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Bu ¢alismada Konya ili ¢evresinden temin edilen 2n = 60 kromozoma sahip
toplam 54 adet ergin Spalax leucodon (korfare) ornegi kullamlmigstir. Normal
(isinlanmamig) ve 56, 112, 168 saat siireyle ultraviyoleye maruz birakilan
hayvanlarin kemik ilii numunelerinde megakaryositik emperipolesis ve mitotik
aktivite 1y1k mikroskobuyla incelenmigtir. Megakaryositik emperipolesis oram
kontrol grubu hayvanlarda % 7.23, 56 saat 15inlanan hayvanlarda % 11.53, 112 saat
1ginlanan hayvanlarda % 23.06 ve 168 saat 151nlanan hayvanlarda ise % 28.01 olarak
tespit edilmigtir. Megakaryositler tarafindan yutulan hiicrelerin daha ¢ok nétrofil
graniilositler oldugu, megakaryositler ve bunlar tarafindan yutulan hiicrelerde
morfolojik bir dejenerasyon meydana gelmedifi gozlenmigtir. Mitotik aktivite
oraninda ise 6zellikle 168 saat 1sinlanan hayvanlarda bir diigils meydana gelmigse de
bu istatistiksel olarak anlamli bulunmamgtir.

UV ismlamasinin = Spalax leucodon kemik iliinde megakaryositik
emperipolesis’i 6nemli derecede artirdigi, mitotik aktivitede ise gbzlenen kismi
digiise ragmen Onemli bir degisiklise sebep olmadifn ve megakaryositik
emperipolesis’in fagositozdan farkh bir olay oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Spalax leucodon (korfare), kemik iligi, megakaryositik
emperipolesis, mitotik aktivite, ultraviyole radyasyonu.
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A STUDY OF THE MEGAKARYOCYTIC EMPERIPOLESIS
AND MITOTIC ACTIVITY IN THE BONE MARROW OF INTACT
AND UV IRRADIATED Spalax leucodon (Rodentia:Spalacidae)
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In this study, totally 54 adult Spalax leucodon (molerats), 2n = 60, specimens
collected from Konya district were employed. These specimens were divided into
four groups and first group was named as intact. Second group was irradiated for 56
h, third one for 112 h and last one for 168 h. The megakaryocytic emperipolesis and
mitotic activity in the bone marrow smears of these animals were examined by light
microscopy. Megakaryocytic emperipolesis ratio of the first group was determined
7.23 %, the second 11.53 %, the third 23.06 % and the last 28.01 % respectively. The
types of marrow cells engulfed by mature megakaryocytes were mostly neutrophil
granulocytes. Under light microscopy, there were no signs of phagocytosis; both
engulfed cells and megakaryocytes remained unaltered with their normal
morphological structure intact. When the groups were compared, there was a
decrease in mitotic activity but this decrease was not found to be significant
statistically.

The results showed that, UV irradiation has been increased megakaryocytic
emperipolesis in the bone marrow of Spalax leucodon and the phenomenon of
megakaryocytic emperipolesis was distinguished from phagocytosis. No significant
changes in mitotic activity in the bone morrow was observed in four groups.

Key Words: Spalax leucodon (molerat), bone morrow, megakaryocytic
emperipolesis, mitotic activity, ultraviolet radiation.



ONSOZ

Korfareler (Spalax leucodon) tim hayatlar1 boyunca toprak altinda agtiklar
kapali galerilerde yasayan hayvanlardir. Yasadiklari ortamun toprak 6zellifine ve
bitki varligina siki sikiya bagh olan korfareler, tabii olarak radyasyona hi¢ maruz
kalmadiklarindan dolayr radyasyon etkilerinin incelenmesinde en uygun deney
hayvanlandir.

Yasadigimiz gevrede iyonize radyasyonun sebep oldugu kirlilik ve saghk
riski iyi bilinmekle beraber kozmik radyasyonun aynlmaz bir uzantis1 olan
ultraviyole radyasyonunun canlilar iizerindeki etkisine dair detayl bilgilere
giinlimiizde daha ¢ok ihtiyag duyulmaktadir. Ciinkii, 6zellikle suni kloroflorokarbon
(CFCy’larin ve diger Kkirletici gazlann etkisiyle atmosferdeki koruyucu ozon
tabakasinin gittikge incelmesiyle insanlarin ultraviyole radyasyona maruz kalma
riskleri de artmaktadur.

Megakaryositik emperipolesis son yillarda ilgi ¢eken tartismall bir konudur.
Bu ¢alismada, normal ve ultraviyole ile 1ginlanan korfare (Spalax leucodon) kemik
iliginde megakaryositik emperipolesis ve mitotik aktivitenin UV radyasyonu ile
iligkisinin olup olmadiginin tespit edilmesi amaglanmgtir.

Bu aragtirma “Normal ve UV ile. Ismlanan Spalax Ileucodon
(Rodentia:Spalacidae) Kemik Iliginde Megakaryositik Emperipolesis ve Mitotik
Aktivitenin Incelenmesi” isimli doktora tez projesi haline getirilmis ve Selguk
Universitesi Arastirma Fonu tarafindan 98 / 103 nolu proje ile desteklenmistir.

Bu aragtirmanmin gergeklestirilmesinde her tiirld ilgi ve yardimlarim
esirgemeyen, tecriibe ve bilgilerinden yararlandigim danigman hocam saym Prof. Dr.
Turan GUVEN’e “Kirikkale Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimii™
ictenlikle tegekkiir ederim.

Ayrica hayvan ormeklerinin temininde katkilarim1 esirgemeyen Ars. Gor.
Hakan KURT’a “Selguk Universitesi Egitim Fakiiltesi Biyoloji Egitimi Anabilim
Dali” tegekkiir ederim.
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1. GIRIS

Kemik ilifi organizmanin &nemli dokularindan biri olup, kan yapiminin
(hematopoez) gergeklestigi yerdir. Normal sartlarda kemik iligi tarafindan kan
hiicrelerinin {iretilmesi organizmamin fonksiyonlarina uygun olarak diizenlenir.
Kemik ilii viicudun ihtiyaci olan hiicreyi kisa siirede iiretebilir ve gerektifinde
kapasitesini birkag kat arttirarak aktivitesini hzlandirabilir. Kaba ‘incelemelerde
gorliniy bakimindan “san™ ve “kirmuzi” olmak {izere iki ¢esit kemik iligi
tammlanmaktadir. “San1 kemik ilifi” normal sartlarda kan yapimindan sorumlu
olmayip ancak siddetli kanama ve hipoksiya durumlarinda kirmizi kemik iligine
doniiserek hematojen hale gelmektedir. “Kirmuzi kemik iligi” aktif veya
hematojendir. Yeni doganlarda biitlin kemik ilii kirmuzidir ve kan hiicrelerini
tiretmede aktiftir. Kirnizilik, ilikteki eritrositlerden ve bunlann énciil hiicrelerinden
kaynaklanmaktadir. Eritrosit yikimi ve hemoglobin par¢alanmasi ile meydana gelen
demirin depolanmasi bu ilikte gergeklesmektedir. Kirmizi kemik iligi, diger
hemopoietik dokularda oldugu gibi stroma, hemopoietik ipliklér ve siniizoidal
kilcallardan olugsmugtur (Copenhaver ve ark. 1971, Fawcett 1986, Junqueira ve ark.
1986). Kemik iligi, bazi lenfositler hari¢ diger kan hiicrelerinin geligtigi ve
farkhilagtif1 . 6nemli bir doku olmasindan dolayr bir ¢ok aragtirmaci tarafindan
calisilmg, fakat daha ¢ok normal kemik iligi hiicrelerinin ince yapisi, farklilagmasi
ve mikro gevresi {izerinde durulmugtur (Besis ve Breton Gorius 1962, Berman 1967,
Brahim ve Osmond 1970, De Bruyn ve ark. 1970, Weiss ve Chen 1975, Weiss 1976).

Memelilerin kemik iligi hiicreleri arasinda megakaryositler, biiyiiklikk ve
¢ekirdek yapilan ile digerlerinden kolayca ayirtedilebilen karakteristik hiicre
tipleridir. Fetilste karaciger, dalak ve kemik iliginde goriilebilen megakaryositler
ergin memelilerde kemik iliginin yamsira bazen dalak ve akcigerde de
goriilebilmektedir (Han ve Baker 1964, Kaufman ve ark. 1965). Memeli hayvanlarda
da tiir ve yasa bagh olarak defigmekle beraber biitlin kemik iligi hiicrelerinin
yaklagik % 0.01-0.3’nit megakaryositler olusturmaktadir. Bu hiicreler farklilagma
stirecinin belli bir agamasindan sonra sitokinez gegirmeksizin tekrarlanan ¢ekirdek



bolinmeleri neticesinde poliploid DNA igerigine sahiptirler (Odell ve ark. 1965,
1970; Ebbe 1976, Levine 1980).

Megakaryositler memeli canlilarda dolagim kaninda bulunan ve hayati 6nem
tasiyan platelet (trombosit) yapimindan sorumlu olan hiicrelerdir. Kanin
pihtilagmasim  saglayan plateletler, megakaryositlerin sitoplazmas: igerisinde
sekillenen demarkasyon membran sistemi (DMS) denilen bir membran sistemi ile
sitoplazmadan ayrilan pargalardir. Olgun megakaryositlerde ¢ok iyi gelismis olan
DMS, plazma zannn hiicre ¢ekirdegine dogru invajinasyon yapmasiyla meydana
gelmektedir (Behnke 1968, 1969; MacPherson 1972, 1981; Shaklai ve Tavassoli
1978). Tavassoli (1980), bir megakaryositin 4000-8000 platelet {iretebilecek
kapasitede oldugunu belirtmektedir. Sitoplazmik gelisim ve ploidi oramnin
artmasiyla birlikte bir megakaryositin biiyiikligii ve tretebildigi platelet sayis1 da
artmaktadir. Ayrica kanin pihtilagma mekanizmasinda rol oynayan fibrinojen, faktor
V, faktér VII, platelet faktor 4 gibi organizma i¢in soﬁ derece Onemli baz:
koagiilasyon proteinlerin hem insan hem de kobaylarda megakaryositler tarafindan
sentezlendigi bilinmektedir (Schick and Schick 1986). Megakaryositlerin bu
fonksiyonlarindan dolay: insan, sigan, fare gibi memelilerin megakaryositleriyle ilgili
¢ok sayida galigmaya rastlanmaktadir (Paulus ve Mel 1967, Paulus 1970, Bentfeld-
Barker ve Bainton 1975, 1982; Ebbe 1979, Penington 1979, Radley ve Haller 1983).
Cahsmalann. biiyiik bir kissm kemik iligi megakaryositlerinin normal yapt ve
fonksiyonlan ile ilgilidir. Megakaryositler ve onlardan meydana gelen plateletlerin
yapt ve fonksiyon bozukluklari, bir ¢ok hastalifin sebebidir. Bu nedenle
megakaryositlerin yap1 ve fonksiyonlarinin iyi bilinmesi gerekmektedir. Ancak bu
sayede o hastaliklarin tam ve tedavisi kolaylagabilir.

Megakaryositler “koloni olugturan birim” (colony-forming unit = CFU) veya
“koloni olugturan hiicre” (colony-forming cell = CFC) olarak adlandinlan
multipotent hemopoietik kok hiicrelerinden menge almaktadirlar. K6k hilcrelerinden
sonra, megakaryositik seriyi olugturmak tizere yonlendirilmis bir hiicre toplulugu
bulunmaktadir. Megakaryositik serinin k6k hiicreleri olan bu hiicre toplulufuna
“koloni olusturan megakaryosit (CFU-M)” ismi verilmektedir. Mitotik aktiviteye
sahip olan bu hiicreler morfolojik ve sitokimyasal metotlarla ayirdedilemezler. Insan,
sigan ve fare gibi memelilerde hiicre kiiltir ortaminda yapilan c¢aligmalarda



megakaryosit kok hiicrelerinin (CFU-M) fagositoz ve birbirine yapisma 6zelligi
gostermeyen bir hiicre kolonisi oldugu belirtilmistir. Bunlarm yamnda hiicre
yogunlugu, sedimentasyon hizi1 ve hiicre ylizeyindeki bazi antijenlerin belirleyici
ozelligi sayesinde diger kok hiicre hatlarindan ayirtedilebilmektedirler. Bu hiicreler
megakaryosit sayisin1 artirmak veya azaltmak igin verilen mitotik sinyallere tepki
olarak ¢ogalmaktadirlar. Megakaryositik seride CFU-M’den sonra gelen ve “small
acetylcholinesterase pozitif (SAChE+) hiicreler” olarak bilinen bagka bir hiicre
toplulugu daha bulunmaktadir. Ik defa Zajicek (1954) ve sonra Jackson (1973),
morfolojik bakimdan tammnabilen megakaryositlerden ¢ok daha kiiglik olan bu
hiicreleri  asetilkolinesteraz ~ aktivitelerine = bakarak  kemiriciler  iizerinde
tanimlamiglardir. Megakaryosit kok hiicreleri (CFU-M) ile morfolojik bakimdan
taninabilen megakaryositler arasinda gegis hiicreleri olarak kabul edilen bu
hiicrelerin immiinolojik ve sitokimyasal 6zelliklerinden dolayr megakaryositik hiicre
serisinden olduklan bilinmekte, fakat morfolojik bakimdan ayirdedilememektedirler.
Dolagim kanindaki platelet sayisinda meydana gelen degismelere karsilik verebilen
bu hiicreler, uyanldiklarinda morfolojik bakimdan tamnabilen megakaryositik
hiicrelere doniisebilmektedirler (Gewirtz 1986, Breton-Gorius ve Vainchenker 1986,
Mazur 1987, Long 1998).

Morfolojik olarak taninabilen megakaryositik hiicreler biyiikliik, ¢ekirdek

- gekli, sitoplazmanm boyanma dzelligi ve gekirdek / sitoplazma oraninda meydana
gelen degismelere gore gelisim sirasiyla dort grupta toplanmaktadir. Bunlarn ilki
megakaryoblastlardir. Megakaryoblastlar sirasiyla promegakaryosit, graniiler
(mature) megakaryosit ve platelet salan (post-mature) megakaryositlere farklilagirlar.
Tip-I. Megakaryoblast: Genellikle 14-24 mikron biiyiikligiinde ve
¢ekirdekleri sitoplazmaya oranla olduk¢a bilyitk (en bilylik gekirdek / sitoplazma
oranina sahip) olan hiicrelerdir. Tek veya pargali yapidaki ¢ekirdekleri sitoplazmanin
tamamina yakin bir kismum kaplamig vaziyettedir. Bu hiicrelerde DNA sentezinin
devam etmesine ragmen sitoplazma bgliinmesinin gergeklesmemesi, ¢ekirdekte
poliploidiye neden olur. Fazla miktarda RNA igerdiginden dolay: sitoplazma koyu
bazofilik yapidadir. MacPherson (1981), demarkasyon membran sisteminin
megakaryositik hilcrelerde ilk olarak megakaryoblastlarin sitoplazmasinda gelismeye
bagladigint belirtmektedir. Yapilan ultrastriiktiirel ¢aligmalar megakaryoblastlarin



endoplazmik retikulum, mitekondri, ¢ok sayida ribozom, graniil ve iyi gelismis bir
golgi aparatina sahip oldufunu gostermistir. Megakaryoblastlarin promegakaryosit
ve grantiler megakaryositlere dontismesine paralel olarak DMS daha iyi geligir,
sitoplazmadaki graniillerin sayisi, ¢ekirdegin loblara ayrilmasi ve kromatin
yogunlugu artar. Bunlarin aksine endoplazmik retikulum, lizozom, mitokondri ve
ribozom sayisinda bariz bir azalma goriiliir.

Tip-II. Promegakaryosit: Genellikle 15-30 mikron, bazen daha fazla
biiyiikliige sahip. olan hiicrelerdir. Cekirdekleri sitoplazmanin yarisim kaplamigtir.
Sitoplazmanin megakaryoblastlarda gosterdigi bazofilik yapr burada azalmig
vaziyettedir. Demarkasyon membran sistemi hiicrenin merkezine dogru biraz daha
gelismis olup platelet olusturan &zel sahalarin (graniillerin) sayis1 artrmgtir.
Promegakaryositlerde DNA sentezinin durmug denecek kadar az oldugu kabul
edilmektedir.

Tip-III. Graniiler (Mature) Megakaryosit: Biiyiikliikleri 100 mikrona
ulagabilen hiicrelerdir. Cekirdek sitoplazmamn yarisindan ¢ok daha az bir alam
kaplamig ve siki bir gekilde iist iiste yigilmig gok loplu yapiya sahiptir. Sitoplazma
graniiler eozinofilik yapidadir. Bu hiicrelerde demarkasyon membran sistemi biitiin
sitoplazmaya yayilarak ¢ok iyi gelismis ve ¢ekirdege kadar ulagmig vaziyettedir.

Tip-IV. Platelet Salan (Post-Mature) Megakaryosit: Boyutlar1 graniiler
megakaryositlere gore daha kiicik, piknotik’ yapidaki cekirdekleri daha koyu ve
kivrimh olan hiicrelerdir. Sitoplazmalari eozinofilik yapiya sahiptir. Bu hiicrelere
depo megakaryoéitleri de denilmektedir. Platelet salindiktan sonra organel tagimayan
ve dafilmakta olan sitoplazma tarafindan gevrelenmis ¢iplak bir gekirdek goriiliir
(Bessis 1956, Feinendegen ve ark. 1962, Odell ve Jackson 1968, Levine ve Fedorko
1976, Levine ve ark. 1982, Williams ve Levine 1982, Breton-Gorius ve Vainchenker
1986, Gewirtz 1986, Long 1998).

Megakaryositlerin olgunlagma siiresinin platelet ihtiyacina bagh olmakla
beraber normal durumlarda kemiricilerde yaklagik olarak 3, insanlarda ise 4-5 gim'
oldugu belirtilmektedir (Cooney ve Smith 1965, Ebbe ve Stohlman 1965).

Emperipolesis, hiicreler aras1 etkilesimde “bir hiicrenin baska bir hiicreyi
i¢ine almasi, yutmas: veya bir hiicrenin bagka bir hiicre igerisine gb¢ii” manasinda
kullanmilan bir terimdir. Megakaryositik emperipolesis ise “megakaryositlerin gesitli



kemik iligi hiicrelerini i¢ine almasi veya yutmasi” geklinde tamimlanmaktadir.
Yutulan bu hiicreler, megakaryositlerin bir organeli olan demarkasyon membran
sisteminin lumeni igerisine yerlesebilirler ve megakaryosit sitoplazmas: igerisine
dogru gé¢ edebilme yetenegindedirler (Larsen 1970, Breton-Gorius ve Reyes 1976,
Thiele ve ark. 1984, De Pasquale ve ark. 1985).

Megakaryositik emperipolesis, ¢esitli kanser tirleri, degisik tiimérler,
trombosit bozukluklari, hipoksiya (oksijen yetmezligi) anemi ve fazla kan kayb
durumlarinda 6nemli &lgiide artig gostermektedir (Chen ve ark. 1972, Kinet-Denoel
ve Breton-Gorius 1973, Sahebekhtiari ve Tavassoli 1976, Halil ve Barret 1980,
Sobolewski 1980, Rozman ve Vives-Corrons 1981, Shamoto 1981, Djaldetti ve
Strauss 1982, Parmley ve ark. 1982, Burkhardt ve ark. 1984). Kemik iligi
megakaryositlerinde goriilen bu olayin yogunluk derecesinin tek bagina hastaliklarin
teshisinde bir Oneminin olup olmadigi tartigma konusudur. Olayn fizyolojik
mekanizmasi ile ilgili baz1 hipotezler ortaya atilmakla beraber heniiz tam olarak
aydinlatilabilmis degildir.

Buraya kadar zikredilen c¢aligmalarda, patolojik durumlar sonucunda
megakaryositik emperipolesis olay: incelenmig; fakat her an birlikte oldugumuz ve
etkisi altinda kaldifimz ultraviyole radyasyonunun bu olaya etkisi ile ilgili bir
aragtirmaya rastlanmamgtir. Yagadiimz ¢evrede iyonize radyasyonun sebep oldugu
kirlilik ve saghk riski iyi bilinmekle beraber kozmik radyasyonun ayrilmaz bir
uzantis1 olan ultraviyole radyasyonunun canlilar {izerindeki etkisine dair ayrintih
bilgilere giintimiizde daha ¢ok ihtiya¢ duyulmaktadir. Bilindigi gibi insanlarin maruz
kaldifn ultraviyole radyasyonun ana kaynad1 giinestir. Fakat cesitli ig yerleri,
kozmetik sanayi ve evlerde kullanmimu gittikge artan bazi aydinlatma sistemleri de
bulunduklan ¢evreye siirekli ultraviyole yaymaktadir. Mesela kuvars halojen
lambalarin yaydifn 151831in potansiyel genotoksik etki gosterdifi mutajenik test
yontemleriyle belirlenmigtir (De Flora ve ark. 1990, D’Agostini ve ark. 1993).
Gilnegten gelen ultraviyole 1sinlarimin bir kism atmosferin stratosfer katinda olusan
ozon (O,) tabakasi tarafindan tutulmaktadir. Son yillarda o&zellikle suni

klorofluorokarbon (chlorofluorocarbon=CFC)’larin ve diger kirletici gazlarn
etkisiyle atmosferdeki koruyucu ozon tabakasimn gittikge inceldifi ve hatta
Dinya’nin bazi bolgelerinde pargalandify dikkate alindiginda, insanlarin ve diger



canhlarin gelecekte ultraviyole radyasyonuna maruz kalma risklerinin daha da
artacafn gergegi acik¢a goriilebilmektedir (Urbach 1989). Elektromanyetik
spektrumun ultraviyole bolgesi uzun dalga boylu UV-A (320-420 nm), orta dalga
boylu UV-B (280-320 nm) ve kisa dalga boylu UV-C (200-280 nm) olmak tizere ii¢
gruba ayrilir. UV-A’nin tamamina yakim atmosferi gegerek yeryliziine ulagir. Fakat
canhilar tizerindeki biyolojik etkileri digerlerine gére daha azdir. Buna ragmen UV-A
radyasyonu memeli hiicrelerinde 6ldiiriicii ve mutajenik etkiye sahip olabilmekte ve
deride melanin pigmentasyonunu arttirmaktadir. UV-B’nin biiyiik bir kismi koruyucu
ozon tabakasi tarafindan tutulur ve az bir kismu yeryiiziine ulagir. Fakat UV-B
radyasyonunun canhlar tizerindeki kanserojen etkileri UV-A’dan oldukga fazladir.
Bu radyasyon hiicre zarimin gegirgenligini degistirmekte, mitoz béliinmeyi inhibe
etmekte, kromozom kiriklarina ve DNA bozukluklarina sebeb olmaktadir. UV-C’nin
¢ok az bir kismi koruyucu ozon tabakasim gegerek yeryiiziine ulagir. Fakat UV-C
radyasyonunun canhlar tizerindeki biyolojik etkileri UV-B’den yaklagik 10 kat ve
UV-A’dan ise 10° kat daha fazladir (Kripke 1984, Stolarski 1988, Pamphilon ve ark.
1991, De Flora ve D’Agostini 1992). Yeryiiziindeki insan faaliyetleri sonucu
meydana gelen Kkirleticiler stratosferik ozon olugumu engellemekte ve dolaysiyla
yeryliziine inen ultraviyole radyasyon miktar1 her gegen giin artmaktadir. Bu durum,
ultraviyolenin canlilar tizerindeki olumsuz etkilerinin yakin gelecekte daha da
artacagin gostermektedir.

Ultraviyole radyasyonunun canli organizmalarin disa agik yapilan tizerindeki
etkileri bilinmekte ve bu etkiler deri tizerinde gamma ve X-1ginlarimn olusturdugu
iyonlagtiric1 etkiye benzemektedir. Ultraviyolenin deride erithema, pigmentasyon ve
lezyon olusumu ile epidermis ve dermisteki hiicrelerin ince yapis: tizerine gosterdigi
etkiler ve ayrica gdziin kornea tabakasinda meydana getirdigi degisiklikler gesitli
memelilerde ve goniillii insanlarda incelenmigtir (Nix ve ark. 1964, 1965; Epstain ve
ark. 1971, Johnston ve ark. 1984, Applegate ve ark. 1985, Bisset ve ark. 1987, Giiven
ve ark. 1990, Sabourin ve ark. 1993, Wegener 1994-95, Nagy ve ark. 1995-96).
Ultraviyole radyasyonun kanserojen etkileri de bir ¢ok aragtirmaya konu olmugtur. .
Deri kanseri ve melanoma ultraviyolenin en ¢ok sebep oldugu hastaliklardandir
(Fisher ve Kripke 1977, Strickland 1986, Matsui ve De Leo 1991, De Flora ve
D’ Agostini 1992).



Radyasyonun memeliler tizerindeki etkileri sadece disa agik yapilarda degil,
kemik iligi gibi viicudun i¢ kisimlarinda bulunan dokular fizerinde de goriilmektedir.
X-1smlar1 ve gamma radyasyonuna maruz kalan memelilerde kemik iliginin normal
faaliyetini siirdiiremedidi ve az sayida hiicre iirettidi bilinmektedir (Baum ve ark.
1970, El-Naggar ve ark. 1980, Stewart ve ark. 1982, Yamazaki ve Allen 1991).
Kemik iliginde tiretilip de kana verilen I5kositlerin radyasyon etkisiyle azalan hiicre
tipleri arasinda oldugu gésterilmigtir (Leong ve ark. 1964, Heit ve ark. 1970). Bir ¢ok
aragtirmaci in vivo ve in vitro galigmalarda radyasyonun potansiyel kromozom
kirklarimi  arttirdigini, mitozu engelleyerek hiicre ¢ogalmasim inhibe ettigini
belirtmistir (Lederman ve ark. 1986, McGrath ve ark. 1986, Lebedeva ve
Akhmamet’eva 1997). Mitotik aktivite genellikle hiicre gogalma dﬂzeyini_belirlemek
i¢in kullamlan bir metottur. Bu ¢aligmada ise kérfarelerin (Spalax leucodon) kemik
iliginde morfolojik olarak tamimlanan megakaryositik hiicre tipleri, megakaryositik
emperipolesis ve mitotik aktivite iizerine ultraviyolenin etkisi incelenmigtir.
Korfareler tiim hayatlar1 boyunca toprak altinda agtiklar: kapal1 galerilerde yasayan
hayvanlardir. Yasadiklar: ortamin toprak &zelligine ve bitki varligina siki sikiya bagh
olan korfareler, tabii olarak radyasyona hi¢ maruz kalmadiklanindan dolayr
radyasyon etkilerinin incelenmesinde en uygun deney hayvanlandir.

Bu ¢aligmanin amaci; normal ve ultraviyole ile isinlanan korfare (Spalax
leucodon) kemik iliginde morfolojik olarak tammlanan megakaryositik hiicre
tiplerinde (Tip 1, II, III ve IV megakaryositler) megakaryositik emperipolesis
olaymin yogunluk derecesi ve kemik ilii hiirelerinin mitotik aktivitesininin UV
radyasyonu ile iligkisinin olup olmadigimn tespitidir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Ik defa Humble ve ark. (1956)’lar1, insan kemik ili3i doku kiiltiiriindeki
megakaryositlerin sitoplazmalan igerisinde lenfositlerin varligim gozlemisler ve bu
olaya  “emperipolesis” adim  vermislerdir.  Aragtirmacilar  lenfositlerin
megakaryositlere ve koétii huylu tiimér hiicrelerine kar;t bir ilgisinin oldufunu
belirtmiglerdir.

Toachim (1965), normal ve kanserli hiicrelerden elde ettigi kangik hiicre
kiltiiriindeki lenfoid hiicrelerin davramgimi 151k mikroskobuyla incelemistir.
Aragtirmact normal ve kanserli lenfositlerin her ikisinin de adeta diger hiicrelere
dogru ¢ekildigini ve g¢ogunlukla bu hiicrelerin sitoplazmasi igerisine girdigini
(emperipolesis) bildirmistir.

Emperipolesis olay1 in vitro hiicre kiiltiirlerinde yetistirilen megakaryositlerde
(Vainchenker ve ark. 1979) ve tiimér hiicrelerinde (Burns 1967, Chemnitz ve Bichel
1973) 151k mikroskobunun yanisira elektron mikroskobu diizeyinde de incelenmigtir.

Larsen (1970), thrombocytopenia ve anemili bir hastanin kemik iliginden
hazirladifi doku Kkiiltiirinde graniillii 16kositlerin megakaryosit sitoplazmasi
icerisinde bulundugunu 151k ve elektron mikroskobuyla goézlemis ve bu durumu
“megakaryositik emperipolesis” olarak degerlendirmigtir. Aragtirmaci, kiltiirdeki
graniillii 1okositlerin megakaryositlerin yakin ¢evresinde toplandigim, adeta
megakaryositlere dogru g¢ekildigini ve bazen de megakaryosit sitoplazmasina
girdigini kaydederek sitolojik ve histolojik ‘bulgular 1g1Finda bu olaym in vivo
durumda da olduk¢a yaygin oldugunu belirtmigtir.

Sahebekhtiari ve Tavassoli (1976), kanser ve kanamali hastalarin kemik iligi
yayma preparatlan iizerinde 1s1k mikroskobuyla yaptiklan ¢aligmada kanamah
hastalarin % 56°sinda, kanser hastalarinin ise % 83’de, daha ¢ok graniilositik, eritroid
ve lenfoid seriye ait kemik iligi hiicrelerinin megakaryosit sitoplazmas: igerisinde
bulundufunu gbzlemisler ve bu durumu “megakaryositik emperipolesis” olarak
degerlendirmislerdir. Caligma sonucunda bu olayin nedeninin kan kayb: ile ilgili
olabilecegi goriisii izerinde durmuglardar.



Halil ve Barret (1980), Sobolewski (1980), kanser, anemi ve Hodgkin
hastalarimin  kemik iligi yayma preparatlarinda 131k mikroskobuyla yaptiklan
gbzlemlerde, eritrosit ve onciillerinin, monosit ve graniilositlerin megakaryositler
tarafindan yutuldugunu ve bunun bir fagositoz oldugunu bildirmiglerdir. Daha
sonralart Lam ve ark. (1991)’lan, bu tip hastaliklarda kemik ilii megakaryositlerinin
fagositoz yapabilecegini belirterek yukaridaki bulgulan desteklemiglerdir.

Poon ve ark. (1981)’lari, insan kemik iliginde l5kositlerin platelet ve
megakaryositlerle etkilegimini 151k ve elektron mikroskobu diizeyinde aragtirmiglar,
nétrofillerin megakaryositler tarafindan yutuldugunu ve bazen de megakaryositlerin
membran yiizeyine yapigtifini gézlemislerdir.

Shamoto (1981), miyelositik 16semide megakaryositik emperipolesis’i faz-
kontrast ve elektron mikroskobuyla incelemis, bazi hematopoietik hiicrelerin
megakaryoblastlar tarafindan yutuldugunu ve olaym baz yonleriyle gergek bir
fogositozdan farklilk gosterdigini belirtmigtir. Arastirmaci aym zamanda faz-
kontrast mikroskopide, yutulan hiicrelerin megakaryoblast sitoplazmasi igerisinde
aktif hareketini g6zlemig ve bu hiicrelerin canlihigim korudugunu bildirmigtir.

Lefkowitz ve Lefkowitz (1977), Breton-Gorius (1981), Zucker-Franklin
(1981), Stahl ve ark. (1991)’lari, Anosa ve ark. (1992)’lari, Mangi ve Mufti (1992),
155k ve elektron mikroskobuyla yaptiklan ¢aligmalarda megakaryositik
emperipolesis’e dolayh . olarak deginmisler ve olaym fizyolojik mekanizmasi
hakkinda baz1 goriisler ortaya atmiglardir.

Parmley ve ark. (1982)’lar1, sarkomali ¢ocuklarin kemik iligi numunelerinde
% 20-30 oraninda megakaryositik emperipolesis goriildiigiinti 11k ve elektron
mikroskobuyla incelemigler, sadece olgun (mature) megakaryositler ve nétrofillerin
emperipolesis’e ugradifim ve ndtrofillerin megakaryosit sitoplazmasmin agik
kanalikiiler sistemi (DMS) igerisine yerlestigini kaydetmislerdir.

Tavassoli (1981, 1986), Tavassoli ve Aoki (1981, 1989), siganlar {izerinde
deneysel olarak olugturulan kan kaybmin megakaryositik emperipolesis’t 6nemli
olgiide arttirdifim ve agir1 kan kaybinin bu olay: ynlendirdigini kaydetmislerdir. Isik
ve elektron mikroskobuyla yapilan gdzlemlerde, megakaryositlerin genellikle kemik
iliginin siniis endotheliumuna yakin bolgelerde bulundugu belirtilmis ve
megakaryositlerin kemik iligi ve kan dolasimi arasinda ilik-kan bariyerinin bir
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elemam oldufu goriighi ileri siiriilmiltiir. Arastirmacilara gore, asirn kan kayb:
sonucu kan hiicre sayisinda meydana gelen azalma, dolagim kaninin hiicre ihtiyacim
arttirmakta, bu ise ilik-kan bariyeri arasindaki hiicre trafigini hizlandirmaktadir. Baz1
hiicreler ilik dokudan kan dokuya gegmek igin megakaryositleri bir tastyici
olarak kullanmakta ve boylece ¢ok daha hizli bir sekilde kan dolasimina
katilabilmektedirler.

Chiu (1984), si¢anlanin kemik ilii numuneleri tizerinde 151k mikroskobuyla
yaptig1 ¢aligmasinda eritrosit, lenfosit ve graniilositlerin megakaryositler tarafindan
yutuldugunu, bir megakaryosit tarafindan yutulan hiicre sayisimn 1-3 arasinda
degistigini fakat bunun bazen 10 hiicreye yiikseldigini, iltihap ve tiimor durumlarinda
ise bu ige karigan megakaryosit sayisinda artig goriildiigiinii kaydetmigtir.

Thiele ve ark. (1984, 1990, 1991)’lan, gesitli miyelositik hastalarmn kemik
iliginde megakaryositik emperipolesis’in dikkate deger oranda artiy gdsterdigini 151k
ve elektron mikroskobuyla tespit etmigler, yutulan hematopoietik hiicrelerin
megakaryositlerin demarkasyon membran sisteminin bogluklar: igerisine yerlestigini
ve fagositoza ait belirgin bir 6zellige rastlamadiklarim ifade etmiglerdir.

De Pasquale ve ark. (1985)’lari, megakaryositik emperipolesis’i kanser
hastalannin  kemik ilifi numunelerinde 1;1k mikroskobuyla incelemislerdir.
Graniilositlerin megakaryositler tarafindan yutuldugunu ve hem megakaryositlerin
hem de yutulan graniilositlerin morfolojik bakimdan herhangi bir degisiklige
ugramadifim belirterek, megakaryosit sitoplazmasinin graniilositler igin kemik
iliginin elverigsiz sartlarina kargt koruyuculuk gorevi yapan bir sifnak tegkil
edebilecegi hipotezini ortaya atmuglardur.

Thiagarajan ve ark. (1985)’lari, 300 hastamin rutin kemik iligi yayma
preparatlarinda normal hematopoietik hiicrelerin (graniilositik, eritroid ve lenfoid
hiicreler) megakaryositlerin i¢erisinde bulundugunu, megakaryosit gekirdeginin gogu
zaman bu hiicrelerin etrafim sardifimi 151k mikroskobuyla gozlemigler ve bu olayin
klinik agidan teshis degerinin olup olamayacagim tartismuglardir.

Leven ve Tablin (1988), sicanlarin kemik ilijinde megakaryositik
emperipolesis olayim isik ve elektron mikroskobu diizeyinde incelemigler ve
emperipolesis’e sadece Tip-IIl mature megakaryositlerde (graniiler megakaryosit)
rastlandigimi belirtmiglerdir.
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Lee (1989), gen¢ ve yash sicanlanin kemik ilifinde megakaryositik
emperipolesis’i 151k ve elektron mikroskobuyla incelemis, megakaryositler tarafindan
yutulan hiicrelerin daha ¢ok nétrofiller oldugunu ve yagh siganlarda bu olaymn arti
gosterdigini belirtmigtir.

Cashell ve Buss (1992), c¢esitli hastalarin kemik iligi biyopsilerinde
megakaryositik emperipolesis’i 11tk mikroskobuyla incelemigler ve patolojik
durumlarda artig gosterdigini ifade etmiglerdir.

Migita ve ark. (1992)’lan, thrombocytopenia’li bir hastanin kemik iliginde
151k ve elektron mikroskobuyla yaptiklan gézlemlerde, olgun nétrofillerin yogun
sekilde megakaryosit sitoplazmas1 icerisine girdigini ve nétrofillerin membran
yiizeyinde bagh bulunan Ig-G molekiillerinin megakaryositik emperipolesis olayinda
Onemli bir roliiniin olabilecegini belirtmislerdir.

Chyczewski ve ark. (1994)’lari, siganlarda suni olarak beyin oksijen
yetmezlifi olugturmuglar ve bunun kemik iliinde megakaryositik emperipolesis
iizerine etkisini 151k ve elektron mikroskobu diizeyinde incelemislerdir. Yapilan
gozlemlerde megakaryositik emperipolesis’in yogunluk derecesinin deney grubu
hayvanlarda kontrol grubu hayvanlara gére 6nemli derecede arttif1 ve megakaryosit
sitoplazmasi igerisinde goriilen hiicrelerin daha g¢ok graniilositler ve eritroblastlar
oldugu belirtilmigtir. Sonug olarak, megakaryositik emperipolesis olaymnin oksijen
yetmezligi ve muhtemelen kemik iligi aktivitesinin sinirsel olarak uyarilmasi
nedeniyle arttifa bildirilmigtir.

Tanaka ve ark. (1994)’lar1, lipopolisakkaritle uyarilan sigan kemik iliginde
megakaryositik emperipolesis’i aragtirmiglardir. Damar igerisine lipopolisakkarit
verilen siganlarin kemik ilii preparatlarinda normal siganlarinkine gore
megakaryositik emperipolesis’in Gnemli derecede arttifim 1s1k mikroskobuyla
gbzlemisler, megakaryositlerde ve yutulan hiicrelerde hicbir dejenerasyon meydana
gelmedigini belirtmiglerdir.

Bobik ve ark. (1995)’lar1, degisik tip kanser hastalif1 olan gahislarin kemik
iligi numunelerinde 15tk mikroskobuyla yaptiklan incelemelerde megakaryositik
emperipolesis olayinda 6nemli bir artig gézlemislerdir. Caligmada, megakaryositlerin
sitoplazmasi igerisinde bulunan ve sayilar1 1-7 arasinda degisen hiicrelerin daha g¢ok
eritroblastlar ve olgun graniilositler oldugu kaydedilmigtir. Aragtirmacilar,
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megakaryositik emperipolesis mekanizmasinin tam olarak bilinmedigini, bu olayda
megakaryositlerin ve bunlarin sitoplazmasi i¢erisinde bulunan hiicrelerin ylizeyinde
yer alan adhezyon molekilllerinin hiicreler arasindaki etkilesimde &nemli rol
oynayabilecegini belirtmiglerdir.

Dzieciol ve ark. (1994, 1995)’lari, megakaryositlerin, diger kemik iligi
hiicrelerinin dolagim kamna verilmesinde bir fonksiyonunun olup olmadifim
anlayabilmek igin siganlar {izerinde kanama soku olusturmuslar ve megakaryositik
emperipolesis olaymin siklik derecesini 151k ve elektron mikroskobuyla
aragtirmiglardir. Kanama  soku  olusturulan  siganlarda  megakaryositik
emperipolesis’de dnemli dlglide artis meydana geldigi sonucundan hareketle kemik
iligi htcrelerinin kana verilmesinde ve ilik-kan bariyeri olugturulmasinda
megakaryositlerin rol oynayabilecegini belirtmiglerdir.

Novak ve ark. (1995)’lan, megakaryositlerin fonksiyonlariyla ilgili yaptiklar
bir ¢aligmada, mutant farelerin kemik iliginde megakaryositik emperipolesis’de
dikkat ¢ekici bir artis meydana geldigini gézlemisler ve elektron mikroskobunda bir
megakaryositin sitoplazmasi igerisinde 17 adet kemik iligi hiicresine rastlamiglardir.
Caligmada, megakaryositik emperipolesis oraninda goriilen artigin - kesin olmamakla
beraber - megakaryositlerin alfa graniillerinden salgilanan bazi kemotaktik faktorlere
bagh olabilecegi ve bu kemotaktik faktorlerin diger kemik iligi hiicrelerini
megakaryosit sitoplazmasina dogru gekebilecegi konusu iizerinde durulmustur.

Boll ve ark. (1997)’lari, immiin yetmezligi, thrombocytopenia, 16semi ve
anemili hastalarin kemik iliginden hazirladiklar1 doku kiiltiirii tizerinde faz-kontrast
sinematografi ile yaptiklar1 galiymada, lenfositlerin megakaryositik hiicrelerle siirekli
temas halinde bulundufunu ve genellikle graniiler (mature) megakaryositlerin
sitoplazmas igerisine girdigini gézlemiglerdir.

Samii ve Pasteur (1998), kanser hastalarinin kemik iligi numunelerinde 151k
mikroskobuyla yaptiklan incelemede, megakaryositlerin sitoplazmas igerisinde ¢ok
sayida nétrofil bulundugunu gdzlemigler ve kanser hastalarinda bu olaya ¢ok sik
rastlanmasina ramen megakaryositik emperipolesis’in fizyolojik ve patolojik
nedenlerinin halen kesinlik kazanmadigim belirtmiglerdir.
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Yukarida bahsedilen caligmalarda insan, fare ve siganlar iizerinde normal ve
patolojik durumlarda megakaryositik emperipolesis olayr gesitli yonleriyle ele
alinmmg olup, konumuzla ilgili diger literatiir bilgilerine agagida deginilmistir.

El-Naggar ve ark. (1980)’lan, X-1ginlarinin fare kemik iligi {izerine etkilerini
aragtirmiglar, iginlanan farelerin kemik iligi hiicre sayisinda azalma meydana
geldigini, fakat 1sinlama igleminden 12 hafta sonra megakaryositler harig diger kemik
iligi hiicrelerinin normal seviyelerine ulagtiklarim1 belirterek megakaryosit ve
bunlarin dnciil hiicrelerinin radyasyondan diZerlerine gére daha gok etkilendiklerini
bildirmiglerdir.

Morison ve ark. (1979)’lari, Morison (1989), ultraviyole radyasyonun kan
hiicreleri tizerine in vitro ve in vivo etkilerinin hemen hemen aym oldugunu,
ultraviyolenin memelilerde deri alt1 kan ve lenf damarlarim etkileyerek dolagimdaki
kan hiicreleri fizerinde yap1 ve fonksiyon bozukluklari meydana getirdigini ve ayrica
mitotik sinyallere zarar vererek hiicre bliinmesini inhibe ettigini belirtmislerdir.

Pretell ve ark. (1984)’lar1, kan hiicrelerini in vitro ortamda degisik dozlarda
ultraviyole radyasyona maruz birakmiglar, UV-A, UV-B ve UV-C’nin DNA
sentezine ve mitotik sinyallere zarar vererek mitozu inhibe ettifini ve dolaysiyla
hiicre gogalmasini engelledigini belirtmiglerdir.

Giiven ve Yardimci (1989), Candan ve Giiven (1996), normal ve ultraviyole
ile 1ginlanmg korfare (Spalax leucodon)’de kan hiicrelerini ve kemik iligi
megakaryositlerini 151tk mikroskobuyla incelemiglerdir. Yapilan g¢aligmalarda, hem
kontrol hem de deney grubu hayvanlarda megakaryositlerin sitoplazmasi igerisinde
16kositlerin varh@ gézlenmis ve deney grubu hayvanlarn 1 mm?® kamndaki l6kosit
sayisinda diisiis meydana geldigi belirtilmigtir. Aragtirmacilar, 16kosit sayisindaki
disiigiin megakaryositlerle ilgili olabilecegi konusu iizerinde durmuglar ve problemin
kesin olarak aydinlatilabilmesi i¢in olayin tekrar g6zden gegirilmesi gerektigini igaret
etmiglerdir.

Pyczek ve ark. (1994)’lan, digiik enerjili lazerin sigan kemik iligi {izerine
etkilerini 11k mikroskobuyla aragtirmiglardir. Kontrol ve deney grubu hayvanlarn
kemik ilifi megakaryositlerinin yaklagik % 30’unda emperipolesis gbzlemisler ve
deney grubu hayvanlardaki artiy orammin istatistiksel bakimdan Oneme sahip
olmadifim belirtmiglerdir. Ayrica morfolojik olarak tamnabilen megakaryositlerin
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biitlin tiplerinde emperipolesis’e rastlandigim ve yutulan hiicrelerin genellikle
notrofiller, eritroblastlar nadiren de eozinofiller oldugunu kaydetmiglerdir.
Aragtirmacilar aym zamanda preparat iizerinde, mitoz safhasindaki kemik iligi
hiicrelerinin yiizdelerini gikartarak mitotik aktiviteyi 6lgmiisler ve lazer 1ginlamasina
maruz kalan hayvanlarin kemik iligi hiicrelerinde mitotik aktivitenin arhg
gosterdigini kaydetmislerdir.

Bobik ve Dabrowski (1995), normal ve X-151m uygulanmug farelerin kemik
iliginde megakaryositik emperipolesis’i 151k mikroskobuyla aragtirmiglardir. Normal
farelerin kemik ili3i megakaryositlerinin % 15’inde emperipolesis goriiliirken, X-
isim1 uygulanmig farelerin kemik iligi megakaryositlerinde bu oramn % 34’e
yiikseldigi tespit edilmistir. Bir megakaryosit tarafindan yutulan hiicre sayisinin
genellikle 1-3 arasinda degisti3i ve bu hiicrelerin daha ¢ok graniilositler, lenfositler
ve eritroblastlar oldugu belirtilmigtir. Caligma sonucunda, kemik iligi hiicrelerinin
radyasyonun meydana getirdigi zararlarn etkisinden korunmak amacyla, ilik-kan
bariyeri arasindan dolasim kamina hizli bir gegis saglamak i¢in megakaryositlerin
icerisine girdigi, megakaryositlerin tagtyic1 bir hiicre gérevi yaptifi ve buna bagh
olarak da megakaryositik emperipolesis olayinda énemli derecede bir artiy meydana
geldigi bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Deney Hayvanlan

Calismada, Konya ili gevresinde araziden temin edilen, agirhklan 170-200 gr
arasinda degisen ve 2n = 60 kromozoma sahip toplam 54 adet ergin Spalax leucodon
(Korfare) émegi kullamlmigtir. Bunlardan 48 tanesi deney gruplarim olusturmus,
diger 6 tanesi ise karyotip analizi i¢in degerlendirilmigtir. Deney gruplarim olugturan
hayvanlar, her biri 12 6rnekten ibaret toplam 4 gruba ayrilmis ve bunlardan birisi
kontrol grubu olarak kullamlmug, diger ii¢ii ise degisik doz ve siirelerde 1sinlanmgtir.
Her grup kendi arasinda 6’sar Ornekten ibaret iki alt gruba aynlms ve bu alt
gruplardan birisi megakaryositik emperipolesis digeri ise mitotik aktivitenin
belirlenmesinde kullamlmigtir (Sekil 3.1.1). Biitiin alt gruplardaki erkek ve disi
hayvan sayisi esit tutulmustur.

Korfare

43 Korfare 6 Korfare
Deney Gruplan Karyotip Analizi
1. Grup 2. Grup 3.Grup 4. Grup
12 Korfare 12 Kbrfare 12 Korfare 12 Korfare
Kontrol 56 Saat UV 112 Saat UV 168 Saat UV
I [
6 Korfare ME 6 Korfare ME 6 Korfare ME 6 Korfare ME
6 Korfare MA 6 Korfare MA 6 Korfare MA 6 Korfare MA

Sekil 3.1.1. Caligmada kullanilan hayvan Orneklerinin gruplara gére dalim

(ME:Megakaryositik Emperipolesis, MA:Mitotik Aktivite).




Laboratuvara getirilen drnekler deney siiresi boyunca 22 + 3 ° C sicaklik ve
% 55 £ 10 bagl neme sahip karanlik odada 6 mm kalinhginda camdan yapilmus,
boyutlar1 50 x 30 x 120 cm. olan ve tabaninda 8-10 cm toprak ortii bulunan &zel
kafeslerde (terraryum) ayri ayri yasatilmustir. Deney hayvanlar taze sogan, patates,
havug ve elma ile beslenmis, digaridan su verilmemistir. Biitin hayvanlar deneye
alinmadan 6nce bir hafta siireyle laboratuvar sartlarina adapte edilmistir. Bu siire
igerisinde hayvanlarin beslenme durumlan ve fiziksel davramiglan gozlenerek
saglikli olup olmadiklari kontrol edilmigtir. Laboratuvar sartlarina adapte olamayan'

hayvanlar deneye alinmamugtir.
3.2. Ultraviyole Isinlamasi

Ultraviyole 1simnlamasinda tim hayvanlarin sirtinda yaklagik 10-12 cm? ’lik
bir alan jiletle tiras edilmistir (Sekil 3.2.1). Birinci grup hayvanlar ultraviyole
radyasyona maruz birakilmayip, kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. ikinci,
liglincll ve dordiincli grup hayvanlar ise ultraviyole kaynagindan 36 cm mesafede

Sekil 3.2.1. Sirtinda yaklagik 10-12 cm* *lik bir alam jiletle tirag edilmis olan Spalax
leucodon 6megi.
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tutularak sirastyla 56, 112 ve 168 saat siireyle ultraviyole radyasyona maruz
birakilmiglardir. Isinlandirma iglemi, giin 15181 periyodu dikkate alinarak her giin aym
saatler arasinda (09:00-18:00) gergeklestirilmistir. Isinlandirma stirekli yapilmamus,
bir saatlik “beslenme arah@ (13:00-14:00)” verilerek glinde 8 saat siireyle
uygulanmugtir.

Ultraviyole kaynag olarak, terraryumun iist kapagina yansiticisi ile birlikte
monte edilen 90 cm uzunlugunda ve 30 W giiciinde “Philips TUV 30W/G30T8”
marka ultraviyole lambas1 kullamilmigtir. Yapilan spektrofotometrik dlgtimlere gore,
bu lambanin nesrettifi ultraviyole 1sinlariin dalga boyu 254 + 10 nm. olarak tespit
edilmistir.

Isinlandirma stiresi, radyasyon kaynafimin yiizeyi, giici ve hayvana olan
uzaklip1 agagidaki bagmtida yerine koyuldugu zaman, bir saniyede bir cm? *ye diigen

151k enerjisinin joule cinsinden degeri agagidaki formiille hesaplanmugtir.

P: Radyasyon kaynagimn giicii (Watt)

t: Isinlandirma siiresi (Saniye)

S: Radyasyon kaynagmin yiizeyi (S=27nrx 90 cm.)

r: Radyasyon kaynaginin hayvana olan uzaklii (36 cm.)
Buna gbre 1 cm?’ye diisen enerji, 56 saat igmlandirma ile 297,2 joule, 112 saat
isinlandirma ile 594,4 joule ve 168 saat ismmlandirma ile 891,7 joule olarak
hesaplanmigtir.

3.3. Megakaryositik Emperipolesis

Megakaryositik emperipolesis ve yogunluk derecesinin belirlenmesinde her
grubun bir alt grubu (6°sar Ornek) ele alinmigtir. Isinlandirma sireleri
tamamlandiktan hemen sonra eterle anestezi yapilmig ve hayvamin femur kemikleri
iyice temizlenerek goriiniir hale getirilmistir. Sag ve sol femur arasinda ilik hiicre
yogunlugu bakimindan 6nemli derecede farklihik bulunmadifindan (Chen ve ark.



18

1972) her ikisi de incelemelerde kullanilmisgtir. Kemik iki ucundan kesilerek pens ile
tutulmug ve bir enjektr yardim ile kemigin agik uglarindan birinden fizyolojik
serum basingla figkirtilarak kemik iligi santrifijj tiipine aktarilmistir. Kemik igindeki
iligin tamam elde edilene kadar yikama islemine devam edilmistir. Tiipler
dengelendikten sonra 2000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmis ve slipernatant pastor
pipeti ile almmigtir. Kemik iligi numunesi daha dnceden temizlenmis lamlar iizerine
yaylilarak havada kurutulmug ve mutlak metil alkolde 20 dakika tespit edilmigtir. Her
o6mekten en az 5 preparat hazirlanmig ve bunlar May Griinwald-Giemsa ile
boyanmugtir. Enthellan ile kapatilarak hazirlanan daimi preparatlar “Olympus BX50”
marka 151k mikroskobunda incelenerek mikrograflari alinmigtar.

Megakaryositik emperipolesis’in yogunluk derecesinin belirlenebilmesi igin,
400 biiytitmede her preparat {izerinde, morfolojik olarak taninabilen megakaryositik
seriye ait toplam 100 adet hiicre (her hayvan &rneginde 500 hiicre) sayilmugtir.
Morfolojik olarak tamnabilen bu megakaryositik hiicreler, Bessis (1956),
Feinendegen ve ark.’lar1 (1962), Levine ve ark.’larimin (1982) kriterlerine gére, Tip-1
Megakaryoblast, Tip-2 Promegakaryosit, Tip-3 Graniiler (Mature) Megakaryosit ve
Tip-4 Platelet Salan (Post-Mature) Megakaryosit olmak tiizere 4 grupta
smiflandinlmigtir. Siniflandirma isleminde hiicrenin bilytikliigii (¢ap1), sitoplazmanin
boyanma &zelligi, ¢ekirdegin sekli ve biiyiikliigli dikkate alinmgtir.
" Megakaryositlerin caplari, her hiicrenin dar ve genis kisimlarindan alinan 8lgiilerin
ortalamasindan hesaplanmigtir. 20 mikrondan kiigiik olan megakaryositik hiicreler
i1k mikroskobu diizeyinde, diger kemik iligi hiicreleriyle karigtnlabilecegi igin
saymm iglemine dahil edilmemigtir. Sayim islemi yapilan hiicrelerde, emperipolesis
goriilen megakaryosit sayis1 ve her bir megakaryositin sitoplazmas1 igerisindeki
hiicre sayis1 ayn ayn belirlenmistir. Istatistiksel islexhler bilgisayar paket
programinda X? test yontemiyle yapilmig ve p < 0.05 degeri istatistiksel olarak
anlaml1 kabul edilmigtir. Caliymamizda Tip-1, Tip-2 ve Tip-4 megakaryositlerde
gorillen emperipolesis oram ihmal edilecek derecede az oldugundan dolayr
istatistiksel iglemlere dahil edilmemigtir.
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3.4. Mitotik Aktivite

Mitotik aktivitenin belirlenmesinde her grubun bir alt grubu (6’sar 6rnek) ele
alinmigtir. Isinlandirma siireleri bittikten hemen sonra eterle anestezi saglanmig ve
hayvanin her grami igin 0.01 ml olmak iizere peritonunun sag ve sol bdlgesine %
0.1’lik kolsisin enjekte edilmigtir. Enjeksiyondan iki saat sonra hayvan servikal
dislokasyonla oldiriilmiis, femur kemik iligi % 1’lik sodyum sitrat ile yikanarak
santrifiij tiipiine aktarilmig ve etiivde 37 ° C’de 15 dk siireyle bekletilmigtir. Hiicreler
1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra methanol ve asetik asit (3:1) karigiminda
15 dk fikse edilmigstir. Daha sonra tekrar 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmi ve
siipernatant atilmigtir. Hiicreli kisim pastér pipetiyle alinarak hafif egimli gekilde
yerlestirilmis lam {izerine 5-10 cm yiikseklikten damlatilarak yayilmig ve ispirto
alevinde kurutulmugstur. Preparatlar % 10’luk Giemsa boyasi ile boyanmg, ksilolde
seffaflagtirma yapilmis ve enthellan ile kapatilarak hazirlanmigtir. Her 6rnekten en az
2 preparat yapilmis ve bunlar aragtirma mikroskobunda incelenmigtir. 1000
biiyiitmede her preparat tizerinde 1000 adet hiicre (her hayvan 6rneginde 2000 hiicre)
sayilmig ve bunlarin igindeki mitoz hiicrelerinin sayist belirlenmistir. Istatistiksel
islemler bilgisayar paket programinda X2 test yontemiyle yapilmig ve p < 0.05
degeri istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmistir.

3.5. Karyotip Analizi

Calismada kullamlan Spalax Jeucodon populasyonunun Kkaryotipinin
belirlenmesi i¢in 3 erkek ve 3 disi olmak {izere toplam 6 Ornek kullamlmugtir.
Ornekler Konya’nin 40 km giineyinden yakalanmistir. Ford ve Hamerton (1956) un
“Colchicine-Hypotonic-Citrate” yontemi uygulanarak, drneklerin kemik iliginden
kromozom preparatlan hazirlannmmgtir. Her Srnekten en az 5 preparat hazirlanmigtir.
Hazirlanan karyotip preparatlari mikroskop altinda incelenmis ve drneklerin diploid
kromozom sayistnin tespiti, ortalama 50 metafaz hiicresinin sayilmasi sonucunda
belirlenmigtir. Diploid kromozom sayis1 tam olan, kromozom kollan1 st dste
cakismayan, iyi boyanmug karyotiplerin mikrograflar1 aragtirma mikroskobu ile
alinarak, fotograf kartlarina basilmis ve karyotipler hazirlanmgtir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI

4.1. Spalax leucodon Kemik Iliginde Morfolojik Olarak Tanmabilen
Megakaryositlerin Siniflandirilmasi

Spalax leucodon kemik iliginde 11k mikroskobu diizeyinde yaptigimiz bu
caligmada, g¢aplar1 20 mikrondan daha bilyiikk olan megakaryositik hiicrelerin diger
kemik iligi hiicrelerinden net bir gekilde ayirtedilebildigi gézlenmigtir. Caplar1 20
mikrondan daha kiigiik olan megakaryosit dnciileri ise bilyiiklik ve sekil benzerligi
nedeniyle diger ilik hiicreleriyle kangstirildigindan kesin olarak ayirdetmek miimkiin
olmamugtir. Morfolojik bakimdan taminabilen kemik iligi megakaryositleri Spalax
leucodon ve diger memeli canlilarda gsekil ve yapi itibariyle biiylik benzerlik
géstermektedir. Spalax leucodon’da morfolojik olarak tamnabilen megakaryositik
hiicreler bityiiklikk, ¢ekirdek sekli ve sitoplazmanin boyanma o&zelligine gore
farkhlagma sirasiyla Megakaryoblast, Promegakaryosit, Graniiler (Mature)
‘Megakaryosit ve Platelet Salan (Post-Mature) Megakaryosit olmak lizere 4 grupta
smiflandinlmisgtir. Bazi kemik iligi yayma preparatlarinda gézlenen az sayidaki
piknotik g¢ekirdekli mikromegakaryositler bu gruplandirma iglemine dahil
edilmemigtir. May-Griinwald Giemsa metoduyla boyanan megakaryositik seri
hiicrelerinin 4 tipinde de hem g¢ekirdek hem de sitoplazmanin iyi boyandigi
gOriilmiistiir.

4.1.1. Megakaryoblastlar

Biyiiklik bakimindan diger kemik iligi hiicrelerinden ayirdedilebilen ilk
megakaryositik  hiicreler megakaryoblastlardir.  Genellikle 20-30  mikron
¢apindadirlar. Segment olusumu gOstermeyen gekirdekleri sitoplazmaya oranla
-oldukga biiylik bir yer iggal eder ve koyu boyanmig agsi yapidadir. Genellikle oval
sekilde tek bir gekirdege sahiptirler (Sekil 4.1.1.1). Fakat bazen birden fazla ¢ekirdek
tagiyabilmektedirler (Sekil 4.1.1.2). Bu durumda iken gekirdekler biraz daha
yassilagmig ve birbirleriyle temas halindedirler. Cekirdekeigi kesin olarak ayirdetmek
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Sekil 4.1.1.1. Spalax leucodon kemik iliginde tek ve oval gekirdekli megakaryoblast.
X1000

Sekil 4.1.1.2. Spalax leucodon kemik iliginde birden fazla gekirdek tasiyan
megakaryoblast. X1000
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oldukga giigtiir. Graniilsiiz ve yogun bazofilik yapidaki sitoplazma hiicrede gok az
yer isgal etmektedir. Bazi megakaryoblastlarn ¢ekirdeginde mitotik sekiller
goriilmiis fakat sitokineze rastlanmamugtir (Sekil 4.1.1.3). Cekirdek boliinmesinin
profaz ve metafaz safhalan bariz bir sekilde ayirdedilebilmektedir. Bu durum
megakaryoblastlarda mitotik aktivitenin devam ettigini gostermektedir. Morfolojik
olarak  tammabilen megakaryositik  seride  sitokinezin  gergeklesmedigi
diiiiniildiigiinde mitoz boliinme neticesinde birden fazla ¢ekirdek tasiyan
megakaryoblastlara rastlanmasi da tabii bir sonug olarak karsimiza gikmaktadir.
Megakaryositik serinin diger hiicre tipleriyle karsilagtimldiginda, kemik iligi

yaymalarinda az sayida megakaryoblasta rastlandifs gozlenmistir.

Sekil 4.1.1.3. Spalax leucodon kemik iliginde mitoz boliinme asamasindaki
megakaryoblast. X1000
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4.1.2. Promegakaryositler

Promegakaryositlerin  biiytikligu genellikle 20-40 mikron arasinda
degismektedir. Megakaryoblastlardan biraz daha biiyiiktiirler. Koyu boyanan
gekirdekleri U, C veya bobrek seklinde olup sitoplazmanin yarisim veya yarisindan
daha fazlasim kaplamug vaziyettedir (Sekil 4.1.2.1). Kromatin megakaryoblasta gore
ok daha yogun ve ag orgiisii seklindedir. Cekirdek segment olusturmaya baslamistir
ve gekirdekgik belli degildir. Bazofilik yapidaki sitoplazmada graniiler bir yap:
goriilmektedir. Promegakaryositlerde mitotik sekillere rastlanmamugtir. Kemik iligi
yaymalarinda megakaryoblastlara gore daha fazla sayida olduklari gdzlenmistir.

Sekil 4.1.2.1. Spalax leucodon kemik iliginde U seklinde gekirdege sahip olan
promegakaryosit. Cekirdekte ag oOrgiisi seklinde yogun kromatin
maddesi ve sitoplazmada graniiler bir yap goriilmektedir. X1000
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4.1.3. Graniiler (mature) megakaryositler

Biiyiikliikleri genellikle 40-70 mikron arasinda degismekle beraber bu sinirin
iizerinde olanlara da rastlanmaktadir. Kemik iligi yaymalarinda megakaryositik
serinin en ¢ok rastlanan ve en biiyiik hiicreleri graniiler megakaryositlerdir. Koyu
boyanan ¢ekirdekleri belli ve sabit bir goriinimden ziyade degisik sekiller
alabilmektedir. Genellikle tek veya ¢ok loblu bir yapt gosteren ¢ekirdekteki lob
sayist olgunlagmaya paralel olarak artmaktadir. Aym biiyiikliikte olmayan loblar
bazen birbiriyle iyice kaynagmis bazen de ince kromatin kopriileriyle baglanmig
vaziyettedir (Sekil 4.1.3.1). Kromatin kaba taneli goriiniime sahiptir. Cekirdek
sitoplazmaya gore ¢ok az yer isgal eder. Hiicrenin biiyiikk bir boliimiinii olugturan
sitoplazmanin soluk (mat) boyanan zemini tizerinde koyu boyanmis kii¢iik graniiller
bulunur. Bu graniiller genellikle azurofilik yapidadir. Sitoplazmada g¢ekirdek harig

diger organeller belirgin degildir. Mitotik sekillere rastlanmamugtir.

e e i

Sekil 4.1.3.1. Spalax leucodon kemik iliginde graniiler (mature) megakaryosit. Cok
sayida gekirdek lobu birbiriyle kaynasmig ve yogun graniiler sitoplazma
goriilmektedir. X1000
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4.1.4. Platelet salan (post-mature) megakaryositler

Caplar1 genellikle graniiler megakaryositlerden biraz daha kiigiik nadiren de
graniiler megakaryositler kadardir. Piknotik yapidaki ¢ekirdegin sitoplazmada iggal
ettigi alan graniiler megakaryositlere gore daha azdir. Birbiriyle iyice kaynasmig olan
cekirdek loblan kiigiilerek paket goriiniimii almig ve hiicrenin kenar kismina dogru
kaymis durumdadir (Sekil 4.1.4.1). Sitoplazma eozinofilik yapidadir. Platelet salan
(post-mature) megakaryositler, megakaryositik serinin en son farklilagma
agamasindadir. Hiicrenin son hadde yakin hali diizensiz psédopod benzeri
sitoplazmik uzantilar gosterir (Sekil 4.1.4.2). Bu agsamadan sonra g¢ekirdek loblan
birbirinden ayrilmaya baglar ve sitoplazma dagimik haldeyken graniiler plateletlerin
farklilasmast goriilebilir (Sekil 4.1.4.3). Platelet olusumu tamamlandiginda yalniz
ciplak bir gekirdek kalir.

W \ve

Sekil 4.1.4.1. Spalax leucodon kemik iliginde platelet salan (post-mature)
megakaryosit. Cekirdek kiigiilmils, yassilagmig ve hiicrenin
kenarina kaymis durumdadir. X1000
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Sekil 4.1.4.2. Spalax leucodon kemik iliginde diizensiz psddopod benzeri uzanti
gdsteren post-mature megakaryosit. X1000

Sekil 4.1.4.3. Spalax leucodon kemik iliginde sitoplazmasi dagilmi ve gekirdek
loblar1 birbirinden ayrilmis olan post-mature megakaryosit. Dagilan
sitoplazmada plateletlerin farklilasmas: goriilmektedir. X1000
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42. Normal ve UV ile Ismlanmyg Spalax leucodon Kemik iliginde
Megakaryositik Emperipolesis

4.2.1. Normal (1sinlanmamis) hayvanlarda megakaryositik emperipolesis

Isinlanmis hayvanlarda oldugu gibi normal (ismnlanmans) kontrol grubu
hayvanlarin kemik iligi yayma preparatlaninda da megakaryositik emperipolesis
olayina rastlanmaktadir. Fakat bu olay 1smnlanmamis hayvanlarda daha az
gergeklesmektedir. Bazi megakaryositik hiicrelerin cesitli kemik iligi hiicrelerini
sitoplazmalan igerisine aldigt ok bariz bir sekilde goriilmektedir (Sekil 42.1.1).
Kontrol grubu hayvanlarin kemik iligi yayma preparatlart iizerinde yapilan biitiin
taramalarda, gesitli kemik iligi hiicrelerini sitoplazmasinda tastyan megakaryositik
hiicrelerin gogunlukla graniiler (mature) megakaryositler oldugu tespit edilmistir.

Sitoplazmasinda ilik hiicresi bulunduran megakaryoblast, promegakaryosit veya

- *‘ -

Sekil 4.2.1.1. Isinlanmamis Spalax leucodon kemik iliginde megakaryositik
emperipolesis. Bir megakaryosit tarafindan yutulan iki adet kemik
iligi hiicresi megakaryosit sitoplazmasi igerisinde goriilmektedir.
X1000
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platelet salan (post-mature) megakaryosit sayisi oldukga diistiktir. Bir megakaryosit
tarafindan yutulan hiicre sayis1 gogunlukla 1-3 arasinda degismektedir. Yutulan
hiicrenin etrafim saran agik bir alan (pericellular alan) megakaryosit sitoplazmastyla
bir smir teskil etmektedir. Bu simir yutulan hiicreyi megakaryosit sitoplazmasindan
ayirmaktadir (Sekil 4.2.1.2). Megakaryositler ve megakaryositler tarafindan yutulan
kemik iligi hiicrelerinin morfolojik yapilarinda 151k mikroskobik diizeyde herhangi
bir bozulmaya rastlanmamustir. Yutulan hiicrelerin 6zellikle ¢ekirdek ve sitoplazma
yapilarim koruduklar1 ve ayrica megakaryosit sitoplazmasinda bulunan graniilli
Iokositlerin graniillerinde de bozulma ve dagilma meydana gelmedigi gozlenmistir.
Fagositozun belirleyici dzelligi olan fagozom olusumuna da rastlanmamustir. Yutulan
hiicreler genellikle sitoplazma bazen de gekirdek tarafindan gevrelenmis vaziyettedir
(Sekil 4.2.1.3). Megakaryositler tarafindan yutulan hiicrelerin, gesitli tipteki ilik
hiicreleri olabilecegi gibi en ¢ok olgun graniilositler oldugu gozlenmistir.
Graniilositlerden de en gok nétrofillerin emperipolesise ugradigi tespit edilmistir
(Sekil 4.2.1.4).

Sekil 4.2.1.2. Ismlanmamis Spalax Jeucodon kemik iliginde megakaryositik
emperipolesis. Bir megakaryosit tarafindan yutulan @i¢ adet kemik
iligi hiicresi ve bu hiicrelerin etrafinda bulunan pericellular alan
goriilmektedir. X1000
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Sekil 4.2.1.3. Isinlanmamig Spalax leucodon kemik iliginde megakaryositik
emperipolesis. Bir megakaryosit tarafindan yutulan iki adet kemik
iligi hiicresinin birisi sitoplazma digeri ise gekirdek tarafindan
gevrelenmis durumdadir. X1 000

Sekil 4.2.1.4. Ismlanmamiy Spalax leucodon kemik iliginde megakaryositik
emperipolesis. Bir megakaryosit tarafindan yutulan bir adet nétrofil
graniilosit goriilmektedir. X1000
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4.2.2. Ismlanm hayvanlarda megakaryositik emperipolesis

Ultraviyole ile 56, 112 ve 168 saat 1ginlanan spalax leucodon kemik iliginde
goriilen megakaryositik emperipolesis orant kontrol grubuyla karsilasgtinldiginda
snemli dlgiide artis gostermektedir. Kontrol grubu hayvanlarda oldugu gibi, 1mnlanan
hayvanlanin kemik iliginde de megakaryoblast, promegakaryosit ve platelet salan
(post-mature) megakaryositlerde emperipolesise gok az rastlanms ve en ok graniiler
(mature) megakaryositlerin emperipolesise upradify  tespit edilmigtir.  Bir
megakaryosit tarafindan yutulan hiicre sayist genellikle 2-5 arasinda deBismekle
beraber bazen bu smirin iizerine ¢ikabilmektedir (Sekil 4.2.2.1, 4222, 4223).
Yutulan hiicreler gogunlukla olgun nétrofillerdir. Bunlarda da emperipolesis goriilen
megakaryositler ve bu -megakaryositler tarafindan yutulan hiicrelerde higbir

bozulmaya rastlanmamig ve ayrica fagozom olusumu da gozlenmemistir.

Sekil 4.2.2.1. 56 saat 1ginlanmis Spalax Jeucodon kemik iliginde megakaryositik
emperipolesis. Bir megakaryosit tarafindan yutulan dort adet kemik
iligi hilcresi goriilmektedir. X1 000




31

Sekil 4.2.2.2. 112 saat igmlanmis Spalax leucodon kemik iliginde megakaryositik
emperipolesis. Bir megakaryosit tarafindan yutulan bes adet kemik
iligi hiicresi goriilmektedir. X1000

Sekil 4.2.2.3. 168 saat 1ginlanmis Spalax leucodon kemik iliginde megakaryositik
emperipolesis. Bir megakaryosit tarafindan yutulan alti adet kemik
iligi hiicresi goriilmektedir. X1000
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Isinlanmyg hayvanlarin  kemik iligi yayma preparatlarinda yapilan
taramalarda, bir tek megakaryositin yuttugu hiicre sayisimn en fazla 7 adet oldugu
tespit edilmigtir (Sekil 4.2.2.4). Bu sekilde ¢ok sayida ilik hiicresi yutan
megakaryositler genellikle ¢aplar1 biiyikk olan megakaryositlerdir. Bunun yaninda
112 saat 1ginlanan hayvanlarda bir defaya mahsus olmak iizere bir megakaryositin 10
adet kemik iligi hiicresini yuttugu gozlenmistir (Sekil 4.2.2.5).

Sekil 4.2.2.4. Isinlanmig Spalax leucodon kemik iliginde megakaryositik
emperipolesis. Bir megakaryosit tarafindan yutulan yedi adet kemik
iligi hiicresi yogun graniiler sitoplazma igerisinde goriilmektedir.
X1000
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Sekil 4.2.2.5. 112 saat iginlanmus Spalax leucodon kemik iliginde megakaryositik
emperipolesis. Bir megakaryosit tarafindan yutulan on adet kemik iligi
hiicresi goriilmektedir. X1000

Isinlanmus hayvanlarin kemik iliginde, sitoplazmast dagilmakta olan dejenere
megakaryositlere gok sik rastlanmaktadir. Degisik sayidaki ilik hiicrelerinin bu
megakaryositlerin cekirdekleri tarafindan yutulmasi veya gevrelenmesi dikkat geken
bir olaydir (Sekil 4.2.2.6). Isinlanan hayvanlarin kemik iligindeki megakaryositler
morfolojik bakimdan onemli farkliliklar gostermemekle beraber emperipolesise
ugrayan bazi megakaryositlerin sitoplazmalarinda yogun vakuolizasyon gdzlenmistir.
Bu tiir megakaryositlerde sitoplazmanin graniiler yapist bozuldugu i¢in boyanma
szellikleri de degismistir (Sekil 422.7):
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Sekil 4.2.2.6. Ismnlanmis Spalax leucodon kemik iliginde megakaryositik
emperipolesis. ~ Sitoplazmasi dagilmakta olan dejenere  bir
megakaryositin gekirdegi igerisinde dort adet kemik iligi hiicresi
goriilmektedir. X1000

Sekil 4.2.2.7. Ismlanmis Spalax leucodon kemik iliginde megakaryositik
emperipolesis. Sitoplazmasinda yogun vakuolizasyon goriilen ve
bes adet kemik iligi hiicresi yutmus olan megakaryosit. X1000
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4.2.3. Normal ve UV ile smlanmiy Spalax leucodon kemik iliginde

megakaryositik emperipolesis oranlarinin karsilagtiriimas:

Normal (1s1nlanmamug), 56, 112 ve 168 saat 1sinlanmig hayvan 6rneklerinin
kemik ilifi yayma preparatlarindaki megakaryositik emperipolesis oranlarinin
yiizdeleri (%), bunlarn aritmetik ortalama (M) ve standart sapmalan (SD) ve ayrica
istatistiksel analizleri Tablo 4.2.3.1, Tablo 4.2.3.2, Tablo 4.2.3.3, Tablo 4.2.3.4 ve
Tablo 4.2.3.5°de ayrintili olarak verilmistir. Bu tablolardan da anlagilacag: tizere
megakaryositik emperipolesis orani i1ginlanmamig hayvan Srneklerinde % 7.23, 56
saat 1gmnlanmig hayvan Orneklerinde % 11.53, 112 saat 1ginlanmig hayvan
drneklerinde % 23.06 ve 168 saat 1ginlanmig hayvan 6rneklerinde ise % 28.01 olarak
tespit edilmigtir. Bu sonuglar 1ginlanmis hayvanlarin kemik iliginde megakaryositik
emperipolesis olaymin 6nemli derecede arttifim gostermektedir. 56 saat 1ginlanmmsg
hayvanlar kontrol grubuyla karsilastinldifinda megakaryositik emperipolesis
olayinda bir artiy goriilmekle beraber bu fark istatistiksel bakimdan &nemli
bulunmamistir (a-a, p > 0.05). Isinlanmamig ve 56 saat 1ginlanmig hayvan 6mekleri
arasinda megakaryositik emperipolesisin yogunluk derecesinde fark yoktur (Tablo
423.1). 112 ve 168 saat isgmmlanmig olan hayvanlar kontrol grubuyla
karsilagtinldiginda aralarindaki fark istatistiksel bakimdan $nemli bulunmustur (a-b,
P < 0.05). Isinlanmis hayvanlar kendi aralarinda kargilagtinldiinda, 112 ve 168 saat
iginlanmg hayvanlar arasinda istatistiksel bakimdan dnemli fark bulunmamaktadir
(b-b, p > 0.05). Fakat 112 ve 168 saat igmnlanan hayvanlar 56 saat 1ginlanan
hayvanlarla kargilagtirildifinda aralarindaki fark istatistiksel bakimdan Onemli
bulunmugtur. Bu sonuglar 56 saat siireli UV 1ginlamasimin Spalax leucodon kemik
ilifginde megakaryositik emperipolesisin yogunlugu tizerinde ©Snemli bir etki
gostermedifini ortaya koymaktadir. 112 ve 168 saat sireli UV iginlamasi
megakaryositik emperipolesis oranim1 nemli 6lgtide arttirmaktadir. 112 ve 168 saat
stireli iginlama arasinda etki bakimindan fark bulunmamakta olup aym etkiyi
gOstermektedirler.
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Tablo 4.2.3.1. Hayvan gruplan arasinda megakaryositik emperipolesis olayinin
istatistiksel olarak karsilagtirilmasi (MG:Megakaryosit, M:Aritmetik

Ortalama, SD:Standart Sapma).
Hayvan Ornek | Normal Emperipolesis | Megakaryositik
Gruplar Sayis1 |MG Sayisi| Gorlilen |Emperipolesis (%)
MG Sayis1 M+ SD

Normal 6 2783 217 7.23 13.15 a
56 Saat UV 6 2654 346 11.53+3.61 a
112 Saat UV 6 2308 692 23.06+593 b
168 Saat UV 6 2157 843 28.01+7.84 b

X? test, a-a ve b-b: p> 0.05, a-b: p < 0.05.
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Tablo 4.2.3.2. Isinlanmamis hayvan 8rneklerinde megakaryositik emperipolesis (%).
(MG: Megakaryosit, M: Aritmetik Ortalama, SD: Standart Sapma)

Grup-1. Normal (Isinlanmamis) Hayvan Ornekleri
(Omek Preparat | Toplam | Emperipolesis Goriilen | Megakaryositik
No No |MG Sayist MG Sayisi Emperipolesis (%)
1 100 3 3
2 100 5 5
1 3 100 6 6
4 100 4 4
5 100 6 6
1 100 7 7
2 100 8 8
2 3 100 5 5
4 100 13 13
5 100 10 10
1 100 8 8
2 100 12 12
3 3 100 11 11
4 100 11 11
5 100 10 10
1 100 14 14
2 100 4 4
4 3 100 5 5
4 100 7 7
5 100 4 4
1 100 4 4
2 100 5 5
5 3 100 7 7
4 100 10 10
5 100 9 9
1 100 11 11
2 100 6 6
6 3 100 5 5
4 100 3 3
5 100 4 4
Toplam 3000 217 (M=SD): 7.23 £3.15
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Tablo 4.2.3.3. 56 Saat 1sinlanmig hayvan Srneklerinde megakaryositik emperipolesis
(%). (MG: Megakaryosit, M: Aritmetik Ortalama, SD: Standart

Sapma).
Grup-2. 56 Saat Ismlanmg Hayvan Ornekleri
Ornek Preparat | Toplam | Emperipolesis Gorillen | Megakaryositik
No No |MG Sayisi MG Sayist Emperipolesis (%)
1 100 16 16
2 100 12 12
1 3 100 14 14
4 100 20 20
5 100 9 9
1 100 8 8
2 100 10 10
2 3 100 17 17
4 100 13 13
5 100 12 12
1 100 7 7
2 100 10 10
3 3 100 6 6
4 100 14 14
5 100 12 12
1 100 7 7
2 100 9 9
4 3 100 9 9
4 100 15 15
5 100 12 12
1 100 7 7
2 100 14 14
3 3 100 1 11
4 100 7 7
5 100 9 9
1 100 17 17
2 100 11 11
6 3 100 16 16
4 100 14 14
5 100 8 8
Toplam 3000 346 (M£SD): 11.53 + 3.61
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Tablo 4.2.3.4.112 Saat 1sinlanmig hayvan 6meklerinde megakaryositik emperipolesis
(%). (MG: Megakaryosit, M: Aritmetik Ortalama, SD: Standart

Sapma).
Grup-3. 112 Saat Isinlanmig Hayvan Ornekleri
Ornek Preparat | Toplam | Emperipolesis Gorillen | Megakaryositik
No No |MG Sayis1 MG Sayisi Emperipolesis (%)
1 100 29 29
2 100 22 22
1 3 100 18 18
4 100 25 25
5 100 21 21
1 100 25 25
2 100 32 32
2 3 100 22 22
4 100 29 29
5 100 23 23
1 100 20 20
2 100 16 16
3 3 100 17 17
4 100 12 12
5 100 25 25
1 100 : 29 29
2 100 37 37
4 3 100 33 33
4 100 26 26
5 100 18 18
1 100 14 14
2 100 26 26
5 3 100 29 29
4 100 20 20
5 100 22 22
1 100 26 26
2 100 15 15
6 3 100 18 18
4 100 23 23
5 100 20 20
Toplam 3000 692 (M<SD): 23.06 + 5.93
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Tablo 4.2.3.5.168 Saat 151nlanmig hayvan Srneklerinde megakaryositik emperipolesis
(%). (MG: Megakaryosit, M: Aritmetik Ortalama, SD: Standart

Sapma).
Grup-4. 168 Saat Isinlanmg Hayvan Ornekleri
| Ornek Preparat | Toplam | Emperipolesis Goriilen | Megakaryositik
No No [MG Sayis1 MG Sayis1 Emperipolesis (%)
1 100 28 28
2 100 33 33
1 3 100 43 43
4 100 24 24
5 100 38 38
1 100 32 32
2 100 24 24
2 3 100 37 37
4 100 20 20
3 100 16 16
1 100 22 22
2 100 33 33
3 3 100 15 15
4 100 25 25
5 100 18 18
1 100 27 27
2 100 ‘ 23 ' 23
4 3 100 20 20
4 100 30 30
5 100 38 38
1 100 36 36
2 100 30 30
3 3 100 25 25
4 100 43 43
5 100 21 21
1 100 19 19
2 100 38 38
6 3 100 29 29
4 100 24 24
5 100 32 32
Toplam 3000 843 (M£SD): 28.01 + 7.84




4.3. Spalax leucodon Kemik iliginde Mitotik Aktivite

Tablo 4.3.1. Spalax leucodon kemik iliZinde mitotik aktivite (%)

Grup-1. Isinlanmamig Hayvan Ornekleri

Ornek No Interfaz Mitoz Toplam Mitotik Aktivite
Hiicre Sayis1 | Hiicre Sayist | Hiicre Sayisi (%)
1 1910 90 2000 4.50
2 1926 74 2000 3.70
3 1920 80 2000 4.00
4 1906 94 2000 4.70
5 1934 66 2000 3.30
6 1927 73 2000 3.65
Toplam 11523 477 12000 (M1SD): 3.97
Grup-2. 56 Saat Isinlanmig Hayvan Ornekleri
Ornek No Interfaz Mitoz Toplam Mitotik Aktivite
Hiicre Sayis1 | Hiicre Sayisi1 | Hiicre Sayis1 (%)
1 1913 87 2000 4.35
2 1924 76 2000 3.80
3 1925 75 2000 3.75
4 1933 67 2000 3.35
5 1931 69 2000 3.45
6 1935 65 2000 3.25
Toplam 11561 439 12000 (M1SD): 3.65
| Grup-3. 112 Saat Isinlanmms Hayvan Ornekleri
Ornek No Interfaz Mitoz Toplam Mitotik Aktivite
Hiicre Sayis1 | Hiicre Sayis1 | Hiicre Sayisi - (%)
1 1924 76 2000 3.80
2 1911 89 2000 4.45
3 1924 76 2000 3.80
4 1930 70 2000 3.50
5 1915 85 2000 4.25
6 1931 69 2000 345
Toplam 11535 465 12000 (MZSD): 3.87
Grup-4. 168 Saat Ismlanms Hayvan Ornekleri
Ornek No Interfaz Mitoz Toplam Mitotik Aktivite
Hiicre Sayis1 | Hiicre Sayis1 | Hiicre Sayisi (%)
1 1931 69 2000 3.45
2 1917 83 2000 4.15
3 1927 73 2000 3.65
4 1939 61 2000 3.05
5 1936 64 2000 3.20
6 1929 71 2000 3.55
Toplam 11579 421 12000 (M1SD): 3.50

41
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Ismlanmamig (normal) ve 56 , 112, 168 saat siireyle UV’ye maruz birakilan
hayvan Orneklerinin kemik iligi preparatlan {izerinde sayilan her 1000 hiicre
icerisindeki mitoz gegiren hiicre sayisimin tespit edilmesiyle mitotik aktivite
belirlenmis ve her grup hayvamn kemik iligi hiicrelerindeki mitotik aktivite oraninin
ylizdeleri (%), bunlarin Aritmetik Ortalama (M) ve Standart Sapmalann (SD)
Tablo 4.3.1°de verilmistir. Bu tablodan da anlagilacagi {izere mitotik aktivite,
isinlanmamg “hayvanlarin kemik iliginde % 3.97, 56 saat iginlanmig hayvanlarin
kemik iliginde % 3.65, 112 saat iginlanmmg hayvanlarin kemik iliginde % 3.87 ve 168
saat iginlanmis hayvanlarin kemik iliginde ise % 3.50 olarak tespit edilmigtir.
Ozellikle 168 saat ismlanmis hayvan Srnekleri kontrol grubuyla karsilastinldiginda
bir diiglis gozlenmigtir. Fakat gruplar kendi aralarinda karsilagtirildiginda her ne
kadar rakamsal farkliliklar goriiniiyorsa da, bu farkliliklar istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamgtir. Tablo 4.3.2°de goriildiigii gibi gruplar arasinda istatistiksel bakimdan
onemli farklihk yoktur (X? test, p > 0.05). Bu sonuglar da 56, 112 ve 168 saat
stireyle UV 1sinlamasinin Spalax leucodon kemik iligi hiicrelerinin mitotik aktivitesi
izerinde 6nemli bir degisiklige neden olmadifim g6stermektedir.

Tablo 4.3.2. Gruplar arasinda mitotik aktivitenin istatistiksel olarak kargilastiriimasi
(M:Aritmetik Ortalama, SD:Standart Sapma).

Grup Ornek | Interfaz Hiicre | Mitoz Hiicre | Mitotik Aktivite (%)
No Sayisi Saysi Sayisi M+SD
Normal 6 11523 477 397 + 0.53
56 Saat UV 6 11561 439 3.65 + 040 *
112 Saat UV 6 11535 465 3.87 £ 0.40 *
168 Saat UV 6 11579 421 3.50 + 0.38 *

* Kontrol grubuyla karsilagtinldiginda, X? test, p> 0.05.
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4.4. Spalax leucodon’da Karyotip Analizi

Konya ilinin 40 km giineyinde bulunan Akéren ilgesi ve 20 km giineyinde
bulunan Hatip kasabasindan elde edilen Spalax leucodon dmeklerinin kemik iligi
kromozom preparatlarn iizerinde yapilan karyotip analizi neticesinde diploid
kromozom sayisinin 2n = 60 oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4.1, 4.4.2).

Sekil 4.4.1. Erkek Spalax leucodon drmeginin metafaz plagi. X1000
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Sekil 4.4.2. Erkek Spalax leucodon 6rneginin karyotipi. 2n = 60.
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5. TARTISMA

Bu caligmada deney hayvam olarak kullandigimiz Spalax leucodon, hayatim
stirekli toprak altinda agtiga kapal1 galerilerde gegiren bir hayvandir. Araziden elde
edilen bu hayvanlann laboratuvar ortamina adapte edilmesi bagarilmg ve en fazla 8
ay siireyle yagatilmasi miimkiin olmugtur. Deney hayvam olarak korfareleri
segmemizin nedeni, bunlarin ultraviyole gibi giinesten gelen tabii radyasyona
dogrudan maruz kalmamalaridir. Bundan dolay: diger memelilere gére daha iyi
sonug verecegi diigtiniilmiigtiir.

Normal ve UV ile iginlanmis Spalax leucodon Srneklerinin kemik iliginde
morfolojik olarak tamimlanan megakaryositik hiicre tipleri 151k mikroskobuyla net bir
sekilde birbirinden ayirtedilebilmigtir. Kemik iligi preparatlan {izerinde say1
bakimindan en ¢ok graniiler (mature) megakaryositlere rastlanmigtir. Diger
megakaryositik hiicre tiplerine 6zellikle de megakaryoblastlara az sayida rastlanmasi,
bunlarin bir bagka hiicre tipine farklilagma siirelerinin olduk¢a kisa oldugunu
gostermektedir. Morfolojik bakimdan tamimlanan megakaryositik hiicre tipleri
Spalax leucodon ve diger memeli canlilarda sekil ve yapi itibariyle biiylik benzerlik
gostermektedir.

Caligmarmzda hem normal hem de UV ile igmlanmig Spalax leucodon
orneklerinin kemik iliginde megakaryositik emperipolesis olay1 gézlenmigtir. Fare ve
siganlarin kemik iligi izerinde yapilan bir ¢ok aragtirmada da kontrol ve deney grubu
hayvanlarda megakaryositik emperipolesis’e rastlanmigtir (Chiu 1984, Tavassoli
1986, Leven ve Tablin 1988, Lee 1989, Chyczewski 1994, Tanaka 1994, Novak
1995). Lee (1989), aym zamanda geng ve yash normal siganlarda olayr gézlemis,
yash siganlarda ise artig meydana geldigini belirtmigtir. Ayrica Breton-Gorius (1981)
ve Tavassoli (1981), megakaryositik emperipolesis’in insanlarda sadece patolojik
durumlarda degil normal sartlarda da goriilebilecegini ifade etmektedirler.

Bazi aragtirmacilar megakaryositik emperipoleses’i bir fagositoz olay1 olarak
degerlendirmislerdir (Halil ve Barret 1980, Sobolewski 1980, Zucker-Franklin 1981,
Lam ve ark. 1991). Fakat bu ¢aligmada yaptiimiz g6zlemlere gdre, bu olay gergek
fagositozdan farkli bir durum sergilemektedir. Emperipolesis’e istirak eden biitlin
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megakaryositler ve bunlarin sitoplazmalar1 igerisinde bulunan hiicreler tizerinde
yaptifimiz 11k mikroskobik g6zlemlerde, ne megakaryositler ne de yutulan
hilcrelerde herhangi bir morfolojik dejenerasyona rastlanmamgtir. Ozellikle,
megakaryositler tarafindan yutulan hiicrelerin ¢ekirdeklerinin normal yapilarm
korudugu goriilmiigtiir. Ayrica bir ¢ok Ornekte megakaryosit sitoplazmasinda
bulunan graniilli 16kositlerin graniillerinde de dagilma ve bozulma meydana
gelmemigtir. Bilindigi gibi fagositoz olayinda lizozomal enzimler ise karigmakta,
fagozom olugmakta ve partikiiller sindirilmektedir. Megakaryositlerin sitoplazmasi
icerisinde bulunan hiicrelerin etraﬁnda fagositik bir vakuoliin (fagozom) olugsmayist
ve sitoplazma igerisinde bulunan bu hiicrelerin bozulmadan kalabilmeleri bunun bir
fagositoz olamayacagim gostermektedir. Chiu (1984), Tanaka ve ark. (1994)’lan,
Bobik ve Dabrowski (1995), fare ve siganlarin kemik iligi {lizerinde gk
mikroskobuyla yaptiklar ¢aligmalarda, megakaryositler ve bunlar tarafindan yutulan
hiicrelerin morfolojik yapilarinin normal oldugunu ve buna bagh olarak da olayn
fagositozdan farklh goriindiigiinti belirtmektedirler. Shamoto (1981), faz-kontrast
sinematografi ve elektron mikroskopta, Migita ve ark. (1992)’lan, 151k ve elektron
mikroskopta, Boll ve ark. (1997)’1an, faz-kontrast sinematografide olay: incelemisler
ve megakaryositlerin sitoplazmasi igerisinde bulunan hiicrelerin uzun siire canh
kalabildiklerini bildirmiglerdir. Larsen (1970), Thiele (1984), De Pasquale ve ark.
(1985)’1ar1, Tavassoli (1986), Lee (1989), 151k ve elektron mikroskobuyla yaptiklari
¢ahigmalarda, megakaryositler tarafindan yutulan hiicrelerin demarkasyon membran
sisteminin bogluklarina yerlestiklerini ve normal yapilarim1 koruyabildiklerini
s8ylemektedirler. Burada demarkasyon membran sisteminin bogluklarina yerlegen
hiicrelerin enzim aktivitesinden korunabilecegi diiglincesi de akla gelmektedir.
Calismamizdaki gozlemlerimiz ve literatiir bilgileri 1siginda  konuyu
sentezledifimizde, megakaryositik emperipolesis’in fagositozdan farkli bir olay
oldudu kesindir. Bizim bulgularimizla bu konu iizerinde ¢aligan diger
aragtirmacilarin bulgulan arasinda biiyiik ¢apta bir ayrilik bulunmamaktadur.
Megakaryositler tarafindan yutulan kemik iligi hiicrelerinin megakaryosit
icerisinde sitoplazma veya gogu zaman gekirdek tarafindan gevrelendigi gbzlenmistir
(Parmley ve ark. 1982, Thiagarajan ve ark. 1985, Cashell ve Buss 1992). Ayrica
caligmamizda bir tek megakaryosit tarafindan yutulan hiicre sayisinin genellikle 1-3
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arasinda degistigi fakat bazen bu sayinin daha da arttig1 tespit edilmistir (Chiu 1984,
Bobik ve Dabrowski 1995, Dzieciol ve ark. 1995).

Parmley ve ark. (1982)’lari, Leven ve Tablin (1988), Bobik ve Dabrowski
(1995), sadece graniiler (mature) megakaryositlerin, Tanaka ve ark. (1994)’1an, Boll
ve ark. (1997)lan ise ¢ogunlukla graniller (mature) megakaryositlerin
emperipolesis’e istirak ettiini belirtmektedirler. Calisgmamizda, megakaryositik
emperipolesis’in  yogunluk derecesinde, graniiler (mature) megakaryositlerin
belirleyici rol oynadigi tespit edilmigtir. Ciinkd, Tip-1, Tip-2 ve Tip4
megakaryositlerde rastladifimz emperipolesis sayis1 biitiin 6rneklerde bir kagi
gegmezken, graniiler (mature) megakaryositlerde gok yogun bir gekilde gézlenmigtir.
Tip-1 Megakaryoblast ve Tip-2 Promegakaryositler heniiz farklilagmalarim
tamamlamamig olan hiicrelerdir (immature hiicreler). Tip-4 Platelet Salan (Post-
Mature) Megakaryositler ise yaglanmis olan hiicrelerdir ve her an dejenerasyona
ugrayabilirler. Hiicrelerin fonksiyonlarim tam olarak yerine getirebilmeleri igin
farklilagmalarin1 tamamlamig ve yaglanmamig olmalan gerekir. Emperipolesis olayr
da megakaryositlerin bir fonksiyonu olarak goriilmektedir. Emperipolesis’in
immature ve post-mature hiicre formlarinda ¢ok az goriilmesinin bir sebebi de
demarkasyon membran sistemi ile ilgili olabilir. Megakaryoblast ve
promegakaryositlerde DMS iyi gelismemigstir. Platelet salan (post-mature)
megakaryositlerde ise dejenere olmaya baglamigtir., Megakaryositler tarafindan
yutulan hiicrelerin, diga agik bir kanalikiiler sistem olan DMS’nin bogluklan igerisine
yerlestigini diigiindiiglimtizde, DMS’nin ¢ok iyi gelistiZi ve biitiin sitoplazmaya
yayildig1 graniiler (mature) megakaryositlerde emperipolesis’in nigin yogun olarak
goriildiigiintin sebebi agiklanabilir. Burada asil sorgulanmasi gereken konu DMS’nin
bir hilcreyi igine alacak kadar genisleme 6zelliine sahip olmasidur.

Normal ve UV ile iginlanan Spalax leucodon kemik iliginde megakaryositler
tarafindan yutulan hiicrelerin daha ¢ok graniilositler oldugu gdzlenmigtir.
Graniilositlerden de en ¢ok nétrofillere rastlanmigtir. Bu durum nétrofillerin diapedez
potansiyellerinin yiiksek olmasindan kaynaklanabilir. Migita ve ark. (1992)’lan, -
kesin olmamakla beraber- nétrofillerin membran yiizeyinde bagli bulunan Ig-G
molekiillerinin megakaryositik emperipolesis olayinda 6nemli bir roliiniin
olabilecegini belirtmektedirler. Megakaryositik emperipolesis’e igtirak eden
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eritroblast ve lenfositlere daha az rastlanmaktadir. Bir ¢ok aragtirmada megakaryosit
sitoplazmasinda bulunan hiicrelerin ggnellikle graniilositler, eritroblastlar ve
lenfositler oldugu belirtilmektedir. (De Pasquale ve ark. 1985, Thiagarajan ve ark.
1985, Chyczewzki ve ark. 1994). Shamoto (1981), Chiu (1984), Bobik ve Dabrowski
(1995), ¢ofunlukla notrofillerin megakaryositik emperipolesis’e ugradifim
belirtmektedirler. Parmley ve ark.’lar1 (1981) ise yutulan hiicrelerin sadece nétrofiller
oldugunu, noétrofil onciilleri ve difer kemik iligi hiicrelerinin megakaryosit
sitoplazmasinda bulunmadifim ifade etmektedirler. Bizim gbzlemlerimiz, bu
yonleriyle Parmley ve ark.’lanimin (1981) sonuglanindan farklihk gostermekte,
digerleriyle ise benzerlik tegkil etmektedir. Chiu (1984), siganlarin kemik iligi
lizerinde yaptifn calismasinda, dier kemik iligi hiicrelerinin yamsira bir
megakaryositin de bagka bir megakaryosit tarafindan yutuldugunu belirtmektedir.
Ancak bizim ¢aligmamizda béyle bir duruma rastlanmamugtir.

Spalax leucodon kemik iligi tizerinde yaptifimiz bu ¢aligmada, ultraviyole ile
1sinlanmig hayvanlarin kemik iliinde megakaryositik emperipolesis oraninda Snemli
bir artig tespit edilmigtir (Tablo 4.2.3.1). Bu artig 6zellikle 112 ve 168 saat slireyle
ultraviyoleye maruz kalan hayvan Srneklerinde etkili goriilmektedir. Bu gruplarda
megakaryositik emperipolesis kontrol grubuyla karsilagtinnldiginda bir kag kat artmms
vaziyettedir. Benzer gekilde Bobik ve Dabrowski (1995), X-ismi uyguladiklan
farelerin kemik iliginde megakaryositik emperipolesis oraninin normal farelerinkine
gore 3-4 kat arttifim1 belirtmislerdir. Bu durum kemirici memelilerin kemik iliginde,
ultraviyole radyasyonun megakaryositik emperipolesis fizerine etkisinin iyonize
radyasyonla hemen hemen aym: oldugunu gostermektedir. Bununla beraber Pyczek
ve ark. (1994)’lan, diigiik enerjili lazerin sigan kemik iliginde mitotik aktivite ve
mast hiicre sayisim degisiklife ufratmasina ramen megakaryositik emperipolesis
oramm pek fazla etkilemedigini belirtmislerdir. Bunun sebebi diisiikk enerjili lazerin
hayvanin diga agik biitiin yiizeyine degil de, sadece lokal olarak kemik iliine kisa
stireli uygulanmasindan kaynaklaniyor olabilir. Fakat yine de bu sonuglar, ultraviyole
ve diigtik enerjili lazer 1sinlamasinin megakaryositik emperipolesis {izerine etkilerinin
birbirinden farkh oldugunu gdstermektedir. Bir ¢ok aragtirmaci megakaryositik
emperipolesis’in gesitli kanser ve tiimOr hastaliklarinda ¢ok yogun olarak
gorilldiijiinii ve bu olayn adeta kanser tiimorleriyle 6zdeslestigini belirtmektedirler.
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Ultraviyole radyasyonun viicudun disa agik yapilarinda kansere sebep oldugu ¢ok iyi
bilinmektedir (Kinet-Denoel ve Breton-Gorius 1973, Halil ve Barret 1980,
Sobolewski 1980, Rozman ve Vives-Corrons 1981, Shamoto 1981, Djaldetti ve
Strauss 1982, Parmley ve ark. 1982, Burkhardt ve ark. 1984). Kemik iligi her ne
kadar viicudun i¢ yapisinda bulunsa da viicudun disa agik yapilarinda ve dolasim
kaninda meydana gelen patolojik degisikliklerden gok ¢abuk etkilenen bir dokudur.
Calismamizda megakaryositik emperipolesis orammnin 1ginlanan hayvanlarda nemli
derecede artig gbstermesi yukaridaki bulgular: desteklemektedir.

Insan, fare ve siganlarin kemik iligi tizerinde 151k ve elektron mikroskobuyla
yapilan bir ¢ok ¢alismada, megakaryositik emperipolesis’in ¢esitli kanser tlirleri,
degisik tiimorler, trombosit bozukluklari, hipoksiya (oksijen yetmezligi), anemi ve
fazla kan kayb1 durumlarinda 6nemli olgiide artis g6sterdigi bildirilmigtir (Chen ve
ark. 1972, Kinet-Denoel ve Breton-Gorius 1973, Sahebekhtiari ve Tavassoli 1976,
Halil ve Barret 1980, Sobolewski 1980, Rozman ve Vives-Corrons 1981, Shamoto
1981, Djaldetti ve Strauss 1982, Parmley ve ark. 1982, Burkhardt ve ark. 1984).
Fakat baz kemik iligi hiicrelerinin megakaryosit sitoplazmas: igerisine gd¢iinii veya
megakaryositler tarafindan yutulmasim tam olarak agiklayan ve bunun Gnemini
ortaya koyan kesin bir gbriig belirlenmis degildir. Kemik ilifi megakaryositlerinde
gorilen bu olayin yopunluk derecesinin tek basina hastaliklarin teshisinde bir
Oneminin olup olmadif: tartigma konusudur. Bununla beraber konuyla ilgili degisik
fikirler ileri strlilmiigtir. De Pasquale ve ark. (1985)lari, megakaryosit
sitoplazmasinin diger hiicreler igin kemik ilifinin elverigsiz sartlarina kaf§1 sifinak
tegkil edebilecegini; Migita ve ark. (1992)’lan, nétrofillerin membran yiizeyinde
bulunan Ig-G molekiillerinin megakaryositik emperipolesis olayinda onemli bir
rolimiin olabilecegini; Bobik ve ark. (1995)lari, megakaryositler ve bunlarin
sitoplazmas: igerisinde bulunan hiicrelerin membran yiizeyinde yer alan adhezyon
molekiillerinin hiicreler arasinda bdyle bir etkilesime neden olabilecedini; Novak ve
ark. (1995)’lan, gesitli durumlarda megakaryositik emperipolesis oraninda goriilen
artig sebebinin -kesin olmamakla beraber- megakaryositlerin alfa graniillerinden
salgilanan bazi kemotaktik faktdrlere bagh olabilecegi ve bu kemotaktik faktdrlerin
diger kemik iligi hiicrelerini megakaryosit sitoplazmasina dogru gekebilecegi goriisii
{izerinde durmuglardir.
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Biitin bunlarin yamnda daha etkili bir goriigii savunan Tavassoli (1981,
1986), Tavassoli ve Aoki (1989), Dzieciol ve ark. (1995)’lar1, siganlar iizerinde
deneysel olarak olugturulan kan kaybinin megakaryositik emperipolesis’i Snemli
ol¢tide arttirdigini ve agir1 kan kaybinin bu olay1 yonlendirdigini kaydetmislerdir. Isik
ve elektron mikroskobuyla yapilan gézlemlerde, megakaryositlerin genellikle kemik
iliginin sinlis endotheliumuna yakin bélgelerde bulundugu belirtilmis ve
megakaryositlerin kemik ilii ve kan dolagimi arasinda ilik-kan bariyerinin bir
elemam oldugu goriigii ileri stirlilmiigtiir. Aragtirmacilara gore, asin kan kayb
sonucu kan hiicre sayisinda meydana gelen azalma, dolagim kanmnmn hiicre ihtiyacim
arttirmakta, bu ise ilik-kan bariyeri arasindaki hiicre trafigini hizlandirmaktadir. Kan
hiicrelerinin tiretildidi yer olan kemik ilifindeki bazi hiicreler ilik dokudan kan
dokuya gegmek igin megakaryositleri bir tagiyici olarak kullanmakta ve bariyerin ilik
tarafinda megakaryosit sitoplazmasina girmektedirler. Daha sonra bu hiicreler
canlibklarim yitirmeden bariyerin difer tarafinda megakaryosit sitoplazmasindan
¢ikarak kan dolagimina katilmaktadirlar, Boylece ¢ok daha hizh bir sekilde kan
dolagimimna gegebilmektedirler. Megakaryositlerin, ilik-kan bariyeri arasinda hizh
hiicre gegisini saglayan bdyle bir mekanizmaya aracilik etn;esi ise megakaryositik
emperipolesis’in yogunluk derecesini 6nemli Slgiide arttirmaktadr.

Morison ve ark. (1979)’lan, kan dolagimindaki lenfosit sayisinda meydana
gelen azalmamn, UV-B radyasyonun in vivo etkilerinden birisi oldugunu
belirtmektedirler. Giiven ve Yardimci (1989), Candan ve Giiven (1996) yaptiklan
calismada, ultraviyole ile 1gmlanan korfare (Spalax leucodon)’de 1 mm® kandaki
lokosit sayisinda digliy meydana geldigini gOstermislerdir. Calymamizda
megakaryositik emperipolesis oraninda meydana gelen artigin sebebi de kan
dolagimindaki hiicre sayisinda meydana gelen azalma ile ilgili olabilir. Bu durumda
megakaryositlerin ilik-kan bariyerinin bir elemam oldufu goriisli, megakaryositik
emperipolesis olaymin biyolojik mekanizmasim daha iyi agikliyor gibi
goriinmektedir. Megakaryositik emperipolesis olaymn fizyolojik mekanizmasi
hakkinda ortaya atilan hipotezler igerisinde, megakaryositlerin ilik-kan bariyeri
arasinda hizhh hilcre gegisini saglayan tagiyic: bir hiicre olabilecegi gorisil agirlik
kazanmaktadar.
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Morison ve ark. (1979)’lar1, Morison (1989), Pretell ve ark. (1984)’lan UV
radyasyonun in vitro ortamda memeli hiicrelerinde mitotik sinyallere zarar vererek
hiicre boliinmesini inhibe ettigini ve bu etkinin in vivo olarak da kendini
gosterebilecegini belirtmektedirler. Bizim gallsmamlzda ise UV radyasyonun Spalax
leucodon kemik iligi hiicrelerinin mitotik aktivitesi iizerine in vivo etkisinin gok
diisiik seviyede oldugu sonucuna varilmigtir. Ciinkdi UV etkisi ile hiicre ¢ogalma
diizeyinde meydana gelen diigiis istatistiksel olarak Snemli bulunmamgtir (Tablo
4.3.2).

Pyczek ve ark. (1994)’lan, diigiik enerjili lazerin sigan kemik iligi {izerine
lokal uygulanmasindan sonra (in vivo) mitotik aktivitede artiy meydana geldigini
bildirmektedirler. UV radyasyonun tersine diisiik enerjili lazerin hiicre gogalmasinda
meydana getirdigi artig, lazer ve UV’nin mitotik aktivite tizerine etkilerinin gok farkli
sekilde oldugunu géstermektedir.

Vlasov ve Kvacheva (1998), gamma ve X-iginina maruz kalmis insan ve
gesitli memeli hayvanlarin kemik iligi tizerinde yaptiklan g¢aligmada mitotik
aktivitede bariz bir diisiis meydana geldigini belirtmektedirler. Bizim ¢ahgmamizdan
elde ettigimiz sonuglar UV radyasyonun mitotik aktivite {izerinde gamma ve X-151m
kadar etkili olmadigim gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada deney hayvam olarak kullandigimiz Spalax leucodon, hayatim
stirekli toprak altinda agti1 kapali galerilerde gegiren bir hayvandir. Araziden elde
edilen bu hayvanlarin laboratuvar ortamina adapte edilmesi basarilmis ve en fazla 8
ay siireyle yagatiimasi miimkiin olmugtur.

Ultraviyole iginlamasi Spalax leucodon kemik iliginde megakaryositik
emperipolesis olaymi nemli derecede arttirmaktadir. Ozellikle 112 ve 168 saat
siireyle ultraviyoleye maruz birakilan hayvanlarda bu durum bariz bir gekilde
goriilmektedir. Megakaryositik hiicre tipleri igerisinde graniiler (mature)
megakaryositler, emperipolesis oraninda belirleyici role sahiptir. Ciinkii en ¢ok bu
hiicreler megakaryositik emperipolesise istirak etmektedir. Bir tek megakaryosit
tarafindan yutulan kemik iligi hiicre sayis1 genellikle 1-3 arasinda degismekle
beraber bazen bu sayinin iistiine gikabilmektedir. Megakaryositler tarafindan yutulan
hiicreler genellikle notrofil graniilositlerdir. Megakaryositler ve nétrofiller arasinda
bilinmeyen bir etkilesimin oldugu kesin goriinmektedir.

Istk mikroskobu altinda megakaryositik emperipolesis  olaymnda,
megakaryositler ve bunlar tarafindan yutulan hiicrelerin morfolojik yapilarinda
herhangi bir dejencrasyona rastlanmamaktadir. Megakaryositik emperipolesis
olaymnin, hiicrelerde dejenerasyon ve fagozom tegekkiilii gériilmemesi yOniiyle
fagasitozdan farkhh bir olay oldufu kesin gériinmektedir. Bu olaymn fizyolojik
mekanizmasimn tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in yeni ¢aligmalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Ozellikle 168 saat 1ginlanan hayvanlarm kemik iliginde mitotik aktivite
oraninda bir dilglly gozlenmigse de bu, istatistiksel olarak anlamli bulunmarmgtar.

Deneylerimizden elde ettigimiz sonuglar, ultraviyole radyasyonunun Spalax
leucodon kemik iliginde degisikliklere neden oldugunu ve bu degisikliklerin iyonize
radyasyonun etkilerine benzedigini gostermektedir. Bu nedenle konu tizerindeki
aragirmalar genigletilmeli, insan ve g¢evre saghf1 agisindan ortaya ¢ikabilecek
risklere kars1 6nlemler gelistirilmelidir.
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Diger c¢evresel etkenler gibi ultraviyole radyasyonu da hayvansal
organizmalarin faaliyetleri lizerinde etkilidir. Bunlardan birisi “cholecalciferole”
(Vitamin D,) sentezi ile ilgili fizyolojik mekanizmay: harekete gegirmesidir. Bu
calismamizla, ultraviyole radyasyonunun kemik iligi gibi hemopoietik dokular
tizerinde de etkili oldugu gosterilerek bilime bir katk: saglanmigtir.
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