cektir. DNA’n1in replike olamamasi hiicre aktivasyonunu o noktada durdu-
racaktir. Bunun sonucu DNA’nin iiriinii olacak madde olugamayacak-
tir(23).

Ilacin aktive olabilmesi igin karacigerin mikrozomal mikst fonksi-
yonlu oksidaz sistemi tarafindan metabolik aktivasyona ihtiyaci vardir.
ifosfamid metabolizmasinda esas agama 4 karbon pozisyonundaki oksidas-
yondur. Birlegim, karacigerde 4-hidroksiifosfamide ve onunla dengede
olan aldoifosfamide déniigiir. Aldoifosfamidin daha ileri bir enzimatik oksi-
dasyonu ile karboksi ifosfamid ortaya gikar. 4-hidroksiifosfamid’in dehidro-
jenasyonu ile 4 keto ifosfamide olugur. Son agamada ise antitiimér ajan
olan alkilleyici ifosfamid mustard, acrolein olusur(10,12,23) (§ekil 16).
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Sekil 16 : fosfamidin Metabolizmasi ve Aktivasyonu(10)

Ifosfamidin akcigerde de metabolize olabildigi 1973’de Hill ve
arkadaglar1 tarafindan gosterilmigtic. Metabolik yol nitelik olarak aym
bulunmugtur. Ancak sayisal olarak farklihiklar bulunmaktadir. Ifosfamide
kullanan hastalarda 1. giinden 5S.giine kadar ifosfamide klearensinde % 76
oraninda artig gorilmigstiir. Bu da ifosfamide metabolizmasinda 5. giiniin

izerinde zamana bagli artig bulundugunu géstermistir (L.D.Lewis ve ark.
1990).

[fosfamid metabolizmasinin bilyiik bir kismi karacigerde sitok-
rom P-450 sistemi tarafindan gergeklegtirildiginden metabolizmadaki ifos-
famid klearensinin diigikliijline sebep olan, zamana bagl degigikligin kara-
ciger kan dolagimindaki degigiklikten dolay:1 degil, karacifer enzim aktivite-
sindeki artigtan dolay: oldugu gdsterilmigtir(46).

Ifosfamidin 4 hidroksi metabolitlerinin serum yarilanma 6mrii
4-6 saattir. Aktive olmug ifosfamid 30 dakikadan daha az bir zamanda kan-
daki en yiiksek diizeyine ulagir. S g/m? ifosfamidin verilmesinden sonra 15

saatlik gok uzun bir yarilanma 6mrii bildirilmigtir.

Yine ayni metodla 3.8 ile 5 g/m2/giin dozdan sonra idrarda % 53
degismeyen ifosfamide bulunmugtur. Bu oran 1,6 ile 2,4 g/m?'de bir ile
figgiinliik dozdan sora % 15 olarak bulunmugtur(10,51).
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Ifosfamid metabolizmasinin son iriinii olan acroleinin ¢ok yiik-
sek sitotoksisitesi oldugu gosterildi ve bu ilacin antitimor aktivitesinde bir
rol oynayabilecegi sunulmugtur. Ciinkit bu ilacin n-trimethylene grubu anti-
timér aktivitede 6nemlidir ve acrolein de n-trimethylene grubundan olu-
sur(3,36).

Toksik Etki

Ifosfamide gok yaygin kullanilan bir antitimér ajan olmasi ile
birlikte gok yiiksek toksisiteye sahiptir. Bu yiizden de son yillarda giindem-
de olan bir ilagtir. Ozellikle iirolojik etkileri s6zkonusudur. Gok sik olarak
hemorajik sistite rastlanir. Yapilan bir galiymada rabdomyosarkoma teghisi
konulan bir hastada ifosamide kullanilmig ve proximal renal tubular asido-
sis, fosfat iiri, glikoziiri ve aminoasidiiriye sebep olan 6nemli renal toksisi-
teye yol agmigtir (R.A. Newbury Ecob ve ark.). Intradermal olarak farelere

uygulanan ifosfamide deri ilserlerine sebep olmustur(52).

Intravendz verilen Ifosfamide bazi zamanlarda ensefalopati ya
da daha hafif olarak Merkezi Sinir Sistemi ile iligkilidir. Agiz oylu ile veril-
diginde ise vakalarin % 50’sinde bir reversible ensefalopatiye yol agmakta-
dir.

Ayrica bulanti, kusma, alopesi, alyuvar, akyuvar ve trombosit
sayisinda diigme gorilebilir(15,52,63,78,86).

Oxazaphosphorine sitotoksik ilaglarin toksik etkileri bunlarin
serumdaki konsantrasyon piklerine baghdir. En uzun serum yarilanma
o6mriine sahip ilaglar 15,2 saatte (beta faz) ifosfamide, ya da ~ 7 saatte cyc-
lophosphamidedir. Kademeli uygulanan giinlitk dozlar, yilksek pik olugtura-
cagindan, tek doz uygulamalardan daha az toksik olabilir. Hayvanlarda ger-
geklestirilen subakut toksisite galigmalarinda cyclophosphamide ile karsi-
lagtirildiginda ifosfamide daha az toksik bulunmugtur(10,40).
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Teratoloji ve Mutajenite:

Yapilan ¢aligmalar acroleinin teratojenik oldugunu goéstermistir.
Yine fenil keto isofosfamid ile yapilan hayvan deneylerinde yayagsan tiim
sican embriyolarinin malforme oldugu goriilmigtiir. Hypoplastik prosense-
falon seklide gozlenen major malformasyon ve geligme geriligi seklinde
olmaktadir. Bu teratojenik ifosfamid mustard metabolitleri ile olmakta-
dir(33,55,56).

Nicholson, sitotoksik tedavilerinin teratojenik etkilerinin uygula-
ma zamanina bagh oldugunu vurgulamigtir. Alkilleyici ajanlarin, niikleopro-
teinlerdeki radikalleri gabuk alkillemesi ile ortaya gikan mitotik zehirlen-
me, gelisme anindaki dokulan etkiler. Dogal olarak malformasyon ortaya
¢ikar(39).

Sigan hepatositleri ve insan leukemia hiicreleri kullanilarak yapi-
lan bir ¢aliymada, acroleinin DNA single strand kiriklarina sebep olan yiik-
sek bir aktiviteye sahip oldugu gorillmiigtiir(18).

Bir bagka gah;mﬁda ifosfamid uygulanan farelerde teratospermia
gelismigtir (I.Quinto ve ark. 1988). Bunun ya genetik mekanizmalar, yani
sperm morfolojisi igin galigan genlerdeki mutasyonlar ya da enzimlerin,
hormonlarin yada ischemic faktorlerin interaksiyonu olan epigenetik meka-
nizmalardan dolay: olabilecegi diigiiniilmektedir. Ayrica metabolik aktivas-
yonu takiben Salmonella typhimunum’da yapilan mutajenite testinde muta-
jenite gostermistir. R.D.Morte ve ark. yaptig1 bir bagka galigmada da ifos-
famidin kromozomal dizensizlikleri, onkojenik transformasyonlari ve
mutasyonlar: indiikledikleri gosterilmistir. Bu ilacin Drosophila melenogas-
ter ve lenfositlerde klastojenik etkisi oldugu rapor edilmigtir. Bu da abnor-
mal spermlerin tretiminde mutasyonun etkisinin olabilecegini gdstermis-
tir. Ozellikle ifosfamidin major iiriner metabolitleri mutajenik bulunmug-
tur. Chinese hamster hiicreleri ile yapilan bir bagka ¢aligma da ifosfamidin
aktiv formu olan ifosfamid mustardin gen mutasyonlarini indiikledigi goste-
rilmigtir(9,19,59,67).
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MATERYAL VE METOD=e0r—"»+-—-—-

A. Materyal

1. Deney Hayvanlar::

Ifosfamid’in (Holoxan) uygulanan farkli dozlarinin Rattus norve-
cigus (Wistar albino) kemik iligi mitotik kromozomlar: iizerine etkisini
aragtirmak igin yaptigimiz bu ¢aliyjmada DETAM (1.U.Deneysel Tip Aras-
tirma ve Uygulama Merkezi)’dan temin edilen, sexiiel maturiteye erigmig
10-12 haftalik, agirliklar1 120-180 gr. arasinda degisen deney hayvanlan
kullanildi.

Galigmamaz siiresince ilag verilen denek gruplar: ile kontrol grup-
lar1 normal laboratuvar gartlarinda tutuldu. Deney hayvanlarinin beslenme-

leri igin standart laboratuvar yemi (pellet) kullanildi.

Kullandigimiz Wistar Albino siganlarin diploid kromozom (2n)
sayist 42°dir.

II1. Deney Gruplar::

Deneye alinan erkek ve digi siganlarin sayisi egit tutularak her
bir doz igin 10’u denek, 5’i kontrol 15 hayvan olmak iizere toplam 45 sigan
kullanildi.
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I. Doz Grubu (5 erkek, 5 digi):
25 mg/kg’lik ifosfamide uygulanan bu doz grubunda ilag, 200 gr.
agirligindaki Wistar Albino sigan igin 5 mg ifosfamide 0,5 cc steril sulandir-

ma solusyonunda ¢éziilecek gekilde hazirlandi.

II. Doz Grubu (5 erkek, 5 disi)
100 mg/kg’lik ifosfamide uygulanan bu doz grubunda, ilag 200
gr. agirhigindaki Wistar Albino sigan igin 20 mg ifosfamide 0,5 cc steril

sulandirma soliisyonunda hazirlandu.

III. Doz Grubu (5 erkek, 5 digi)
400 mg/kg’lik ifosfamide uygulanan bu doz grubunda ilag, 200
gr. agirligindaki Wistar Albino sigan igin 80 mg. ifosfamide 0,5 cc sulandir-

ma solusyonunda ¢ézilerek hazirlandi.

Kontrol Grubu (7 digi, 8 erkek):
15 sigandan olugan kontrol grubunda 2,5 cc/kg dozunda, ilaci
hazirlamada kullanilan steril sulandirma solusyonundan uygulandi. 200 gr.

sigan igin 0,5 cc olacak gekilde viicut agirlifina gore verildi.

B. Metod

Belirlenen dozlardaki ifosfamide 10 sigandan olugan grublarda
siganlara insiilin enjektorii ile intraperitoneal olarak uygulandi. Hergiin ig
hayvan kullanildi. Bunlardan ikisi denek (biri erkek, digeri digi), digeri ise
kontrol idi. Béylece deneklerle kontrolleri ayn1 laboratuar gartlarinda tuta-
rak, esit gartlarda strese soktuk.

Ilacin verilmesinden sonra 20. saatte insiilin enjektori ile intra-
peritoneal olarak colchicine uygulandi. Colchicine - Sigma (C-9754) den 1
mg/kg.lik dozda uygulanan bir grup Rattus norvecigus’da kemik iliginden
yaptigimiz preparatlarda yeterli sayida metafaz plagi elde ettifimizden
deneyimizi ayni dozda devam ettirdik. 200 gr. agirlifindaki Wistar Albino
i¢in 0,5 cc olacak gekilde hazirlanarak, siganlara uygulandi. Colchicine
verildikten 4 saat sonra, yani ilag verilmesinden 24 saat sonra hayvanlar
sakrifiye edildi.
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Kemik Iligi Direk Metodu

a) Materyalin alimig1 ve hipotonik gok: Sakrifiye edilen siganla-
rin her iki femuru da gikarilip, yumugsak dokudan temizlendi. Sonra makas-
la femurun her iki ucu kesilip, distal ucuna yumusak ve kemik g¢apindan
daha dar polietilen boru takildi. Borunun diger ucuna ise (iginde 8 ml
0,075 M KClI bulunan) 37° C’de 1sitilmig hipotonik sok soliisyonu igeren
enjektdr takildi. Bu enjektdriin pistonu yardim ile basing yapilarak kemik
iligi hipotonik gok soliisyonu ile birlikte 15 cc’lik bir santrifiij tibiine alin-
di. Materyal vortexde iyice homojenize edildi. Etiivde 37°C’de 20 dakika
inkiibe edildikten sonra 600 rpm’de 6 dakika santrifiij edildi. Supernatal
atildi.

b) Fiksasyon: Dipte ¢oken hiicrelere (pellet) o anda taze hazir-
lanmig 3:1 metanol/asetik asit karigimindan olugan carnoy fiksatifinden 7
ml. ilave edildi. Hiicrelerin birbirine yapigmamalar: i¢in vortex yardima ile
azar azar ilave edildi. Parafilm ile agizlar1 kapatilan tiipler buzdolabinda
(+4°C’de) bir gece bekletildi. Ertesi giin ¢ikarilan tipler 1200 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Supernatal atildi. Pellet iizerine 5 ml taze hazirlan-
mis fiksatif ilave edildi. 5 dakika 1200 rpm’de santriiifj edildi. Bu iglem 5
kez daha tekrarlandi. Ust siv1 atildiktan sonra tiipiin dibindeki pellete 2-3

cc fiksatif ilave edildikten sonra hiicre suspansiyonu hazirlandi.

c) Preparatlarin Hazirlanmasi: Cam kalemi ile numaralandirilan
lamlar, iyice temizlendikten sonra metanolden gegirildi ve distile su ile
yikandi. Iginde distile su bulunan cam galede (+4°C)’de bekletildi.

Soguk ve 1slak lamlar iizerine (suyun fazlas: filtre kagidina alin-
d1) hazirlanan fiksatif hiicre suspansiyonundan bir iki damla yaklagik 20
cm yiikseklikten hizla damlatildi. Lamlar oda 1sisinda kurutulda.

Her hayvan igin en az iki preparat hazirlandi. Artan doz grupla-
rinda bu say1 altiya kadar ¢ikt1.
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d) Boyaima: Hazirlanan lamlar Giemsa boyas: ile solid boyandig:

gibi, GTL (G:G bandi, T: Tripsin L: Leishman) ile de bantlandu.

1- Giemsa:

Hazirlanan lamlar Giemsa boyasinda 7 dakika boyandi.
Giemsa boyasi: 90 cc distile su
1,5 cc NH, OH

100 cc’ye siiziilmils Giemsa ile tamamlandi. -

Boyama siiresi biten preparatlar akarsu ile yikandi. Havada kuru-

tuldu. Boylece 151k mikroskobu ile incelenecek hale getirildi.

tildi.

2- GTL Bantlama (G: G Bands, T: Tripsin, L:Leishman)

- Preparatlar 5-20 saniye tripsinle muamele edildi.

- Salinle, daha sonra da buffer ile yrikand:

- 5 dakika 1/5 oraninda Leishman ile boyand,

- Tekrar buffer ile yikanarak oda 1sisinda kurumaya birakildi.

Soliisyonlar

Saline : 9 gr. NaCl 1000 ml. distile suda ¢ozdiirildii.
Tripsin : 0,02 mg. tripsin 100 cc salinde ¢ézdiirildi.
Buffer : 3,4 gr. KH,PO, 100 ml distile suda ¢6zdirildi.
pH : 6,8 olacak sekilde ayarland:.

Boya:
Stok; 0,3 gr. Leishman 200 ml metanolde 70°C’de bir gece bekle-

Kullanim soliisyonu; Stok boyadan siizilerek 1:5 oraninda buffer

ile dilue edildi.



52

e) Mikroskopta Inceleme ve Deferlendirme Kriterleri:
Preparatlar Letiz-Orthoplan ve Zeiss-Axioskop 151k mikroskobun-

da x100 akromat objektifte incelendi.

Fotograflar Zeiss-MC 100 otomatik kamarada AGFA-ORTHO
film ile 25 ve 50 ASA’da gekilmigtir.

Bazi preparatlarda intakt metafazlarin az olusu nedeni ile her
hayvan igin en az 22 en gok 50 metefaz plag:i incelendi. x100 biyitmede
incelenen metafazlar Preston ve arkadaglarinin (1987) modifiye ettigi "Kro-
mozom ve Kromatid aberasyon analiz gemasindan” yararlanilarak hipoplo-
idi, poliploidi, hiperploidi gibi say:r anomalileri, kromozom ve kromatid
tipi kirik, ring kromozom, gap gibi morfolojik anomaliler y6niinden deger-
lendirildi (Tablo 1)(66).

Mitotik (MI); Giemsa ile boyanan preparatlarda 151k mikrosko-
bunda, her deney hayvaninda 1000 hiicre sayilarak bunlarin arasinda pro-
faz baglangicindan telofaz sonuna kadar bolinme gosteren hiicreler kayde-

dildi. Mitotik index mitoz/1000 hiicre formiiline gore hesaplandu.

Kromozomlarin solid karyogramlar1 boylarina gore altigarh sira-
lar halinde dizilerek hazirland1(7).

Bantli karyogrami ise Gallimore ve Richardson’in, 1973’de yapti-
g1 idiograma gore hazirlandi(62) (Seki 17).

Bulunan bu degerler C.T.F Biyoistatistik Bilimdali yardimi ile
istatistik bakimdan degerlendirildi.
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Sekil 17 : Sican kromozomlarinin banth 1d10gram1. (Gallimore ve Richardson,
1973)(62)
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Tablo 1 : Metafaz kromozomlariun analiz formu

CERRAHPASA TIP FAKULTESI
TIBBI BiYOLOJIiK BiLIMLER BOLUMU

GENETIK ANABILIM DALI TARIES./10/.93
SITOGENETIK BIRIMI

Inceleyen: (D'\l‘nan Km‘u Mikroskop: Z E\55 Hasta: W A (QOD)Q g

Prot Not Lab No:
Sira Prep.No. Pozisyon Not Formil
No
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7 " ‘Osbl/lao._‘lol(% \4\"% }Z{‘cs 43, XX
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9 " 42:/5413 Chletl, | L]
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BULGULAR

"ffosfamide"in Dozlarina Gire Mitotik Indeks ve Kromozomal

Diizensizlikler

15 kontrol ve 30 denek olmak lizere toplam 45 Wistar Albino
siganin kullanildigi bu ¢aligmada kemik iliginden direk kromozom preparat-
lar1 hazirlandi. Giemsa boyasi ile solid boyanan bu preparatlarda mitotik
indeks, kromozom yap1 ve say1 diizensizlikleri incelenerek, karyogramlar:
yapildi (Resim 1, 2). Ayrica preparatlara uygulanan GTL bantlama yonte-
mi ile bantli kromozomlar elde edilerek, karyogramlar: hazirland: (Resim

3).

Aragtirmamizin sonuglari Tablo 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9’da goériilece-
gi izere ilag dozlarina gore agafida 6zetlenmistir. Bulgulara ait ornekler
resimlerde gosterilmigtir (Resim 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24).
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Resim 1: Disi Wistar Albino siganinin Giemsa boyama yontemi ile metefaz kromozomla-
rinin 151k mikroskobunda gériiniimii ve hazirlanan karyogramu.
Karyotip: 42, XX



AN g eoRoe e
g 2 3 Y 5 6

B I B LB I I I e

# ¢ 4 e i 12
— AR SR SN Re N N
13 1 15 16 it 19
—N-4—%-8 -
13 20 "
X Y

Resim 2: Erkek Wistar Albino siganinin Giemsa boyama y6ntemi ile metefaz kromozom-
larinin 151k mikroskobunda goriiniimii ve hazirlanan karyogrami.
Karyotip: 42, XY
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Resim 3: Erkek Wistar Albino siganinin Tripsin-Giemsa bantlama yontemi (G bands) ile
hazirlanan metefaz kromozomlarinin karyograma.
Karyotip: 42, XY
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Kontrol Grubu:

7 disi 8 erkek olmak iizere 15 sigan kullanildi. Her deney hayva-
ninda 1000 hiicre sayilarak incelenen toplam 15000 hiicrede 2906 mitoza

rastlanilmigtir (Resim 4).

Her bir si¢an igin 50 alan olmak iizere 750 metefaz plag: incelen-
di. Bunlardan 741 alanda 2n=42 kromozom sayilirken, 5 alanda 40 ve 4
alanda 41 kromozom olmak iizere 9 alanda hipoploidi bulundu. Poliploidi
ve hiperploidiye rastlanmadi. Kromatid ve kromozom tipi gap ve kiriklara
rastlanmadi. Ayrica kromatid exchange ve kromatin fragmenti gibi diger

kromozomal anomalilerde bulunmadi (Tablo 2,3).

I. Doz Grubu:
25 mg/kg dozunda ifosfamide uygulanan birinci doz grubunda 5
disi ve 5 erkek olmak iizere 10 sigan kullanildi. Her deney hayvaninda

1000 hiicre sayilarak incelenen 10.000 hiicrede 2163 mitoza rastlanilmigtir.

Her hayvan igin 50 saha olmak iizere toplam 500 alandan 450’sin-
de normal 2n=42 sayim bulunurken, bir alanda 3n=63 ve 4 alanda 4n=84
sayim yapilarak 5 alanda poliploidi bulundu. 11 alanda 40 ve 24 alanda 41
kromozom sayilarak 35 alanda hipoploidi tesbit edildi. 10 alanda 43 kromo-

zom tesbit edilerek hiperploidi bulundu.

Yapisal anomaliler agisindan incelendiginde, 14 alanda kromatid
tipi gap, 7 alanda kromatid tipi kirik bulundu. Ayrica 3 alanda kromozom
tipi gape rastlandi. 1 alanda kromatid exchange ve 2 alanda kromatin frag-
mentlerine rastlandi. Bu doz grubunda kromozom tipi kiriklara rastlanma-
di1 (Tablo 4). incelenen bazi metafaz alanlarinda bir kag tip yapisal anoma-
liye bir arada rastlandigindan, incelenen kromozom sayisi agisindan da
degerlendirmeye alindi. Incelenen toplam 21153 kromozomdan 17’sinde
kromatid tipi gap, 1 tanesinde kromatid tipi kirik ve 3 tanesinde de kromo-
zom tipi gap bulundu (Tablo 5) (Resim 6,7,8,9,10,11,12). Bu doz grubunda
kromozomal anomaliler % 0,080 kromatid tipi gap % 0,047 kromatid tipi
kirik ve % 0,014 kromozom tipi gap seklinde dagilmaktadir.
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II. Doz Grubu:
100 mg/kg dozunda ifosfamide uygulanan ikinci doz grubunda da
5 digi ve 5 erkek olmak iizere 10 sigan kullanildi. Her deney hayvaninda

1000 hiicre sayilarak incelenen 10.000 hiicrede 457 mitoza rastlanilmigtir.

iki hayvanda yeterli metafaz bulunamadigindan 50 sayima ulagila-
madi, ancak diger 8 hayvanda 50’ser metafaz alani bulunarak, toplam 491
metafaz alani incelendi. 393 alanda 2n=42 olan normal kromozom sayisi
bulundu. 3n=63 kromozom sayimli alan hi¢ bulunmazken, 3 alanda 4n=84
kromozom sayimi bulundu. 15 alanda 40 ve 61 alanda 41 kromozom say1la-
rak toplam 76 hipoploidili alan bulundu. 16 alanda 43, 3 alanda 44 sayim
bulunarak toplam 19 hiperploidili alan tesbit edildi.

Yapisal anomaliler agisindan incelendiginde 25 alanda kromatid
tipi gap ve 27 alanda kromatid tipi kirik, 4 alanda kromozom tipi gap ve 4
alanda kromozom tipi kirik tesbit edildi. Ayrica 3 alanda kromatid exchan-

ge ve 5 alanda kromatin pargaciklarina rastlanildi (Tablo 6).

incelenen kromozom sayist agisindan degerlendirmeye alindigin-
da 21055 kromozomdan 30’unda kromatid tipi gap, 38’inde kromatid tipi
kirik, 4’iinde kromozom tipi gap ve 5’inde kromozom tipi kirik bulundu
(Tablo 7).

Bu doz grubunda da birgok metefaz alaninda bir kag yapisal ano-
mali bir arada tesbit edildi (Resim 13,14,15,16). Tesbit edilen kromozomla-
rin yapisal anomalileri % 0,018 kromatid tipi kirik, % 0,14 kromatid tipi
gap % 0,02 kromozom tipi kirtk ve % 0,018 kromozom tipi gap seklinde
dagilim gostermektedir.

II1. Doz Grubu:

400 mg/kg dozunda ifosfamide uygulanan iigiincii doz grubunda 5
disi ve 5 erkek olmak iizere toplam 10 si¢an kullanildi. Her siganda 1000
hiicre sayilarak incelenen 10.000 hiicrede 224 mitoza rastlanilmigtir. Mito-

tik indeksin gok diigmesi ve uygun metafaz alanlarinin gok azalmasi nedeni
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ile her hayvanda 50 metafaz alani incelenemedi (Resim 5). Bununla birlik-
te toplam 453 metafaz alan: incelendi. 453 alanin 353’inde normal 2n=42
kromozom bulundu. 3n=63 kromozomlu alana rastlanmadi. 5 alanda

4n=84 kromozomlu alan tesbit edildi (Resim 17).

40 kromozomlu 12 ve 41 kromozomlu 57 alan olmak iizere top-
lam 69 hipoploidili alan bulundu. 43 kromozomlu 24 ve 44 kromozomlu 2

alan olmak iizere 26 hiperploidili alan tesbit edildi.

Yapisal anomaliler agisindan incelendiginde 86 alanda kromatid
tipi gap, 157 alanda kromatid tipi kirik, 9 alanda kromozom tipi gap ve 33
alanda kromozom tipi kirik bulundu. Incelenen bir alanda 2 metasentrik
kromozomun sentromerlerinden kirilarak, parga kaybina ugramadan dértli
bir formasyon olugturdugu gorilldii (Resim 18). Iki alanda kromatid exchan-

ge, 17 alanda kromatin pargalar: tesbit edilmistir (Tablo 8).

Incelenen kromozom sayist agisindan degerlendirildiginde, ince-
lenen toplam 19476 kromozomun 104’iinde kromatid tipi gap, 49’unda kro-
mozom tipi kirik, 282’sinde kromatid tipi kirik ve 10’unda kromozom tipi
gap tesbit edilmigtir (Tablo 9).

Bu doz grubunda da incelenen birgok metafaz alaninda gap ve
kiriklar bir arada gérilmistir (Resim 19,20,21,22,23,24). Tesbit edilen
kromozom anomalilerinin dagilimi, % 1,44 kromatid tipi kirik, % 0,53 kro-
matid tipi gap, % 0,05 kromozom tipi gap ve % 0,25 kromozom tipi kirik
seklindedir. ‘
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Resim 4: Itk mikroskobunda kontrol grubuna ait mitozlarin gériintimi

Resim 5: Isik mikroskobunda, 400 mg/kg'lik doz grubuna ait mitozlarin gériinimii
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Resim 7: 25 mg/kg’lik doz grubuna ait kromatid tipi gap
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Resim 8 : 25 mg/kg'lik doz grubuna ait kromatid exchange ve kromatid tipi kirik.
2n-1= 41 (Hipoploidi)

Resim 9 : 25 mg/kg’lik doz grubuna ait kromatid tipi gap
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Resim 10: 25mg/kg’lik doz grubuna ait kromozom ve kromatid tipi kiriklar. 2n+1= 43
(Hiperploidi)

Resim 11: 25 mg/kg'lik doz grubuna ait kromozom ve kromatid tipi kiriklar, kromatin pargalar
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Resim 12 : 25 mg/kg’lik doz grubuna ait kromozom tipi gap
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Resim 14: 100 mg/kg'lik doz grubuna ait kromozom ve kromatid tipi kurik ve kromatid tipi gap
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Resim 15: 100 mg/kglik doz grubuna ait kromozom ve kromatid tipi kirk ve kromatid
tipi gap, 2n+2= 44 (Hiperploidi).

Resim 16: 100 mg/kg’lik doz grubuna ait kromatid tipi kunk
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Resim 18:400 mg/kg'lik doz grubuna ait iki metasentrik kromozomun sentromerlerinden ki-
rilarak olugturduklari dértlii formasyon. Kromatid tipi kirik ve gapler.



Resim 19: 400 mg/kg'lik doz grubuna ait kromozom ve kromatid tipi kurik, kromatid tipi
gap
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Resim 20: 400 mg/kg'lik doz grubun ait kromatid exchange, kromozom ve kromatid tipi kurik.
2n-1=41 (Hipoploidi)
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Resim 22: 400 mg/kg'lik doz grubuna ait kromatid tipi kirik 2n+ 1=43 (Hiperploidi)
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Resim 23: 400 mg/kg’lik doz grubuna ait kromatid tipi gapler
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Resim 24: 400 mg/kg’lik doz grubuna ait kromatid tipi kiriklar. 2n+1=43 (Hipoploidi)
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Bulgularin Istatistik Degerlendirmesi:

Daha Once 6zetlenen bulgularin istatistik degerlendirmesi arag-
tirmamiz: olugturan ¢ ayr1 doz grubunun kontrol grubu ile ve birbirleri ile

kargilagtirilmas: geklinde yapilmigtur.

Mitotik indeks bakimindan ortalama deperlerin hesaplanmasi
varyans analizi ile yapilmigtir. Doz gruplari kontrol grubu ile ve birbirleri
ile kargilagtirildifinda, kontrol grubu ile I. doz grubu arasinda ve II. ile
ITI. doz grubu arasinda anlaml bir farklilhik bulunmamigtir. Kontrol grubu
ile II. doz grubu ve kontrol grubu ile III. doz grubu kargilagtirildiginda
anlamli bir farklihk bulunmugtur. Yine I. doz grubu ile II. doz grubu ve 1.
doz grubu ile III. doz grubu kargilagtirildiginda anlamh bir farklilik bulun-
mugtur. Bu degerlendirmeye gore kontrol grubu I. doz grubunun mitotik
indeks degerleri benzer olmakla beraber, II. ve III. doz grubunun mitotik

index degerlerinden anlamli derecede biiylik bulunmustur.

Ug farkli dozda ifosfamid uygulanan denek gruplarinin normal
hiicreleri ile sayisal anomalili hiicreleri kontrol grubundaki ayni 6zellikle-
re sahip hiicrelerle ve ii¢ doz grubu birbirleri ile X2 (ki kare) testine gore
kragilagtirildi. Kontrol grubu ile I. II. ve III. doz gruplar: tek tek kargilagti-
rildiginda p<0,001 diizeyinde ileri derecede anlamlilik bulundu. Ayni gekil-
de i¢ doz grubu kendi aralarinda kargilagtirildiginda ileri derecede anlam-
lilik bulunmugtur.

Kontrol grubu toplam 40 kromozom igeren metafaz alanlar1 baki-
mindan L. IL. ve III. doz gruplari ile ii¢ doz grubu kendi arasinda X2 testine
gore kargilagtinildi. Kontrol grubu ile I. doz grubu arasinda p<0,05 diize-
yinde anlaml: bir fark bulundu. Kontrol grubunun II. ve III. doz gruplar:
ile kargilagtirilmalarinda ise p<0,001 diizeyinde ileri derecede anlamli
fark bulunmugtur. Ug¢ doz grubu kendi arasinda kargilagtirildiginda
(p>0,05) anlaml1 bir fark bulunmamigtir.
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Bir diger hipoploidi olan toplam 41 kromozom igeren hiicreler
agisindan kontrol grubu iig¢ farkli1 doz grubu ile Fisher, doz gruplar:1 birbir-
leri ile X2 (ki kare) testine gére kargilagtirildi. Kontrol grubu ile I. II. ve
ITI. doz gruplar1 arasinda p<0,05 diizeyinde anlamli farklilik bulundu. Doz
gruplar1 kendi aralarinda kargilagtirildifinda ise p<0,001 diizeyinde ileri

derecede anlamlilik bulunmugtur.

Kontrol ve ii¢ farkli denek gruplar: hiperploidi agisindan kargilag-
tirilmigtir. Toplam 43 kromozom igeren metefaz alanlarina sahip ii¢ doz
grubu tek tek kontrol grubu ile Fisher testine gore, kendi aralarinda X2 (ki
kare) testine gore kargilagtirildiginda p<0,05 diizeyinde anlamli bir fark

bulunmustur.

Toplam 44 kromozom igeren metafaz alanlarina sahip ii¢ doz gru-
bu kontrol grubu ile tek tek Fisher testine gére, kendi aralarinda ise X2
(ki kare) testi ile kargilagtirilmig ve anlamli bir farklihik bulunmamigtir
(p>0,05).

Kontrol ve ii¢ farkli doz grubu poliploidi agisindan kargilagtiril-
d1. Kontrol grubu ile 3n=63 kromozoma sahip I. doz grubu Fisher testine
gore kargilagtirildifinda anlamli bir farklilik bulunmamigtir.

4n=84 kromozoma sahip 3 doz grubu kontrol grubu ile Fisher
testine gore, kendi aralarinda X2 (ki kare) testine gore kargilagtirildi.
Kontrol grubu ile II. ve III. doz gruplar: arasinda p<0,05 dizeyinde anlam-
1 bir fark bulunurken, kontrol grubu ile II. doz grubu ve ii¢ doz grubu ken-
di arasinda anlaml bir farklilik géstermemigtir (p>0,05).

Ug farkli dozda ifosfamid uygulanan denek gruplar: kontrol gru-
bu ile yapisal anomaliler bakimindan incelenen metafaz alanlari ve incele-

nen kromozom sayis: olmak iizere iki agidan kargilagtirilmgtir.
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Ug farkli doz grubunun kromatid tipi gap tasiyan metefaz alanla-
r1 kontrol grubunun normal metefaz alanlar ile Fisher, ii¢ doz grubu kendi
arasinda X2 (ki kare) testine gore kargilagtirilmigtir. Kontrol grubu ile L.,
II. ve III. doz gruplar arasinda p<0,05 dizeyinde anlamli bir farklilik
bulunmugtur. Ug doz grubu kendi arasinda p<0,001 diizeyinde ileri derece-

de anlamlilik gostermigtir.

Ayni gekilde doz gruplarinin kromatid tipi gap tasiyan kromo-
zom sayisi, kontrol grubunun kromozom sayisi ile X2 (ki kare) testi ile kar-
silastirildi. Doz gruplarinin birbirleri ile kargilagtirilmasinda da X2 (ki
kare) testi kullanildi. Kontrol grubu ile I., II. ve III. doz gruplari arasinda
ve ii¢ farkli doz grubu kendi aralarinda p<0,001 diizeyinde ileri derecede

anlaml:i fark gostermigtir.

Kromatid tipi kiria sahip metafaz alanlari bakimindan ¢ farkl
doz grubu kontrol grubu ile Fisher testine gére kargilagtirildi ve p<0,05
diizeyinde anlamli bir fark gésterdi. Doz gruplari kendi aralarinda X2 (ki
kare) testine gore kargilagtirildifinda p<0,001 dizeyinde ileri derecede
anlamlilik bulundu.

Doz gruplarinin kromatid tipi kiriga sahip kromozomlarinin sayi-
s1 kontrol grubu ile X2 (ki kare) testine gore kargilagtirildiinda p<0,001
diizeyinde ileri derecede anlamli fark bulundu. Ayn: gekilde doz gruplar:
kendi aralarinda kargilagtirildiginda da p<0,001 diizeyinde ileri derecede

anlamlilik bulundu.

Ug farkli doz grubu, kontrol grubu ve birbirleri ile kromozom
tipi gap ve kiriklar agisindan kargilagtirilmigtir. Kromozom tipi gap tagiyan
metafaz alanlarina sahip iig¢ farkl1 doz grubu kontrol grubu ile Fisher, bir-
birleri ile X2 (ki kare) testi ile kargilagtirilmigtir. Kontrol grubu ile I. doz
grubu arasinda anlamlt bir fark buiunmamlgtlr; Kontrol grubu ile II. ve III.
doz gruplari arasinda p<0,05 diizeyinde anlaml1 fark bulunurken, doz grup-
lar1 kendi aralarinda anlamhilik géstermemigtir (p>0,05).

Kromozom tipi gap tagtyan kromozom sayilar1 agisindan kontrol

grubu ile doz gruplan X2 (ki kare) testine goére kargilagtirildifinda, kon-
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trol grubu ile I. ve II. doz gruplar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamig-
tir. Ancak II. doz grubu ile kargilagtirildiginda p<0,001 diizeyinde ileri
derecede anlamlilik bulunmustur. Fakat doz gruplar: birbirleri ile X2 (ki
kare) testine gore kargilagtirildidnida anlamli bir fark bulunmamigtir
(p>0,05).

Kromozom tipi kirik bulunan metafaz alanlari bakimindan iig
doz grubu kontrol grubu ile Fisher testine gore kargilagtirildi. Kontrol gru-
bu ile 1. doz grubu arasinda anlamli bir fark bulunmazken, II. ve III. doz
gruplar1 arasinda p<0,05 dizeyinde anlamli fark bulundu. Doz gruplan
kendi aralarinda X2 (ki kare) testine gore kargilagtirildi ve p<0,001 diize-
yinde ileri derecede anlamlihik gdsterdi.

Kromozom tipi kirik tagiyan kromozom sayilari bakimindan ig¢
doz grubu, kontrol grubu ile ve birbirleri ile X2 (ki kare) testine gore kargi-
lagtirildi. Kontrol grubu ile I. doz grubu arasinda anlamli bir farklilik
bulunmazken, II. doz grubu ile kontrol grubu arasinda p<0,05 diizeyinde
anlamli bir fark bulunmustur. Kontrol grubu ile III. doz grubu arasinda
p<0,001 diizeyinde ileri derecede anlamli fark bulunmugtur. Doz gruplar

kendi aralarinda da p<0,001 dizeyinde anlamlilik géstermigtir.

Ug farkli dozda ifosfamid uygulanan denek gruplari, kontrol gru-
bu ve birbirleri ile kromatid exchange ve kromatin fragmenti bakimindan

da kargilagtirilmigtir.

Kromatid exchange tesbit edilen ii¢ doz grubu kontrol grubu ile
Fisher testine gore kargilagtirilmig ve (p>0,05) anlaml: bir farkhilik bulun-
mamagtir. Doz gruplar: birbirleri ile de Fisher testine gore kargilagtirilmig

yine anlamli bir farklilik gostermemigtir (pS 0,05).

Kromatin fragmenti tesbit edilen ii¢ doz grubu kontrol grubu ile
Fisher, birbirleri ile X2 (ki kare) testine gore kargilastirilmigtir. Kontrol
grubu ile I. doz grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunmazken, II. ve II.
doz gruplar:1 arasinda p<0,05 diizeyinde anlamli bir farklilik bulunmustur.
Doz gruplar: kendi aralarinda p<0,001 diizeyinde ileri derecede anlamlilik
gostermistir.
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TARTISMA

Kanser tedavisinin vazgegilmez metodlarindan biri de kemotera-
pidir. Etki mekanizmasi farkli olan bu ajanlar tek tek ya da birkagi bir ara-
da kullanilarak daha g¢ok tiimé6r hiicresi éldiiriilir. Kullanilan ilaglarin
hedefi daha gok DNA sentezi veya fonksiyonlaridir. Hiicre sikliisii fazlarin-
dan birinde veya bir kaginda etkili olan kemoterapide kullanilan ilaglar
toksik ve antitimor etkilerini DNA sentezini inhibe ederek gdsterirler.
Sitostatik olan bu ajanlar .yxllardu' malign hastaliklarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilmakla beraber, bunlarin iriinlerinin insan kromozomlarina
etkileri yillardir aragtirma konusu olmugtur(23,34).

Biz aragtirma konusu olarak bu ilaglardan "ifosfamide"i sectik.
Ifosfamide antineoplastik ajanlarin alkilleyiciler sinifina dahildir. Nitrojen
mustard tiirevi olan ifosfamidin kendisi toksik degildir. Son metabolik iirii-
nii olan acroleinin gok yiiksek sitotoksisitesi oldugu ve bu ilacin antitiimér
aktivitede rol oynayabilecegi bildirilmigtir(3,36). Yapilan ¢aligmalar acrole-
inin teratolojik ve mutajenik oldugu yolundadir(18,24,33,55,56).

Bifonksiyonel nitrojen mustard kanser tedavisinde 6nemli bir
ajan grubu olarak ortaya gikmaktadir. Bu simif ilaglarin alkilleyici degisik
iiyelerinde yapisal benzerlikler olmasina ragmen aminin farkli diziligine
bagh olarak farkhi kimyasal reaktiviteye ve klinik kullanima sahiptirler.
Fakat tiim bu ilaglarla hiicrelerin muamelesini takiben partikiiler ve iplik-
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ler arasi gapraz baglant1 gibi bazi DNA hasarlarinin olugtugu fetal olusum-

lar ortaya gikmigtir(71).

Bizim ¢aligmamizda ifosfamide Wistar-Albino siganlarina ii¢ fark-
I1 dozda uygulandi. Dozlarimizi kg bagina 25 mg, 100 mg ve 400 mg olarak
tesbit ettik. Ilacimizi bir giin uygulayip 24 saat sonra da hayvanlarimiz: sak-

rifiye ettik.

Klinik kullanimi yaygin olan Ifosfamide hastalara uygulanirken
bir kiirde kullanilan total doz 250-300 mg/kg’dir. Genel olarak giinde
50-60 mg/kg’lik bir dozun 5 giin arka arkaya uygulanmasi ile bir kiir
tamamlanir. Bu uygulama bazen giin agir1 da yapilabilir. Ya da daha kigik
dozlarda, 25-30 mg/kg olmak iizere 10 giin arka arkaya uygulanarak kiir
tamamlanabilir. Baz1 direngli olgularda giinde 80 mg/kg’lik doz birbirini
izleyen 2-3 giinde kullanilabilir.

Bazi1 kimyasal maddelerin ve ilaglarin mitotik aktiviteyi azalttig:
gozlenmistir(31). Bizim galigmamizda da ayni sonucu gérdiik. I. doz olan
25 mg/kg ifosfamid uygulénan siganlarda kontrol grubu arasinda anlamli
bir fark bulamadik. Fakat kontrol grubu ile II. ve III. doz gruplar: karsilag-
tirildiginda mitotik indexin anlamli bir gekilde digstiigiind goézledik. Bu
diigiis birinci doza gore anlamlilik gosterirken, ikinci ile figiincii doz benzer
sonuglar ortaya koydu.

Birgok kimyasal, fiziksel ve biyolojik ajanlarin DNA hasarinin
yamsira hiicre béliinmesi sirasinda kromozomlarin kusurlu ayrilmasina
neden olarak sayisal kromozom degigikliklerine yol agtif1 birgok galisma
ile gosterilmigtir(48). Biz de yaptifimiz galigmada kromozomlarin sayisal
anomalilerinde ileri derecede anlamli bir artig bulduk. Bu diizensizlikler
dozlarin artigina bagh olarak fazlalagmigtir. Sayisal diizensizlikler poliplo-
idi ve aneuploidi geklinde goriiliir. 4n=84 buldugumuz hiicrelerin sayis1 25
mg/kg’'lik ve 400 mg/kg’lik doz gruplarinda kontrol grubuna gére anlamli

bir artig gosterdi. Ancak dozlar arasinda anlaml bir farklilik bulunmadi.
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Hipoploidi agisindan inceledigimizde hem 40 hem de 41 kromo-
zomlu hiicrelere rastladik. Kontrol grubu ile kargilagtirdifimizda anlaml
farklilik bulduk. Ayrica 41 kromozomlu hiicreler kendi aralarinda kargilag-
tirildiklarinda da dozun artigina bagli olarak ileri derecede anlamli bir
fark bulunmugtur. Kontrol grubunda da birkag alanda 40 ve 41 kromozom-
lu alanlar goériilmigtiir. Bu az sayidaki degisiklik uygulanan colchicine
(Colchicine mitoz esnasinda i iplikg¢iklerinin tubular formasyonunu boz-
maktadir(48)) den kaynaklanabilir. Biz de kromozomlar:1 metafazda yakala-
mak i¢in Colchicine kullandigimizdan, kontrol grubundaki kromozom eksik-
liklerini buna bagladik.

Alkilleyici ajanlar, antimetabolitler ve antibiyotikleri iceren
gesitli kanser kemoterapik ajanlarinin uygulandig: aragtirmalarda ilag veri-
lisinden 24 saat sonra gesitli kromozomal aberasyonlara sebep olduklar:
gosterilmigtir. Bu aberasyonlarin baginda kromatid tipi kirik ve gapler,
fragmentler, kromatid exchangeler gelmektedir. Bu galigmalarda fare ve
hamsfer hiicrelerinden faydalanilmigtir(8). Yine bir bagka galigmada sitos-
tatik ajanlarla tedavi olan testikiiler kanserli hastalarin periferik kan kil-
tirlerinde kemoterapiye bagli olarak kromozomal hasarlara rastlanilmig-
tir(72). Rapor edilen bagka bir galigmada da kullanilan antikanser ilaglarin
kromozom anomalilerine sebep oldugu bildirilmistir(73). Antikanser ilagla-
rin kromozomal aberasyon yaptigini gdsteren klinik bulgularin yanisira, bu
konuda yapilan hayvan deneyleri de mevcuttur. Ornegin ribavirin uygula-
nan farelerin kemikiliginde yapilan sitogenetik incelemelerde kromozomla-
rin yapisal anomalilerinde biiyiik bir artiy gozlenmistir. Kromatid tipi gap
ve kiriklar, kromozom tipi gap ve kiriklar ve exchange figiirler rapor edi-

len baglica yapisal anomalilerdir(68).

Hodgkin hastalarinda yapilan bir galiymada da kullanilan alkille-
yici ajanlarin kromozom kiriklarina yol agtig1 rapor edilmigtir. Burada kul-
lanilan birkag ajandan biri de ifosfamidin yapisal izomeri olan Cyclophosp-
hamidedir(77). Fare ve hamster hiicreleri ile yapilan kanser kemoterapik
ajan g¢aligmalarindan birinde cyclophosphamide ve ifosfamide kullanilmag-

tir. "Salmonella microsome testi" denilen ve kanser kemoterapik ajanlarin
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mutajenitesinin aragtirildifi bu galigmada, ajanlarin karsinojenik kapasite-
leri ile yol agtiklar1 kromozomal hasarlar arasinda yiiksek bir korelasyon
bulundugunu géstermistir. Ifosfamidin metabolitlerinin bir gogunun mutaje-
nik oldugu rapor edilmistir(9). Bu raporu destekleyen bir bagka g¢aligmada
Morte, R.D ve arkadaglar1 tarafindan yapilmigtir. Burada da ifosfamidin
kromozomal diizensizlikleri, onkojenik transformasyonlar1 ve mutasyonlarn
indiikledikleri gosterilmigtir(59). Cin hamster hiicreleri ile yapilan bir bag-
ka galigmada da, ifosfamidin aktiv formu olan ifosfamid mustardin gen

mutasyonlarini indiikledigi gosterilmigtir(19).

Bizim yaptifimiz ¢aligmada da uygulanan ifosfamidin ii¢ ayr:
dozu igin de anlamli yapisal anomaliler bulundu. Kromatid tipi gap ve
kirik agisindan incelenen metefazlar kontrol grubu ile kargilagtirildiginda
her Gi¢ doz grubu igin oe anlaml farklar bulundu. Dozlar birbiri ile karsi-
lagtirildiginda ise ileri derecede bir fark ortaya gikti. Bu doz gruplar kro-
matid tipi gap ve kirik tagiyan kromozom sayilari agisindan kontrol grubu
ve birbirleri ile kargilagtirildiklarinda ileri derecede anlaml bir fark bulun-
mugtur. Bu da bize ifosfamidin en digiik dozu olan 25 mg/kg’in (Bu doz 10
ginliik bir kiirde hastaya verilen giinliik endiigiik doza uymaktadir.) kroma-
tid tipi kirik ve gap yapma orani gok yiiksektir. Bu siklik, doz 100 ve 400
mg/kg’a giktik¢a artmigtur.

Ayn1 incelemeyi kromozom tipi gap ve kiriklar bakimindan da
yaptik. Kromozom tipi gap tagiyan metafaz alanlar1 her ii¢ doz grubu igin
kontrol grubu ile kargilagtirildiginda 100 ve 400 mg/kg doz gruplan igin
anlamlilik géstermigtir. Kromozom tipi gap tagiyan kromozom sayilar1 kar-
silagtirildifinda 400 mg/kg doz grubu ileri derecede anlaml: bir fark géster-
mistir. Béylece, yiiksek dozda uygulanan ifosfamidin kromozom tipi gap
yapabilecefi de gésterildi. Bir kiirde kullanilan total dozun 250-300 mg/kg
oldugunu dikkate alirsak, uyguladifimiz II. doz olan 100 mg/kg bu dozla-
rin altinda kaldigi halde kromozomal gap yapma potansiyeline sahiptir.
Kromozom tipi kirik tagiyan metefazlara sahip ii¢ farkli doz grubu kontrol
grubu ile kargilagtirildifinda, diigik dozda anlamli bir sonug¢ alinmazken
100 ve 400 mg/kg’lik doz gruplarinda anlamli sonuglar alindi. Ayrica doz
arttirildikga kirik oraminin da arttifn goriildi. Kromozomal kirik igeren
kromozomlarin sayisin1 degerlendirdigimizde I1. doz grubunda anlaml, III.
doz grubunda ise ileri diizeyde anlamli sonuglar aldik. Doz arttirildikga
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kromozomal kiriklara sahip kromozomlarin da arttifini gérdik. flacimiz
hiicre sikliisiine spesifik olmayan ilaglar grubuna dahil oldugundan, hiicre
siklisiinin hangi agamasinda ortama girdiyse hasar meydana getirmis,
bunun sonucu olarak da kromatid ve kromozom tipi kirik ve gapler ortaya
¢ikmagtir.

Daha once belirtilen, antikanser ilaglarin yaptifi kromozomal
anomalilerinden diger ikisi olan kromatin fragmenti ve kromatid exchange
figirlerine bizde rastladik. Ancak kromatid exchange rastlanilan ii¢ doz
grubu, kontrol grubu ile kargilagtirildiginda anlaml bir sonug ortaya ¢ikma-
di. Kromatin fragmenti agisindan yaptigimiz kargilagtirma 100 ve 400
mg/kg’lik dozlarda anlamli sonuglar gériildi. Ug doz grubu kendi arasinda
kargilagtirildiginda ise ileri derecede anlamli fark bulunmugtur.

Ayrica bu galigmada albino siganlarin bantli karyogramlar: yapil-
di. Ancak literatiirlerde bu konuya dair bir bilgi bulunmadigindan kirik
noktalar kargilagtirilamamigtur.

Bu kiriklarin tamiri ortamdaki nitrojen mustardin guaninin N-7
pozisyonunda olusturdufu gapraz reaksiyonlarin (crosslink) sayisina ve
onlarin tamir igin gdsterecekleri dirence baglidir. Ciinkii, capraz baglanti-
lar sonucu DNA replikasyonunu gergeklestiremeyecektir. Bu hasar tamir
edilebilse bile kalici hasar bir replikasyon ya da transkripsiyonda yanlig bil-
gi transferine yol agabilir.

25, 100 ve 400 mg/kg olmak iizere ii¢ farklh dozda ifosfamide
uyguladifimizda siganlarda mitotik indekste, kromozom ve kromatid tipi
kirik ve gaplerde anlamli sonuglar bulduk. Mitotik indeksin diigiigi ve kro-
mozomal diizensizliklerin anlamlilik kazandiklar1 100 mg/kg’lik doz hasta-
lara uygulanan toplam kiirden daha azdir. Kromatid diizensizliklerin en
kiigiik doz olan 25 mg/kg’da dahi anlamli sonuglar vermesi bir diger diigiin-
dirtici durumdur. Elde ettifimiz sonuglar1 yapilan daha énceki galigmalar-
la destekleyerek, ilacimiz olan ifosfamid’in yiiksek mutajen ve bilhassa
klastojen etkisinin oldugu gésterilmigtir.
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OZET

DNA'’n1in gogalmasi ve hiicre bdliinmesi kimyasal mutajen ajanla-
r tarafindan etkilenerek bozulabilir. Buna bagli olarak kromozomlarda

yapisal ve sayisal diizensizlikler gériiliir.

Kimyasal mutajenlerin 6nemli bir grubunu da ilaglar olugturmak-
tadir. Bu ilaglar arasinda alkilleyici ajanlar, niikleik asit analoglari, sitotok-

sik ilaglar ve antibiyotikler sayilabilir.

Bu ¢aligmada Ifosfamid’in herhangi bir mutajenik etkisinin olup
olmadigini inceledik. Ifosfamide antineoplastik ajanlardan alkilleyiciler
sinifina dahil oxazaphosphorine ailesinin sitotoksik bir iiyesidir. 15 kon-
trol ve 30 denek olmak iizere toplam 45 Wistar Albino kullamildi. 25
mg/kg, 100 mg/kg ve 400 mg/kg dozlarinda Ifosfamide denek gruplarina
invivo uygulanarak kemik iliginden direk kromozom preparatlar1 hazirlan-
di. Bu preparatlarda mitotik indeks, kromozom yap1 ve say1 diizensizlikleri
incelendi.

Mitotik indeks 100 mg/kg ve 400 mg/kg’lik doz gruplarinda
anlamli olarak diigtii. Tiim doz gruplarinda sayisal diizensizlikler, kromo-
zom ve kromatid tipi gap ve kiriklarda anlamli sonuglar alindi. Dozun arti-
sina bagh olarak bu diizensizliklerde de artig gézlendi. Elde edilen sonug-
lar, yapilan daha énceki galigmalarla desteklenerek Ifosfamid’in yiksek

mutajen ve bilhassa klastojen etkisinin oldugu gésterildi.
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SUMMARY ———————

Chemical mutagens intrupt DNA replication and cell division

and may cause chromosome aberrations, both structural and numerical.

A major. group of chemical mutagens are drugs. These include

alkylating agents, nucleic acid analogues, cytotoxics and antibiotics.

In this study the mutagenic effect of Ifosfamide has been tested.
Ifosfamide is a cytotoxic alkylating antineoplastic agent belonging to
oxazaphosphorine family chromosome analysis has been performed on
direct bone marrow preparations of 45 Wistar Albino rats (15 controls and
30 subjects) after in vivo application of 25 mg/kg, 100 mg/kg and 400
mg/kg of Ifosfamide. Mitotic index, chromosome structure and number

changes has been compared in doses groups.

Mitotic index has decreased significantly in the 100 mg/kg and
400 mg/kg groups. A significant increase in chromosome and chromatid
type gaps and breaks, and numerical aberrations has been noted in all
dosis groups. Increase in aberrations was proportional to the increase in
dosis. As a result Ifosfamide has been found to have a highly mutagenic

and especially clastogenic effect, supporting the previous findings.
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