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1.GIRIS

Eski ¢aglardan gunumuze kadar ulasan bilimsel yéntemlere temel olan biyolojik

pilimler gunden gine bircok aragtirmaci tarafindan degisik boyutlaryla
incelenmektedir. Bilim ve teknolojideki gelismeler ginimuzde en hizli geligim
surecini yasamaktadir.
Yirminci yUzyila bilgisayar ¢agi olarak baktigimizda; bugin hafizasinda yUtzbinlerce
bilgi saklayan ve son derece karmasik igleri bir anda ¢ézen dev komputdrler
gelistirilmigtir. Fakat canlilari inceledidimizde bir tek hlcrenin yaptigl ise bakacak
olursak higbir bilgisayarin erisemiyecegdi dizeyde oldudunu gérartiz. Hlcrenin yapi
ve islevini anlamak igin ¢alismalar molekiler diizeyde olmustur. Molekiler duzeyde
yapilan ¢alismalar "Genetik" bilim dalinin ortaya ¢gikmasina neden olmustur.

Genetigin babasi sayilan Mendel'in ve diger birgok arastiricinin yaptikiari
deneyler sonucu canlilarin tim &zelliklerinin kusaktan kusaga "Gen'" adi verilen
maddelerle tasindig! bilinmektedir (5). Genlerin kromozomlar Uzerinde bulundugu
Griffit tarafindan bulunmustur.

Yerylzundeki yuzbinlerce canli tirinun birbirinden farkli olmasini sagdlayan en
6nemli faktér, ture 6zgl kromozom sayisi ve kromozomlar Gzerinde bulunan genlerin
say! ve dizilislerindeki farkhliktir.

Hlcre nukleusunda bulunan haygtm ve canhligin sirrt DNA adi verilen genetik
materyalin yapisinda yeralan dért bazin (A.G.T.C) milyonca degisik dizilisinde ve her
dizilisin belirli bir boyutsal anlam ifade ediginde gizlidir (21).

Molekuler genetik alaninda yeni aragtirma yéntemi olarak kisa sUre énce yerini
almig olan "Gen klonlama sistemleri" ve "Polimeraz Zincir Reaksiyonlari (PCR)" DNA
haritalarinin gikartiimasi calismalarina katkilariyla molekuler genetik galismalarda
devrim sayilabilecek bir streci baslatmistir (64).

Ik kez 1986 yilinda Renato Dalbecco tarafindan "insan genomunun timindn
nukleotid dizisinin saptanmasi gerekir" seklinde éne surmis oldugu sav kisa sure

sonra hayata gegirilmeye baslanmistir. 1990 yilinda insan genom projesi i¢in zaman
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islemeye baslamistir. insan genom projesinin islemeye baslamasi ile mitokondrial;
DNA diginda boyutlari 80-300 milyon baz ¢ifti arasinda degisen 22 otozom ve 2
cinsiyet, kromozomlarina dagiimig bulunan 3.3 milyon civarinda DNA baz giftinin
haritasinin  gikartiimas! ve gen dizilerinin belirlenmesi amaglanmaktir. insan
genomunu olusturan 100.000 genden 1991 yili sonuna kadar 5000 gen
cozumlenerek argivienmis, 1900 tanesinin bir kromozomla ilgili oldugu varsayiimig
ve 600 tanesi de klonlanmis olarak elde edilmistir (64).

Bilim dunyasinda gecen her hafta igin de ortalama 30 gen tanimlanarak
nukleotid dizisi belirlenerek haritasi ¢ikartiimaktadir.

Yaklasik 2000 yilina kadar insan genomunu olusturan 100.000 insan geninin
katologunun tanimlanacag tahmin edilmektedir (24,63).

DNA baz ¢iftleri esas alinarak DNA haritalari olugturulmustur. Bin baz ¢ifti "Kilo
baz", milyon baz cifti de "Mega baz" olarak adlandiriimistir. DNA'nin organizasyonu-
nu gosteren G¢ ¢esit harita vardir.

Fiziksel haritalar: DNA molekull kendine 6zgul enzimler tarafindan kirilir. Bu
enzimlere restriksiyon enzimleri denir. Hucrede bu enzimlerden yizlerce gesit
belirlenmistir. En basit fiziksel haritalar; spesifik restriksiyon enzimlerinin DNA
molekulint kestikleri noktalara gére yapilan DNA haritalarnidir. Restriksiyon
haritalari, rekombinant DNA kionlari ile istenilen DNA parcalari blyik miktarlarda
saflastiriimak suretiyle yapiimaktadir (20).

Sitogenetik haritalar: Gunumuizde oldukga ilerlemis bantlama teknikleri ile
kromozomlar incelendiginde her bir kromozoma 6zgi olan ve 45 (mega baz) cifti
iceren degisik tonda boyanmis bant bélgeleri ayirtedilebilmektedir. Metafaz
plaklarindan hazirlanan karyotipler incelendiginde bireylerdeki delesyon,
rearanjman, translokasyon ve diger anormallikleri gésteren gérsel bir simgedir.

Genetik haritalar: Baglanti haritalar! olarak bilinirler ve belirli DNA araliginda
genetik isaretlerin gérece konumlarini yansitir. Isaretler arasi mesafe fiziksel

uzakliktan ¢ok kaltsal 6zelliklere dayanir. Iki homolog kromozom pargasinin



pirbirinden ayirt edilmesinde ve bir kugaktan sonraki kusaga aktirilmasini izlemekte

kullantlir (22,24,64,75),

DNA molekiliinin yukarida s6z( edilen fiziksel ve genetik haritalarin nukleotid
seviyesinde ortaya cikariimasinda klonlama sistemleri ve polimeraz zincir
reaksiyonlari kullaniimaktadir (22,24).

a) Klonlama sistemleri: Hizli sekilde Ureyen bir organizmanin DNA'sinin
uretilmesi istenilen ve 6zgun restriksiyon enzimleri ile kesilerek elde edilen yabanci
DNA parcacigi eklenip konakgi DNA ile birlikte gogaltiimasi ilkesine dayanir.
Yeterince cogaltilan DNA pargacidi izole edilerek elektroforetik yéntemlerle nukleotid
dizisi belirlenebilir. Bir Escherchia coli plazmidine 10 kilo baz'dan kigik DNA
pargalart eklenerek klonlanabilirken, kozmid plazmid adi verilen modifiye
plazmidlerle 40-45 kb'lik DNA pargalari klonlanabilmektedir. En son gelismelerle ise
bakteri plazmidleri yerine YAC (Yeast Artificial Chromosome) adi verilen yapay maya
kromozomlari ile 100-1000 kb'lik DNA'larin klonlanmasi yapilabilmektedir (22,75).

b) Polimeraz Zincir Reaksiyonlari: Kalip olarak kullanilan DNA iplikgiklerine
yuksek o6zgullukle baglanabilen iki sentetik oligonukleoitid hedef DNA'yi sinirlar.
DNA sentezi oligonukleotide dogru ilerler, DNA sentezi tanimlanmis 6rnek 90°C
isitilarak ¢ift sarmalli DNA molekulinin ayrilmasi (denattrasyonu) saglanir.

Sogutma islerinden sonra bu olay arka arkaya 25-40 kez tekrarlandiginda
genetik dizi seklinde Ussel bir artis séz konusu oldugundan &rnek DNA
pargacigindan yUzbinlerde kopya elde edilmis olur. Bundan sonraki asamada &érnek
DNA pargaciginin dizisi elektroforetik islemlerle belirlenebilmektedir.

Kromozomlar Uzerinde normalde inaktif halde bulunan ve onkogenler adi
verilen genler bulunmaktadir. Su giine kadar saptanabilen onkogenler 2,7,11,19 ve
22 numarah kromozomlarda birer 8,12 ve 17 numarall kromozomiarda 4 tane olmak
GUzere 50'nin  Ustindedir (3). Onkogenler normalde inaktif olup, bazi
kemoterapétikler, radyasyon, sigara zehirleri ve rearanjmanlarin etkisiyle aktif hale
gelebilmektedirler. Bazi kanser turleri ile kromozomal duzensizlikler arasinda

iligkiler oldugu bilinmektedir (22,34).
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Kanser, hucrelerin gereksiz ve zamansiz olarak organizmanin dizenleme ve
ayarlama mekanizmasinin disinda, kontrol edilemeyen gelisme ve ¢ogalmasi sonucu
olusturduklar! doku veya organin buyumesi ile karakterize olan genis bir hastalik
grubunu icerir. Kanserdeki en ¢nemli sorun; gereginden fazla olusan ve
denetlenmeyen hicre bélunmesidir (43,44). Kanser htcresinin bdlinmesi normal
dokulara gore farkhdir. BUtin enerji bélinmeye harcandigi icin bélinme gok hizli
olmaktadir. Farklilagmig hlcrelerin hemen her tirt kanser hicrelerine dénusebilir.

Calismada kullandigimiz "Bleomycin", kanser terapisinde kullanilan anti timér
aktiviteye sahip bir grup peptide verilen genel bir addir. "DNA" da ayrismalara ve
fragmantasyonlara (pargalanmalara) neden olurlar (6). Bleomycin, lenfoma ve testis
kanserlerinde etkindir (6).

Biz calismamizda denekleri kronik olarak sigara kullanan sigara tiryakilerinden

sectik. Sigaranin ve bleomycinin tek basina ve kombine etkilesimleri sonucu neden

olduklari kromozomal duzensizlikleri belirlemeyi amacladik.



2.GENEL BILGILER

2.1.Bleomycin Hakkinda Genel Bilgiler

Streptomyces verticullus'un fermentasyonu ile Uretilen, anti tamér ajanlarin
snemli bir grubu olan bleomycin 1962 yilinda Umezawa ve arkadaslari tarafindan
pulunmustur (8,10,11,14,15,18,25,33,35,40,42,46,50,57,63,66,68,69,70).Halen klinik
olarak kullanilan bakirin glikopeptidlerle chelatig bag yaparak olusturdugu karigimin
predominant olarak iki kapali ilgi ajanlari, bleomycin A ve bleomycin By igeren bir
ilagtir (11,14,15,19). Bunlar Aq, Ag, A3, A4, As, Ag, A-b, Ap-a, B4, B, B4, Bs, Bg
olarak izole edilmistir (6,28,65,74). Asit ve baz stabilitesi ile fleomisinden
(Phyleomycin) ayirt edilir (11,14,15,19). Izole edilen bleomycin kompleksinin sulfur,
kromofor ve bakir igerdigi bulunmustur (15,69). Fleomisin D4 ve E'nin oksidasyonu
Bleomycin B2 ve B4'l verir.

Hucrelerde serbest radikaller olusturarak DNA zincirlerinde kirilmalara neden
olur. Diger antibiyotiklerden farkli olarak belirgin derecede déneme 6zgl etkinlik
gosterir. En fazla Go déneminde etkilidir. Geg G4, erken S ve M dbénemlerinde de
etkilidir.

Diger birgok neoplastik ajanlarla  karsilastirdigimizda  bleomycinin
mylosuppresive ve immunosuppressive aktivitesi minimaldir (11,14,15,19). Nadiren
kutanéz ve pulmoner toksiteye neden olur.

2.1.1.Bleomycinin Kimyasal Yapisi

Bleomycin suda eriyebilen, bazal glikopeptidleri birini digerinden ayiran kendi
terminal amin kisimlaridir (11,14,15,19). Kimyasal yapisi hala tartisiimakta oldugu
halde, simdiye kadar bleomycin C, H, O, N ve S igeren bir glukolipid oldudu kabul
edilmistir (prospektisten).

Bleomycinlerin timd 5. amino asit, 1 amin, 1 glukoz ve 3-o-karbamil D-mannoz
icerir ve terminal kisimlar ile biri digerinden ayrilir (15,70). Bleomycinler Cut2 ve

Fet2 jle ekimolar kompleksler olustururlar (11,14,15,19).
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2.1.1.1.Klinik Olarak Kullanilan Bleomycin Sulfatin Spesifikasyonu

Birlesmis Milletlerde klinik olarak kullanilan bleomycin yani blenoxane bakiri
cesitli bleomycin turlerinden ayirir (15,70). Blenoxane, 15 Unitelik sigelerde krema
renkli bir toz halinde temin edilir. Etki glct 1.2-1.7 Unit/mg arasindadr.

Daha 6nce 15 mg potens seklinde bir miktar birimi kullaniimaktayken, simdi
daha degisik olan "Unit" terimi kullaniimaktadir. Blenoxane 15 tnit 15 mg potense,
etki guct de 1.2-1.7 Unit/mg arasindadir (7,30).

Blenoxane'nin %65'i bleomycin A grubu tarlerini igerirken, total agirhginin %35'i
bleomycin B grubu tarlerini igerir. Bleomycin A, ve B, tam agirhdinin sirasi ile %55-
70'ini ve %25-32'sini meydana getirir. Bakir igerigi %0.1 den daha azdir (7).

2.1.1.2.Stabilite

Lyofilize olan bleomycin sulfat tozu oda sicakliginda 1-2 yil stabildir. Ayrica
suda ve %5-10 dekstrozdaki solusyonda ve oda sicakliginda en az 8 saat stabil
olarak kalabilir (7). (Prospektlsten not! normal 1si derecelerinde (15-25°) bir yil
devam eder). Heparin igeren sollsyonlarda stabilitesi kanittanmamistir (7).

Bleomycin saf vazelinde bozulmaz, iki yil iginde aktivitesinin %7'si zarar gorur.
Fakat benzan ruhu veya dermobazda tamamen anstabildir (7).

2.1.2.Bleomycinin etki mekanizmasi

Bleomycin'in birgok ilging biyokimyasal 6zellikleri var ise de onun yetenegi
sitotoksik etkisinin sonucudur. In vitro g¢alismalar bleomycin hicrelerin htcre
siklusunda G, fazinda birikmesine neden olur ve bu hicrelerin ¢ogu kromozomal
aberasyonlar gdsterir; kromozomal kiriklar, gapler fragmentler ve translokasyonlar
gibi bleomycin O, ve Fe*2 ile etkilesmesi DNA'yl béimeye neden oluyor gibi
g6zukmektedir. Oksijen ve ditiotreitol gibi indirgen bir ajan varli§inda
Metalobleomycin kompleksi bir ferréz oksidaz olarak aktive edilir. Fet2 den
elektronlari molekiler oksijene aktararak aktive edilmis oksijen turevleri Uretir
(11,14,15,19).

Metalobleomycin kompleksinin flavin enzimi, reaksiyonu, NADPH-sitokrom

Paso reduktaz ile aktive edilebildiginde gdsteriimistir. Bleomycin DNA'ya amino
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terminal peptidi ile baglanir ve aktive edilmig kompleks serbest radikaller olusturur.

pu radikaller DNA zincirinin bélinmesinden sorumludurlar (11,14,15,19).

2.1.2.1.Bleomycin Aksiyon Mekanizmasi

a) Aktive Spektrumu

Bleomycin'in ¢esitli kaynaklardan izole edilen DNA Gzerine etkili oldugu
gosterilmistir (8,11 ,14,15,16,18,33,37,39,42,46,68,70).

Bleomycin'in polintkleotidler Uzerine etkileri, reaksiyon durumiart ve deneme
metodlari; polinikleotidin baz kompozisyonu, molekul agirligi ve ikincil yapilarindaki
degisikliklerle belirlenmistir (7).

Tek zincirli deoksi-polinukieotidler genellikle ¢ift zincirli molekillerden daha
cabuk bozulmaya ugrarlar (7).

Dogal olarak olusan RNA ve sentetik poliribonukieotidler bleomycin ile
bozulmazlar (15,68).

Mueller ve arkadaslari bleomycin'in DNA'ya bagli DNA polimeraz enzimini ve
RNA'ya bagh DNA polimeraz enzimini inhibe ettigini géstermektedirler (68).

inhibisyon DNA Uzerine olmaktan daha fazla enzim Gzerine etkilidir (15,68).

b) Reaksiyon Karakteristikleri

Optimal aktiviteye sahip olabilmek igin bleomycin serbest bakir igermelidir.
Reaksiyon karigimina EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit), Cutt ve Zn*+
eklenmesi DNA bozulmasini engeller, fakat ayn: sey magnezyum i¢in gecerli degildir
(15,33},

Her ne kadar DNA zincirindeki kirilmalar katalizér yoklugunda meydana gelse
de, oksitleyici ve redukleyici ajanlari varhiginda DNA bozulmasi énemli derecede
uyarilir. Cok sik olarak kullanitan katalizér 2-merkaptoetanoldir. Dithiothreitol,
askorbik asit, sulfhidril ve hidrojen peroksitin de DNA bozulmasini yani bleomycin
aktivasyonunu arttirdigi gésterilmistir (15,31,33,37).

DNA bozulmasi icin optimal pH aralig: 7-8 dir.



2.1.2.2.Hicreler lizerine etkileri

a) Biiylimenin inhibisyonu

Bleomycin genis bir antiviral ve antibakteriyel spektruma sahiptir. Bleomycinin
virusler, bakteriler ve memeli hicrelerinin replikasyonunu engelledigi gosterilmisgtir.
Birgok gram pozitif ve gram negatif bakterileri, T4 fajinin ve SV, virGslerinin
replikasyonunu engeller (11,15).

Bleomycin timér buyumesini engelleyerek anti-tumér, antineoplastik aktivite
gosteren bir ilagtir (11,14,15,18,39,70).

Normal karaciger hucrelerinin ve PHA (phytohemagglutinin) ile uyarilan
lenfositlerin blastogenezisini de engeller (15,40).

2.1.2.3.Makromolekiil Sentezi Uzerine Etkileri
a) DNA Sentezi:

Bleomycin duyarli hicrelerdeki DNA sentezini inhibe eder. Ayrica bleomycinin
in vivo DNA sentezini de inhibe ettigi ispatlanmistir (9,14,15,37,42,46,68).

b) RNA Sentezi:

RNA sentezi, DNA sentezine gére bleomycin ile daha az inhibisyona ugrar,
Fare L hicrelerinde 100 pg/ml'lik yuksek bir konsantrasyonda RNA sentezinin
inhibisyonu basariimistir (9,14,15,37).
¢) Protein Sentezi:

Protein sentezinin inhibisyonu DNA sentezinin inhibisyonununa gére daha
azdir (7,15,35).

2.1.2.4.Hiicre Déngilisii ve Bleomycin Aktivitesi

Hucre déngusunde S fazi hucreleri ilaca orta derecede duyarl iken, M ve G,
fazlarinin bleomycine ¢ok duyarl olduklar bildiriimistir (4,15,18,39,40,42,46,70). G,
fazinin hicre déngustnin en az duyarl fazi oldugu goésterilmistir. Hicre siklusu
icindeki farkliigin veya fazlar arasi duyarliik farkinin nedeni bilinmemektedir.
Bleomycin'in neden oldugu kromozom aberasyonlarinin interfaz hucrelerde

olusturdugu, fakat genellikle mitotik hicrelerde biriktigi séylenebilir.



2.1.2.5.Hiicre Morfolojisi Uzerine Etkileri:

Bleomycin en fazla lymphatic dokuda hasar yapar (64). Bleomycin ile muamele
edilen bakteri hucrelerinin bylmesi ve polynuclear dev Hela ve L hacrelerinin
olusmasl gosterilmigtir (15).

Bleomycinin etkisi Hela S3 hucrelerinin blyume déngustne baghdir (15,27).

Bleomycin hiicre membranin fonksiyonlarini da bozar (65).

2.1.3.Bleomycinin Farmakokinetigi

2.1.3.1.Absorbsiyon ve Dagilim

Bleomycin, subkutan, intramuskuler ve intravendz olarak uygulanir (6,25,28,
65,74).

flacin cisplatin, vinplastin gibi bazi ilaglarla beraber kullanildi§i, testikuler
kanserlerde gésterilmistir. Bdylece testikiler karsinomada bleomycin klrativ
tedavisinin ancak 1/3'Un0 olusturur (68,74). Etki spektrum oldukga genistir.
Kombinasyon halinde Hodgkin ve diger lenfomalarda, testis tumérlerinde,
mesanenin yUzeysel kanseri, bas ve boyun kanseri ve serviks kanserinde etkilidir
(6,29,65,73).

Mide ve barsak kanalinda absorbe edilmez (29). Merkezi sinir sistemine
giremez.

2.1.3.2.Metabolizma ve Bosaltim

Bleomycin kan ve beyin bariyerini ge¢mez. Bleomycin degisik tumdrlere
lokalize olur. Bu da bu bdlgelerde inaktive edici enzim seviyesinin daha dusik
oldugu fikrini verir.

Bleomycin intramuskuler uygulandiginda kandaki duzeyi 30-60 dakika igin en
yUksek seviyeye ulasir (28).

Eliminasyon yari émri yaklasik olarak 3 saattir.

Normal ve tUmér dokularinda 24 saat iginde aninda aktif ilag olarak yaklasik

%50'si geri emilir (28).
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2.1.4.Bleomycinin Kullanihgi ve Klinik Toksite
Testikuler karsinomlarin tedavilerinde bleomycin etkili tedavi edicidir. Bleomycin tek
verildiginde ayrintili tepki orani yaklagik olarak %30 dur. Bu ilag vinblastin ile
verildiginde tepki orani %90 kadar artar. Cisplatinin bu sisteme eklenmesi ile
hastalarin gogu iyilesir.

Bleomycin sulfate (Bleomycin) 15 Unitelik flakonlarda toz halinde temin
edilebilir. Tavsiye edilen dozu 10-20 unit/m?2 dir. ilag intravendz veya intramuskuler
olarak uygulanir. Bu uygulama haftada bir veya iki kez yapilir. Bébrek yetmezligi
olan kisilerde doz ayarlanmalidir.

Bazi neoplastik ajanlarin aksine bleomycin minimal dlzeyde kemik iligi
toksisitesine neden olur. En énemli toksik etkisi akcigerde pnomoni yapmasidir. Bu
durum akciger fibrozisine dénusebilir. Akciger komplikasyonu, tedavi edilenlerin
yaklasik %10'un da ortaya cikar ve o&zellikle akciger fonksiyonu yetersiz yash
hastalarda 6élumle sonuglanabilir. Hiperpigmentasyon, ciltte kalinlagma, el ayasi ve
dirseklerde hiperkeratoz gibi cilt lezyonlarina, siklikla neden olmaktadir (29).

2.1.5.Bleomycinin Genotoksitesi

Bleomycin tek genotoksik etkili bir radiometil anti-tumér ajandir. Bleomycin
birgok aminoasit ve seker igeren ve dedisik analoglara neden olan terminal aminli
glikopeptiddir. Degisik analoglar arasinda aktivitede birkag &énemli farklilik
bulunmustur. Bleomycin, klinik formult baslica A, ve B, karisim komponentlieridir.
Klinik kemoterapatide bu ilacin uygﬁn kullanilmasi onun genetik toksitesi igin
oldukga anlamhdir (45).

2.1.6.Kromozom efektleri

1970 yiinda Ohana ve Kadotoni insan lenfosit kultarlerinde degisik
konsantrasyondaki bleomycinleri muamele ederek kromozomal aberasyonlari
incelediler. In vitro ve in vivo galigmalar belomycinin kromozomlar Gzerindeki
etkilerini gostermistir. Tum g¢aligmalar bleomycinin kromozomlarda delesyonlara,
disentriklere, yuzlklere, exchanglere, kiriklara ve gaplere neden oldugunu ortaya

koymustur.
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Bleomycin'in SCE (Sister Chromatid Exchange) seviyesinde fazlaca bir
etkinliginin olmadigi, sadece yiuksek dozda az bir etkiye sebep oldugu géralmustar
(45).

2.1.7.Bleomycin'in Inmunofarmakolojisi:

Bleomycin'in immunofarmakolojik etkenleri oldukga ilgingtir. Bunlardan biri
pleomycin'in gok az ya da hig myelosupresyon géstermemesidir. Bleomycin immin
yeterliligi baskilamaz. Squaméz hicreli karsinoma ve malign lenfomalara karsi etkisi
kanittanmig olan bleomycinin az bir immunosupressif etkiye sahip oldugu
pulunmustur (10,40).

2.2.Sigara Kullanimi

Tatin ahskanhdi, gunumizde dunya nUfusunu tehdit eden tek &nemli
"énlenebilir 6lum nedeni" dir. Her yil, sigara ya da tatin aliskanh@ yUzinden,
yaklasik Ug milyon Kisi yasamini yitirmektedir (2).

Tatan ilk kez 16.yGzyihn baslarinda Avrupa'ya géturtlerek orada ekilmeye
baslandi. Kisa sUrede tatun kullanma aligkanhigi Avrupa'ya yayildi. 1965 yilinda 20
yasin Ustindeki erkeklerin %52'si, kadinlarin da %34'G sigara igmekteyken 1880'li
yillarda bu oranlar erkeklerde %38'e, kadinlarda ise %30'a dismustar.

Sigara i¢en yetiskinlerde mortalite orani 1.7 olarak belirlenmistir. Mortalite orani
sigara igenlerde gdzlenen o&lumleri igmeyenlerdekine oranlanmasi sonucu elde
edilmektedir. Bu oran igilen sigara miktan ve igme suresi ile ilgilidir. Mortalite orani
geng yasta sigaraya baslayanlarda dahé yUksektir.

Bu cgalismalarla belirlenen sigaranin zararlari konusunda sayisiz ¢alismalar
yapilmistir. Sigaranin meydana getirdigi saglik soruniarinin bazilarint gdyle
Siralayabiliriz:

-Sigaranin  koroner kalp hastaliginin %21'den sorumiu oldugu yapilan
calismalarla agiklanmistir (2).

-Sigara i¢enlerde peptik Ulser insidansi, igmeyenlere gére daha yuksektir.
sigaranin peptik Glser olusumundaki etki mekanizmasi; asit salgilanmasini uyarmak

safra reflistni artirmak ve prostaglandin sentezini baskilamak bigimindedir (2).
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_Hamilelik esnasinda sigara igiminin, dusik dogum agirligina, fetlsin
gelismemesine ve spontan abortuslara, erken dogumlara, prenatal élumlere neden
oldugu aciklanmigtir (19,57).

Sigara aligkanigimin dogurganiik Gzerinde etkili oldugunu, kadinlarda
konsepsiyonu  geciktirirken  erkeklerde sperm anormalligi  oranint  artirdigi
saptanmustir (2).

-Sigara kullanimi deri kirigiklari ve yaglanmayi arttirmaktadir (52).

-Sigaranin igerdigi nikotin son derece toksik bir maddedir. insanda guglu
fiziksel bagimhlida yol agar. Ayrica nikotinin distk dozlar uyarict, yuksek dozlari
depresyon yapici ve felg edici etki gésterir.

Nikotin, beyin nikotinik reseptérlerini uyararak, santral ve otonom sinir sistemini
etkiler, ruhsal durum, égrenme, konsantrasyon ve performans degisiklikleri yapar
(2).

-Sigara kullanimi Ust-alt solunum yollan Ca, agiz, dudak, ézefagus, pankreas,
boébrek, mesane ve serviks Ca'ya olan egilimi arttirir (19,54).

Sigara dumant gaz ve parg¢acik (partikl) olmak UGzere iki bdélumden
olugmaktadir. Dogal bir ¢alisma odasinda 20 ug/m3 olan pargacik duzeyi, odada
sigara icildiginde 200 pug/m3'e, yodun sigara icilmesi durumunda ise 300-1000 pg/
m3'e ulasmaktadir.

Sigara dumaninin kanserojen etkjs-i icerdigi nikotin, karbomonoksit, azotoksit,
amonyak, hidrojensiyantir ve akrolein maddelerine baglhdir. Katran, sigara
dumaninin &zel filtre Uzerinde kalan b&lumunin su ve nikotin digindaki pargasidir.
Katranda bulunan maddeler akcigerde bronsiyolleri daraltarak, silyostaz gelismesine
yol agmaktadir.

2.2.1.Sigara igmenin Kromozomal Etkileri

Sigara igme, insanlarin somatik hucrelerinde genetik degisikliklere yol
acmaktadir. Sigara tiryakilerinde bu htcrelerdeki kromozomal zedelenme dizeyi,

istatistiksel olarak 6nemli derecede daha yiksektir. Kromozomal bozulma, yapisal

12




»

degisiklikler, kardes kromatid degisimlerini ve mikronukleuslar kapsar. Sigara
dumani, izole insan lenfositlerinde de kardes kromatid degigimini artirmaktadir (2).

2.3.Kromozomlar Hakkinda Genel Bilgiler

2.3.1.Kromozomlarin Morfolojik Ozellikleri:

insan kromozomiari (2n=46) 1sik mikroskobu aitinda, htcrenin mitotik
pélinmesi esnasinda metafaz evresinde incelenerek tanimlanabilir (5,49,60).

Normal kromozomlarda gérilen morfolojik 6zellikler sunlardir.

1-Sentromer: Boyandiginda kromozomlarin en soluk boya olan kesimleridir.
Kromozomiar sentromer lokalizasyonuna gére 3 gruba ayrilir. Bunlar digindaki
érnekler normal sayiimazlar. Her kromozomda bir sehtromer bulunur ve bunlar hicre
béliunmesi esnasinda kromozomlarin ig ipliklerine tutulmalarini saglar.

a) Median (Metasentrik) Kromozom: Sentromeri ortadadir ve iki kolu birbirine
esit olan kromozomlardir.

b) Submedian (Submetasentrik) Kromozom: Sentromeri merkezden uzak ve
iki kolu birbirine esit olmayan kromozomliardir.

c) Akrosentrik Kromozom: Sentromeri kromozomun bir ucuna ¢ok yakin olan
kromozomlardir.

2-Satellit: Belirli kromozomlarin kisa kollarina bagh bulunan yuvariak digme
seklindeki kromatin materyalidir. Nukeolus (¢ekirdegik) ile ilgili oldugu ileri
sUrdlmektedir.

3-Sekonder Darhk: 1, 3, 6, 9, 1i ve 16 numarali kromozomlarda bulunan bir
olusumdur. Sentromerden farkli ve ayri 6zelliklere sahiptir. Satellitler gibi bunlarin da
cekirdekgik olugsumui ile ilgili oldukiari digtntlmektedir (5,49,60).

2.3.2.Kromozomiarin Adlandirma Sistemi

Tijo ve Levan'in 1956 yilinda insan kromozomiarin tam sayisinin (2n=46) kesin
olarak ortaya koymalarindan sonra, tanimlanan kromozomlar hastaliklarin sayisinda
belirgin bir artig gérdimustar. Ancak, yayinlar belli bir sisteme uydurulmadidi igin,

karigikliklar ortaya ¢ikmistir, bunun Gzerine, bulgulari standartlastirmak igin 1960
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ymnda- A.B.D.'nin Denver kentinde toplanti duzenlenmis, Denver kentinde kabuy|
edilen sisteme Denver klasifikasyonu adi verilmistir (5,59,60).

1963'te Londrada, 1968'de Chicago'da ve 1971'de Paris'te bir dizi uluslararasi
topla”t‘ yap||m|§t1r.

Bu toplantilarda Denver klasifikasyonu gelistirilmis ve insan kromozomiari
standartlastirilarak ortak bir adlandirma sistemi kabul edilmistir. Bu siniflandirmaya
gore, anlatiimak istenen tim bilgi bir formule verilebilir bir hale gelmistir. Formulde
énce total kromozom sayisi sonra da varsa kromozom dizensizligi belirtiimektedir
(5,49,60). Bugln kullanilan sistem son geklini "An International System for Human
Cytogenetic Nomenclature (1995)" de almistir (35).

Bu sisteme gére insan kromozomiari, A, B, C, D, E, F ve G olarak 7 gruba
ayrilmakta ve cinsiyet kromozomlar hari¢ tutularak en buylUkten en kictge dogru 1-
22 arasinda numaralandiriimaktadir (5,49,60).

Bazi genetik bilimcileri cinsiyet kromozomlarin, (X ve Y) 22 nolu kromozomlar
sona gelecek sekilde vyerlestirirken bazilarinda X kromozomunu, C grubu
kromozomlara benzemesinden dolay! 6 nolu kromozomdan énce veya 12 numarall
kromozomdan sonra Y kromozomunda G grubu kromozomlardan sonra yerlestirmeyi
uygun gdérmuaslerdir. Bazi kriterler esas alinarak ayrilan kromozomlar, Denver
sistemine gére siralanarak "karyotip" hazirlanmaktadir.

Kromozomlarin tanisinda géz. éntnde bulundurulan &zellikler soéyle
siralanmaktadir (5).

a) Kromozomun total uzuniugu ve kollarin boy uzunlugu

b) Sentromerin kromozomdaki konumu

Q

)
)
C) Kromozomdaki sekonder darli§in bulunup bulunmamasi, eger varsa konumu
) Kromozomlarin bant ézellikleri

e) Kromozomiara ait otoradyografik bulgular

2.3.3.Kromozom Diizensizlikleri

Normal bireylerin vicut hicrelerinde daima 46 olan kromozomlar, bazan sayi,

$ekil ve yapi bakimindan bazi degisiklikler gésterebilmektedir (5,59).
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A) Sayisal Kromozom Diizensizlikleri
) Oploidi (Euploidy): Kromozom sayisindaki artis veya azaliglarin temel kromozom
sayisinin (n=23) tam katlari kadar olmasidir.

1-Triploidi: Hucrede temel kromozom sayisinin 3 kati kadar kromozom
bulunmasndlr.

2-Tetraploidi: Hucrede temel kromozom sayisinin 4 kati kadar kromozom
pulunmasi durumudur.

3-Yiiksek poliploidiler: Hiicrede temel kromozom sayisinin 4 katindan fazla
kromozom bulunmasi durumudur.
1) Adploidi (Aneuploidy): ‘Temel kromozom sayisinin tam kati kadar olmayan artma
ya da azaliglar ifade eder.

1-Hiperploidi (Hyperploidy): Kromozom sayisinin 2n+1 ve 2n+2 seklinde
artmasidir.

2-Hipoploidi (Hypoploidy): Kromozom sayisinin 2n-1 ve 2n-2 seklinde
azalmasdir.

Yapisal Kromozom Diizensizlikleri

1-Eksilme (Deletion): Kromozomdan kuglk bir parganin koparak ayriimasi
durumudur.

2-Artma (Duplication): Homolog ya da homolog olmayan iki kromozomun
birinden kopan bir parcanin baska kromozoma eklenmesidir.

3-Aralik (Gap): Kromozom kollarinin herhangi bir bélgesinde kromatidin enini
gecmeyen ve kromozom ekseninden sapmamis, boya almayan bir bdigenin
gérulmesidir.

3.1. Kromatid Gap: Kromozomun bir kromatidinde gérlen gap durumudur.

3.2.izokromatid Gap: Kromozomun her iki kromatidinde gériilen gap
durumudur.

4-Kirik (Break): Kromozomun herhangi bir bélgesinde bir kromatid enini asan

ve kromozom ekseninden sapan, boyanmamis bélgelerdir.
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4.1 Kromatid Kkirik: Kirik olarak degerlendirilen dizensizligin kromozomun bir

kromatidinde gorulmesidir.

4.2.1
her iKi kromatidinde gériimesidir.

sokromatid kink: Kirik olarak degerlendirilen dizensizligin kromozomun

5-iki sentromerli Kromozom (Disentrik): Kromozomda bir yerine iki
sentromer bulunmasi durumudur.

g-Hag Kromozom (Quadriradial): BlUydk ve kiglk submetasentrik
kromozomlarin, kollarinin yanyana gelerek hag¢ seklini almasidir.

7-Sentromersiz Kromozom (Acentrik): Kromozomun sentromersiz olmasidir.

8-Fragment: Kopmusg kromatid pargalaridir. |

g-Kromatin Damlacigi (Minute): Terminal delesyondan daha kuguk asentrik
fragmenttir. Karakteristik olarak bir cift kromatin kitlesi gérunimundedir. Ara
delesyonlari (intercalar) ifade eder.

10-Minik Kromozom: BuyUk 6l¢ide delesyona ugramis koromozomu ifade
eder.

11-Halka (Ring): Kromozomun iki ucunun birleserek yuzuk seklini almasidir.
Sentromer igerenlere "sentrik ring" denir ve genellikle asentrik fragmentle yanyana
bulunur. Sentromer icermeyenlere ise asentrik ring denir.

12-Yapigkanlik: Kromozomlarin birbirine tutularak yigin haline gelmesidir.

13-Ters Donme (inversiyon): Bir kromozoma iki darbenin gelmesi ve kopan
Parcanin kaybolmadan kendi ekseni ‘etraflnda 180 derece dbnerek eski yerine
tutunmasi durumudur. Kirlima ve yeniden birlesme, kromozomun ayni kolunda
olursa; parasentrik inversiyondan, kirilma ve yeniden birlesme noktalari sentromeri
de iceriyorsa perisentrik inversiyondan séz edilir.

14-Yer Degigtirme (Translocation): iki ayri kromozomdan kopan birer
Parcanin yer degistirerek kromozomlara tutulmasidir.

15-Satellit Asosiasyonu: Blyik ve kiglk akrosentrik kromozomlarin metafaz
Plaklarinda kisa kollarindaki satellitlerini birbirine cevirmig bigimde bir araya gelerek,

rozet seklini almalaridir.
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q6-iri Satellitler: D
: D ve G krom

e TR ozomlarin kisa kollarind
norma gyUk géranmeleri durumudu a bulunan satellitlerin

. r.

47-izokromozom: S
: Sentromeri

o erin boyuna bélunmeyip eni

olugan duzensiz kromozomdur yip enine bélinmesi so
. nucu

18-Sentromer bd
olgesinde
asenkroni: Sentromerin ayni and
anda bélu
nmemesi

durumudur.
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3.GEREC ve YONTEM

3.1.GEREG
3.1.1.Arastirma Populasyonu

Calismamizda yasglart 25-35 arasinda degisen 5 erkek birey kullaniimistir.
Deneklerin numaralarina gére yaslari; 1) 27 2) 29 3) 30 4) 30 5) 28'dir. Bunlarin
yas ortalamalari 28.8'dir. Deneylerimizdeki bireyler giinde en az iki paket sigara icen
sigara tiryakisi olup ve son 5-6 ay iginde virltik enfeksiyon gegirmemis, herhangi bir
antibiyotik kullanmamig radyoterapi gérmemis ya da radyasyon etkisinde kalmamis,
tamamen saglikli bireylér arasindan segilmigtir.

3.1.2.Kimyasal Maddeler
a) TC Medium 199 (Difco, 5477-72-6)

b) TC Fetal Calf Serum Dessicated (Difco 5065-67)
c¢) Bacto phytohemagglutinin L (Seromed)
d) Colchicine kristal reinat (Merck)

e) KCL (Potassium chloride)

f) Acetic acid Glacial (Merck)

g) Methanol (Merck)

h) Xylol (Merck)

1) Giemsas 16sung (Merck)

i) Heparin (Liquemine, Roche)

J) Peniciline - G Potasium (i.G)

k) Streptomycine Sulfate (I.G)

) Kanada Balzami (Rhenohistol, Merk)
m) Ethyl alcohol

n) Serum fizyolojik (Baxter)

0) Trypsin Certified (Difco 1:250)

0) Bleomycin (Mustafa Nevzat)

)
P) Na Hy POg4 . Hp O (Merck)
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r) Naz HPO4 . 7 H20 (Merck 9)
s) Triple Distile su
t) Aceton
y) Parafin
3.1.3.Soliisyonlar
a) Kolgisin (Colchicine) Solusyonu
40 mg Colchicine + 100 m! triple distile su
b) Hipotonik Sollusyonu
0.075 M KClI
c) Tespit SollUsyonu (Fiksatif)
3 kisim Methanol + 1 kisim acetic acit glacial
d) Penicilline Solisyonu
1.000.000 u penicilline-G potassium 10 mli steril triple distile su
e) Streptomycine Solusyonu
1 gr streptomycine sulfate + 10 ml steril triple distile su
f) Phytohemaglutinine SolUsyonu
3 mg phtohemaglutinine L (seromed) + 5 ml steril triple distile su
g) Serum Soltsyonu
TC fetal calf serum dessicated+ 30 ml steril triple distile su
h) Fosfat Tampon Soltsyonu
(11.4 gr NaH; PO4 2 H,0 500 ml distile su) + (20.1 gr Na, HPO,4 7 H,O 500 ml
distile su)
1) Boya solusyonlari:
I- 1 ml Giemsas-Lésung + 19 ml distile su
lI- 1.2 ml giemsas-Lésung + 18.8 ml fosfat tampon
i) Bleomycin Solusyonu:
I- Ana stok soltsyon (3000 pg/mi)
15 mg bleomycin + 5 cc TC Medium 199
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I-Stok solusyon [ (300 pg/mi)
0.5 cc Ana stoktan + 4.5 cc TC Medium 199
1l- Stok soltsyon [l (30 pg/mi)
0.5 cc stok solusyon 1+4.5 cc TC Medium 199
|V- Stok soltsyon Ilf (3 pg/ml)
0.5 cc stok soltsyon 11+4.5 cc TC Medium 199
j) Tripsin soltsyonu: 50 mg tripsin + 100 ml 120 tonik serum fizyolojik
3.1.4.Kiiltiir Ortam

Periferik Kan Kultara

a) TC Medium 199 80 mi
b) TC fetal Calf Serum 15 mi
c¢) Phytohemagglutinin sol 3.5mi
d) Penicilline sol 0.1 ml
e) Streptomycine sol 0.1 ml

3.1.5.Diger Geregler
a) Zaman ayarll santrifuj (Heltich Universal Il)
b) Etuv (Heraeus)
¢) Kuru hava sterilizatéra (Kotterman)
d) Mikroskop (Olympus)
e) Mikrofotografi aygiti (Jenamed-2 1000X)
f) Elektronik duyarl terazi (0.1 mg'a i(adar hassas, Bosch)
) Degisik ¢apta enjektérler ve pipetler
h) 10 mi'lik kaltar tapleri
1) Saleler
1) 15 mi'lik konik santrifij tapleri
1) Mezurler
k) Lamel (34-32 mm)
) Lam

m) Applied Imaging Karyoteyp cihazi
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3.2.Yontem

Gunumuzde kalitsal hastaliklar etyolojilerindeki kalitsal etkenin ttrune gére
a§ag|daki sekilde tg gruba ayrilarak incelenirler:

i- Tekli Mutant Genlere Bagh Olanlar

A-Otozomal kalitim
1) Otozomal Dominant
2) Otozomal Resesif
B- Gonozomal kalitim
1) X'e bagl dominant
2) X'e bagli resesif
3) Y kromozomal

lI- Polijenik olanlar

lll- Kromozomal olanlar

Bunlardan tekli mutant genlere bagli olanlarin kalitim bigimleri aile, ikiz ve
pedigri yéntemi gibi dolayli yéntemlerle, poligenik olanlar genis anlamda aile ve
populasyon arastirmalar ile ve kromozomal olanlar ise karyotip analizi ile ortaya
konabilmektedir (5,59,71).

Arastirmamizda amag¢ gerek spontan ve gerekse kullanilan kemoterapétige
bagl olarak olusan indUklenmis kromozom duzensizliklerini lenfositlerde saptamak
oldugu igin karyotip analizine bagvurulrﬁu5tur.

3.2.1.Kromozom Elde Etme Y&ntemi

Cesitli dokularda kromozomlar mitoz bélinmenin metafaz evresinde en iyi
$ekilde gérulebilirler. Bu nedenle kromozom incelenmesinin yapilabiimesi igin
elimizde cok sayida metafaz pladi bulunmalidir. inceleyecedimiz insan lenfositleri
normal olarak %1 gibi dusik oranda kendiliginden (spontan) mitoz bélunmeye
girerler (5,59). Bu nedenle fitohemaglutinin denilen bir kimyasal madde ile hicre

kUltarlerine Gretilecek lenfositlerin yapay olarak mitoza sokulmalari ve sonradan
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kolsisin adi verilen diger bir kimyasal ile mitoz bélinmenin metafaz evresinde
durdurulmalar gerekmektedir (5,59).

Lenfositlerin fitohemagglutinin ile muamelesinden 24 saat sonra ikinci mitoz
polunmeye girdikleri bilinmektedir (5,59). Bu nedenle lenfositler kultdr ortamlarinda
37°C'de 72 saat bekletilirler. Bu sure iginde hucrelerin canhliklarini strddrebilmeleri
icin esasini amino asitler, vitaminler ve minerallerin olusturdugu heterolog insan
serumu ya da dana serumu igeren Kultar ortamlarinda tutulmalari gerekir (1,5,59,60).
Calismamizda, Moorhead ve arkadaslarinin (36) gelistirmis olduklari standart ya da
makrokultar tekniginin modifiye sekli olan ve mikroteknik ya da tim kan teknigi
olarak da bilinen yéntemden yararlaniimistir (5,36).

Calismamizdaki uygulama asamalari sirasi ile asagidaki gibidir.

a) Bleomycinin uygulama konsantrasyonlari belirlenirken, terapétik doz,
terapotik dozun 10 kati ve maksimum tolere edilebilir doz olarak da terapétik dozun
100 kati alinmustir.

Kultartin bleomycine maruz kalma sureleri olarak ta 6,24 ve 48 saat segilmistir.

b) Aseptik kosuillarda ve steril malzeme kullanilarak hazirlanmis ve
buzdolabinda muhafaza edilmis stok kuditir ortami solUsyonu kullanilacagi zaman
buzdolabindan ¢ikariimig ve her bir kllttr tiptne 4.5 ml aktarimistir.

c) Uygulanacak kimyasalin her konsantrasyonu ve kontrol grubu igin
heparinlenmis, disposable, steril enjektér ile her bireyden alinan venéz kandan,
aseptik kosullarda agzi agilan kultar tuplerine 1 numaralh enjektdr ignesi ile 8 damla
eklenmis ve tuplerin agzi alevden gegirilerek parafilm ile kapatiimis ve her birinin
Uzerine daha sonra eklenecek bleomycin konsantrasyonu ve uygulama sdrelerini
beliten etiketler yapistirilarak etlivde 72 saat slreyle 37°C'de inkUbasyona
birakilmistir.

d) Calismamizda bleomycin'in 0.3 pg/ml, 3 pg/mi ve 30 pg/milik final
konsantrasyonlarinin 72 saatlik lenfosit kditirlerinin son 6 saatlik, son 24 saatlik ve
son 48 saatlik surelerde etkilerinin arastiriimasi amaglandigindan bu doz ve sire

kombinasyonuna uygun olarak gerekli uygulama yapilmistir.
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Buna gore inkibasyona birakiimis olan 4.5 ml'lik kultirler uygulama sureleri
dikkate alinarak, 24 saatte, 48 saatte ve 66. saatte etlvden ¢ikarilarak arzulanan
final konsantrasyonunu saglayacak sekilde o6nceden hazirlanmig 3 ayr stok
solisyonunun uygunundan 0.5 ml alinmis ve kulture eklenerek ortamda homojen

dagiimi saglanmisgtir.
Kontrol grubu igin de aynt islemler yapiimig ancak sdzu edilen saatlerde anilan
miktardaki bleomycin solusyonu yerine TC Medium 199 ilave edilmistir.
Calismamizda 3 ayri konsantrasyon ve 3 ayri uygulama slresi ve 1 de kontrol

grubu olusturuldugundan her bireyden alinan kan 12 ayr kalttr tipune eklenmistir.

Doz/sure 6 saat 24 saat 48 saat
0.3 pg/ml 1 1 1
3 ug/ml 1 1 1
30 ug/ml 1 1 1
Kontrol 1 1 1

Cizelge 1: Doz-Sure kombinasyoniari

e) inkibasyondan 71.5 saat sonra etiivden gikarilan kultir tiplerinin her birine
2 numaral enjektdr ignesi ile 4 damla kolsisin solusyonu eklenip, hafifce
karistirildiktan sonra tekrar etiive konarak yarim saat bekletilmistir.

72. saatin sonunda kulturler etivden ¢ikarilmis ve 800 rpm'de 10 dakika sure
ile santrifij edilmistir.

f) Uzerlerine kultar tplerindeki bilgilerin aynilarini igeren etiketiler yapistinimis
pastor pipetleri ile tuplerdeki hiicre ¢ékuntlst Uzerindeki sivi (supernatant) atilmis,
geriye kalan htcre ¢oékuntlleri Gzerine 8 ml hipotonik solsyonu eklenerek pipetaj
Yapilmistir. Hipotonik sollisyonda, hicre ve nukleus membranlarinin pargalanmasini
saglamak amac! ile 15 dakika bekletildikten sonra tekrar 800 rpm'de 10 dakika

santrifj edilip Gsteki sivi atilmigtir.
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g) Qék[]nt(] Uzerine, hiucreleri bulunduklari evrede tespit etmek icin, 5 ml. tespit

(fiksatif), tap kenarindan kaydirilarak damia damla eklenip, pipetaj

solisyony
ap||dlktan sonra 800 rpm'de 10 dakika santrifij edilmigtir.
y
h) Ayni islem 4 kez daha tekrarlanmig, Usteki sivi atilarak, kalan hucre
g'o'kuﬂtusﬂ (zerine onu o6rtecek kadar tespit solisyonu konarak hafifce pipetaj

yaplimig ve icine alinmistir.

) Kaitar tuplerinin Uzerindeki bilgilerin aynilarinin yazildigt temiz lamlar Gzerine
birkag damla damiatilarak yayma islemi yapilmis ve preparatlar kurumaya
birakilmistir. Her doz-stire kombinasyonu igin hazirlanan preparat sayisi Stir.

i) Hazirlanan her 5 lamdan 1 tanesi | nolu Giemsa boyé solusyonu ile 20 dakika
boyanmig, Uzerindeki boya ddklldUkten sonra musluk suyundan gegirilmis ve
yeniden kurumaya birakiimigtir.

Kuruyan preparatlar 10-15 saniyelik surelerle sirasi ile aseton, aseton-xylol ve
xylol serisinden gegirilmis lam Uzerine kanada balzami damlatilarak lamel ile
kapatiimis ve béylece diiz boyanmis preparatlar elde edilmistir.

J) Geriye kalan 4 |lam etlivde 3 gun bekletildikten sonra, 37°C'de ayarlanmis
tripsin ¢ézeltisine 10-30 saniye kadar daldiriimistir.

Tripsin gozeltisinden gikarilan lamlar distile sudan gegirilmis, Il nolu Giemsa
solisyonunda 5 dakika boyanmis, tekrar distile sudan gecirilip kurumaya
brrakilmistir.

Kuruyan lamlar 15 saniye sire ile aseton, aseton-xylol ve xylol serisinden
gecirilmis, kurutulmus ve kanada balzami ile lamelle kapatilmigtir. Boylece bantli
olarak boyanmis preparatlar eide edilmistir.

3.2.2.Degerlendirme

3.2.3.1.Preparatlarin Degerlendirilmesi

Degerlendirme islemine mikroskop altinda incelenen preparatlarin dnceden
hE‘erlanm@ formlara kayit edilmesi ile baglamistir. Preparatiarin tarama islemi kigtk
blyltmelj objektif (10X) ile baslanmis kaliteli metafazlar immersiyon objektifi ile

(100X) aynintili bir sekilde incelenip hazirlanmis degerlendirme formuna gerekli
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Slitma ve sembollerle kayit edilmistir. Her bir doz-stre kombinasyonu igin 50
kis

metafaz degerlendirilmistir.

3.2.3.2.Istatistiksel Degerlendirme
a) piizensizlik Iceren Hiicrelere Ait Istatistiksel Degerlendirme

Kromozomal dizensizlik iceren htcrelere ait veriler sayilarak elde edilen
verilerdir. Bu verilerin istatistiksel degerlendirmesini yapabilmek igin énce veriler
Arc-sin transformasyonu ile agI degerlerine dénustUrdlmustur. Bu degerler ¢ok
otkenli galismalar igin varyans analiz yéntemlerinden olan iki y6nlt faktryel
planlama dazeni ile test edilmistir (47).
b) Yapisal Kromozom Diizensizliklerinin Istatistiksel Degderlendirme

Yapisal kromozom duzensizligi ile ilgili bulgular sayimla elde edilen veriler
oldugu igin veriler Arc-sin transformasyonu ile a¢i degerlerine doénustlralmastar.
Daha sonra ¢ok etkenli g¢alismalar i¢in en yaygin yéntem olan varyans analizi
yéntemlerinden iki yonlt faktdryel planlama dlzeni uygulanmigtir (47).

Deneklerin yapisal kromozom duzensizlikleri agisindan bleomycinden
etkilesme dereceierinin farkh olup olmadigi X* testi ile degerlendirilmistir (47).
¢) Euploidy Tipi Kromozom Diizensizliklerinin Istatistiksel Dederlendirmesi

Oploidi (Euploidy) tipi kromozom duzensizliklerin deney ve kontrol gruplarina
ait verileri ylizde oranlarina dénustirilerek t oran testi ile test edilmistir.
d) Satellit Assosiasyonlarinin Istatistikse! Degerlendirmesi

Satellit assosiasyonlarinin farkli doz ve sire kombinasyonlarina ait verilerin

istatistiksel degerlendirmesi t oran testi ile test yapiimistir (47).
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4.BULGULAR

Ara§tlrmamIZda Bleomycin + sigaranin kromozom duzensizliklerine etkisini

pelirlemek ama
kaltarQ yapiimak suretiyle kromozom analizi yapiimigtir.

clyla sigara icen 5 erkek bireyden alinan vendz kanlardan lenfosit

Qa||§mamlzda bir birey i¢in 3 farkli doz (0.3 pg/ml, 3 pg/mi, 30 ug/mil) ve 3 farkl
sure (6.24, 48 saat) kombinasyonlari ve kontrol gruplari da olmak tzere 5 birey igin
toplam 60 kultar hazirlanmistir. |

Her bir bireyin kiltirinden 1 tanesi normal giemsa boyama ve 4 tanesi de
tripsin bantlama yontemiyle olmak Gzere 5 preparat hazirlanmistir.

Degerlendirmeye alinan toplam preparat sayisi 5x60=300'dUr. Her bir doz-sure
kombinasyonu igin her bir bireyden 50 metafaz incelemeye alindigindan toplam
50x60=3000 metafaz "DUzensizlik igceren hicreler", yapisal kromozom dizensizlikleri
ve satellit assosiasyonlari agisindan degerlendirmeye alinmistir. Kontrol ve doz
gruplarina ait genel dlzensizlik bulgulari Cizelge 2'de verilmistir.

Kromozom duzensizliklerini belirlemek amaciyla degerlendirilen metafazlardan
yapisal koromozom duzensizli§i ve 6ploidi tipi (endomitoz ve endoreduplikasyon
kokenli tetraploidi) duzensizlik olgular, dizensizlik iceren metafaz baslhg: altinda
incelenmistir. Metafazlarda belirlenmis olan yapisal diizensizlik tiplerinin toplami

"Yapisal Kromozom Diizensizlikleri" baghigi altinda incelenmistir (Cizelge 2).
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"Gruplar Kontrol | 0.3 ug/ml | 3 ug/ml || 30 ug/ml | Toplam
grubu

incelenen metafaz sayisi 750 750 750 750 3000
| Incelench |

Normal metafaz sayIsi 537 454 346 258 1595
Duzensizlik iceren meta.

sayisl 171 258 387 573 1389
Duzensizlik iceren met. || 22.8 34.4 51.6 76.4 184.93

%

Poliploid hucre 2 4 3 1 10
Satellit assosiasyonlari | 42 50 12 49 213
Satellit assiasyonlan % | 5.6 9.6 6.53 28.39

Cizelge 2: Kontrol ve doz gruplarina ait kromozomal dluzensizliklerin genel sonuglari

6.66

27




r" .

4.1.Diizensizlik igeren Hiicrelere Ait Bulgular:
Cal'§mada incelenen toplam 3000 metafazdan 1320 tanesinde duzensizlik
tanmigtir. Bunlar deney gruplarindaki dagilimina goére inceleyecek olursak;
sap

Kontrol grubunda incelenen 750 metafazdan 171 tanesinde duzensizlik

kaydedumig,tir. Kontrol grubunda dizensizlik igeren hicre ylUzdesi %22.8 olarak
pulunmustur.

0.3 pg/ml'lik doz grubunda doz sabit tutularak 6, 24 ve 48 saatlik uygulama
surelerinde toplam 750 metafaz incelenmis olup 258 tanesinde dlzensizlik
kaydedilmigtir. Duzensizlik igeren hucre ylzdesi ise %34.4 olarak saptanmistir.

3 pg/ml'lik doz grubunda doz sabit tutularak 6, 24 ve 48 saatlik uygulama
surelerinde toplam 750 metafaz incelenmistir. Bunlarin 387 tanesinde dtzensizlik
saptanmistir. DUzensizlik iceren hiicre ylzdesi ise %51.6 olarak belirlenmigtir.

30 pg/ml'lik doz grubunda doz sabit tutularak 6, 24 ve 48 saatlik uygulama
surelerinde toplam 750 metafaz kaydedilmig, Bunlarin 573 tanesinde dlzensizlik
kaydedilmistir. Bunlarin toplam metafaz sayisina orani da %76.4 olarak saptanmistir.

Dizensizlik igeren hicrelere ait bulgular istatistiksel olarak degerlendirildiginde
bleomycin dozunun arttiriimasina paralel olarak sirenin artiriimasinin kromozomal
dizensizlik olusumuna etkisinin olmadigini (P>0.05) ve doz sabit tutularak strenin
artirlmasinin diizensizlik iceren hiicre olusumunu etkiledigi saptanmistir (P<0.01).

Bleomycin dozunun artirlmasina paralel olarak uygulama suresinin
arttirlmasindan duizensizlik igeren hiicre sayisinin arttigi  (P<0.01), bleomycin
Uygulama stresinin artmasina bagli olarak kromozomal dizensizlik iceren hiicre
Saylsinda bir artis oldugu (P<0.01) ve sire sabit tutularak dozun arttiriimasi ile

dUzensiz|ik iceren hucre sayisinin arttigi (P<0.01) belirlenmigtir (Cizelge 3, 4).
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Kaynak SD KT K.O
Genel kareler toplami 59 6502.0 -
Gruplar arasi K.T, 11 5117.1 | 465.2
Sure gruplar) K.T. 2 1136.1 | 568.0
Doz gruplar K.T. 3 3641.8 |1213.9
Etkilesim K.T. 6 339.3 56.5
Gruplar ici K.T. 48 1384.9 | 28.9
Ayni strede doz gruplari aras! K. || 9 3981.1 | 442.34
Ayni dozda sure gruplar arasi K. || 8 1475.4 || 184.425
Sure gruplari ici K.T. 57 53.66 94.14

Cizelge 3: Farkli doz-sure kombinasyonlarinda olusan dizensizlik

iceren hiicrelere ait kaynak tablosu
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Tablo degeri
Kaynak DF F degeri | 0.05-0.01 Sonug¢
 Doz-sure etkilesimi 6 1.95 250 3.20 P>0.05
Ayni dozda sure 8 6.38 2.14 2.90 P<0.01
Doz gruplari arasi fark || 3 42.0 2.80 422 P<0.001
Sure gruplari arasi far | 2 19.65 3.19 5.08 P<0.001
Ayni surede doz 2 3.25 2.08 2.80 P<0.01

Cizelge 4: Duzensizlik igeren hlcrelerinin istatistiksel degerlendirme sonuglari
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4.2.Yapisal Diizensizliklere Ait Bulgular

Yapisal kromozom duzensizliklerini kontrol, 0.3 pg/ml, 3 pg/ml ve 30 pg/ml'lik
doz gruplarinda incelemek gerekirse, kontrol grubunun 6 saatlik uygulama suresinde
kromatid gap toplam olarak 3, izokromatid gap 5, kromatid kirik 14, izokromatid kirik
3, eksilme (delesyon) 2, fragment 1, toplam diger yapisal dizensizliklerin (asentrik
kromozom, disentrik kromozom, ring kromozom, multiple aberasayon) sayisi ise 9
olarak bulunmustur. Kontrol grubunun 24 saatlik uygulama suresinde toplam
kromatid gap 5, izokromatid gap 9, toplam kromatid kirik 13, izokromatid kirik 6,
eksilme 1, fragment 1, artma (duplikasyon) 3, toplam diger yapisal duzensizlikler 33
olarak saptanmistir.

Kontrol grubunun 48 saatlik uygulama stresinde toplam kromatid gap 7, toplam
izokromatid gap 7, kromatid kirik 12, izokromatid kirikk 6, eksilme 2, fragment 1,
artma 1, toplam diger yapisal duzensizlikler 24 olarak saptanmistir.

0.3 nug/ml'lik doz grubunun 6 saatlik uygulama stresinde toplam kromatid gap
7, toplam izokromatid gap 7, kromatid kirtk 22, izokromatid kirik 3, eksilme
(delesyon) 2, fragment 2, artma 1 ve toplam diger yapisal dluzensizlikler 33 olarak
saptanmistir.

0.3 pg/ml'lik doz grubunun 24 saatlik uygulama stresinde toplam kromatid gap
15, toplam izokromatid gap 11, kromatid kirik 7, izokromatid kirik 6, eksilme 3,
fragment 4, artma (duplikasyon) 1 ve toplam diger yapisal dizensizlikler 28 olarak
saptanmisgtir.

0.3 pg/ml'lik doz grubunun 48 saatlik uygulama stresinde toplam kromatid gap
7, toplam izokromatid gap 12, kromatid kirik 17, izokromatid kirik 15, eksilme 4,
toplam fragment 3, artma (duplikasyon) 3 ve toplam diger yapisal duzensizlikler 41
olarak saptanmistir.

3 ug/ml'lik doz grubunun 6 saatlik uygulama suresinde toplam kromatid gap 13,
toplam izokromatid gap 10, kromatid kirik 17, izokromatid kirtk 11, eksilme 6, toplam

fragment 1, artma 4 ve toplam diger yapisal duzensizlikier 24 olarak saptanmistir.
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3 pg/ml'lik doz grubunun 24 saatlik uygulama suresinde toplam kromatid gap 8,
toplam izokromatid gap 19, toplam kromatid kirik 34, toplam izokromatid kirik 20,
eksilme 5, toplam fragment 6, toplam artma 4 ve toplam diger yapisal dizensizlikler
36 olarak saptanmistir.

3 ug/ml'lik doz grubunun 48 saatlik uygulama suresinde toplam kromatid gap
26, toplam izokromatid gap 14, toplam kromatid kirik 21, toplam izokromatid kirik 34,
eksilme 4, toplam fragment 10, toplam artma (duplikasyon) 4 ve toplam diger yapisal
duzensizlikler 53 olarak saptanmigtir.

30 pg/ml'lik doz grubunun 6 saatlik uygulama stresinde toplam kromatid gap
31, toplam izokromatid gap 10, toplam kromatid kirik 19, toplam izokromatid kirik 12,
toplam eksilme (delesyon) 5, toplam fragment 2, toplam artma (duplikasyon) 3 ve
toplam diger yapisal dlizensizlikler 46 olarak saptanmisgtir.

30 pg/ml'lik doz grubunun 24 saatlik uygulama stresinde toplam kromatid gap
24, toplam izokromatid gap 9, toplam kromatid kirik 28, toplam izokromatid kirik 33,
toplam eksilme 19, toplam fragment 5, toplam artma (duplikasyon) 14 ve toplam
diger yapisal duzensizlikler 63 olarak saptanmistir.

30 pg/mi'lik doz grubunun 48 saatlik uygulama stresinde toplam kromatid gap
32, toplam izokromatid gap 30, toplam kromatid kirik 19, toplam izokromatid kirik 64,
toplam eksilme (delesyon) 18, toplam fragment 4, toplam artma 7 ve toplam diger
yapisal dizensizlikler 75 olarak saptanmlsflr.

Yaptigimiz ¢alismada en ¢ok rastladigimiz yapisal dizensizlik ¢oklu kiriklarin,
asentrik kromozomiari, ring kromozomunu disentrik kromozom igine alan diger
yapisal duzensizliklerdir (Cizelge 5). Bunlarin diger yapisal duzensizliklere orani
%33.72 dir. Kromatid kiriklar diger yapisal duzensizliklere orani %16.71 dir.
Izokromatid kiriklarin diger yapisal duzensizliklere orani %15.37 dir. Kromatid
gaplerin tum yapisal dizensizliklere orani %12.90 dir. Izokromatid gaplar tim

yapisal duzensizliklere orani %10.36 dir.
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pelesyonlarin tim yapisal duzensizliklere orani %5.14 tir. Duplikasyonlarin

diger yapisal duzensizliklere orani %3.40 dir. Fragmentlerin diger yapisal

quzensizliklere orani %2.90 dir.

—
vapisal dizensizlik tipleri

Duzensizlik sayisi

%

=

Kromatid Gap 178 12.90
___L(romatid Kirtk 223 16.71
__ Diger yapisal dizensizlikler 465 33.72

izokromatid kirik 212 15.37

Izokromatid Gap 143 10.36

Delesyon 71 5.14

Duplikasyon 47 3.40

Fragment 40 2.90
. Toplam 1379 100

Cizelge 5: Diger yapisal duzensizlikler (Ring kromozom, Disentrik
kromozom, Asentrik kromozom, Triradyal, Quadriradyal géruntd,
minut kromozom, multiple aberasyon)

33




4.2.1.Yapisal Kromozom Diizensizliklerin istatistiksel Degerlendirilmesi

Caligmamizda kontrol grubu, 0.3 ug/ml, 3 ug/mi, 30 pg/ml doz gruplarinda
b|eomyCin'in 6, 24 ve 48 saatlik uygulama sureleri sonrasinda olusan yapisal
kromozom duzensizliklerine ait veriler sayimla elde edilen dederlerdir. Bu veriler
galismamiza  uygun istatistiksel  yéntemin  uygulanabilmesi i¢in  Arc-sin
transformasyonu ile agi degerlerine gevrilmistir. Daha sonra farkli doz-slre
kombinasyonlarina genel olarak dozun, slrenin, etkilesiminin, ayni dozda slre ve
ayni surede dozun etkisini belirlemek ve gruplara ait verileri birbirleri ile
karsilagtirmak icin ¢ift yénla varyans analizi-faktéryel planiama yéntemi ile test

edilmistir (Cizelge 6).

Kaynak S1 K.T. K.O
Genel kareler toplami 59 19021.7 -

| Gruplar arasi K.T. 11 146.46 1331.45

? Sure gruplan K.T. 2 2770.3 1385.1

| Doz gruplart K.T. 3 10154.3 | 3384.8

’ Etkilesim K. T. 6 1721.4 286.9
Gruplar ici K.T. . 48 4375.7 9.2
Ayni surede doz gruplari arasi K.T. 9 11875.7 1319.52
Ayni dozda sire gruplari aras) K.T. 8 4491.7 561.46

| Sure gruplari ici 57 16251.4 285.11

Cizelge 6: Farkl doz-stre kombinasyonlarinda olusan yapisal kromozom
dUzensizliklerinin kaynak tablosu
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4.2.1.1.Yamsal Kromozom Diizensizliklerin Hata Kareleri Ortalamasina Gore Belirlenmesi

Yapilan istatistiksel degerlendirmeye gére; doz artigina paralel olarak surenin
grtirimasinin kromozomlarda yapisal duzensizlik olugsumunu etkiledigi (P<0.01)
pleomycin dozunun artirimasi ile yapisal kromozom duzensizliklerinde artis oldugu
(p<0.001), bleomycin uygulama suresinin artirilmasina bagli olarak yapisal
kromozom dlzensizliklerinin artmadigt  (P>0.05),
arttiriimasinin kromozomlarda yapisal ddzensizlik olusumunu etkiledigi (P<0.01)

tespit edilmistir. Ayrica slre sabit tutulup doz artiriimasi ile kromozomlarda yapisal

duzensizliklerin arttigi (P<0.001) tespit edilmistir (Cizelge 7).

dozun sabit tutulup slre

Tablo degeri
Kaynak DF | F degeri 0.05-0.01 Sonug
Doz-sure etkilesimi 6 |3.145 2.30 a.20 P<0.01
Ayni dozda sUre 8 |[6.156 2.14 2.90 P<0.01
Doz gruplar arasi fark 3 |37.11 2.80 4.22 P<0.01
Sure gruplari arasi fark 2 |3.126 3.19 5.08 P>0.05
| Ayni sUrede doz 9 |[14.47 2.08 2.80 P<0.00

Cizelge 7: Yapisal kromozom diizensizliklerin hata kareleri ortalamalarina

gore belirlenmesi
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4.2.1.2.Yapisal Kromozom Diizensizlerinin Etkilegsime Goére Belirlenmesi
Etkilesime goére yapilan istatistiksel degerlendirmede; kromozomlardaki yapisal
duzensizlik durumunda doz gruplari arasi farkin anlamli oldugu (P<0.01), sire

gruplari arasindaki yapisal duzensizliklerin anlamsiz oldugu tespit edilmistir (P>0.05)

(Gizelge 8).
Tablo degeri
Kaynak . DF | F dederi 0.05-0.01 Sonu
Doz-sure etkilesimi 6 3.145 2.30 3.20 P>0.01
Ayni dozda sire 3 1.956 4.76 9.78 P>0.05
Doz gruplari arasi fark 2 11.79 5.14 10.52 P<0.01
Sure gruplar arast fark 8 4.82 4.15 8.10 P>0.05
Ayni strede doz ) 4.60 4.10 7.98 P>0.05

Cizelge 8: Yapisal kromozom dizensizliklerinin etkilesime gére belirlenmesi
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4.2.1.3.0rtalamalar Arasi Farkin Onem Kontrolii

Yapilan istatistiksel degerlendirmede dozlar karsilastirildiginda 0.3 pg/ml ile
kontrol grubu arasinda yapisal kromozom dizensizligi olusumu bakimindan fark
yoktur (P>0.05) 3 pg/mi ile kontrol grubu arasinda fark vardir (P<0.05), 3 ug/mi ile

' 0.3 pg/ml arasinda fark vardir (P<0.05), 30 ug/ml ile kontrol grubu arasinda fark

vardir (P<0.05), 30 pg/ml ile 0.3 ug/ml arasinda fark vardir (P<0.05), 30 pg/mlile 3
pg/mi arasinda fark yoktur (P>0.05) (Cizelge 9).
Kargilastirilan dozlar 1.Doz 2.Doz G
X X Fark 0.05 Sonug
0.3 ug/mi/Kontrol 37.05 31.10 5.95 9.111 P>0.05
3 ug/mi/Kontrol 46.27 31.10 18.17 9.111 P<0.05
3 ng/ml/0.3 pg/ml 46.27 37.06 9,22 9.111 P<0.05
30 pg/mli/Kontrol 51.10 ?1 .10 20 9.111 P<0.05
30 pg/mi/0.3 pg/mi 51.10 37.05 14.05 9.111 P<0.05
30 pug/mi/3 pg/ml 51.10 46.27 4.83 9.111 P>0.05
Cizelge 9: Ortalamalar arasi 6nem kontrolUne ait istatistiksel dederlendirme
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4.2.2.Yapisal Diizensizliklerin Kromozom Gruplarina Gére Dagilimi

Yapisal duzensizliklerden kromatid gap, izokromatid gap, kromatid kirik ve
izokrOmatid kink ve delesyonlarin hangi kromozom grubunda meydana geldigi
cizelge 10-11'de gdsterilmistir.

X kromozomu C grubu, Y kromozomu ise G grubu igine dahil edilmistir.

Kontrol gruplarinda toplam 16 tane kromatid gap, toplam 20 tane izokromatid
gap, toplam 37 tane kromatid kirik, toplam 16 tane izokromatid kirik, toplam 4 tane
delesyon kaydedilmistir.

Toplam dizensizlik sayisi 93'tur. Bunlarin 36 tanesinde A grubu
kromozomlarinda, 34 tanesi B grubu kromozomlarda, 13 tanesi C-X grubu
kromozomlarda, 8 tanesi D grubu kromozomlarda 2 tanesi E grubu kromozomlarda
tespit edilmistir. G-Y grubunda hi¢ dizensizlige rastlanmamistir.

Kromozom gruplari igerdikleri yapisal dulzensizliklerin ¢okluguna gére
kromozom gruplari A, B, C-X, D, E grubu kromozomilari olarak siralanabilir.

Deney gruplarinda toplam 171 tane kromatid gap 130 tane izokromatid gap,
175 tane kromatid kirik, 193 tane izokromatid kirik, 66 tane delesyon kaydediimis.

Toplam dlzensizlik sayisi 735'tir.

Kromozom guruplarini igerdikleri yapisal duzensizliklerin ¢okluguna gére
siraladigimizda ilk grubu A grubu olusturuyor. A gurubunun toplam duzensizlige
orani %36,32'dir. B grubu toplam dizensizligin %25,52'sini CX grubu % 20.81'ini E
grubu %5.71'ini D grubu %5.03'UGnd, en son olarakta F grubu kromozom %2.58'ini

olusturur (Cizelge 10, 11).
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puzensizlik tipleri | A B C+X [D [E G+Y | Top. | Top.

%
Gruplar

=

Kromatid Gap | 4 8 1 3 |- - |18 |17.20

| Kromati

jzokromatid Gap || 9 7 3 1 - - 20 ] 21.50

kromatid Kirik 16 13 4 2 2 - 37 39.70

izokromatid Kirik || 6 5 4 1 - - 16 17.20

Delesyon 1 1 _ 1 1 - B 4 4.30

Toplam 36 (34 |13 |8 |2 - |o3

Genel Toplam % | 38.70 | 36.55 | 13.97 | 8.60 | 2.18 - - 100

Cizelge 10: Kontrol gruplarinda rastlanan yapisal kromozom diuzensizliklerinin tiplere
ve kromozom yapilarina gére dagilimi

Dizensizlik tipleri A B C+X |D E F G+Y | Top. || Top.
Gruplar %
Kromatid Gap 60 60 24 12 13 2 - 171 | 23.30
Izokromatid Gap 39 38 37 3 11 |2 - 130 | 17.68
Kromatid kirik 78 Is1 [ss |7 I3 |- [- 175 |2380
Izokromatid kirik 73 60 45 4 9 2 - 193 |[26.25
Delesyon 17 8 11 11 6 13 - 66 8.97
Toplam 267 217 1563 37 42 19 - 135
Genel Toplam % 36.32 [[29.52 | 20.81 || 5.03 | 5.74 || 2.58 | - - -

Cizelge 11: Deney gruplarinda rastlanan yapisal kromozom diizensizliklerinin tiplere
ve kromozom yapilarina dagilimi
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4.3.Sayisal kromozom diizensizligine ait bulgular:
5 denek'e ait sayisal kromozom dizensizlik (Endomitoz, endoreduplikasyon)

gulari kontrol ve deney gruplarinda sdyle kaydedilmistir.

pul

Kontrol 6 saatte 1, kontrol 24 saatte 2 olarak kaydedilmis. Kontrol 48 saatte hig
Kaydedilmemistir. Deney gruplarinda; 0,3 ug/ml'lik deney gruplarinin 6 saatlik
uygulanmasmda 1/24 saatlik uygulamasinda 2/48 saatlik uygulamada 1 olarak
kaydedilmistir. 3 pg/mllik deney grubunun 6 saatlik uygulamasinda 1,24 saatlik
uygulamasinda 1,48 saatlik uygulamasinda 1 olarak kaydedilmistir.

30 upg/ml'lik deney grubunun 6 ve 24 saatlik uygulamalarinda sayisal
duzensizlik kaydedilmemis, 30 ug/ml'lik deney grubunun 48 saatlik uygulamasinda 1
tane sayisal duzensizlik kaydedilmigtir.

Poliploid htcre oranlari her denegin farkli doz sture kombinasyonu igin farkli
bulunmustur.

Ancak rastlanan poliploid hlcre oranlar ¢ok distk oldugundan istatistiksel
acitdan yanlizca sire dislandiginda doz dislandiginda sdrenin etkisi incelenmistir.

4.3.1.Sire Diglandiginda Doz Faktdriintin Poliploid Hiicre Olusumuna Etkisi:

Sdrenin disianmasi ile dozun poliploid olugsumuna etkisinin belirlenmesi igin
kontrol ve deney gruplarinda rastlanan sikliklar Cizelge 12'de gdsteriimistir.

Poliploid olgularinin orani her denegin farkli doz ve farkli stre kombinasyonlan
icin de@ismekle beraber genel bulunma orani %0.36'dir. En yUksek poliploid hucre
orani 0,3 pg/ml'lik deney gruplarinda olup %0.53'ttr. En dusuk orani ise %0.13 ile 30
ug/ml'lik deney grubunda rastlanmistir (Cizelge 12, 13).
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[ Grup Incelenen hiicre | Poliploid hiicre | Poliploid hiicre
sayist sayisi %
_Kgntrol grup 750 3 0.40
0.3 pg/mi 750 4 0.53
3 ug/mi 750 3 0.40
30 pg/ml 750 1 0.13
Toplam 3000 11 0.36

Cizelge 12: Sure dislandigdinda dozun etkisiyle olusan poliploid oranlari

Grup Incelenen hicre Poliploid hicre Poliploid hicre
sayis| sayisi %

6 saat 1000 3 0.3

24 saat 1000 5 0.5

48 saat 1000 3 0.3

Toplam 3000 11 0.36

Cizelge 13: Doz diglandiginda sure etkisinde olusan poliploid hiicre oranlari
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4.4.Salellit Assosiasyonlanna Ait Bulgular:

insanda D ve G grubu kromozomlarin P (kisa) koluna bir sapla bagl satellit adi
verilen kugUk kromatin pargaciklar bulunur. Metafaz plakiar incelemeye alindigr
zaman D ve G grubu kromozomlarin kendi aralarinda ve birbirleriyle karisik olmak
uzere g¢oguniukla ikili ve Ggla, gittikge azalan miktarlarda da dortla ve S'li gruplar
halinde toplanarak satellitleri birbirine bakacak sekilde rozetsi gérintmler
olustururlar. Bdéyle géruntmler genellikie satellit assosiasyonu olarak adlandiril-
mamaktadir.

Satellit assosiasyonlar genelde kromozomal dUzensizlik olarak adlandiriimak-
tadir. Ancak bazi kaynaklarda satellit assosiasyonlarinin anéploidi tipi kromozom
duzensizliklerinin nedeni olabildigi seklinde gérusler bulunmaktadir.

Satellit assosiasyonlari 0.3 pug/ml'lik ve 3 pg/mi'lik deney gruplarinda en fazla,
kontrol grubunda daha az 30 pg/mllik deney gruplarinda ise en az olarak

kaybedilmistir (Cizelge 14).
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Doz-Sure Incelenen Met. | Satellit Assosias- | Satellit Assosias-
Kombinasyonu say|si yon sayisi yon %
Kontrol - 6 saat 250 17 6.8
Kontrol - 24 saat 250 9 3.6
Kontrol - 48 saat 250 16 6.4
0.3 pg/mi - 6 saat 25(5 11 4.4
0.3 ug/mi - 24 saat 250 17 6.8
0.3 ng/ml - 48 saat 250 19 7.6
3 ug/ml - 6 saat 250 19 7.6
3 ug/ml - 24 saat 250 36 14.4
3 ug/mi - 48 saat 250 17 6.8
30 ug/ml - 6 saat 250 15 6
30 pg/ml - 24 saat 250 27 10.8
30 ug/mi - 48 saat 250 10 4
Toplam 3000 213 g

Cizelge 14: Satellit assosiasyon sayisi ve ylzdeleri
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4.5.BULGULARA AIT GiZELGE VE SEKILLER
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kmyssalinDozuve |2 € f& |8 gog| gl g 3 g 4 § 4 ¢ g g 4§ 3
ygulama stiresi 5 12 a _|a 4 ] -4 | I | EI a 2 2l il | 2 2]l 4
Kontrol / 6 Saat 250| 188 | 62 | 248 | 3| 5| 14| 3| 2| 1| o] 9| 34 | 136] 1 0 35 | 14 | 17
Kontrol / 24 Saat 250| 169 | 82 | 328 | 5| 9|13 6| 1| 1] 3|3 71 |284] 0 1 72 | 288 | 9
Kontrol / 48 Saat 250l 136 | 70 | 28 | 7| 7|12 6| 2| 1| 1 ]|24] 60 | 24 | 0 0 60 | 24 | 16
03a1g/ml/ 6 Saat 250| 169 | 81 | 324 | 7| 7|22 3| 2| 2| 1]|3| 77 | 308]| 0 1 78 | 312 | 11
0.3a1g/mifl 24 Saat 250| 152 | 88 | 352|151 7| 6| 3| 4] 1]28]| 75 30 | 1 1 77 | 308 | 20
0,3.ug/ml/ 48 Saat 250 133 | 105 | 42 | 7 | 12| 17| 15| 4| 3| 3 | 41| 102 | 408 | O 1 103 | 41.2 | 19
ug/ml/ 6 Saat 250] 152 | 98 | 392 | 13| 10| 17| 11| 6| 1| 4 | 24| 8 | 3a4]| 0 1 87 | 348 | 19
3ug/mi/ 24 Saat 250] 107 | 143 | 572 | 8 | 19| 34| 20| 5| 6 | 6 | 36| 134 | 536 | 1 0 135 | 54 | 36
3puig/mi/ 48 Saat 250 87 | 150 | 60 | 26| 14| 21| 33| 4 | 10| 4 | 53| 165 | 66 | 1 0 166 | 66.4 | 17
|__30mg/mi/ 6 Saat 250] 122 | 107 | 428 | 31| 10| 19| 12| 5| 2| 3 | 46| 128 | 512 | 0 0 128 | 512 | 12
|__30ug/mii24 Saat 250 76 | 174 | 696 | 24| 9 | 28| 33| 19| 5 | 14| 63| 195 | 78 | 0 ) 195 | 78 | 27
m-uglmlma Saat 250 60 170 | 68 | 32| 30| 19| 64| 18| 4 | 7 | 75| 249 | 996 | O 1 250 10 | 10
TOPLAM 3000 | 1551 | 1330 | 532 | 178|143 | 223| 212| 71 | 40 | 47 | 465| 1376 | 5504 | 4 6 1386 | 451.8 | 213
Toplam Yaptsal
Uzensizligin Incelenen 51.7 | 4433|1773 | 59| 48| 74| 71| 24| 13| 16| 16 | 4587| 1835|041 | 0.2 462 | 15.06 | 7.1
! lafaz Sayisina Orani

Sekil 15: Farkli doz-sure kombinasyonlarinda Bleomycin+sigara etkisi ile olusan

kromozomal duzensizliklere ait genel sonuglar
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Sekil 1. Giemsa bantlama yontemi ile elde edilmis ve Denver sistemine gére

hazirlanmig normal bir erkege ait karyotip.
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Sekil 2: Endomitoz kékenli tetraploid hicre (4n=92)
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Sekil 3: Endoredtplikasyon kékenli tetraploid hicre

(Giemsa bantlama ydntemi ile elde edilmis)

47



A b

- v§
(

S/

V
{ /~
( /
v L
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Sekil 5: C. Delesyon
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Sekil 7: A. izokromatid kirik
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Sekil 8: A. izokromatid kirik
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Sekil 10: B. izokromatid kirtk  C. Mingt kromozom
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! MULTIPLE ABERASYON

Sekil 11: Multiple Aberasyon

MULTIPLE ABERASYON

Sekil 12: Multiple Aberasyon
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Sekil 13: GGG Assosiasyonu

Sekil 14: DGG Assosiasyonu
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5.TARTISMA

3 doz, 3 farkh sure kombinasyonlu, 3 tekerrrli ve kontrolll yapilan
grastirmamizin  bulgulari kendi iginde ve mevcut literatir bilgisinin 1s1dinda
tartisiimigtir.

5.1.Sayisal Kromozom Diizensizlikleri

Sigara igen normal saglikli bireylerde kontrol ve deney gruplarinda toplam
3000 metafazda 11 tane tetroploidi tipi poliploid hicre belirlenmistir. Bunlarin 3
tanesi kontrol gruplarinda 8 tanesi ise deney gruplarinda incelenmistir. Yapilan
istatistiksel de@erlendirmeye gére kontrol ve deney gruplar! arasindaki farkin énemli
oldugu anlasiimistir.

Kontrol ve deney gruplarinda tetraploid hicre yuzdeleri sdyle siralanmaktadir.
Kontrol grubunda %0.40, 0.3 ng/ml'lik deney grubunda %0.53, 3 pg/ml'lik doz
grubunda %0.40, 30 ug/ml'lik doz grubunda ise %0.36 olarak bulunmustur.

Promchainant (46) 1974'de insan leucocytlerin Uzerine bleomycinin in vitro
sitogenetik etkilerini arastirdigi bir ¢alismada nadir de olsa endoreduplikasyonlara
rastlandigini rapor etmislerdir. Calismamizda endoreduplikasyonlara rastlanmis

bulunmas! dikkate alindiginda promchainant ile bu konudaki bulgularimizin uyum

iginde oldugu sdylenebilir.

5.2.Diizensizlik igeren Metafaz Oranlan ve Yapisal Kromozom Diizensizlikleri:
5.2.1.Kontrol Grubu: |

Sigara igen saglikli bireylerde kontrol grubunda 6, 24 ve 48 saatlik uygulama
sUreleri igin incelenen toplam 750 hicrede 171 adet duzensizlik igeren huicre ve
dizensizlik iceren metafaz orani %22.8 dir. Yapilan duzensizlik tipleri yogunluklarina
goére siralandiginda %39.78'le kromatid kirik, %21.50 izokromatid gap, kromatid gap
ve izokromatid kirik %17.20, delesyon %4.30 seklinde siralanmaktadir.

Vijayelexmi ve Evans (72) 1982 yilinda, sigara kullaniminin kromozomal
hasarlara etkisini belirlemek igin yaslari 25 ile 55 arasinda degisen 27 bayan ve 28

erkekte inceledikleri 5500 metafazda %8.16 oraninda yapisal kromozom duzensizligi
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pelirlemiglerdir. Bu oran kontrol grubunda ise %5.68 dir. Duzensizlik igeren hicre

orani sigara igmeyenlerde %2.22 sigara igenlerde ise %3.20 olarak belirlenmistir

(P<0.05).

‘ Littlefield ve Joiner (32) 1986 yilinda, adir sigara tiryakilerinde kromozom
duzensizliklerini arastirdiklar: ¢alismada, sigara icenlerde %4.59 oraninda yapisal
kromozom dlzensizligi belirlemislerdir. Bu oranin sigara igmeyenlere esit oranlara
gore 4 kat daha ylksek oldugunu saptamiglardir.

| Sinues ve arkadaslarinin (54) 1990 yilinda yaptiklar ¢galigmada sigara igmenin,
kromozom tipi ve kromatid tipi duzensizliklere etkisini arastirmiglardir. Toplam 94
kisiden olusan grupta 53'U sigara igen grubu ve 41'i ise sigara igmeyenleri
olusturmaktaydi.

Istatistiksel degerlendirmede kromozom bozulmalarinin frekansinin sigara
icenlerde sigara igmeyenlerden daha yUksek oldugunu rapor etmislerdir (P<0.01).

Tawn ve arkadaslari (61) 12 orta dereceli sigara igen ve 12 sigara igmeyenlerin
kan lenfosit kultUrlerinde hicre analizi yapmislardir.

Toplam her birinden 6000 metafaz kaydedilmistir. Grubun yas ortalamalari
sigara igenlerde 35.5 sigara igmeyenlerde ise 35.3'tUr. Sigara icmeyenlerde disentrik
frekansi 0.17+0.17 iken sigara igenlerde 0.67+0.33 idi. Asentrik frekansi sigara
icmeyenlerde 1.00+0.41, sigara i¢enlerde 0.83+0.37 idi.

Hopkin ve Evans (23) 1980 yilinda, sigara icenlerde DNA hasari ve akciger
kanseri riskini arastirdiklari ¢aligmada SCE frekansinin sigara igenlerde igmeyenlere
gére daha yuksek oldugunu belirlemiglerdir (P<0.01). Ayrica akcider kanserine
yakalanma riskinin sigara igenlerde daha ylksek oldugunu belirlemislerdir.

Reidy ve arkadaglarinin (48) 1989'da yaptiklari ¢alismada kromozom tip ve

kromatid tip bozulmalari arasgtirmiglardir. 30 sigara icen ve 30 sigara igmeyen
kisilerin kanlari kullanilmis. Sigara icenler en az 5 yil giinde 1 paket (20 sigara),
sigara igenlerden secilmis. Sigara icmeyenler ise evvelki 5 yil iginde hi¢ sigara
icmemis ve bir sigara i¢enlerle de birlikte yasamamis kisilerden olusturuimus. Her

hicre kdltrinden 100 metafaz  deg@erlendiriimis.  Yapilan istatistiksel
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degeriendirmede kromatid ve kromozom tipi duzensizliklerin sigara icenlerde
igemeyenlerden daha fazla oldugunu rapor etmislerdir.

Obe ve Herba (38) 1978 yilinda sigara tiryakilerinde kromozom duzensizlikleri
konulu calismada; sigara igenlerde incelenen 3823 metafazda toplam 26 adet
exchange tipi (10 disentrik kromozom, 2 ring kromozom, 13 ftriradyal ve 1
quadiradyal goéruntl) ddzensizlik belirlemiglerdir. Kontrol grubunda ise 14164
mitozda 16 exchange tipi dlUzensizlik (5 disentrik, 11 triradyal ve quadriradyal
goéruntt) saptamislardir. Sonug olarak sigara igmeyenlerde 10.000 mitoz da 11.269
olan exchange tipi duzensizlik sigara icenlerde 68.009'a ylikseimistir (P<0.01).

Spita ve arkadaslar (56) 1989 yilinda Ust solunum yolu kanserlilerde bleomycin
mutajenik etkilerini arastirdiklarl ¢aligsmada; sigara igen pharinx kanserlilerde %4.5,
sigara i¢cen larinx kanserlilerde %10.8 ve oral cavity kanserlilerde %2 oraninda
kromozom dlzensizligi saptamislardir. GUnlik igilen sigara miktarina gére; sigara
icmeyenlerde %1, 1-14 sigara icmeyenlerde %0.7, 15-24 sigara icenlerde %2.8,
25'den fazla igenlerde ise %12.7 oraninda kromozomal diuzensizlik belirlemislerdir.

Brinkworsth ve arkadaslart (12) 1992 yilinda, sigara i¢cenlerde ve icmeyenlerde
onkogen Urunleri ve sitogenetik &lgltler konulu calismalarinda, kromozomal
duzensizlik oranlarinin sigara igmeyenlere gére sigara i¢enlerde daha yiksek

: oldugunu saptamislardir (P<0.05).

Sigara icen kontrol grubumuzda olusan kromozom dlzensiziigine ait
oranlarimiz yukaridaki literattr bulgulari ile karsilastinidiginda; blydk bir coguniugu
benzerlik géstermektedir.

Osento ve arkadaslarinin (41) 1991'de sigara icen 15 ve sigara icmeyen 22,
toplam 37 testikuler kanserli hastada yaptiklari arastirmada bleomycinin kromozomal
kirtklara neden oldugunu géstermislerdir. Fakat sigara igenler ve sigara
icmeyenlerde bir fark olmadigini kaydetmislerdir (P>0.005).

Spita ve arkadaslarinin (56) 1989'da degisik kanserli hastalarda yaptiklari
calismada bleomycinin yapisal kromozom dlzensizliklerinin (gap ve kirik)

frekansinda artis yaptigini rapor etmiglerdir.
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Veronchousky ve arkadaslarinin (73) 1989'da 19 testikuler kanserli hastada ve
22 saglikli bireyde bleomycinin etkisini arastirdiklar ¢alismada;

Bleomycinle muamele edilmis lenfositlerde; kanserli hastalarda kontrol
grubundan daha fazla aberasyonlu hicre frekansinin artmig oldugunu ve daha
yuksek sayida kiriklarin olustugunu rapor etmislerdir. (Kanser hastalarinda 1.60,
kontrol grubunda 0.67) Fark anlamlidir (P<0.01).

5.2.2.Doz Gruplar Bulgulan
a) 0.3 pg/ml'lik Doz grubu

0.3 um/kg'lik bleomycinin dozunun 6, 24 ve 48 saatlik uygulama sureleri igin
incelenen 750 metafazda toplam 258 adet dlzensizlik iceren hlcre toplam 254 adet
yapisal kromozom duzensizligi saptanmistir. Dlzensizlik igeren hucre orani %34.4,
yapisal kromozom duzenligi orani ise %33.86 dir. Yapisal duzensizlik tipleri
yogunluk sirasina gére kromatid kirik %6.1, izokromatid gap %4, kromatid gap %3.8,
izokromatid kink %3.2, eksiime ve fragment %1.2 ve artma %0.6 olarak
siralanmaktadir.

b) 3 ug/ml'hk Doz grubu

3 ug/mllik bleomycin dozunun 6, 24 ve 48 saatlik uygulama sirelerinde

incelenen 750 metafazda toplam 387 adet duzensizlik iceren hicre ve 385 adet

yapisal kromozom duzensizligi belirtiimistir.

Duzensizlik igeren hicre orani %51.6 ve yapisal kromozom dizensizlik orani
%51.33 dur. Yapisal duzensizlik tipleri‘yogunluklanna gére; kromatid kirik %9.6,
izokromatid kirik %8.5, kromatid gap %6.2, izokromatid gap %5.7, fragment %2.2,
eksilme (delesyon) %2, artma (duplikasyon) %'1.8 olarak siralanmaktadir.

c) 30 ug/ml'lik Doz grubu

30 pg/ml'lik bleomycin dozunun 6, 24 ve 48 saatlik uygulama surelerinde

incelenen 750 metafazda toplam 573 ve 572 adet yapisal kromozom duzensizligi

kaydedilmistir. DuUzensizlik iceren hucre orani %76.4 ve yapisal kromozom

dlzensizlik orani %76.26'dr.
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Yapisal kromozom dlzensizligi tipleri yogunluklarina gére; izokromatid kirik
0,14.5, kromatid gap %11, kromatid kirikk %8.8, izokromatid gap %6.5, delesyon
(eksilme) %5.6, artma (duplikasyon) %3.2, fragment %1.4 tur.

Budak ve arkadaslart (13) 1991 yilinda yaptiklari ¢alismada sigara icen
pireylerde %4.22 duzensizlik igeren hiicre ve %3.77 yapisal kromozom dlzensizligi
pelirlemislerdir. Ayrica bu oranlarin sigara igmeyenlere gére daha yiksek oldugunu
belirlemiglerdir (P<0.05).

Sigara kullanimi + bleomycin etkisi ile olusan kromozom duzensizliklerine ait
oranlarimiz, yukardaki literatir bulgularn ile kargilastinldiginda belli bir kismi ile
benzerlikler géstermektedir. Fakat sigara kullanimi + bleomycin kombine etkilerini
arastiran bir yayina rastlamadigimiz igin bleomycin uygulama sekli, uygulama suresi
farkli olmasi nedeniyle oranlar arasinda saglikli bir kiyaslama yapilamamistir.

5.3.Kromozom Gruplarina Gére Yapisal Kromozom Diizensizlikleri

Kromozomlarin uzuniuklarina gére etkilenmelerini inceledigimizde buyuk
kromozomlarin kugUk kromozomlara gdére daha fazla etkilendigi gozlenmistir.
Kromozomlarda olusan duzensizlikler genellikle kiriklar, gaplar ve delesyonlar
seklinde saptanmistir. Bleomycinin DNA'nin yapisini bozdugunu, DNA zincirinin
kinimasina sebep oldugunu duslrerek blylk kromozomlarin daha uzun DNA
icerdiklerinden; bleomycin igin daha buylk bir hedef oldugu da dusurulebilmek-tedir.

Yaptigimiz ¢alismada kontrol grubqnda 93, deney grubunda 735 tane kromatid
gap izokromatid gap, kromatid kirik, izokromatid kirik ve delesyon tipi duzensizlik
kaydedilmistir.

X kromozomu, C grubu kromozomiari, Y kromozomu ise G grubu kromozomiari
icinde kabul edilmigtir. Deney gruplarinda ve kontrol gruplarinda belirlenen kromatid
ve izokromatid kirikk ve gap ve ayrica delesyon tipi kromozom dlzensizliklerinin,
kromozom gruplarina gére dagiliglan cizelge 10 ve 11'de gésterilmistir.

Iki ¢izelgeyi de@erlendirdigimizde, kontrol grubunda A, B ve C-X grubu
kromozomlarda daha fazla duzensizlik kaydedilmis. D ve E grubunda daha az sayida

duzensizlik kaydedilmis. F ve G-Y grubunda hemen hemen hi¢ dUzensizlik
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saptanmamis. Deney gruplarini degerlendirdigimizde A, B ve C-X grubunda
duzensizlik daha ¢ok saptanmigtir. D ve E grubunda kontrol grubuna gére daha fazla
kromatid gap, izokromatid gap, kromatid kirik, izokromatid kirikk ve delesyon
saptanmistir. F grubu kromozomlarda ise 19 tane dluzensizlik saptanmisgtir.

Promchainant (46) 1975 yilinda yaptigi bir ¢alismada A, B, C ve D grubu
kromozomliarinda E grubu kromozomiara gére daha fazla dizensizlik saptamisg, F ve
G grubu kromozomlari ile Y kromozomunun hi¢ etkilenmedigini rapor etmistir.

Bu konudaki bulgularimiz Promchainant'in bulgulari ile hemen hemen uygunluk
gostermektedir.

5.4.Satellit Assosiasyonlari

Genel olarak satellit assosiasyonlart kromozomal bir dizensizlik olarak kabul
edilmemektedir. Ancak satellit assosiasyonlarinin aneuploidy tipi sayisal kromozom
dizensizliklerine neden oldugu konusunda géruisler ile sartlduginden tarafimizdan
degerlendirilmistir (1).

Gdzlemlerimizde 0.3, 3 ve 30 pg/ml'lik bleomycin dozlarinin her g uygulama
sUresinde (6, 24 ve 48 saat) kontrolden farkli oldugu istatistiksel degeriendirmede
kaydedilmistir.

Satellit assosiasyonlarinin blydk g¢ogunlukla DD ve DG ve GG bigimde ikili
olmakla beraber D ve G grubu kromozomlarin degisik kombinasyonlarina

rastlanmistir.
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6.SONUC

3 farkh doz, 3 farkl stre ve bunlarin kontrollerinden olusan ¢alismamizda elde
ettigimiz bulgularin degerlendirme sonuglari agagida ¢ikartmistir.

1- Bleomycin dozunun artiriimasina paralel olarak uygulama suresi de arttiriidiginda
duzensizlik igeren metafaz sayisinin arttigi (P<0.01), bleomycin uygulama suresinin
artmasina bagli olarak kromozomal dlzensizlik igceren hicre sayisinda bir artis
oldugu (P<0.01) ve slre sabit tutularak dozun arttiriimasi ile dizensizlik igeren hicre
sayisinin arttigi belirlenmisgtir.

2-Kromozomlarda yapisal dizensizlik olusumunu incelemek igin yapilan istatistiksel
degerlendirmeye gbére doz artisina paralel olarak surenin artinimasinin
kromozomlarda yapisal duzensizlik olusumunu etkiledigi (P<0.01), bleomycin
dozunun artirilmasi ile yapisal kromozom duzensizliklerinde artis oldugu (P<0.01)
bleomycin uygulama suresinin artirimasina bagli olarak yapisal kromozom
duzensizliklerin artmadig: (P>0.05) tespit edilmistir.

Etkilesime gbére yapilan istatistiksel degerlendirmede vyapisal dlzensizlik
durumunda doz gruplari arasi farkin anlamh oldugu (P<0.01), sUre gruplari
arasindaki yapisal duzensizliklerin anlamsiz oldugu tespit edilmistir (P>0.05).

Ortalamalar arasi fark 6énem kontroll ile ilgili olarak yapilan istatistiksel
degerlendirmede; dozlar kar§||a§t|rlld|ginda 0.3 ug/ml ile kontrol grubu arasindaki
yapisal kromozom duzensizligi olusumu bakimindan farkin anlamli olmadig
(P>0.05), 3 pg/ml ile kontrol grubu arasinda farkin anlamli oldugu (P<0.05), 3 pug/mi
ile 0.3 pug/ml arasinda farkin anlamh oldugu (P<0.05), 30 ug/mi ile kontrol grubu
arasindaki farkin da anlamii oldugu (P<0.05) saptanmistir.

Yapisal kromozom duzensizlikleri kromozom gruplarina gére dagilimi agisindan
incelendiginde, kontrol gruplarinda yapisal duzensizlik sirasi A, B, C-X, D, E grubu
olarak saptanmistir. Deney gruplarinda bu sira A, B, C-X, E, D ve F grubu olarak

siralanmistir.
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3-Sure dislandiinda en yuksek poliploid hicre orani 0.3 pug/ml'lik deney grubunda
olup bulunma orani %53'tur. En dugtk orani ise 30 ug/ml'lik deney grubunda olup
%0.13 olarak tespit edilmistir.

4-Satellit assosiasyonlari herhangi bir kromozom dizensizligi olarak kabul
edilmemekle beraber 0.3 pg/ml'lik ve 3 ug/ml'lik deney gruplarinda en fazla, kontrol

ve 30 ug/ml'lik deney grubunda ise en az oldugu tespit edilmistir.
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7.0ZET

Bu ¢alismamiz 5 sigara tiryakisi (8 yildan beri glinde en az 2 paket sigara i¢en)
deneke ait 0.3, 3 ve 30 ug/ml dozda bleomycin 6, 24 ve 48 saat sure ile in vitro
kosullarda uygulanarak kontrollt olarak toplam 3000 metafazia degderlendirilmigtir.

Uygulama sonucu elde edilen bulgular degerlendirildiginde bleomycin dozunun
sabit tutularak strenin arttinimasinin diizensizlik igeren hicre olugsumunu etkiledigi
saptanmistir (P<0.001). Bleomycin dozunun arttirnimasi ile yapisal kromozom
duzensizliginin arttigi gézlenmistir. Bleomycin dozunun arttiriimasina paralel olarak
uygulama suresinin arttinimasinda dizensizlik igeren hicre sayisinin arttidi tespit
edilmigtir.

Duzensizlik iceren metafaz sayisinin normal metafaz sayisina orani kontrol
grubunda %22.8, 0.3 pg/ml'lik deney grubunda %34.4, 3 ug/ml'lik deney grubunda
%51.6, 30 pg/ml'lik deney grubunda %76.4 olarak belirlenmistir.

Bleomycin dozunun artmasina bagli olarak satellit assosiasyonlarinda bir
dusme olmaktadir.

Poliploid hlcre olusumu doza bagli uygulama stresinde degismemektedir.
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8.SUMMARY

In this study, 0.3, 3.0 and 30 pg/ml doses of bleomycin were applied to the
blood of 5 smokers (who had been smoking at least two packets a day for 8 years)
for 6, 24 and 48 hours under in-vitro conditions, and were assessed by 3000
metaphases in a controlled way.

When the findings obtained through application were evaluated, it was
observed that prolonging the time by keeping bleomycin dose constant affect the
formation of aberrant cells (P<0.001).

It was also observed that structural aberrations were increased by the elevation
of bleomycin dose. In addition, it was identified that, in case of prolonging the
application time parallel to bleomycin dose, the number of aberrant cells increased.

The ratio of irregular metaphases was found to be 22.8% in control group,
34.4% in experimental group of 0.3 ug/ml, 51.6% in experimental group of 3.0 pg/ml,
and 76.4% in experimental group of 30 ug/ml.

Satellit associations, were decreased by increasing of bleomycin dose.

Poliploid cell formation remains unchanged during dose-based application

period.
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