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OZET

EHRLICH ASIT TUMORLERININ SITOGENETIK ACIDAN
INCELENMESI

ERGUL, Leman
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Bolimii
Danisman: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
Eyliil 2011, 73 sayfa

Kanser sitogenetigi, kanser arastirmalarina yonelik olarak spesifik kromozom
anomalilerinin tanimlanmasina, primer ve sekonder degisikliklerin ve 6zellikle kirtk

noktalarinin belirlenmesine olanak saglamaktadir.

Pasajlanarak devami saglanan deneysel Ehrlich asit tlimoriiniin agresifliginin arttig
calismalarda bildirilmistir. Ancak bu durumun molekiiller mekanizmasi hakkinda

herhangi bir ¢calisma yapilmamaistir.

Bu ¢alismada, Mus musculus Balb/C tiirii farelerde olusturulan Ehrlich asit tiimord,
fareye inokiile edildigi ilk giinden itibaren, ardi ardina, toplamda 20 adet pasaj
yapilmistir. Ehrlich asit hiicrelerinin  19°dan 31’e kadar farkli sayilarda
kromozomlara  sahip  oldugu  goézlenmis ve  kromozom  goriintiileri
fotograflandirilmistir. Bunun yani sira, hiicre kinetikleri de degerlendirilmistir.
Ehrlich asit hiicrelerinde mitotik indeks oranlari, her pasaj i¢in logaritmik bir artis

goéstermemesine ragmen tiim pasajlarin mitotik indeks oran1 %50’den fazla ¢ikmustir.

Sonug olarak; Ehrlich asit tiimorii pasajlandikc¢a, kromozom sayisinda veya mitotik

indeksinde paralel olarak logaritmik bir artis gozlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Ehrlich asit tiimorli, klasik sitogenetik, mitotik indeks,
kromozom aberasyonlari.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF PERSPECTIVE CYTOGENETIC OF EHRLICH
ASCITES TUMORS

ERGUL, Leman
M. Sc. In Biology
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
September 2011, 73 pages

Cancer cytogenetics, cancer research is to identify specific chromosome
abnormalities, especially in primary and secondary changes and determination.

Passaged provided more, experimental Ehrlich ascites tumor’s Increased
aggressiveness have been reported in the studies. However, no studies have been

performed on the molecular mechanism of this condition.

In this study, Ehrlich ascites was passeged totaly 20 times by injected to mice from
first day to end of the study. It was observed to have different numbers of
chromosomes from 19 to 31 of Ehrlich ascites tumor cells. Ehrlich ascites cells
contain different number of chromosomes changing from 19 to 31 of Ehrlich ascites
tumor cells and was photographed chromosomes. Although, Ehrlich ascites cells was
not shown logaritmic increasing, mitotic index rates in Ehrlich ascites cells was

increased up to 50%.

In conclusion, as Ehrlich ascites tumor chromosomes number and mitotic index of

Ehrlich ascites tumor cells was not shown logaritmic increasing.

Key words: Ehrlich ascites tumor, classic cytogenetic, mitotic index, chromosome

aberration.
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BOLUM 1
GIRIS

Gliniimiliziin en 6nemli 6liim nedenlerinden olmasi sebebiyle kanser olusumunun

Onlenmesi, tizerinde en ¢ok ¢alisilan konulardan biridir (Kumar ve ark, 1995).

Giliniimiizde kanserden korunma yollarmmin bilinmesi, erken tani yontemleri ve
tedaviden elde edilen basarilarin artmasi ile birlikte insan, kansere karsi duydugu
korkuyu iginden atabilmesi i¢in bircok nedene sahip olmaktadir. Ancak bazi kanser
tiirlerinin 1yilestirilebilmesi ya da bu hastalikla birlikte daha uzun siire yasamak
olanakli olsa da kanser korkulan bir hastalik olmaktan, oOlimle es anlaml

goriilmekten kurtulamamaktadir.

Kanser denildigi zaman, bir grup hiicrenin viicutta normal selliiler biiyiime ve
cogalma mekanizmalarindan kurtulmus olarak, kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmalar1 ve

yayilmalar1 anlagilmaktadir.

Kanser hiicresinin bagka biyolojik karakteristikleri de vardir. Bunlar arasinda hiicre
kiiltiirlerinde kontakt inhibisyondan kagabilme, boliinebilmek i¢in dis uyaranlara
(sinyallere) gereksinim gostermeme, ¢ogalmayi baskilayici sinyallere duyarsizlik,

apoptozisten kacgabilme, anjiyogenezi uyarabilme ve metastaz yapabilme sayilabilir.

Normal bir hiicrenin neoplastik formasyonu ¢ok basamakli ve ¢ok etkenle ortaya
c¢ikan bir silirectir. Bu siirecteki ana etken ise sonradan kazanilan somatik
mutasyonlarla hiicrenin genetik yapisindaki degisikliklerdir. Bu degisiklikler ya
kromozomal diizeyde ya da DNA diizeyinde ortaya ¢ikmaktadir. Kromozomal
diizeyde bir mutasyonun ortaya ¢ikabilmesi i¢cin neoplastik hiicrelerde iki major

mitotik olay kromozom yapisini etkilemektedir (Karatiziim, 2006).

1- Anormal segregasyon: Ayrilamama ve anafaz lag olaylar1 ile ortaya cikar ki

bunlar monozomi, trizomi, haploidi ve poliploidi gibi kromozom sayisinda
1



degisikliklerle sonuglanir.

2- Kromozom kiriklari: Olusumunda iki ayri etken bulunmaktadir. Birincisi, fiziksel
ajanlar, viruslar ve kimyasal mutajenik ajanlar gibi ekzojenik faktorlerdir. Ikincisi ise
DNA replikasyonu, transkripsiyon ve rekombinasyon sirasinda meydana gelen ve
tamir edilemeyen hatalarin olusturdugu endojenik faktorlerdir. Endojenik ya da
ekzojenik faktorlerle olusan kromozom kiriklar1 ise yapisal kromozomal
abnormalitelere neden olmaktadir. Yapisal kromozom anomalileri dengeli (resiprokal
translokasyon, insersion, inversiyon gibi) ve dengesiz (delesyon, duplikasyon,

1izokromozom, ring gibi) olmak iizere iki alt grupta toplanmaktadir.

Sonradan kazanilmis olan ve mikroskobik olarak incelenebilen kromozomal

abnormaliteler, kanser sitogenetiginde ii¢ kategoride toplanmaktadir:

1. Primer abnormaliteler: Tiimore spesifik, rastgele olmayan, genellikle tek bir
karyotipik degisiklik olup, neoplazinin olusumu icin gerekli ve tiimoér olusumu

kontrol edilebilen basamak olarak tanimlanmaktadir.

2. Sekonder abnormaliteler: Tiimor spesifitesi diisiik, rastgele olmayan degisilikler
olup, timdr hiicresinin ilave aberasyonlara yatkinligi genetik insitabilitenin habercisi

olarak vurgulanmaktadir.

3. Sitogenetik noise: Her hiicrenin farkli bir kromozom anomalisine sahip olmasi
durumudur. Bu tiimére klonal ¢ogalabilme sansi verdiginden genomik insitabilitede

artis ve tiimdr progresyonu ile iliskilendirilmektedir (Karatiziim, 2006).

Hematolojik maligniteler, kemik iliginden tlireyen hiicrelerde meydana gelen bir
grup neoplazmadir. Son yillarda yapilan g¢alismalar, hematolojik tiimorlerin biiytik
bir ¢ogunlugunun yapisal veya sayisal kromozom anomalileri ile iligkili oldugunu
ortaya koymustur. Bu kromozom anomalileri gen ekspresyonunun bozulmasina ya da

yeni bir fiizyon proteinin olugsmasina yol agmiglardir (Paietta, 2003).

Maligniteli olgularda sitogenetik ¢aligma yapabilmek ic¢in timor hiicresi
gerekmektedir. Losemilerde ornek, genellikle kemik iligi aspirasyon materyalinden

elde edilmistir (Firath, 2003).



1.1. Kanserin Tarihcesi

Kanser teriminin ilk defa Hipokrat tarafindan (M.O. 460-377) organizmanin sifa
bulmayan yeni yapilanmalar1 i¢in kullanildigi goriilmektedir. Viicut yilizeyinde
bliyliyen ve genellikle {ilsere neden olan, kirmizi, sicak, agrili, digerlerinden farkl
karakterde olup daha yavas biiyliyen sisliklere Hipokrat, “karkinos” ya da
“karkinoma”, Galen (M.S. 2. yiizyil) ise yengece benzettigi goriiniimii nedeniyle

“kanser” adini1 vermistir. (Atici, 2007).

Tiirk tip tarihinde ise kansere “seretan” adi verilmektedir. Tarsuslu Osman Hayri
Efendi’nin “Kenziisihhatiil Ebdaniye” (1298) adli eserinde seretan, findik ya da
kiicik yumru biytkliginde, agrili, etrafi damarli bir olusum olarak
tanimlanmaktadir. Ishak bin Murad’in “Havasiiledviye” (1390) adli eserinde kanser
tedavisinde giinliilk Onerilmektedir. Serafettin  Sabuncuoglu’'nun “Cerrahiye-i
[lhaniye” adli eserinde (1465) ise seretanin ¢evresinin daglanarak kitlenin kesilmesi
onerilmektedir. Ancak uzun zamandir duran ve biiylik olan kitlenin daglanmamasi
gerektigi belirtilmektedir. Seretanin acilip yara olmasi durumunda ise kursun ya da
tutya merhemi siiriilmektedir (Unver, 1938). Yine ayni eserde seretan tedavisinde

kullanilan ilag terkipleri yer almaktadir (Baylav, 1953).

Kanser tlizerinde ilk bilimsel, mikroskobik inceleme Marcello Malpighi (1628-1694)
tarafindan  yapilmistir. On yedinci yiizy1l cerrahlarn 1ile birlikte kanser,

dokunulmamasi gereken bir olgu olmaktan ¢ikmistir (Bettman, 1956).

Hiicrenin kinetik parametreleri agisindan konuya bakildiginda, hiicre sayisindaki artis
bliylik 6nem kazanmaktadir. Hiicre sayisindaki artisi, dolayisiyla biiylimeyi etkileyen
temel faktorlerin hiicre siklusu zamani, ¢ogalan fraksiyon ve hiicre kaybi oldugu
bilinmektedir. Erigkin bir canlinin viicudunu olusturan hiicrelerin ¢ogu c¢esitli
fonksiyonlar1 yapmak iizere farklilagsmistir ve boliinmemektedirler. Buna karsilik
deri, bagirsak, kemik iligi gibi bazilar ise oldukca sik boliinmektedirler. igerdikleri
hiicrelerin boliinme yetenekleri ve populasyonun hiicre kayb1 gibi 6zelliklerine gore,
normal biiylime gosteren memeli hiicre populasyonlar1 Gilbert ve Lajtha (1965)

tarafindan tiplere ayrilmistir.



EAT hiicrelerinin platoya eristigi 14. glinde biriken asit sivisinin bosaltilmasiyla
timoriin yeniden biiylimeye bagladigini gosteren Burns (1968), timor biiylimesi
lizerine asit sivisinin inhibe edici etkisi olabilecegini ileri siirmiistiir. Son yillarda
Burns’un aksine Yeh ve vd. (1985) ise, EAT hiicrelerinin ¢ogalmasina paralel olarak
artan asit sivisindan elde edilen Ehrlich ascites karsinoma faktorii (EACF) ‘niin
farelerin karacigerinde, submandibular, ekstraorbital lakrimal bezlerinde ve dil
epitelinde DNA sentezinin baslamasina neden oldugunu kaydetmislerdir (Altun,

1993).

Ronesans ile birlikte Avrupa tibbinda kanserin tanimlanmast ile ilgili yeni gelismeler
olmustur. Bu donemin biiyiik cerrah1 Ambroise Paré (1510-1590), malign tiimorleri,
“meydana geldigi yerin elemanlarindan olusan etin fazla biiyiimesi” olarak
tanimlamis ve kadinlarda kanserin daha fazla oldugunu, meme kanserlerinin ise

koltukalt1 gangliyonlar1 araciligi ile yayilim yaptigini belirtmistir (Yener, 1973).

Giiniimiizde bilinen bir¢cok kanser tiiriinli ise Morgagni (1682-1771) tanimlamis ve

primer timorleri sekonder tiimorlerden ayirmistir (Yener, 1973).

Hipokrat’la baslayan ve Galen’le devam eden humoral patoloji teorisi dogrultusunda,
tiimor olusumundan kara safra sorumlu tutulmustur. Kanserden korunmak i¢in diyet
Onerilmesi 18. yiizyila kadar giincelligini korumustur. Tedavide, ayn1 zamanda {ilser
tedavisinde kullanilan metalik tuzlar (bakir, kursun, siilfiir, arsenik vb.) kullanilmigtir

(Bettman, 1956; Yener, 1973).

Marie Frangois Xavier Bichat (1771-1802), on dokuzuncu yiizyilin baslangicinda
genel patolojik anatominin temellerini kurarken malign tiimdrler igin “normal
orgiilere benzen igreti orgii” deyimini kullanmigtir ve tlimoral yapida parankim ve
strumayr tanimlamistir. On sekizinci yiizyilda lenfatik sistemin bulunusu, lenf
stvisinin timorlerin toplanmasindan sorumlu tutulmasina neden olmustur. Boylece
John Hunter ile birlikte, lenf bezlerinin ¢ikarilmast kanserin tedavisinde
uygulanmaya baslanmistir. Ilk defa tiimérlerin anatomik ayrimimi yapan Ladnnec
(1781-1826), organizmanin normal yapisina benzeyen tiimorlere “homolog”, farkli

olanlarina ise “heterolog” timor adin1 vermistir (Yener, 1973).



“Kanser” adlandirmasi, kanser agrisinin, yengec 1sirmast ile olusan, ortadan ¢evreye
dogru yayilan kemirici tarzdaki agriya benzerlik gostermesi nedeniyledir. Bu
donemde sadece epitelyal kokenli malign tlimorlere kanser denildigini ve nedeninin
diger hastaliklarda oldugu gibi viicut sivilar1 arasindaki dengesizlige baglandigi
goriilmistlir. Galen, timorleri, dogaya asan (gebelik durumunda uterusun gelisimi),
dogay1 asan (hipertrofi) ve dogaya kars1 olan (malign tiimorleri) seklinde {i¢ grupta
siniflandirmistir (Yener, 1973).

Cesitli asit timorlerinde dokuya 6zgli inhibitoérlerden baska, dokuya 6zgii olmayan
bliylime inhibitdrlerinin bulundugu da tespit edilmistir (Elleman ve Eidinger, 1977;
Rothbarth vd., 1977) ve Ehrlich ascites tiimoriinde (EAT) bu faktdrlere bagli olarak
DNA replikasyonunun artan hiicre sayisina paralel olarak Rothbarth ve arkadaslart

(1981) tarafindan ortaya ¢ikarilmstir.

Periton gibi viicut bosluklarinda gelisen ve sivi 6zellik tasiyan timorler ise, hizli
hiicre boliinmeleri ile ¢ogalarak hacimce artmaktadir ve bulundugu boslugu tamamen
kaplamaktadirlar. Bu hizli artis sonucunda tiimor hiicrelerinin yani sira asit sivisi
denilen bir sivinin da biriktigi goriilmektedir. Tiimdriin biiylimesi ile birlikte sivinin
miktart da artmakta ve sonucta, konak hayvan hem tiimor hacminin olusturdugu

basing, hem de tlimoriin organizmaya verdigi hasar sonucu dlmektedir (Altun, 1993).

Gerek kati, gerekse sivi tiimorlerde hem hiicre boliinmesi hem de hiicre kaybi
goriilmektedir. Ancak hiicre bdliinmesi o kadar fazladir ki, hiicre kaybina ragmen

timor biiylimeye devam etmektedir (Altun, 1993).

Onkoloji ¢alismalarinda kullanilan spontan veya indiiklenen tlimor modelleri i¢in ¢ok
sayida hayvan sayisina ihtiyacin olmasi, maddi olanaklarin fazla miktarda olmasi ve
uzun zaman gerektirmesi nedeniyle birgok aragtirmaci tarafindan pek tercih
edilmemislerdir. Bunun yaninda transplante edilebilen tiimorler, s6z konusu
dezavantajlar1 avantaja g¢evirdiginden dolayr kullanim agisindan daha ¢ok tercih
edilmislerdir. Dolayisiyla ozellikle 1950°1i yillardan sonra transplante edilebilen
tiimorlerin olusturdugu modellerin tercih edildigi kanser arastirmalar1 6n plana

cikmaktadir (Zeybek, 1996).



Kanserin genetik etiyolojisi {izerine yapilan caligmalarda, kromozomlarda delesyon,
translokasyon, duplikasyon, nokta mutasyonlar: ile onkojenlerin aktivasyonu ve
timor supresér gen kayiplarinin tiimor olusumunda onemli rol oynadigi rapor

edilmistir (Ah-See vd., 1994; Rowley, 1998).

Paul Ehrlich’in, 1877°de kan hiicreleri arasindaki farklilagsmay1 gosteren boyama
yontemini bulmasi, tipta yeni bir ¢agi basglatmistir. Beyaz kan hiicrelerinin ii¢ farklh
graniilosit tipi (eozinofil, bazofil, nétrofil) oldugunu gostermistir (1880). Bu yeni
bulgu, kronik losemide kemik iliginin hastaliga tutulan hiicre dizisinin tipine gore,
lenfoid ve myeloid olarak siiflandirmasini kolaylastirir (Hamblin, 2001; Holyoake,

2001).
1.2. Deneysel Kanser Modellerinin Tarihgesi

Kanser iizerine yapilan arastirmalar yaklasitk 14. ylizyildanbu yana devam
etmektedir. S6z konusu donem icinde kanser ilaclarinin aragtirllma ve gelistirilme
caligmalarinda her zaman deneysel ¢alismalara gereksinim duyulmus ve c¢esitli
modeller kullanilmistir (Manson ve ark, 2000). Diger biitiin tedaviye yonelik
denemelerde oldugu gibi kanser arastirmalarinda da deneysel modelleri kullanmak
zorunlulugu vardir. Deneysel kanserar astirmalarinin yapildigi yiizlerce yillik
donemde kimyasal karsinojenler veya transplante edilebilen tiimorlerin kullanilmasi

On plana ¢ikmaktadir (Yuspa ve Poirier, 1988).

19. yy’la beraber, 6zellikle kimyasal karsinojenlerin kullanildigi, ilk kayitli, deneysel
kanser c¢alismalart gbze ¢arpmaktadir. 1874-1878 willar1 arasinda Edinburg
Universitesi biinyesinde tavsanlarda meme kanseriyle ilgili arastirmalar yapilmus,
1910-1915 willarinda ise; Jensen, Murray, Ehrlich, Little gibi bilim adamlarinin
gelistirdigi deneysel kanser modelleri kullanilmaya baslanmistir (spontan veya

indiiklenmis timdr modelleri) (Zeybek, 2003).

Ehrlich, 1907 yilinda, albino bir farenin meme bezinden ¢ikartilan Ehrlich Mouse
Carcinoma’dan tiiretilen EAT modelini ortaya koymustur. 1911 yilinda Tokyo
Universitesi'nden tavuklarda viral kaynakli kanser modeli uygulamalari olmustur.

Yine Tokyo Universitesi'nde (1915) tavsan derisine ilk defa kimyasal



karsinojen(komiir katrani) uygulanmistir. Jensen, 1910-1915 yillarinda “Jensen Rat
Sarcoma” y1 deneysel kanser calismalarina kazandirdigr goriilmektedir. Wilm,
1950’1i yillardan sonra, transplante edilebilen sican renal tiimdrini kullanmaya
baslamasiyla transplante tiimor modelleri 6n plana ¢ikmistir. Bununla birlikte ortaya
konan degisik timor modellerinin gelisimi ile birlikte ¢esitli anti-karsinojen ajanlarin
denenmesinde hizli bir artis goézlenmistir. Gilman, 1940’11 yillarin ortalarinda
lenfomaya kars1 alkillenmis ajanlarla yaptig1 sistemik kanser tedavisi ilk 6nemli ilag

etkilerini ortaya koymustur (Zeybek, 2003).

20. vyiizyihin erken donemlerinden itibaren ise “giliniimiizde dahil” canl
organizmalarin yapi, fonksiyon ve kimyasmin aydinlatilmasiyla birlikte kimyasal
karsinojenler, hiicre kiiltiirii, tan1 teknikleri, kemoterapi ve genetik manipiilasyonlar

gibi alanlarda kanser arastirmalar1 hiz kazanmistir (Zeybek, 2003).

Sitogenetik uygulamalar giiniimiizde basta klinik tani, gen haritalamasi, kanser
sitogenetigi ve prenatal tami gibi pek c¢ok alanda siklikla kullanilmaktadir. Bir
kromozom raporunu yorumlamak, metodoloji ile ilgili bazi bilgilere sahip olmak,
kromozom c¢aligsmalar1 ve onlarin sinirlar1 hakkinda goriisii olmak bugiin bu konu ile
ilgili arastirmacilarin, hekimlerin ve dogumsal anomalileri olan, mental retarde,
cinsel gelisim bozukluklar1 ayrica ¢esitli kanserli kisilerle calisanlar i¢in temel beceri

olarak goriilmektedir (Karatiziim, 2006).

1.2.1. Spontan veya Transplante Edilebilen Tiimor Modelleri

Bu grup i¢inde bulunan transplante edilebilen tiimdér modelleri spontan olusan
tiimorlerden elde edilen siispansiyonlardan tiiretilmektedir. Spontan tiimorler genelde
idiyopatik olmaktadir. Ge¢ donemde Olciilebilir duruma gelmektedirler (Zeybek,
2003).

Solid tiimorler, subkutan, intradermal, intramuskuler, intraperitonal veya intravendz
yolla hiicre siispansiyonlarin inokiilasyonu sonucunda transplante edilmektedirler.
Transplante edilen tiimorler, kokenlendikleri spontan tiimorlere erken olusum fazlari

acisindan oldukga benzerlik gostermektedirler (Zeybek, 2003).



Diger yandan transplante edilen tiimor hiicreleri kendilerine 6zgii histokompatibilite
antijenlerine sahip olmaktadir. Bu antijenlere Tiimore Spesifik Transplantasyon
Antijenleri (TSTA) veya Tumor Associated Transplantation Antigens (TATA) adi
verilmektedir. TSTA’larin yiiksek immiinite meydana getirme kapasiteleri vardir.
Spontan  veya transplante  edilebilen tiimorlerin  ¢ogunlugunda  TSTA
bulunmamaktadir (Zeybek, 2003).

1.2.1.1. Sitogenetigin Tarihcesi

Sitoloji bilimi, 1965 yilinda Robert Hook’un ¢aligmalari ile baglamistir. Robert Hook
mikroskopta ilk kez hiicreyi gormiis, bunu izleyen ¢alismalarda da hiicrenin ¢ekirdek
ve sitoplazma olarak iki kisma ayrildigi ve cekirdekte bulunan kromozom isimli
organelle genetik materyalin tagindig1 anlagilmistir. Sitoloji bilimi, hiicrenin tiimiini,
sitogenetik ise yalnizca kromozomlarin morfoloji ve fonksiyonlarini inceler. Tibbi
sitogenetigin konusu da, insanda patolojik durumlar meydana getiren kromozom

anomalilerinin incelenmesidir (Topaktas ve Renclizogullari, 2010).

Sitogenetikle ilgili ¢alismalar yiizyll éncesine dayanmaktadir. Ik hiicre boliinmesi
Wirchow (1857) tarafindan gozlenmistir. Bunu Arnold'un (1879) tiimor hiicrelerinde
kromozomlar1 gormesi izlemis ve 1888'de Valdeyer bunlara kromozom adim
vermistir. Weismann (1883), Strasburger (1884) ve Von Kollicker (1885) tarafindan
kromozomlarla kalitim arasindaki iligki ileri siiriilmiis, 1902 yilinda Sutton ve Boveri
kromozomlarin bolinme ve yavru hiicrelere tasinma oOzelliklerinin Mendel
kurallarina  uygunluk  gosterdiklerini  ortaya koymuslardir (Topaktas ve
Renciizogullari, 2010).

Anatomi profesorii olan Wilhem August Oscar HERTWIG (1849-1922), 1876-1877
yillarinda denizkestanesinde iireme iizerinde calismistir ve dollenmenin sperm ve
yumurtanin birlesmesi ile gergeklestigi sonucuna varmistir. Bu g¢alisma deneysel

sitoloji periyodunun baglamasina sebep olmustur (Topaktas ve Renciizogullari,

2010).

Walter Flemming (1843-1915), 1882’de mitoz boliinmeyi gozlemistir. Avusturyali

sitolog, kromozomlarin niiklear boliinme esnasinda uzunluguna bolindiigiini ve



yavru nukleuslarin olusumunu gostermis, ayrica nukleusun boyanan kismina

kromatin adin1 vermistir (Topaktas ve Renclizogullari, 2010).

Amerikal1 biyolog ve Colombiya Universitesi’nde profesér olan Edmund Beecher
WILSON (1856-1939), 1896°da sitoloji ve embriyoloji sahasinda ilk defa “gelisme
ve kalitimda hiicre” adli eserini yayinlamistir. Sitogenetik ve kalittmda kromozom
teorisi Wilson’la baglamistir. Kromozomlarin iistiinde kromomerlerin bulundugunu
ileri siirerek kromozom teorisini kurmustur. Kromozom teorisinin temeli Wilson

tarafindan 4 prensibe dayandirilmistir:

e Kromozomlarin yavru hiicrelere dagilmasi i¢in bunlarin kesin olarak boyuna

boliinmesi gerekir.

e Mitozlar arasinda nukleusta kromozom materyalinin mevcudiyeti kalitimin

stirekliligi i¢in gereklidir.
» Hiicrenin ¢alismasinda idare edici pozisyonda gdriinen yap1 nukleustur.

» Birlesecek olan germ hiicrelerindeki kromozomlarin dengesi, kalitimda erkek-disi

dengesine yol agar (Topaktas ve Renciizogullari, 2010).

Walter S. SUTTON (1876-1916), ilk yayminda c¢ekirgenin (Brachystola manga)
somatik hiicrelerindeki kromozomlar1 detayli bir sekilde gostermistir. Sutton’un
teorisine gore meiosda kromozom ciftleri tesadiifi bir sekilde meiotik ig iplikleri

tizerinde yer almaktadirlar (Topaktas ve Renciizogullari, 2010).

Amerikal1 botanik¢i ve genetik¢i olan Albert Francis BLAKESLEE (1874-1954),
1921 yilinda Datura stramonium’da trisomikleri kesfetmistir. 1937°de Oswald T.
Avery ile birlikte kolsisin alkoloidinin kullanilmas1 ile bitkilerde kromozom
takimmin iki katina ciktifin1 kesfetmistir. Datura’nin trisomikleri morfoloji ve
kapstil sekli yoniinden normal yabani tiplerden farkli idi. Ekstra kromozomdaki tiim
bu genlerin ekstra dozlar1 bu bitki ve kapsiil seklini vermistir. Bu da genlerin

kromozom {lizerinde lokalize oldugunu gostermektedir (Topaktas ve Renciizogullari,

2010).



Amerikali biyolog olan Calvin Blackman BRIDGES (1889-1938), 1923 yilinda
Drosophila kromozomlarinda duplikasyon, defisiens ve translokasyonu ilk defa

kesfetmistir (Topaktas ve Rencilizogullari, 2010).

Alman biyokimyaci olan Robert Joachim FEULGEN (1884-1955), 1924 yilinda
DNA’nin mevcudiyetini gosteren testi H. Rossenbeck ile birlikte bulmustur. Bu
spesifik boyama reaksiyonu bugiin meshur Feulgen reaksiyonu olarak bilinmektedir.
Feulgen reaksiyonu interfaz hiicrelerinin kromozomlarinda DNA’nin lokalize
oldugunu gostermistir. 1914’de Feulgen, niikleik asitin thymus tipinin stabil olmayan
karbonhidratinin (pentoz) heksoz olmadigini gozlemlemistir. Hidroliz sonucunda
pentozda meydana gelen aldehit grubu ile hidroklorik asit tarafindan deklorize olmus
fuksin reaksiyona girmekte ve DNA’nin bulundugu yerler menekse renkte
boyanmaktadir. 10 yil sonra bu test mikroskop altinda dokularin se¢iminde
kullanilmistir. Feulgen ve Rossenbeck thymus tipi niikleik asiti bitki hiicrelerinde de
bulmuslardir. Thymus tipi niikleik asit bu giin DNA olarak bilinmektedir (Topaktas
ve Renciizogullari, 2010).

Alman asilli Amerikali genetik¢i olan Curt STERN (1902), 1931 yilinda
Drosophila’da krossingover’t sitolojik olarak gozlemlemistir. Genler arasindaki
rekombinasyon ile sitolojik rekombinasyonun aymi oldugunu agiklamigtir. Bu
calisma, kromozomlar arasindaki parca degisimi ile genetik krossingoverin birbiriyle
esdeger oldugunu gosteren son sitolojik bulgular1 igermektedir (Topaktas ve
Renciizogullari, 2010).

G.K. Chrustschoff ve arkadaslar1 1931 yilinda periferal kandan yaptiklar ilk leukosit
kiiltiirii denemelerini yayinlamiglardir. 1935 yilinda Chrustschoff ve Berlin insan
lenfositleri i¢in kiiltiir tekniginin detaylarin1 aciklamiglardir (Topaktas ve

Renciizogullari, 2010).

Isvecli biyolog Tobjoérn Oscar CASPERSON (1910), Stockholm Karolinska
Enstitiisti'nde genetik kiirsiisiinde c¢aligmis ve medikal hiicre arastirmalarinda
bulunmustur. Nukleus ve niikleik asitlerle calismak icin 1936 yilinda ultraviole
fotomiktografiyi gelistirmeye baslamistir. 1969 yilinda da metafaz kromozomlarini

quinacrin mustard ile boyayarak Q bandlarmmi gostermistir. Giemsa boyama
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metodunu gelistirerek G bandlarinin kesfi, 1970 yillarinin baglarinda olmustur. Bugiin
kromozom bantlama teknigi, sitogenetikte kromozom analizi i¢in biiyiilk dneme sahip

olmaktadir (Topaktas ve Renciizogullari, 2010).

Isve¢’teki Lund Universitesi sitoloji profesdrii olan John Albert LEVAN (1905), Joe
Hin Tjio ile birlikte 1950 yilinda Oxyquinolin ezme teknigi ile 40 bitki spesiyesinde
kromozom incelemeleri i¢in iyi sonuglar elde etmistir. Onlar ilk defa kromozom
analizi i¢in kimyasal ajan kullaniminin 6nemini gostermislerdir. Daha sonra iki bilim
adam1 ezme teknigini insan dokularina uygulamislardir. Insan kromozomlarmin
sayisinin  2n=46 oldugu, 1956 yilinda yaymnlanmistir. O zamana kadar insan
kromozomlar1 2n=48 olarak bilinmekteydi. iki ay sonra iki Ingiliz arastirict (Ford ve
Hamerton, 1956) ii¢ yetiskin insanin testicular preparatlarinda 46 kromozomun
oldugunu rapor etmislerdir. Bu ¢alisma insan ve vertebratlarda sitogenetik caligmalar

icin temel teskil etmektedir (Topaktas ve Renclizogullari, 2010).

Bunu takip eden yillarda Turner, Klinefelter ve Down sendromlarinin birer
kromozomal aneuploidisi oldugu anlasilmistir. Levan’in 6zel bilimsel ilgisi kanser
ile kromozom arasindaki iliskiye gevrilmistir. Insanin akciger ve mide kanserinde
yiiksek derecede malign yaymada 70-80 kromozomun bulundugu 1956 yilinda rapor
edilmistir (Topaktas ve Renciizogullari, 2010).

Amerikal1 arastirict J. Herbert TAYLOR, 1958 yilinda trityumlu timidin ile
isaretlenmis Bellevalia (Liliaceae) kromozomlarinda kardes kromatidlerin farkli
boyandigin1 ve kardes kromatidler arasinda parca degisimi oldugunu kesfetmistir.
Daha sonra (6zellikle 1970’li yillarda) kardes kromatidlerin farkli boyanmasini
saglayan (sister chromatid differentiation) metotlar gelistirilmistir. Bundan da
mutajenik ve kanserojenik oOzelligin saptanmasinda bir indikator test olarak
kullanilan kardes kromatid degisimi (sister chromatid exchange) testi gelistirilmistir

(Topaktas ve Renciizogullari, 2010).

Konvansiyonel sitogenetik yontem halen altin standart olarak yerini korumaktadir.
Molekiiler sitogenetik ve molekiiler genetik yontemlerle yalnizca hedefe yonelik
bilginin alimyor olmasi, konvansiyonel sitogenetik yOntemin ise tiim genom

hakkinda bilgi verici olmasi bu yontemi vazgeg¢ilmez kilmakta ve yetersiz kalmasi
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konumunda mutlaka diger yontemlerle kombinasyonu gerekmektedir (Karaiiziim,

2006).

Giliniimiizde Philadelphia (Ph) translokasyonunun belirlenmesinde klasik sitogenetik
halen altin standart yontemdir. Ancak bu yontem sadece bdliinmekte olan hiicreleri

yani metafaz hiicrelerini analiz edebilmektedir (Chase, 2001).

Theodor Boveri 1914 yilinda yaynladigr “Malign tiimorler nasil olusur?” isimli
makalesindeki teorisi: “Hiicre ve organizmadaki normal fonksiyonlarin meydana
gelmesini saglayan kromozomlar iizerinde yer alan kalittm birimlerinin dengesidir.
Bu dengenin kromozomal degisimler nedeniyle bozulmasi tiimér olusumuna sebep
olur.”Boveri’nin bu teorisinin dogrulanmasi i¢in yaklagik elli y1l gegmesi gerekmistir
ve 1960 yilinda Nowell ve Hungesford ilk kez bir kromozomal yeniden
diizenlenmenin insanda timdre neden oldugunu KML’ de “Philadelphia
kromozomu” ile gostermislerdir. Philadelphia kromozomunun kesfi ile genom,
kromozomlar ve kanser arasindaki iligki her gecen giin ivme kazanarak arastirilmig
ve arastirilmaktadir. Bu sayede olusan ve olusmakta olan verilerin sonuglar1 tan
koyma, prognoz ve terapi planlamada 6zellikle 16semi ve lenfomada, sitogenetik

taniin énemini ortaya koymustur (Durak, 2005).
1.3. Tiimér Hiicresinin Ozellikleri

Tiimdr, kontrolsiiz hiicre proliferasyonu sonucu meydana gelen hiicre kitlesine denir.

Bu terim bir beden yiizeyinde sislige yol agan neoplastik kitleleri tanimlamaktadir.

Normal hiicrelerde olusan baskalagimlar ile uyaranlarin birlikte etkilesimi hiicrenin
tiimor hiicresi haline doniigmesine neden olmaktadir. Bu degisimler, hiicrenin normal
fonksiyonlarinin bozulmasi ve farkli ozellikler kazanmasinda etkilidir. Timor

hiicresinin bu 6zellikleri genel olarak asagidaki gibi 6zetlenebilir:

1. Tiimor hiicreleri ¢ok yiiksek hiicre yogunlugu olsa da ¢ogalmaya devam ederler

yani kontrolsiiz proliferasyon gosterirler.

2. Ekstraselliiler biiyiime faktorlerine ihtiyag azalmistir. Proliferasyon i¢in kendi

bliylime faktorlerini kendileri iiretirler.
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3. Biiylime faktorlerinin asir1 s ekilde iiretilmesi, hiicre boliinmesinin siirekli

uyarilmasina neden olurki bu da otokrin biiylimeyi saglar.

4. Normal hiicrelerde hiicreler arasi iletisim vardir ve bu iliski hiicre boliinmesinin
kontroliinde ¢ok Onemlidir. Ancak tiimor hiicrelerinde, hiicreler arasi iletisim
bozulmustur. Hiicre boliinmesinin durdurulmasi 6zelligi yitirilmistir. Bu nedenle,

hiicrelerde diizensiz ¢ok katli gogalma ortaya ¢ikar.

5. Timor hiicreleri tarafindan salgilanan proteazlarla, ekstraselliller matriks

elemanlar1 parcalanir ve malign hiicreler komsu dokuya invaze olur.

6. Tiimor hiicreleri yeni kan damarlarinin formasyonunu ( anjiogenezis) saglayan
bliylime faktorlerini salgilar. Bu sayedede proliferasyona giren tiimor hiicrelerine

gerekli oksijen ve besin yeni kan damarlari ile saglanir.
7. Hiicre farklilagmasi yitirilmistir.

8. Normal hiicrelerde yaslanan hiicreler apoptoza (programlanmis hiicre oliimii)
girerken kanser hiicrelerinde apoptozis kaybi vardir. Bu nedenle tiimor hiicreleri

normal hiicrelere gére daha uzun yasarlar (Kumar ve ark, 2003; Nussbaum ve ark,

2005).
1.3.1. Ehrlich-Lettre Asit Tiimorii (EAT)

Kansere karg1 yeni yontemler gelistirmek ve tedavilerde basarili olmak i¢in yapilan
caligmalar, deney hayvanlarinda olusturulan bu deneysel hayvan tiimoérleriyle
stirdiiriilmektedir. Birgok arastirmaya konu olan deneysel hayvan tiimorlerinden biri
olan EAT (Ehrlich Asit Timorii), ilk olarak disi bir farede spontan meme
adenokarsinomas1 olarak ortaya ¢ikmis ve Ehrlich ve Apolant (1905) tarafindan
tiimor parcalar1 fareden fareye deri altina transplante edilerek deneysel tiimor haline

getirilmistir (Aktas, 1996; Taskin, 2002).
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Ehrlich ascites tiimorii; farelerde ascites ya da solid sekillerde, yiiksek proliferasyon

gosteren ve orjinini meme dokusundan alan bir timdrdiir (Stewartv.d., 1959).

EAT’nin s1iv1 formunun elde edilmesiyle birlikte, ¢alismalarda yogun bir sekilde sivi
timor kullanilmistir. Kullanimdaki yogunlugun nedeni, sivi formun serbest tiimor
hiicrelerini igeren siispansiyon seklinde olmasi ve bunun sonucunda istenilen
sayidaki hiicrenin bir baska hayvana transplante edilebilmesidir (Klein, 1951).
Dolayisiyla alisilmig basit sayma yontemleriyle hem transplante edilen timdr hiicre
sayisinin, hem de olusan timdr biiyiikliigiiniin kolay bir sekilde saptanabilmesi

miimkiin olmaktadir (Ekinci, 2000).

EAT amaca gore asit form veya solid form olarak kullanilmaktadir. Eger tiimor
hiicresi igeren asit sivist deney hayvanina i.p. yolla enjekte edilirse asit form, s.c.

yolla enjekte edilirse solid form elde edilir (Okay, 1998; Zeybek, 1996).

EAT hiicreleri, farelerin peritoneal boslugunda siispansiyon halinde ¢ogalirlar ve in
vitroda yapay ylizeylere yapigmazlar (Aktas, 1996; Lazebnik vd., 1991; Song vd.,
1993; Vinuela vd., 1991). Pasajdan 4-6 giin sonra asit olusmaya basladig1
anlagilabilir ve toplam 5-12 cc asit tesekkiil eder (Giimiishan, 2002).

EAT hiicreleri, farenin peritoneal bosluguna inokulasyonu takiben 2 fazda cogalirlar.
Bu fazlar, hiicre sayisinin eksponansiyel olarak arttig1 ¢cogalma fazi ve bunu izleyen,
hiicre sayisinin hemen hemen sabit kaldigi plato fazidir (Siems, 1993; Grune
vd.,1992; Lazebnik vd., 1991; Skog vd., 1990; Tannock, 1961). Yapilan
arastirmalarda, 3x10° EAT hiicresinin intraperitoneal enjeksiyonundan sonra hiicre
sayisinin 9. giine kadar eksponansiyel olarak arttigi, 9. ve 10. glinden itibaren de
plato fazima girildigi goriilmiistiir (Bulan, 1990; Altun, 1996; Oner, 1985). Baska bir
arastirmada ise EAThiicrelerinin ¢ogalma hizlar1 4 faz olarak karakterize edilmistir.
Burada 107 tiimér hiicresinin intraperitoneal enjeksiyonunu takiben 4 ile 5 giin siiren
logaritmik faz, 5.ile 13. giinlerde hiicre sayisinda 6nemli bir artisin gozlemlenmedigi
plato fazinin takip ettigi ve 13. ile 15. giinlerde hiicre sayisindaki gegici artisi, 15. ile

18. giinlerde 2.plato fazinin izledigi bulunmustur (Sizikla vd., 1981).
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EAT hiicrelerinin in vivo ortamda ¢ogalma periyotlari boyunca zamana bagli olarak
hiicre kinetiklerinde meydana gelen degisiklikler incelenmis ve 2 giinlik EAT
hiicrelerinde Td (hiicrelerin 2 kat olma zamani): 12 saat, GF (cogalan fraksiyon):
%91-100, Tc (hiicre siklus zamani): 12 saat, o (hiicre kayb1): O olan degerlerin, 6.
giinde Td: 60 saat, GF: %90-100, Tc: 42-44 saat, o: 25-30 ve 10 ginlik
timorlerdeTd: 6 giin, GF: %60-100, Tc: 83 saat, 0: 20-40 oldugunu gostermektedir
(Bulan, 1990; Kin, 1971; Tannock, 1969). Timé6r  hiicrelerinin
transplantasyonlarindan sonraki 2.ve 13. gilinlerde 3H-timidin kullanilarak yapilan
diger bir arastirmada, 13. giinde hiicre siklus siiresinin arttig1 ve DNA sentez fazinin

da oldukca uzadig1 gosterilmistir (Peel ve Fletcher, 1969).

EAT hiicrelerinin ¢ogalma fazindan plato fazmma gecisleri boyunca, hiicre
kinetiklerinde meydana gelen degisikliklerin disinda, yapisal bozulmalar (Schmidt
vd., 1991; Schwendel vd., 1994; Senger vd., 1983; Siems vd., 1989; Siems vd., 1993;
Subiza vd., 1989; Segura vd., 2001; Latha vd., 2000; Justo vd., 2000; Justo vd.,
2003; Aktas, 1996), mitokondri sayisinda azalma (Schmidt vd., 1991; Schwendel
vd., 1994; Siems vd., 1989; Siems vd., 1993), DNA ve RNA biyosentezinde azalma
(Bulan, 1990; Schmidt vd.1991; Siems vd., 1993; Aktas, 1996; Siems vd., 1989),
intraselliiler piirin, pirimidin niikleotidleri, niikleosidleri ve bazlarmin kayb1
(Grunevd., 1992; Schmidt vd., 1991; Schwendel vd., 1994; Siems vd., 1989; Siems
vd., 1993), ATP igerigi ve ATP doniisiimiinde azalma (Siems vd., 1989; Siems vd.,
1993; Skog vd., 1989), protein sentezinde azalma (Burns, 1969; Haris vd., 1970;
Schmidtvd., 1991; Siems vd., 1993; Skog vd., 1989), timidin kinaz aktivitesindeki
azalmadan dolay: timidin konsantrasyonunda artis (Skog vd., 1990; Szikla vd., 1981;
Aktas,1996), glutatyon (GSH) iceriginde azalma (Estrela vd., 1992; Marquez vd.,
1989; Lobo vd., 2000) ve trigliseritlerin, kolesterol esterlerinin ve serbest yag
asitlerinin artmasi1 (Balint ve Holczinger, 1984; Aktas, 1996) gibi morfolojik ve
metabolik degisiklikler meydana gelir (Aktas, 1996).

EAT hiicrelerinin sayilar1 ¢ogalma periyodu boyunca hizli hiicre boliinmeleri ile artar
ve periton boslugunu doldururlar. Tiimor hiicrelerindeki bu ¢ogalmaya paralel olarak
asit stvisinin birikimi de meydana gelir. Belli bir zaman sonra da konak hayvan hem

timor hacminin olusturdugu basing hem de tiimdriin organizmaya verdigi hasar
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sonucunda oliir (Oner, 1985; Altun, 1996; Aktas, 1996). Cogalma fazindan plato
fazina gecisleri boyunca EAT hiicrelerinin canlilik oranlarinda 6nemli bir azalma

ortaya ¢cikmamaktadir. (Schmidt vd., 1991).

Asit sivisinin birikiminde, timor hiicrelerinin asit sivisinin birikimini ilerleten bir
vaskular permeabilite faktoriinii salgilamasi olayi, tiimor asit sivilarinda incelenmis
ve sonu¢ olarak; bu hayvanlarin periton boslugunda bulunan damarlarin kontrol
hayvanlardaki ayn1 damarlara oranlara 6nemli derecede fazla permeabilite gosterdigi
bulunmustur. Artan bu permeabilitenin, normal plazma veya serumda bulunmayan
etkili bir permeabilite faktoriiniin asit sivisindaki mevcudiyetinden dolayr oldugu

tespit edilmistir (Senger vd., 1983).

Ehrlich asit sivisinda tiimor ¢ogalmast boyunca timidin kinaz aktivitesinin
azalmasina paralel olarak timidin miktarinin da yiikseldigi goriilmiistiir (Skog vd.,

1990; Aktas, 1996). Tiimor ¢ogalmasinin erken evresinde peritoneal sivilarin zayif
sekilde ya da hi¢c immiin baskilayic1 aktivite gdstermemelerine ragmen, terminal
safhadaki Ehrlich asit sivilarinin immiin baskilayici olduklar1 da tespit edilmistir
(Gabrilovac vd., 1982; Parhar ve Lala, 1988; Subiza vd., 1989; Fecchio vd., 1990a;
Fecchio vd., 1990b; Segura vd., 1997; Segura vd., 2000; Justo vd., 2000; Justo vd.,

2003; Ruiz De Morales vd., 1999).

EAT hiicre ¢ogalmasinin plato fazinda azalmasi ile asit sivis1 birikimindeki artis
arasinda bir korelasyon bulunmaktadir. Lazebnik ve ark. (1991), yaptiklar
arastirmada, in vivo sartlarda tiimor cogalmasinin plato fazinda hiicrelerin geriye
dontigimlii olarak ge¢ G, fazinda biriktiklerini ve bu donemde asit sivisi
uzaklastirilldig1 taktirde senkron olarak mitoz fazimi gecirip G; fazina girdiklerini
tespit etmistir. Yine ayni arastirmacilar in vitro sartlarda ortamin asit sivist igermesi
durumunda, hiicrelerin G; ve S fazlarim1 gegirdikten sonra G, fazinda biriktiklerini de
gozlemlemislerdir. Bu bulgulara dayali olarak, Ehrlich asit sivisinin hiicre siklusunu
G; fazinda durduran 6nemli bir faktor veya faktorler icerdigini ileri stirmiislerdir
(Lazebnik vd., 1991). Bu konudaki diger bir ¢calismada da EAT hiicrelerinin G, ve
gec S fazlarinda birikimlerine paralel olarak, ayn1 zamanda hiicre siklusundaki

uzamanin da eslik ettigi gosterilmistir (Benndorf vd., 1988).
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Ehrlich asit tiimdrii tagiyan farelerde, cogalmanin plato fazinda asit sivisinin ¢ogunun
bosaltilmasi ile tlimoriin ¢cogalmasinda yeni bir artis meydana gelir (Burns, 1968;
Burns, 1969; Bichel, 1971). Bu artis eger ayni1 tiimorii plato fazinda tasiyan bir diger
fareden alinan hiicresiz asit sivisi enjekte edilirse yeniden inhibe edilir (Bichel, 1970;
Bichel, 1971; Burns ve Solofy, 1970). Bu bulgular da asit sivisinda ¢ogalmay1 inhibe
eden bir faktoriin mevcut oldugunu gostermektedir (Bichel, 1971). EAT hiicrelerinin
inkiibasyon sartlar1 altinda protein sentezini geriye doniisiimlii olarak inhibe eden bir
faktorii ortama saldiklarin1 ve bu faktoriin ¢ogalan EAT hiicrelerini ¢ogalmayan

hiicreler haline transforme ettigi gosterilmistir (Werner vd., 1973).

Altun (1996), EAT’li farelerde tiimor yasina bagli olarak kemik iligi hiicrelerinde
¢ogalma hizinin inhibe oldugunu tespit etmistir. Bu bulgu, Ehrlich asit sivisindaki
inhibitor faktorlerin konak hayvanin normal hiicre populasyonlarina da etkili

oldugunu gostermektedir.

Bu aragtirmalarin diginda, inhibitor etkinin gozlemlenmedigi, hatta biiyliimeyi tesvik
edici nitelikte sonuglarin elde edildigi calismalar da mevcuttur. Altun, EAT’li
farelerde karaciger rejenerasyonunu da incelemis ve tiimdral biiylimenin rejeneratif
bliylimeyi stimiile edici bir etkiye sahip oldugunu tespit etmistir (1996). Gabrilovac
vd. (1982), EAT transplantasyonundan sonra 4. ve 6. giinlerde elde edilen peritoneal
stvilarin, in vitro ortamda Ehrlich karsinoma hiicrelerinin ¢ogalmalar1 {izerinde etki
gostermemesine karsilik, tiimdr transplantasyonundan sonraki 15. gilinde toplanan
peritoneal sivilarin  hiicrelerde  DNA  sentezini  arttirdifini  gostermislerdir
(Gabrilovacvd., 1982). Burns vd. (1983), tiimériin hiicresiz sivisindan izole edilen
Ehrlich ascites karsinoma faktorii (EACF) etkisi ile, yetiskin farenin karaciger ve
diger dokularindaki DNA sentezinin baslamasini arastirmislar ve in vivo ortamda bu
faktoriin mitojenik etkisi sonucunda, yetiskin farenin karaciger, submandibular bez,
eksorbital goz yasi bezi ve dil epitelinde DNA sentezinin basladigini tespit
etmislerdir (Yeh vd., 1985).

1.3.1.1. Solid Formu:

Ehrlich ve Apollant tarafindan 1907 yilinda bir farenin meme bezinden ¢ikarilmis

olan Ehrlich Mouse Carcinoma'dan tiiretilmistir. Farelere 6zgii olan (Mouse Spesific

17



Tumor) ve giiniimiize kadar diferansiye olmadan gelmis, yaygin olarak kullanilan bir
timor modelidir. %100 transplante edilebilme oranina sahiptir. Tiimore spesifik
Transplantasyon antijenleri (TSTA) yoktur. Hi¢ regresyon gostermez. Virulan
ozelliktedir. Malign ve %100 6liime gotiiriir. Hizli biiylime 6zelligi gdstermektedir.
Tiimor hiicreleri esit biiylikliikkte degildir ve 20-30 mikron ¢apindadir (Zeybek,
2003).

1.3.1.2. Asit (S1v1) Formu:

Loewenthal ve Jahn 1930’lu yillarda bu tiimoriin asit seklini elde etmisglerdir.
Intraperitoneal yolla minimum 500.000/ml. hiicre farelere verildiginde asit formda
tiimoriin - olustugu gozlenmektedir. Ayrica c¢alisma harici, tiimorii bu yolla
pasajlayarak, devamini saglamak miimkiindiir. Tiimor pasajlandik¢a virulansi
artmaktadir, metastatik Ozellige sahiptir. Tedavi uygulanmadiginda timor
enjeksiyonundan 7-8 giin sonra Oliimler goriilmektedir. Eger ortalama 2x10%ml
hiicre enjekte edilirse yaklagik 1 haftada 1 cm ¢apinda timdr olusmaktadir (Zeybek,
2003).

Ehrlich Asit Timorli, heterotransplantabilite yetenegine sahiptir. Yayma
preparatlarda asit forma ait hiicrelerin solid form hiicrelerine benzedigi
gorlilmektedir. Ancak solid formun hiicrelerinin membranlan fark edilemezken, asit
formda membran acik¢a gozlenir. Viseral ve parietal periton tabakalari kalinlasip

graniillii bir hal almaktadir (Zeybek, 2003).

EAT sivisi, gri-beyaz bazen hafif kanli goriiniimde koyu bir sividir ve 0.1 cc'de
yaklasik 10 milyon neoplastik hiicre igermektedir (Kaleoglu ve Isli, 1977; Aktas
1996).

EAT, transplante edilebilme orani yiiksek olan, regresyon gostermeyen, hizli
proliferasyona, kisa yasama siiresine sahip, %100 6liime gotiiren immunolojik acidan
tiimor spesifik transplantasyon antijenlerine sahip olmayan bir timdr modelidir
(Kaleoglu ve Isli, 1977) ve farelere &zgii olmasindan dolayr EAT nin ¢alisilmasi

tiimor degerlendirilmesi ve izlenmesi agisindan kolaylik saglamaktadir.
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Giiniimiizde Ehrlich ascites tiimorlerinin sitogenetigi nadir olarak c¢aligilmistir.

Buradan hareketle monoklonal olarak transplante edilebilen ve pasajlanarak devami
saglanan Ehrlich asit tiimorii pasajlandik¢a virulansin ve metastatik kapasitesinin
artmasi fikrinden yola ¢ikilarak klasik sitogenetik yontemle EAT nin pasajlar arasi
kromozom aberasyonlari, mitotik indeksi ve hiicre kinetiklerinin degerlendirilmesi

amaglanmaistir.
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BOLUM 2

LITERATUR BIiLDIRISLERI

Rejeneratif biiyiime ile ¢esitli tiimorler arasindaki iligkiler, 1900°li yillarin
ortalarindan itibaren arastirilmaya baslanmistir. Fisher ve Fisher (1959) karsino
sarkoma tipi Walker 256 tiimoriini enjekte ettikten hemen sonra parsiyal
hepatektomi yaptiklar1 siganlarda, tiimor metastas sayilarinin parsiyal hepatektomi
yapilmasi ile arttigini, parsiyal hepatektominin tiimor enjeksiyonundan 24 veya 48
saat sonra yapilmasiyla ise, ya metastaslarda azalma goriildiigiinti ya da herhangi bir

etkinin bulunmadigin1 saptamislardir.

Hasholt ve Dano (1974), bir Ehrlich asit tiimoriin karyotipik profilini ve bu tiimdriin
4 subline’n1 incelenmistir. Bu 4 subline, sirasiyla daunomycin, adriamisin, vinkristin
ve vinblastine olan direncliligi secilmistir. Tiim subline’lar dort ajana da ortak direng
gostermistir. Diger mitozlar Giemsa bantlama teknigi ile boyandig: icin, mitozlarin
bazis1 klasik Giemsa teknigi ile boyanmistir. Diger ii¢ subline shyper diploid iken,
yabani tip timor ve vinkristin direng tiimorii yakin-tetraploidi bulunmustur. Marker
kromozom sayis1 tespit edilmistir. Subline karsilikli direncin, yabani tiptiimorden

ayni1 klon hiicrenin se¢imi olmadig1 sonucuna varilmistir.

Ahmed ve ark. (1988), jacalinin Ehrlich asit timdr hiicrelerinin in vivo bliylime
inhibisyonu ve etkilesimi tizerine bir calisma yapmislardir. Jacalin, yapiskan Ehrlich
asit hiicreleri tespit edilmistir. Agliitinasyon, lektin-asit etkilesimin karbonhidrata
ozgidiir ve D-Gal ve f-D-Gal(l — 3)-D-GalNAc glikozitler tarafindan inhibe
edilmistir. % 21,8 tlimor inhibisyonu (asit) hiicrelerinin intraperitoneal enjeksiyonu
takip eden 6 gilin boyunca enjeksiyon yoluyla jacalinden 50 pg uygulanan farelerde in
vivo hiicre biiylimesi vardir. 100, 150 ve 200 ug jacalin uygulamasi, sirasiyla % 40.2,
57.5 ve 83 inhibisyonuyla sonug¢lanmistir. Jacalin tarafindan in vivo timor
hiicrelerinin biiylime inhibisyonu, tiimor hiicre yilizeyindeki glikoprotein terminal

artiklari, 6ncelikle D-Gal-a - (1—6)’a baglanmaktadir.
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Yapilan bir calismada, mikrodensitometrik Olgiimler ile DNA miktarlar1 saptanan
EAT hiicrelerinin sentez yapan nukleuslarin sayisi glinlere bagl olarak artmakta ve
besinci giinde maksimuma ulastiktan sonra onuncu giine kadar azalmaktadir (Altun,
1993). 3x10° EAT hiicresi enjekte edildikten sonra birinci, ikinci, iiglincii, besinci ve
onuncu giinlerde toplanan tiimor hiicrelerinde; birinci giinde 2C DNA miktarina
sahip EAT hiicre nukleuslar1 populasyonun biiyiik bir kismini teskil ederken, 4C, 6C
ve 8C DNA miktar1 igeren ¢ok az sayida nukleus dikkati cekmektedir. ikinci giinde
2C DNA miktar1 igceren nukleus sayisinda bir azalma gozlenirken, 4C DNA miktari
iceren nukleus sayisinda bir artis meydana gelmektedir. Ugiincii giinde 2C DNA
miktar1 iceren nukleus sayilarinin azalmaya, 4C, 6C, 8C ve 10C DNA miktar1 igeren
nukleus sayilarinin ise artmaya devam ettigi, 12C DNA miktar1 iceren ¢ok az sayida
nukleusun bulundugu gozlenmektedir. Besinci giinde, yaklasik ayni oranlarda 2C ve
4C DNA miktar1 igeren nukleuslarin yan sira, az sayida 8C ve 4C’den 8C’ye kadar
degisen miktarlarda DNA igeren nukleuslara rastlanmaktadir. Son grup 10. gilinde
ise, 4C DNA miktar1 i¢ceren nukleuslarin sayilarinda azalma meydana gelirken, 8C ve
10C DNA miktar igeren nukleuslarin sayilarinin arttiklar1 ve yine bu gruplarin ara

derecelerini gdsteren nukleuslarin bulundugu gosterilmistir (Altun, 1993).

Ayrica, curcuminin ¢ok etkili sitotoksik bir ajan olarak, Erlich asit tiimoér modeli
olusturulmus farelerde, tiimor gelisimini anlamli diizeyde inhibe ederek farelerin

yagam siiresini artirdig1 bildirilmistir (Ruby ve ark., 1995).

Yapilan bir calismada, fare peritonunda ¢ogalan Ehrlich ascites tiimor hiicrelerinde
AgNOR sayimlari ile 3H-timidin ile damgalanma indeksi karsilastirilmigtir. Deney
sonucunda fare peritonunda iireyen hiicrelerin 10. giinde AgNOR sayimlari ile 3H-
timidin ile damgalanma indeksi arasinda bir korelasyon oldugu tespit edilmistir.
Ayrica meme tiimorii kokenli olan Ehrlich ascites tiimor hiicrelerinde hiicre
proliferasyonu ile Ostrojen reseptorleri arasinda bir iliski olup olmadig1 arastirilmistir

ve dstrojen reseptorleri negatif bulunmustur (ince ve ark., 1996).

Arican ve ark (2005), Ostrojen-reseptor-pozitif in vivo Ehrlich ascites tiimor
hiicrelerinde epirubisin ve tamoksifen’in 3;H-timidin isaretlenme indeksi iizerine

etkilerini arastirmislardir. Calismada, Gstrojen reseptorii pozitif ER (+) hiperdiploid
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hiicre soylar1 kullanilmigtir. EPI ve TAM’1n optimum dozlar1 (110 mg ve 20 mg,
sirasiyla) kullanilmistir. Bu dozlar hiicrelere 5 ve 9 giin siiresince uygulanmistir. /n
vivo yetisen EAT hiicrelerinin ¢ogalmasi, EPI ve TAM konsantrasyonlar1 tarafindan
inhibe edilmistir. Sonuglar, TAM ve EPI kombinasyonunun ;H-timidin isaretleme
indeksini, her iki ilacin tek baslarina uygulanmasma gore daha etkili olarak
azalttigini  gostermistir (p<0.05). EPIHTAM uygulamasi, 5. ve 9. giinlerde
maksimum sinerjistik etki gdstermistir ve bdylece DNA sentezinin inhibisyonu
giinlere bagl olarak degismemistir. Sonug olarak, giin faktoriiniin kombine uygulama

ile elimine edilmesi ¢aligmanin en 6nemli bulgusu olmustur.

Insan meme kanserinin ksenograft modelinde yapilan bir calismada diyetle verilen
curcumin tedavisinin, NF-kB ve COX2 ekspresyonunu baskilayarak meme
kanserinin akciger metastazlari insidansini 6nemli Olgiide azalttigi One siiriilmiistiir

(Aggarwal ve ark., 2005).

Gilimiishan ve Musa (2008), subkutan, intraperitoneal ve intravendz yollarla
olusturulmus Ehrlich asit tiimor tasiyan fareler iizerinde adriamisinin etkinligini
arastirmiglardir. Adriamisin (ADR), Streptomyces peucetius var. caesius’den izole
edilmis ve sitotoksik Ozellik gdsteren antineoplastik bir ilactir. Calismada 0. Giin
3x10° EAT hiicresi farelere inokiile edilmistir. Uygulamadan sonra 2., 4., 6. ve 8.
giinlerde, farelerin periton boslugundan asit sivisinin mitoz sayist ve canli hiicre
sayist sayillmistir ve istatistiksel olarak degerlendirmislerdir. En ¢ok tedavi edici
Ozellik gosteren, intraperitoneal yolla olusturulmus, ADR uygulanan 1. grupta

gbzlenmistir.

Begiim ve ark. (2009), farelerde Ehrlich asit kanseri ilizerine Azima tetracantha
bitkisinin yaprak ekstraktinin antikanser aktivitesini ¢alismislardir. Tiimor, farelere
intraperitoneal yolla (1x10° hiicre/fare) enjekte edilmistir. Azima tetracantha mn
ethanol ekstratt (EEAT), 100 ve 200 mg/kg giin dozlar1 deney hayvanlarina
verilmigtir. Ekstraktin antitimor etkisi, ortalama yasam siiresi, tiimoér hacmi, canli
tiimor sayisi, cansiz timoOr sayist kullanilarak degerlendirmislerdir. EEAT nin oral

uygulamasi, sagkalim siirecini arttirmistir ve ayni zamanda canli tiimor hiicre sayisini
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solid timdr hacmini azaltmis, cansiz hiicre sayisin1 da arttirmistir. Bu calismanin

bulgulari, EEAT 6nemli antikanser aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

Ustiiner (2010), son yillarda diinyada yaygin olarak kullanilan bir antidepresan
preparatin etken maddesi olan fluoksetinin, in vivo sartlardaki etkilerini belirlemek
amaciyla calisma diizenlemislerdir. Sican kemik iligi hiicrelerinden hazirlanan
preparatlar mitotik indeks, sayisal ve yapisal kromozom diizensizligi agisindan
degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda, fluoksetinin farkli doz ve siirelerde hiicre
bdliinmesini 6nemli derecede baskiladigi, doz zaman artisina bagl olarak kromozom
anomalilerine sebep olabilecegi ve mitotik indeksi yani hiicre boliinme frekansin

azalttig1 goriilmektedir.

Hanafy (2010), Ehrlich asit tiimor hiicresi inokiile edilen disi fareler {izerinde,
zencefil 6ziiniin in vivo olarak sitogenetik etkisini incelemistir. Caligmada disi fareler
iizerinde iki grup yapilmistir. ilk gruba, 2.5x10° EAT intraperitonel yolla inokiile
edilmistir. Ikinci gruba ise EAT inokiile edilmis hayvanlara iki giinde bir, oral yolla
zencefil (100 mg/kg viicut agirligl) verilmistir. Ehrlich asit hiicrelerindeki
kromozomal aberasyonlarmnin gesitli tipleri tespit edilmistir. Bu aberasyonlar ya
sayisal ya da yapisal anomalilikler olarak tespit edilmistir. Ehrlich asit hiicreleri,
mitotik indeks orani ve mikronukleus hiicrelerinin artis1 ile 26 ile 125 arasinda
degisen farkli kromozom numaralar1 icermektedir. Ehrlich asit hiicrelerindeki mitotik
indeks ve mikronukleus hiicrelerindeki azalma tespit edilmis ve EAT’nin
kromozomal aberasyonundaki azalma elde edilmistir. Ekstraktli tiimor hiicrelerindeki
anomalilerdeki azalma, kromozomal anomaliler ortadan kaldirilmazsa hiicreler ya
O6lmeye (apoptosiz yoluyla) ya da normal olarak boliinmesi i¢in uyarilabilir. Sonug
olarak, zencefil ekstrakti, Ehrlich asit hiicreleri iizerinde kemoterapétik etkiye
sahiptir. Ekstrakt, tiimor hiicrelerini diploid normal hiicrelere doniistiirmiistiir.
Caligmanin sonucunda zencefil gibi diyet ajanlarin kullanimi, kanser onleyici tedavi

giiciine sahip oldugu gbzlenmektedir (Hanafy, 2010).
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Hazirlanisi
3.1.1. Kromozom Besi Ortamlari

Kromozom besi ortami A (Biochrom): hiicreleri boliinmeye tesvik eden

phytohemagglutinin icermemektedir.

Kromozom besi ortami B (PB-Max —-GIBCO)ise: phytohemagglutinin (PHA)

icermektedir.
Bu calismada her iki medyum da hiicre kiiltiirii i¢in kullanilmistir.
3.1.2. Kolsisin (Kolkisin) (Sigma)

Kolsisin eriyigi steril kromozom medyumunun her ml’sinde 0.06 mg olacak sekilde

(0.06mg/ml) kullanilmistir.
3.1.3.Hipotonik Eriyik

Hipotonik eriyik olarak %0,4’liilk KCl (Riedel-de Haén) kullanilmistir. Eriyik
bidistile su i¢inde stok halinde hazirlanip agz1 kapali bir cam kapta buzdolabinda (+4
°C) saklanmistir. Her preparasyondan yaklasik 2 saat once yeterli miktarda alinip,

37°C’deki inkiibatorde 1sitilip kullanilmastir.
3.1.4. Fiksatif
1/3: glasial asetikasit/metanol

Fiksatif kullanilmadan ikisaat once hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmistir. Her

seferinde preparat yapim isleminden iki saat Oonce taze olarak hazirlanip, soguk
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olarak kullanilmistir.

Metanol (CH;OH) (Aksin Kimya)

Glasial asetik asit (CH;COOH) (Merck)
3.1.5. Sorensen Tamponu (Sorensen Buffer)

Sorensen tamponu, tampon A ve tampon B olmak iizere iki stok ¢ozelti halinde
hazirlanmis olup bu ¢dzeltiler ¢alismanin amacina uygun olarak birbirleriyle degisik
miktarlarda kanstirilarak kullanilmistir. Bu tampon %5°lik Giemsa boyasinin

hazirlanmasinda kullanilmastir.

Hazirlanisi:

Tampon A: 11.34 gr KH,PO4 250 ml saf su iginde eritilmistir (pH=4.8).
Tampon B: 14.83 gr Na,HPO,4.12H,0 250 ml saf su i¢inde eritilmistir (pH=9.3).
3.1.6. Giemsa (Merck) (%5)

3.1.7. Entellan (Merck)

3.2. Kullanilan Deney Ekipmanlari

Hassas terazi (Precisa XB 220A), santrifiij (Hettich Universal -320R- marka),
inkiibator (Niive, EN 500), steril kabin (Bilser, Ankara), otoklav (Niive), -80°C
buzdolab1 (Hettich), -20°C buzdolab1 (Argelik), +4°C Buzdolab1 (Ugur), vorteks
(Velp), pH metre (Hanna), 1s1ik mikroskobu (Micros MC 300 A), fotograf makinesi
(Nicon- coolpix T5100), Cedex XS Cell Analyzer cihazi (Roche), Cedex smart slide
(Roche), steril kiiltiir tiipleri, ependorf tiipleri, enjektdr, lam, lamel, Pasteur pipeti,

erlen mayer, beher, piset, mikropipet (Gilson), mikropipet uglar, filtre kagidi, sale.
3.3. Arastirmada Kullanilan Deney Hayvanlar

Calismada deney hayvani olarak 8-10 haftalik, yaklasik 30 gr, Mus musculus Balb/C

tiirii erkek fareler kullamlmistir. Bu fareler Gaziantep Universitesi Biyoloji Béliimii

Fizyoloji Deney Hayvanlar1 laboratuvarindan (Sekil 3.1.) temin edilmistir. Farelere
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asit timor sivist olusturmak amaciyla, 1x10° EAT hiicresi icerecek sekilde periton
kismina intraperitonal (i.p.) yolla enjekte edilmistir. Bu ¢alismada peritondan alinan

EAT s1vist 20 defa pasajlanarak, seri halde 20 EAT pasaj 6rnegi elde edilmistir.

Calismada kullanilan deney hayvanlari plastik kafesler i¢cinde (Sekil 3.2.) hazir pellet
fare yemi ve musluk suyu ile ad libitium seklinde beslenerek yetistirilmislerdir.

Yemin igerisinde bulunan maddeler Tablo 3.1.’de ve enerji diizeyleri de Tablo

3.2.’de verilmistir.

Sekil 3.1. Fizyoloji Deney Hayvanlar1 Laboratuari

26



Sekil 3.2. Deney Hayvanlarinin Yetistirildigi Kafesler

Tablo 3.1. Deney Hayvanlarma Verilen Yemin Icerigi

Yem Maddeleri Yiizdeleri (%)
Misir 34
Arpa 5.4
Bugday 13
Kepek 2
Soya Kiispesi 25
Balik Unu 8.5
Et- Kemik Unu 4
Kire¢ Tas1 0.5
DCP 1
Tuz 0.6
Vitamin Karmast 1
Mineral Karmasi 1
Melas 4
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Tablo 3.2. Deney Hayvanlarina Verilen Yemdeki Besin Maddeleri ve Enerji Diizeyi

Besin maddeleri ve enerji diizeyleri Yiizdeleri (%)
Kuru Madde 86.32

Ham Protein 23.99
Kalsiyum 1.17

Fosfor 0.9

Met + Sis 0.77

Lizin 1.48

Ham Yag 3

Ham Seliiloz 3.18

Metabolik Enerji (kcal/kg) 2658.31

3.4. Mus musculus Balb/C Tiirii Farelerde Ehrlich Ascites Tiimor (EAT)

Olusturulmasi

Calismamizda sivi tiimdr olusturulmasinda Gaziantep Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Hayvan Fizyolojisi Laboratuvarindan temin edilen,
yaklagik 30 gr agirlikta olan 8-10 haftalik Mus musculus Balb/C farelerin peritonuna
bu hiicreler rutin olarak 7-10 giinde bir fareden fareye transplante edilerek
tiretilmistir. Tiimor hiicrelerinin transplantasyon islemi i¢in steril enjektorlerle verici
farenin periton boslugundan, i¢inde tiimor hiicrelerinin bulundugu asit sivisi
alinmakta ve 0.1 ml PBS (Fosfat tamponu) i¢inde sulandirilarak yaklagik 1x10° EAT
hiicre/ml konsantransyonu elde edilmistir. Bu siispansiyondan her bir alic1 fareye i.p.
(intraperitoneal) yolla 0.2 ml enjekte edilmistir. EAT sivisinin her pasaji steril
ependorf tiiplere alinarak -80°C dolapta muhafaza edilmis olup, tiim pasajlarin

sitogenetik calismasi yapilmustir.
3.5. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Preston ve ark. (1987)’nin standart prosediirii modifiye edilerek Ehrlich asit timor

hiicreleri preparatlar1 hazirlanmistir.
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Oncelikle, kromozom besi ortamlari, steril kabinde, hazir olarak temin edilen vida
kapakli steril kiiltiir tiiplerinin her birine 2.5 ml konmustur. Steril enjektor ile -80°C
'den ¢ikarilip eritilen EAT sivisindan 0.5 ml, 2.5 ml'lik steril enjektorlerle alinarak,

tiimor s1vist kromozom medyumu igerisine ekilmistir.

Hiicre kiiltiirii, etiivde 37°C'de 4 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
calismalarimizda deneme ydntemiyle sabitlenmistir. Inkiibasyonun son 2. saatinde ig
iplik¢ikleri inhibitorii olan kolsisinden, her bir tiip icin 20 pl olacak sekilde kolsisin

eklenmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda, tiiplerin kapagi acik sekilde 2000 devir/dakikada
tiipler 5 dakika santrifiij edilmistir (Sekil 3.3.a.). Santriflij sonunda tiiplerin dibinde
yaklagik 1 ml sivi kalacak sekilde siipernatant kismi atilmistir (Sekil 3.3.b.).
Stipernatant alinirken sivinin  yiizeyinde asili duran yag damlaciklarinin da

siipernatantla beraber atilmasina dikkat edilmesi gerekmektedir.

Sekil 3.3.a. Tiiplerin Santrifiije Yerlestirilisi b. Tiiplerin Siipernatant Kisminin Atilist

Tiplerin dibinde kalan ve hiicreleri ihtiva eden sivi igerisinde hiicreler, pastor
pipetiyle pipetaj yapilarak dagitilmistir, sonra {izerine damla damla ve karistirilarak

37°C’ de 1sitilmig ve bidistile su igerisinde hazirlanmis hipotonik eriyik (%0.4 KCI)
ilave edilmistir (Sekil 3.4.). Her tiipe 5-6 ml %0.4 KCl ilave edildikten sonra kiiltiir

tiipleri 37°C’lik etiivde 10 dakika muamele edilerek hiicrelerin sismesi saglanmustir.
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Sekil 3.4. Tiiplere Hipotonik Soliisyonun (KCl) Damlatilist

Hipotonik eriyik ile muamele siiresi sona erdiginde, tiipler tekrar 1200 devir/dak. 10

dakika santrifiij edilmis, yine siipernatant kisim atilmistir.

Tiplerin dibinde kalan hiicre siispansiyonu hafifce karistirildiktan sonra 1-2 saat
once hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmis olan soguk fiksatif ile muamele
edilmistir. Fiksatif (1/3: glasial asetik asit/metanol) ilavesi hipotonik eriyikte oldugu
gibi damla damla ve karistirilarak yapilmalidir. Hiicreler oda 1sisinda 15 dakika

fiksatif ile muamele edilmistir.

Stire sonunda tiipler 1000 devir/dak. 10 dakika santrifiij edilmis, siipernatant
atilmistir. Fiksatif ile muamele 2 veya 3 defa tekrarlanmistir (tiipteki sivi tamamen
berrak bir durum alincaya kadar fiksatif ile muameleye devam edilmistir). Son
fiksatif ilavesinden sonra tiliplerin dibinde yaklasitk 1 ml sivi kalacak sekilde
slipernatant atilmig ve preparat yapma islemine gecilmistir. Tiiplerin dibinde
birakilacak sivi hiicrelerin yogunluguna gore 1ml’ den daha az veya daha fazla

olacak sekilde ayarlanabilmektedir.

Preparat yayma isleminde, daha 6nceden kimyasal olarak temizlenmis ve saf su
iceren sale igerisinde buzdolabinda saklanmis olan soguk lamlar kullanilmistir.

Tiiplerin dibinde toplanan hiicreler pastdr pipetiyle karistirilarak homojen hale
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getirilmistir. Pasteur pipetinde 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre slispansiyonundan
cekilmigstir. Pasteur pipetinden soguk lam iizerine 45 cm yiikseklikten farkli alanlara
hiicre silispansiyonundan damlatilarak (her lama 3 damla) hiicrelerin ve dolayisiyla

kromozomlarin lam {izerine yayilmasi saglanmistir (Sekil 3.5.).

Sekil 3.5. Preparatlarin Pasteur Pipetinden Soguk Lam Uzerine 45 cm Yiikseklikten
Farkli Alanlara Damlatilisi

Kiiltiir siiresinin bitiminden iki giin 6nce lamlar saleye dizilerek iizerlerini iyice
ortecek sekilde 1 N Nitrik asit konmustur. Salenin agz1 kapatilarak bu sekilde 24 saat
bekletilmistir. Siire bitiminde lamlar yarim saat akan c¢esme suyunda iyice
yikanmigtir. 3-4 defa saf sudan gegirdikten sonra saleyi saf su ile doldurarak lamlar

buzdolabinda saklanmuistir.

[Ik hazirlanan preparat, 1s1tk mikroskobunda incelenerek hiicrelerin patlayip,
kromozomlarin dagilip dagilmadigr kontrol edilmistir. Eger kromozomlarin
dagitilmasi istenen diizeyde degilse damlatma yliksekligi biraz daha arttirilabilir veya
bir sonraki c¢alismada Ehrlich asit siv1 hiicreleri hipotonik eriyikle biraz daha fazla

muamele edilerek kromozomlarin amaca uygun olarak iyice dagilmasi saglanmastir.
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Hazirlanan preparatlar kurumak {izere 24 saat oda 1sisinda bekletilmistir. Bu esnada
preparatlar {izerine toz konmasii engellemek amaciyla preparatlarin {izerleri

ortiilmiistiir.
3.6. Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Bir gilinliik preparatlar saleye dizilerek (Sekil 3.6.) Sorensen tamponu igerisinde
hazirlanmis %5°1lik Giemsa boyasi i¢inde 10-15 dakika boyanmistir (Sekil 3.7., Sekil.
3.8.). Bu siirenin sonunda boyadan ¢ikarilan preparatlar 3 ayr1 kaptaki saf sudan

gegirildikten sonra (Sekil. 3.9.) 1 giin kurumaya (Sekil.3.10.) birakilmstir.
3.6.1. %5'lik Giemsa'min Hazirlanisi:

5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve 5 ml Giemsa karistirilarak, tizeri saf su ile 100
ml’ye tamamlanmistir (pH: 6,8). Sonra bu boya filtre kagidi ile sale igine

stiziilmiistiir.

Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir. Yapistirict
kuruduktan sonra (1 giin sonra) bu daimi preparatlarda mikroskobik incelemeler

yapilmastir.

Sekil 3.6. Bir Giinliik Preparatlarin Saleye Dizilisi
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Sekil 3.7. Saleye Dizilen Preparat Orneklerinin Boyanist

Sekil 3.8. Preparatlarin Giemsa Boyasinda Bekleyisi
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Sekil 3.9. Boyama Sonrasi Preparatlarin 3 Ayr1 Kaptaki Saf Sudan Gegirilisi

Sekil 3.10. Preparatlarin Etiketlendirilip 1 Giinliik Kurumaya Birakilis:

3.7. Daimi Preparatlarda Mikroskobik Inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar Micros MC 300 A marka 151k mikroskobunda
immersiyon yagr damlatilarak 100X objektifte incelenmistir (10x100=1000
biiyiitmede).Nicon-coolpix T5100 fotograf makinesi yardimiyla preparatlarin

goriintiileri alinmistir. Mitoz bdliinme geciren hiicrelerin metafaz ve interfaz
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devresindeki hiicrelerin fotograflar1 ¢ekilmistir.

Ayrica her pasajin kromozom sayisinin tespiti i¢in, her bir pasaj i¢in toplam 30
metafaz hiicresinde kromozomlar sayilarak, bunlarin ortalamasi alip her pasaja ait

kromozomlar sayilmistir.
3.8. Mitotik indeksin (MI) Saptanmasi

Mitotik indeksi saptamak amaciyla, her bir pasaja ait preparatlarda toplam 1000
hiicre incelenmis ve bunlar arasinda metafaz devresinde olan hiicreler saptanarak
kaydedilmistir. Metafaz devresindeki hiicrelerin sayisinin toplam hiicre sayisina

oranlanmasi ile M1 yiizde cinsinden hesaplanmustir.

MI=Mx100/T (M: Metafaz hiicre sayisi, T: Toplam hiicre sayis1) formiiliine gore

hesaplanmustir.
3.9. Ehrlich Asit Tiimor Sivi Pasajlarimin Hiicre Kinetigi

Calismamizda Cedex XS Cell Analyzer cihazi (Roche) kullanilarak, Ehrlich asit
timor s1vi pasajlarinin hiicre kinetigine bakilmistir. Bu cihaz, Tripan Mavisi boyama
yontemi ile yari-otomatik olarak hiicre konsantrasyonu ve canliligi hakkinda bilgi
saglayan hiicre analiz sistemidir. Yiiksek ¢oziiniirliiklii kameras: sayesinde yiiksek
dogrulukla 6lii canli ayirimi yapilabilmektedir. Calismamizda, her bir pasaj igin ayr1
ayrt; Tripan Mavisinden 10ul, her EAT sivisindan 1ul, PBS tamponundan 20 pl
olacak sekilde elde edilen karigim steril ependorfa eklenip, karigima pipetaj yapilmisg

ve hiicre sayim preparatlarina karisimdan 10pl konularak, dl¢iimleri yapilmistir.
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BOLUM 4
BULGULAR

Timor hiicrelerinde metafaz kromozomu eldesi zorlugu bilinen bir gercektir. Elde
edilen bu metafaz kromozomlarinin morfolojileri ¢ogunlukla klasik sitogenetik
yontemlerle  Ozellikle yapisal anomalileri ortaya koyabilmede yetersiz

kalabilmektedir. Ehrlich asit hiicrelerinin mitotik indeksi hesaplanmustir.

Ehrlich asit tiimor sivist pasajlandik¢a virulans 6zelligi artmaktadir. Buradan yola
cikarak, bu calismada Mus musculus Balb/C tiirii farelerde olusturulan Ehrlich asit
tiimorii fareye inokiile edildigi ilk giinden itibaren, ardi ardina, toplamda 20 adet
pasaj yapilmistir, her bir pasaj i¢in kromozom sayilarak, kromozomlardaki sayisal
artig, boliinen hiicreler sayilarak mitotik indeks ve hiicre kinetikleri degerlendirilmis

ve ardindan kromozom goriintiileri fotograflandirilmistir.

Calismada hiicre ekimi i¢in kullanilan kromozom medyum B, hiicreleri boliinmeye
tesvik eden phytohemagglutinin igermektedir. Kromozom medyum A’da ise
phytohemagglutinin icermemektedir. Calismamizda EAT hiicrelerinin boliinmeye
tesviki icin, her iki medyumda (Kromozom medyum A ve kromozom medyum B)

kullanilmistir, her iki medyumda da ayn1 sonug gézlenmistir (Tablo 4.1.).

Tez c¢alismamizda, fareden taze bir sekilde alinarak ¢alisilan EAT sivi 6rnegi ile -
80°C’de muhafaza edilerek calisilan EAT sivi 6rnegi calismalann farklilik

gostermemistir.

Ayrica bu calismada, Ehrlich asit tiimdr sivisinin hiicre ekimi yapildiktan sonraki
deney asamalarindaki muamele siireleri caligmalarimizda deneme yanilma
yontemiyle sabitlenmistir. Inkiibasyon siiresi 4 giin, KCI muamele siiresi 15 dk,
Giemsa boyama siiresi ise 15-20 dk olarak ideal goriilmiistiir. Her pasajda kullanilan

kimyasallarin muamele stireleri, inkiibasyon siireleri Tablo 4.1°de verilmistir.
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Ayrica, ¢aligmamizdaki her pasajin mitotik indeksi hesaplanmis ve hiicre kinetigine
bakilmistir. Mitotik indeks hesaplamalar1 sonucunda; pasaj sayisi arttikga, pasaj
tarithine paralel olarak artislar oldugu gibi azalmalar da goriilmektedir. Mitotik
indeksin sayilarimin % olarak fazla olmasi, pasajlama tarihi ilerledikge mitotik
aktivitesini kaybetmedigini, baz1 pasajlarda arttigini, bazilarinda azalma goriilse bile

%’lik olarak bile yiiksek bir sayiya tekabiil ettigi goriilmektedir. 1. pasajdan 4. pasaja
kadar mitotik indekslerde sirasiyla % 0.5, % 9.0, % 6.3 artis gozlendigi gibi, 5.
pasajda %]1.1 azalig, 6. pasajda % 6.7 azalis, 7. pasaja bakildiginda % 3.6 artis, 8.
pasajda % 2.6 azalis, 9. pasajda % 12.0 artis, 10. pasajda % 1.5 artig, 11. pasajda %

2.5 artis, 12. pasajda % 3.0 artis, 13. pasajda % 6.2 azalis, 14. pasajda % 20.3 azalis,

15. pasajda % 8.7 artis, 16. pasajda % 2.3 artis, 17. pasajda % 10.1 azalis, 18. pasajda

% 12.5 artis, 19. pasajda % 19.9 artis, 20. pasajda ise % 7.2 azalis goriilmektedir

(Tablo 4.2.).

Cedex XS cihazinda sayillan EAT hiicrelerinin hiicre kinetigi sayilarinda, mitotik
indeks oranlar1 paralel artig ya da paralel azalig gosterdigi gibi, zit oranlar da
goriilmektedir. 2. pasajda % 21.6 azalis, 3. pasajda % 1.6 azalis, 4. pasajda % 17.6
artis, 5. pasajda % 1.3 artig, 6. pasajda % 18.3 azalis, 7. pasaja bakildiginda % 34.1
artis, 8. pasajda % 25.4 azalis, 9. pasajda % 30.0 artis, 10. pasajda % 14.7 azalis, 11.
pasajda % 13.9 azalig, 12. pasajda % 4.2 artis, 13. pasajda % 10.2 artig, 14. pasajda

% 1.5 artis, 15. pasajda % 0.5 artis, 16. pasajda % 5.3 artis, 17. pasajda % 13.6 artis,

18. pasajda % 37.7 azalis, 19. pasajda % 14.0 artig, 20. pasajda ise % 18.4 artis

goriilmektedir (Tablo 4.3.).
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Tablo 4.1. Calismada kullanilan EAT s1v1 pasajlar

Krm. Krm. KCl Giemsa
Pasaj Pasajlama Medyum | Medyum Etiiv siiresi siiresi
Sayisi Tarihi A B Siiresi (dk) (dk)
1. pasaj 05.05.2010 X X 5 giin 10 15
vowy | o | X g [ E s
3. pasaj 03.06.2010 - X 5 giin 15 15
4. pasaj 14.06.2010 - X 2 saat 15 15
5. pasaj 24.06.2010 X X 4 giin 15 15
6. pasaj 08.07.2010 X - 4 giin 20 15
7. pasaj 21.07.2010 X X 4 giin 20 15
8. pasaj 03.08.2010 X X 4 giin 30 15
9.pasaj | 16.08.2010 X X np ;"Eﬁ o 15
10. pasaj 06.09.2010 X - 6 giin 20 15
11. pasaj 17.09.2010 X - 6 giin 20 15
12. pasaj 28.09.2010 X X 4 giin 10 15
13. psj 11.10.2010 - X 4 giin 10 15
14. psj 17.10.2010 - X 4 giin 10 15
15. pasaj 14.11.2010 X X 3 giin 7 15
16. pasaj 03.12.2010 X X 4 giin 10 15
17. pasaj 09.12.2010 - X 4 giin 10 15
18. pasaj 15.12.2010 - X 4 giin 10 15
19. pasaj 21.12.2010 X - 4 giin 10 15
20. pasaj 31.12.2010 - X 4 giin 10 15
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4.1. Ehrlich Asit Tiimor Hiicrelerinin Mitotik Aktivitesi

Caligmamizda 20 adet Ehrlich asit timor pasajlar1 mitotik aktivite acisindan
degerlendirilmistir. Mitotik indeksi saptamak amaciyla, her bir pasaj i¢in toplam
1000 hiicre incelenmis ve bunlar arasinda metafaz devresinde olan hiicreler
saptanarak kaydedilmistir. Her pasaj i¢in mitoza giren hiicre sayisi ve mitotik indeksi

Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Ehrlich Asit Tiimor Hiicrelerinin %MI degerleri

Pasaj Sayisi n Mitoza Giren Hiicre Sayisi % MI
1.pasaj 1 720 72.0
2.pasaj 1 725 72.5
3.pasaj 1 815 81.5
4.pasaj 1 878 87.8
S.pasaj 1 867 86.7
6.pasaj 1 800 80.0
7.pasaj 1 836 83.6
8.pasaj 1 810 81.0
9.pasaj 1 930 93.0
10.pasaj 1 945 94.5
11.pasaj 1 960 96.0
12.pasaj 1 990 99.0
13.pasaj 1 928 92.8
14.pasaj 1 725 72.5
15.pasaj 1 812 81.2
16.pasaj 1 835 83.5
17.pasaj 1 734 73.4
18.pasaj 1 659 65.9
19.pasaj 1 858 85.8
20.pasaj 1 786 78.6
% MI: %Mitotik Indeks, n: Fare Sayisi

39




Tablo 4.3. Ehrlich Asit Tiimor Hiicrelerinin Kromozom Sayisi, Mitotik Indeks Ve

Hiicre Kinetigi

FriSen Pl Kegmn o G0
(%)  Sayist Sayis (%)
1. pasaj 05.05.2010 27 72.0 674 566 54.4
2.pasaj 21.05.2010 21 72.5 64 131 32.8
3.pasaj 03.06.2010 24 81.5 15 33 31.2
4. pasaj 14.06.2010 - 87.8 540 566 48.8
5. pasaj 24.06.2010 19 86.7 752 750 50.1
6. pasaj 08.07.2010 21 80.0 101 217 31.8
7.pasaj 21.07.2010 19 83.6 1218 629 65.9
8. pasaj 03.08.2010 19 81.0 32 47 40.5
9. pasaj 16.08.2010 27 93.0 1241 519 70.5
10. pasaj 06.09.2010 24 945 1030 817 55.8
11. pasaj 17.09.2010 24 96.0 658 912 41.9
12. pasaj 28.09.2010 29 99.0 728 852 46.1
13. pasaj 11.10.2010 29 92.8 924 717 56.3

14. pasaj 17.10.2010 19 72.5 1478 1077 57.8

15. pasaj 14.11.2010 21 81.2 14 10 583
16. pasaj 03.12.2010 31 83.5 965 855 53.0
17. pasaj 09.12.2010 19 73.4 1390 698 66.6
18. pasaj 15.12.2010 27 659 368 907 28.9
19. pasaj 21.12.2010 - 85.8 548 729 42.9
20. pasaj 31.12.2010 21 78.6 513 324 61.3
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Calismadaki her bir pasajdan alinan Ehrlich asit sivist i¢inde yer alan canli ve 6li

hiicre goriintiilerinden, 1. pasaj,10. pasaj, 12. pasaj ve 20. pasajlarin goriintiileri

verilmistir (Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3., Sekil 4.4.).

Sekil 4.1. 1. Pasajdan Alinan Ehrlich Asit Stvis1 iginde Yer Alan Canli ve Olii Hiicre
Gortintiisii (Yesil renkte olanlar: canli hiicreler, kirmizi renkte olanlar: 6lii hiicreler,

mavi renkte olanlar ise: agregasyonu gostermektedir.)

Sekil 4.2. 10. Pasajdan Alman Ehrlich Asit Sivis1 I¢inde Yer Alan Canli ve Olii
Hiicre Gortintiisii (Yesil renkte olanlar: canli hiicreler, kirmizi renkte olanlar: 6lii
hiicreler, mavi renkte olanlar ise: agregasyonu gostermektedir.)
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Sekil 4.3. 12. Pasajdan Alinan Ehrlich Asit Sivis1 icinde Yer Alan Canli ve Olii
Hiicre Goriintiisii (Yesil renkte olanlar: canli hiicreler, kirmizi renkte olanlar: 6li

hiicreler, mavi renkte olanlar ise: agregasyonu gostermektedir.)

Sekil 4.4. 20. Pasajdan Alinan Ehrlich Asit Sivisi Iginde Yer Alan Canli ve Olii
Hiicre Goriintlisii (Yesil renkte olanlar: canli hiicreler, kirmizi renkte olanlar: 6li

hiicreler, mavi renkte olanlar ise: agregasyonu gostermektedir.)
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Klasik sitogenetik uygulamasindan sonra sayillan EAT sivi hiicrelerinin kromozom
sayilart Tablo 4.3’te goriildigi gibidir. 5., 7., 8., 14. ve 17. pasajlardaki EAT
hiicrelerinin kromozom sayilar1 19; 2., 6., 15. ve 20. pasajlarda kromozom sayis1 21;
3., 10. ve 11. Pasajlardaki EAT hiicrelerinin kromozom sayilar1 24; 1., 9. ve 18.
pasajlarda kromozom sayilar1 27; 12. ve 13. pasajlardaki kromozom sayilart 29; 16.
pasajdaki EAT hiicresinin kromozom sayisi ise 31 olarak sayilmistir. 4. pasajda, 2
saatlik inkiibasyon yeterli olmadigi icin hiicreler interfaz asamasinda kalmistir,
dolayisiyla kromozomlar1 sayillamamistir. 19. pasaj ise laboratuvar asamasinda

kromozomlar iyi boyanmadigindan dolay1 19. pasajin kromozomlari sayilamamuistir.

Bu caligmadaki 1., 3., 10., 12,, 13., 14. ve 18. pasajlarin, interfaz ve metafazdaki
kromozom goriintiileri verilmistir ( Sekil 4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7., Sekil 4.8., Sekil
4.9., Sekil 4.10. ve Sekil 4.11.).

Sekil 4.5. 1. Pasajdaki Metafazdaki Kromozom Dagilimi (solda) ve Interfaz

Hiicreleri (sagda)
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Sekil 4.6. 3. Pasajdaki Hiicre Biiyiime Evreleri a. interfaz b. Metafaz Hiicresi
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Sekil 4.7. 10. Pasajdaki Hiicre Biiyiime Evreleri a. b. Metafaz b. Interfaz Hiicresi
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Sekil 4.8. 12. Pasajdaki Metafazdaki Kromozom Dagilim1 (Ok isaretiyle gosterilen

kromozomlar halka kromozomlarr)

Bu caligmada her pasaj gegislerinde kromozom sayisinda artma ya da azalma, pasaj
ilerlemesine paralellik  gostermemektedir. Ayrica c¢alismamizda kromozom
aberasyonu olarak gozle goriliir bir sekilde halka (ring) kromozomlara siklikla

rastlanmaktadir.
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Sekil 4.9. 13. Pasajdaki Hiicre Biiyiime Evreleri a. b. Metafaz b. Interfaz Hiicresi
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Sekil 4.10. 14. Pasajdaki Hiicre Biiyiime Evreleri a. Interfaz b. Metafaz Hiicresi
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Sekil 4.11. 18. Pasajdaki Hiicre Biiyiime Evreleri a. Interfaz b. Metafaz Hiicresi
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21 kromozom sayisina sahip olan 2. pasaj; 64 canli hiicre sayisina, 131 6lii hiicre
sayisina sahip olup, hiicre kinetigi % 32.8 iken, 24 kromozom sayisina sahip olan 3.
pasaj; 15 canli hiicre sayisina, 33 6li hiicre sayisina sahip olup, hiicre kinetigi %
31.2°dir. Buradan 3. pasajin sahip oldugu canli ve 6li hiicre sayilar1 az olmasina
karsin, 2. pasajla kiyaslandiginda hiicre kinetiklerinde pek bir farklilik goriilmemistir
(Tablo 4.4.).

Tablo 4.4. 2. Pasaj ve 3. Pasajm Olii ve Canli Hiicre Sayilarmin ve Hiicre

Kinetiklerinin Kiyaslanmasi

Pasaj Sayis1  Olii Hiicre | |Canli Hiicre Hiicre
Sayisi Sayisi Kinetigi

2. Pasaj 131 64 % 32.8
3. Pasaj 33 15 % 31.2

Icerdikleri farkli sayilardaki canli hiicre sayilarina sahip olan, yakin hiicre kinetigi
oranina sahip diger pasajlar da sirasiyla; 1. pasaj, 10. pasaj, 13. pasaj, 14. pasaj, 15.
pasaj ve 16. pasaj’dir. 1. pasaj 674 canli hiicre sayisina sahip, 10. pasaj 1030, 13.
pasaj 924, 14. pasaj 1478, 15. pasaj 14 ve 16. pasaj 965 canli hiicrelerine sahip iken;
hiicre kinetik oranlari sirastyla sdyledir: 1.pasaj % 54.4, 10. pasaj % 55.8, 13.pasaj %
56.3, 14.pasaj % 57.8, 15.pasaj % 58.3, 16.pasaj % 53.0’dir (Tablo 4.5.).

Tablo 4.5. 1., 10., 13., 14., 15. ve 16. Pasajlarin Canl1 Hiicre Sayilarinin ve Hiicre

Kinetiklerinin Kiyaslanmasi

Pasaj Sayis1  Canh Hiicre Hiicre
Sayisi Kinetigi

1. Pasaj 674 % 54.4
10. Pasaj 1030 % 55.8
13. Pasaj 924 % 56.3
14. Pasaj 1478 % 57.8
15. Pasaj 14 % 58.3
16. Pasaj 965 % 53.0

50



29 kromozom sayisina sahip olan 13. pasaj; 924 canli hiicre sayisina, 717 6li hiicre
sayisina sahip olup, hiicre kinetigi % 56.3 ve mitotik indeksi % 92.8’tir. 19
kromozom sayisina sahip olan 14. pasaj; 1478 canli hiicre sayisina, 1077 6lii hiicre
sayisina sahip olup, hiicre kinetigi % 57.8 ve mitotik indeksi % 72.5’tir. En yiiksek
canlt sayisina sahip olan 14. pasaj Orneginin mitotik indeksi, daha diisiik canli
sayisina sahip olan 13. pasajin mitotik indeksine gore daha diigiik oranda oldugu

gorlilmektedir. Ayrica hiicre kinetiklerinde belirgin bir farklilik goriilmemektedir.

14. pasajin 1478 canli hiicresiyle %72.5 mitotik indeks ve % 57.8 hiicre kinetigine
sahip iken; 8. pasajin 32 canli hiicre sayisiyla% 81.0 mitotik indeks ve % 40.5 hiicre
kinetigine sahip oldugu gozlenmektedir. Ehrlich asit tiimor hiicreleri yiiksek canli
sayisina sahip olsa da diisiik canli sayisina sahip olsa da, ayn1 mitotik aktivite veya
daha diisiik mitotik aktivite goriilmekteyken; canli hiicre sayis1 ve hiicre kinetikleri

kiyaslandiginda oranlarda paralellik oldugu goriilmektedir.

Boylelikle, Ehrlich asit tiimor hiicresi diisiik canli sayisina sahip olsa bile yiiksek
mitotik aktiviteye sahip oldugu anlasilmaktadir. Ayni yorumla yola ¢ikilarak, yiiksek
canlt hiicre sayisina sahip olan pasajin yiiksek mitotik aktivite gostermedigi

gorilmiistiir.

3. pasaj 15 canli hiicresine ve % 31.2 hiicre kinetigine sahip iken mitotik indeksi %
81.5 iken; 8. pasaj 32 canli hiicre sayisina ve % 40.5 hiicre kinetigine sahipken
mitotik indeksi % 81.0; 15. pasaj 14 canli hiicre sayisina ve % 58.3 hiicre kinetigine
sahipken mitotik indeksi % 81.2°dir (Tablo 4.6.). Buradan diisiik oranlarda ve farkl
canli hiicre sayilarina sahip ve hiicre kinetikleri tamamen farkli olan {i¢ pasajin da
mitotik indekslerinin birbirlerine ¢ok yakin olduklar1 gézlenmektedir. Ayni olay, 7.
ve 16. pasajlarda da goriilmektedir. 1218 canli hiicresine sahip olan 7. pasajin hiicre
kinetigi % 65.9 ve mitotik indeksi % 83.6’dir. 965 canli hiicre sayisina sahip olan 16.
pasajin hiicre kinetigi % 53.0 ve mitotik indeksi % 83.5’tir. Farkli canli hiicre
sayllarina ve hiicre kinetigine sahip 7. ve 16. pasajin mitotik indekslerinin ayni

oldugu goriilmektedir.
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Tablo 4.6. 3., 8. ve 15. Pasajlarin Canl1 Hiicre Sayilarinin, Hiicre Kinetiklerinin ve

Mitotik Indekslerinin Kiyaslanmasi

Pasaj Sayis1  Canl Hiicre Hiicre Mitotik
Sayisi Kineti

3. Pasaj 15 % 31.2 % 81.5

8. Pasaj 32 % 40.5 % 81.0

15. Pasaj 14 % 58.3 % 81.2

1. pasaj, 2. pasaj ve 14. pasajlarin farkli canli hiicre sayis1 (sirasiyla; 674, 64, 1478)
ve hiicre kinetik oranlar (sirasiyla; % 54.4, % 32.8, % 57.8) olmasina ragmen, ayni
mitotik indeks oranlarina (sirasiyla; %72.0, % 72.5, % 72.5) sahip olduklan
goriilmektedir (Tablo 4.7.).

Tablo 4.7. 1., 2. ve 14. Pasajlarin Canl1 Hiicre Sayilarinin, Hiicre Kinetiklerinin ve

Mitotik Indekslerinin Kiyaslanmast

Pasaj Sayis1 Canl Hiicre Hiicre Mitotik
Sayisi Kinetigi Indeks

1. Pasaj 674 % 54.4 % 72.0

2. Pasaj 64 % 32.8 % 72.5

14. Pasaj 1478 % 57.8 % 72.5

Ozetle; mitotik indeks oram1 12. pasaja kadar olan pasajlara bakildiginda, pasajlar
aras1 canli hiicre sayilarinda artma ya da azalma goriilse bile, 12. pasaja kadar olan
pasajlarin mitotik indeks oraninin arttifi goriilmektedir. Bu da, Ehrlich asit tiimor
hiicrelerinin canli hiicrelerinin az sayida olsa bile mitotik aktivitesinin yiiksek
oldugunu gostermektedir. Canli hiicre sayisi az olsa bile pasajlamanin devam

edilebilirligi anlagilmaktadir.

Kromozom sayilar1 19 olan 5. pasaj, 7.pasaj, 8. pasaj, 14. pasaj, 17. pasajin Mitotik
indeks (MI) oranlart ve hiicre kinetigi oranlarimi kiyaslarsak; MI oranlari pasaj
sirasina gore: % 86.7, % 83.6, % 81.0, 72.5 ve % 73.4’tiir. Hiicre kinetikleri pasaj
strasina gore: % 50.1, % 65.9, % 40.5, % 57.8 ve % 66.6°dir (Tablo 4.8.).
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Tablo 4.8. 5., 7., 8., 14. ve 17. Pasajlarin Kromozom Sayilari, Mitotik Indekslerinin

ve Hiicre Kinetiklerinin Kiyaslanmasi

Pasaj Sayis1  Kromozom

Sayisi
5. pasaj 19 % 50.1 % 86.7
7. Pasaj 19 % 65.9 % 83.6
8. Pasaj 19 % 40.5 % 81.0
14. Pasaj 19 % 57.8 % 72.5
17. Pasaj 19 % 66.6 % 73.4

Ayni sekilde, kromozom sayilar1 21 olan 2. pasaj, 6.pasaj, 15. pasaj ve 20. pasajin
mitotik indeks ve hiicre kinetikleri kiyaslanirsa; 2. pasajin MI: % 72.5, 6. pasajin ML:
% 80.0, 15. pasajin MI: % 81.2, 20. pasajin MI: % 78.6’dir. 2. pasajin hiicre kinetik
orani % 32.8, 6. pasajin hiicre kinetik oran1 % 31.8, 15. pasajin hiicre kinetik oran1 %

58.3, 20. pasajin hiicre kinetik oran1 % 61.3’tiir (Tablo 4.9.).

Tablo 4.9. 2., 6., 15. ve 20. Pasajlarin Kromozom Sayilari, Mitotik Indekslerinin ve

Hiicre Kinetiklerinin Kiyaslanmasi

Pasaj Sayis1  Kromozom Hiicre Mitotik
Sayisi Indeks (MI

2. Pasaj 21 % 32.8 % 72.5

6. Pasaj 21 % 31.8 % 80.0

15. Pasaj 21 % 58.3 % 81.2

20. Pasaj 21 % 61.3 % 78.6

Kromozom sayilar1 24 olan pasajlara bakildiginda; 3. pasajin MIL: % 81.5, hiicre
kinetigi ise % 31.2, 10. pasajin MI: % 94.5, hiicre kinetigi % 55.8, 11. pasajin ML: %
96.0, hiicre kinetigi % 41.9’dur.

Kromozom sayilar1 27 olan 1. pasajin MI: % 72.0, hiicre kinetigi % 54.4; 9. pasajin
MI: % 93.0, hiicre kinetigi % 70.5, 18. pasajin MIL: % 65.9, hiicre kinetigi %
42.9’dur.
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12. ve 13. pasajlar 29 kromozom sayisina sahipken, MI ve hiicre kinetik degerleri
sOyledir: 12. pasajin MI: % 99.0 ve hiicre kinetigi: % 46.1, 13. pasajin MIL: % 92.8 ve

hiicre kinetigi: % 56.3’tiir.

En yiiksek kromozom sayisina (31) sahip olan 16. pasajin mitotik indeksi (MI) %
83.5 iken hiicre kinetigi % 53.0’dir. En yiiksek MI oram1 12. pasajda % 99.0 olarak,
en yiiksek hiicre kinetigi % 70.5 olarak 9. pasajda goriilmektedir. En biiyiik
kromozom sayisina sahip olan pasajin, ayni paralellikte mitotik indeks ve hiicre

kinetigi oran1 gdzlenmemektedir.
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BOLUM 5
TARTISMA VE SONUC

Gliniimiiziin en 6nemli 6liim nedenlerinden biri olmasi sebebiyle kanser olusumunun

Onlenmesi, tizerinde en ¢ok calisilan konulardan biridir (Kumar ve ark, 1995).

Sitogenetik uygulamalar giiniimiizde basta klinik tani, gen haritalamasi, kanser
sitogenetigi ve prenatal tam1 gibi pek ¢ok alanda siklikla kullanilmaktadir. Bir
kromozom raporunu yorumlamak, metodoloji ile ilgili baz1 bilgilere sahip olmak,
kromozom caligmalar1 ve onlarin siirlart hakkinda goriisii olmak (Karatiziim, 2006)

arastirmacilar i¢in avantaj saglamaktadir.

Transplante edilebilen tiimorler, en ¢ok tercih edilen modellerdendir. Dolayisiyla,
Ozellikle 1950’li yillardan sonra transplante edilebilen tiimorlerin olusturdugu

modellerin tercih edildigi kanser arastirmalar1 6n plana ¢ikmaktadir (Zeybek, 1996).

Uzun yillardan bu yana klinik ve deneysel amagh karsinojenik arastirmalarda pek
cok metot ve model kullanilmaktadir. Ozellikle deneysel ¢alismalarda ii¢ ayr1 model
(spontan, indiiklenen vetransplante) i¢inde transplante edilebilen tiimor cesitlerinin
daha c¢ok tercih edildigi gozlenmektedir. Bununla beraber, uygulama kolayligina
sahip transplante edilebilentiimdrler agisindan da c¢ok ¢esitlilik s6z konusudur.

Calismamizda tiimor modeli olarak EAT nin asit formu kullanilmistir.

Bu ¢aligmada kullandigimiz tiimor modeli olan EAT (Ehrlich Ascites Tumor, Ehrlich
Asit Tiimortii), transplante edilebilen bir timor modelidir ve farelere 6zgii (Kaleoglu
ve Isli, 1997; Zeybek, 1996) olmasindan dolayt1 EAT’nin calisiimasi tiiméor

degerlendirilmesi ve izlenmesi agisindan kolaylik saglamaktadir.

EAT’nin s1v1 formunun elde edilmesiyle birlikte, calismalarda yogun bir sekilde sivi
timor kullanilmigtir. Kullanimdaki yogunlugun nedeni, sivi formun serbest timor
hiicrelerini igeren siispansiyon seklinde olmasi ve bunun sonucunda istenilen

sayidaki hiicrenin bir baska hayvana transplante edilebilmesidir (Klein, 1951).
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Ehrlich asit tiimoriintin her bir pasajinda kromozom sayilari, hiicre kinetigi ve

mitotik indeks oranlarinin elde edilmesiyle, bu ¢aligsma orijinallik tagimaktadir.

Calismamizda ilk olarak, sivi tiimor olusturulmasinda Gaziantep Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Hayvan Fizyolojisi Laboratuvarindan temin
edilen, yaklasik 30 gr agirlikta olan 8-10 haftalik Mus musculus Balb/C farelerin
peritonuna bu hiicreler rutin olarak 7-10 giinde bir fareden fareye transplante edilerek
tiretilmistir. Tiimor hiicrelerinin transplantasyon islemi igin steril enjektorlerle verici
farenin periton boslugundan, i¢inde tiimor hiicrelerinin bulundugu asit sivisi
alimmakta ve 0.1 ml PBS icinde sulandirilarak yaklasik 1x10° EAT hiicre/ml
konsantransyonu elde edilmistir. Bu silispansiyondan her bir alict fareye i.p.

(intraperitoneal) yolla 0.2 ml enjekte edilmistir.

Deneysel bir tiimoér olan Ehrlich asit tiimorii farelere pasajlanarak aktarilabilen bir
tiimordir. Her pasaj sonrasi bu tiimoriin agresifliginin arttig1 yapilan ¢alismalarla
bildirilmistir. Ancak bu durumun molekiiler mekanizmas1 hakkinda herhangi bir
calisma yapilmamistir. Bu konuda yapilacak sitogenetik calismalarla Ehrlich asit
timor hiicrelerinin gecirdigi kromozomal degisiklikler izlenebilecek ve dolayisiyla
transplante edildigi canlinin normal hiicrelerine kazandirdigi tiimoérojenik kapasite
hakkinda bilgi sahibi olunabilecektir. Spontan adenokarsinomu olan ve asit sivisi
biriktirmesinden dolayi, insanlarda over kanserine denk goriilen bu tiimoriin
sitogenetik alt yapisinin agiga ¢ikarilmasiyla dolaylt yoldan insan kanserleri genetik

calismalarina katki saglanacag diistiniilmektedir.

Konvansiyonel sitogenetik yontem halen altin standart olarak yerini korumaktadir.
Molekiiler sitogenetik ve molekiiler genetik yontemlerle yalnizca hedefe yonelik
bilginin alintyor olmasi, konvansiyonel sitogenetik yOntemin ise tiim genom
hakkinda bilgi verici olmas1 bu yontemi vazgecilmez kilmakta ve yetersiz kalmasi
konumunda mutlaka diger yontemlerle kombinasyonu gerekmektedir (Karaiiziim,

2006).

Ayrica yontemin ucuz ve uygulanabilir olmasi da avantaj saglamaktadir.
Calismamizda mitotik indeks oranlarinin %50’den yiiksek olusu, EAT hiicresinin her

pasajda yiiksek mitotik aktivite 6zelligi gosterdigini ortaya koymaktadir. Her pasaj
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gecislerinde mitotik indeks oranlarinin % olarak azalis ve artis oranlarinin EAT

hiicresinin yiiksek prolifere 6zelligi gostermesine engel olmadig1 gdzlenmistir.

Hanafy (2010), Ehrlich asit hiicreleri fareye inokiile edildikten sonraki 7. ve 14.
giinlerde, mitotik indeks orani ve mikronukleus hiicrelerinin artis1 ile 26 ile 125
arasinda degisen farkli kromozom numaralart igerdigi ¢alismalarinda bildirmistir.
Bizim ¢alismamizda ise, her pasajda Ehrlich asit sivisinin kromozom sayisinin sabit
olmadig1 ve pasajlandik¢a kromozom sayisinda logaritmik bir artis olmadigi
gozlemlenmistir. Calismamizda en diisiik Ehrlich asit hiicrelerinin kromozom sayisi
5.,7., 8., 14. ve 17. pasajlardal9 olarak, en yiiksek kromozom sayis1 16. pasajda 31

olarak sayilmistir.

Ayrica Hanafy’nin ayni ¢alismasinda (2010), 7 giinlik EAT ve 14 giinlik Ehrlich
asit tiimdr hiicresinin kromozom sayist 26, 32, 34, 36, 40, 42, 44, 46, 86, 92 ve 125
olarak goriilmekte, ama en ¢ok 46 kromozom sayisina sahip hiicrelere
rastlanmaktadir. Bizim ¢alismamiz da ise her pasaj farklilik gdstererek 9, 21, 27, 24,

29 ve 31 olarak kromozom sayisi tespit edilmistir.

Calismamizda, her pasaj gegislerinde kromozom sayisinin logaritmik olarak bir artig
ya da azalis gOstermemesi, pasaj ilerlemesine paralellik gostermemektedir. Yani
pasaj sayist ilerledikge kromozom sayisinda logaritmik bir artis veya azalig

gbzlenmemistir.

Tez ¢alismamizda, en yiiksek mitotik indeks (MI) 12. pasajda % 99.0 oraninda, en
diisiik mitotik indeks ise 18. pasajda % 65.9 orani olarak goriilmektedir. En diisiik
MI % 65.9 oranda goriilmesine karsin, oranin % 50°den fazla olusu Ehrlich asit
hiicrelerinin diigiik mitotik indeks o6zelligi gostermesine karsin, EAT hiicrelerinin

prolifere olmasini engellememekte oldugu anlasilmaktadir.

Tiimorler ister benign, ister malign olsun, kontrolsiiz biiyiime genetik instabiliteye
yol agmaktadir. Bunun sonucunda da karyotipik olarak sayisal ve yapisal
diizensizlikler ortaya ¢ikmaktadir (Durmaz ve ark, 1998; Lekanne-Deprez ve ark.,
1995). Ozelikle kanserlerde her kromozoma ait ring kromozom goriilebilmektedir

(Karaoguz, 2011).
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Kromozom yapisindaki degismelerden halka (ring, yiiziik) kromozomlari, X

1sinlarinda, tiimorlerde ve gonodal disgenesis’te sik goriilmektedir.

Hanafy (2010)’nin EAT {izerine zencefil uygulamasi c¢alismasinda, Ehrlich asit
hiicrelerindeki kromozomal aberasyonlarinin sayisal ve yapisal anomaliliklerini
tespit etmistir. Kromozom kirikliklari, delesyon, halka kromozomu, sentrik fiizyon,
fragment gibi kromozom anomalileri goriilmektedir. Bizim ¢aligmamizda kromozom
yapisal aberasyonu olarak, net bir sekilde halka (ring) kromozomlara siklikla
rastlanmistir. Ehrlich asit timdor hiicreleri  kontrolsiiz ¢ogaldiklarindan dolayz,
telomerlerin kisalmasina neden olarak veya endojen veya ekzojen etkilerden dolay:
telomerlerin kisalmasina neden olarak, kromozomlarin u¢ kisimlarinin koparak ve
halka seklinde birlesmesi sonucu halka kromozomlarinin meydana geldigi

goriilmektedir.

Hanafy (2010) ayni c¢alismasinda, Ehrlich asit hiicrelerinde, mitotik indeks ve
mikronukleus hiicrelerinde azalma tespit edilmistir. Bizim ¢aligmamizda ise, mitotik
indekste 12. pasaja kadar artis meydana gelirken, 13. pasaj ve sonrasinda kromozom

sayisinda artig ve azalis degisiklik gostermektedir.

Calismada kromozom besi ortami olarak kullanilan, kromozom medyum A ve
medyum B, Ehrlich asit tiimor hiicrelerinin boliinmeye tesviki i¢in kullanilmastir.
Hiicre ekimi i¢in kullanilan kromozom medyum B, hiicreleri bdliinmeye tesvik eden
phytohemagglutinin igermektedir. Kromozom medyum A ise hiicreleri boliinmeye
tesvik eden phytohemagglutinin (PHA) icermemektedir. Calismamizda EAT
hiicrelerinin boliinmeye tesviki i¢in, her iki medyumda (Kromozom medyum A ve
kromozom medyum B) kullamilmigtir. Kromozom medyum A’nin PHA
icermemesine ragmen EAT hiicrelerinin boliindligii gézlenmistir, buradan EAT

hiicrelerinin boliinmeye tesviki icin PHAya ihtiya¢ duymadigi anlasilmaktadir.

Bu calismamizda, kromozom sayilari ayni olmasina karsin mitotik indeks (MI)

degerleri ve hiicre kinetikleri arasinda korelasyon olmadig1 goriilmektedir.
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Hasholt ve Danq (1974), yaptiklar1 ¢aligmada, Ehrlich asit tiimoriiniin daunomisin,
adriamisin, vinblastin ve vinkristine karst direnci ve Ehrlich asit tiimori klasik
Giemsa boyama teknigi yapilarak, karyotipi yapilmistir. Sadece Ehrlich asit igin
analiz edilen 160 hiicreden, 100 Ehrlich asit hiicre sayisindan 94 tane biiylik
metasentrik, 6 tane de hem biiyilk metasentrik hem de daha kiiciik metasentrik
kromozomlar tespit edilmistir. Tetraploid olan tiimorlerin kromozom sayist 77
civarinda olmakla beraber, cesitlilik de gostermektedir. Bizim tez c¢alismamizda,
Ehrlich asit timor hiicrelerinin kromozom sayilar1 her pasajda 19°dan 31°e kadar

degisik kromozom sayilar1 tespit edilmistir.

Caligmamizda elde edilen kromozom sayilari, daha 6nce yapilan ¢aligmalarda elde
edilen sonuclarla kiyaslandiginda, arastirmacilarin elde etmis olduklar1 sonuglarla

farkli oldugu saptanmustir.

Ehrlich asit tiimor hiicrelerin farkli sayida kromozom sayilarina sahip olmasi,
poliploid hiicrelerin meydana gelmesi, bazi 6rneklerde metafaz alanlarinin ¢ok iyi
elde edilememesi neden olabilir. Tiimor sitogenetiginde poliploidik hiicrelere sik

olarak rastlanmaktadir (Veltman ve ark, 1997).

Ehrlich asit tiimorii {izerine ¢alisilan benzer ¢aligmalarda, fareye enjekte edildikten
en fazla 15. gilinden sonra laboratuvar caligmalar1 yapilirken, bizim c¢alismamizda
Ehrlich asit tiimor sivis1 pasajlanarak, bu tliimoriin pasajlandik¢a virulans 6zelliginin

neye gore arttigini gozlemlemek amaglanmustir.

Bu c¢alisma sonucunda; Ehrlich asit tiimorii pasajlanarak her bir pasaj i¢in klasik
sitogenetik uygulayarak, kromozom sayilar1 sayilmis ve her bir pasaj i¢in farkli
kromozom sayilart bulunmustur. Ayrica interfaz ve metafaz sathalarindaki Ehrlich
asit tiimor hiicreleri tespit edilerek, mitotik indeks hesaplanmis ve Ehrlich asit tiimor
hiicrelerinin hiicre kinetigine bakilmistir. Her pasajin mitotik indeksinin %350
oranindan fazla olusu, kromozom sayis1 ve hiicre kinetigi ne olursa olsun Ehrlich asit

tiimor hiicrelerinin yliksek boliinme 6zelligi gosterdigini ortaya koymaktadir.
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ileriki 9ah§malarla, Ehrlich asit tiimiir hiicrelerinin klasik sitogenetik yiintemle
beraber bantlama yiintemleri ve FISH (Fluoresan in situ hibridizasyon) teknigi ile
birlikte 9ah§llmas!yla, Ehrlich asit tiimiir hiicresinin kromozomlannda meydana
gelen gerek saylsal, gerekse yaplsal kromozom anomalilerinin daha iyi anla§!lacagl

dii§iiniilmektedir.
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