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1.GiRiŞ 

Eski çağlardan günümüze kadar ulaşan bilimsel yöntemlere temel olan biyolojik 

bilimler günden güne birçok araştırmacı tarafından değişik boyutlarıyla 

incelenmektedir. Bilim ve teknolojideki gelişmeler günümüzde en hızlı gelişim 

sürecini yaşamaktadır. 

Yirminci yüzyıla bilgisayar çağı olarak baktığımızda; bugün hafızasında yüzbinlerce 

bilgi saklayan ve son derece karmaşık işleri bir anda çözen dev komputürler 

geliştirilmiştir. Fakat canlıları incelediğimizde b~r tek hücrenin yaptığı işe bakacak 

olursak hiçbir bilgisayarın erişemiyeceği düzeyde olduğunu görürüz. Hücrenin yapı 

ve işlevini anlamak için çalışmalar moleküler düzeyde olmuştur. Moleküler düzeyde 

yapılan çalışmalar "Genetik" bilim dalının ortaya çıkmasına neden olmuştur. 

Genetiğin babası sayılan Mendel'in ve diğer birçok araştırıcının yaptıkları 

deneyler sonucu canlıların tüm özelliklerinin kuşaktan kuşağa "Gen" adı verilen 

maddelerle taşındığı bilinmektedir (5). Genlerin kromozomlar üzerinde bulunduğu 

Griffit tarafından bulunmuştur. 

Yeryüzündeki yüzbinlerce canlı türünün birbirinden farklı olmasını sağlayan en 

önemli faktör, türe özgü kromozom sayısı ve kromozomlar "üzerinde bulunan genleri n 

sayı ve dizilişlerindeki farklılıktır. 

Hücre nukleusunda bulunan hayatın ve canlılığın sırrı DNA adı verilen genetik 

materyalin yapısında yeralan dört bazın (A.G.T.C) milyonca değişik dizilişinde ve her 

dizilişin belirli bir boyutsal anlam ifade edişinde gizlidir (21 ). 

Moleküler genetik alanında yeni araştırma yöntemi olarak kısa süre önce yerini 

almış olan "Gen klonlama sistemleri" ve "Polimeraz Zincir Reaksiyonları (PCR)" DNA 

haritalarının çıkartılması çalışmalarına katkılarıyla moleküler genetik çalışmalarda 

devrim sayılabilecek bir süreci başlatmıştır (64). 

ilk kez 1986 yılında Renata Dalbecco tarafından "insan genomunun tümünün 

nukleotid dizisinin saptanması gerekir" şeklinde öne sürmüş olduğu sav kısa süre 

sonra hayata geçirilmeye başlanmıştır. 1990 yılında insan genom projesi için zaman 
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işlemeye başlamıştır. insan genarn projesinin işlemeye başlaması ile mitokondrial; 

oNA dışında boyutları 80-300 milyon baz çifti arasında değişen 22 otozam ve 2 

cinsiyet, kromozomlarına dağılmış bulunan 3.3 milyon civarında DNA baz çiftinin 

haritasının çıkartılması ve gen dizilerinin belirlenmesi amaçlanmaktır. insan 

genarnunu oluşturan 100.000 genden 1991 yılı sonuna kadar 5000 gen 

çözümlenerek arşivlenmiş, 1900 tanesinin bir kromozomla ilgili olduğu varsayılmış 

ve 600 tanesi de klonlanmış olarak elde edilmiştir (64). 

Bilim dünyasında geçen her hafta için de ortalama 30 gen tanımlanarak 

nukleotid dizisi belirlenerek haritası çıkartılmaktadır. 

Yaklaşık 2000 yılına kadar insan genarnunu oluşturan 100.000 insan geninin 

katoloğunun tanımlanacağı tahmin edilmektedir (24,63). 

DNA baz çiftleri esas alınarak DNA haritaları oluşturulmuştur. Bin baz çifti "Kilo 

baz", milyon baz çifti de "Mega baz" olarak adlandırılmıştır. DNA'nın organizasyonu­

nu gösteren üç çeşit harita vardır. 

Fiziksel haritalar: DNA molekülü kendine özgül enzimler tarafından kırılır. Bu 

enzimiere restriksiyon enzimleri denir. Hücrede bu enzimlerden yüzlerce çeşit 

belirlenmiştir. En basit fiziksel haritalar; spesifik restriksiyon enzimlerinin DNA 

malakülünü kestikleri noktalara göre yapılan DNA haritalarıdır. Restriksiyon 

haritaları, rekombinant DNA klonları ile istenilen DNA parçaları büyük miktarlarda 

saflaştırılmak suretiyle yapılmaktadır (20). 

Sitegenetik haritalar: Günümüzde oldukça ilerlemiş bantlama teknikleri ile 

kromozomlar incelendiğinde her bir kromozoma özgü olan ve 45 (mega baz) çifti 

içeren değişik tonda boyanmış bant bölgeleri ayırtedilebilmektedir. Metafaz 

plaklarından hazırlanan karyetipler incelendiğinde bireylerdeki delesyon, 

rearanjman, translokasyon ve diğer anormallikleri gösteren görsel bir simgedir. 

Genetik haritalar: Bağlantı haritaları olarak bilinirler ve belirli DNA aralığında 

genetik işaretierin görece konumlarını yansıtır. işaretler arası mesafe fiziksel 

uzaklıktan çok kalıtsal özelliklere dayanır. Iki homolog kromozom parçasının 
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birbirinden ayırt edilmesinde ve bir kuşaktan sonraki kuşağa aktırılmasını izlemekte 

kullanılır (22,24,64,75). 

DNA molekülünün yukarıda sözü edilen fiziksel ve genetik haritaların nukleotid 

seviyesinde ortaya çıkarılmasında klonlama sistemleri ve polimeraz zincir 

reaksiyonları kullanılmaktadır (22,24). 

a) Klonlama sistemleri: Hızlı şekilde üreyen bir organizmanın DNA'sının 

üretilmesi istenilen ve özgün restriksiyon enzimleri ile kesilerek elde edilen yabancı 

DNA parçacığı eklenip konakçı DNA ile birlikte çoğaltılması ilkesine dayanır. 

Yeterince çoğaltılan DNA parçacığı izole edilerek elektroforetik yöntemlerle nukleotid 

dizisi belirlenebilir. Bir Escherchia co li plazmidine 1 O kilo baz'dan küçük DNA 

parçaları eklenerek klonlanabilirken, kozmid plazmid adı verilen modifiye 

plazmidlerle 40-45 kb'lik DNA parçaları klonlanabilmektedir. En son gelişmelerle ise 

bakteri plazmidleri yerine YAC (Yeast Artificial Chromosome) adı verilen yapay maya 

kromozomları ile 100-1000 kb'lik DNA'ların klonlanması yapılabilmektedir (22, 75). 

b} Polimeraz Zincir Reaksiyonları: Kalıp olarak kullanılan DNA iplikçiklerine 

yüksek özgüllükle bağlanabilen iki sentetik oligonukleoitid hedef DNA'yı sınırlar. 

DNA sentezi oligonukleotide doğru ilerler, DNA sentezi tanımlanmış örnek gooc 
ısıtılarak çift sarmali ı DNA molekülünün ayrılması (denatürasyonu) sağlanır. 

Soğutma işlerinden sonra bu olay arka arkaya 25-40 kez tekrarlandığında 

genetik dizi şeklinde üssel bir artış söz konusu olduğundan örnek DNA 

parçacığından yüzbinlerde kopya elde edilmiş olur. Bundan sonraki aşamada örnek 

DNA parçacığının dizisi elektroforetik işlemlerle belirlenebilmektedir. 

Kromozomlar üzerinde normalde inaktif halde bulunan ve ankagenler adı 

verilen genler bulunmaktadır. Şu güne kadar saptanabilen ankagenler 2, 7,11,19 ve 

22 numaralı kromozomlarda birer 8,12 ve 17 numaralı kromozomlarda 4 tane olmak 

üzere 50'nin üstündedir (3). Onkogenler normalde inaktif olup, bazı 

kemoterapötikler, radyasyon, sigara zehirleri ve rearanjmanların etkisiyle aktif hale 

gelebilmektedirler. Bazı kanser türleri ile kromozomal düzensizlikler arasında 

ilişkiler olduğu bilinmektedir (22,34). 
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Kanser, hücrelerin gereksiz ve zamansız olarak organizmanın düzenleme ve 

ayarıama mekanizmasının dışında, kontrol edilemeyen gelişme ve çoğalması sonucu 

oluşturdukları doku veya organın büyümesi ile karakterize olan geniş bir hastalık 

grubunu içerir. Kanserdeki en önemli sorun; gereğinden fazla oluşan ve 

denetlenmeyen hücre bölünmesidir (43,44). Kanser hücresinin bölünmesi normal 

dokulara göre farklıdır. Bütün enerji bölünmeye harcandığı için bölünme çok hızlı 

olmaktadır. Farklılaşmış hücrelerin hemen her türü kanser hücrelerine dönüşebilir. 

Çalışmada kullandığımız "Bieomycin", kanser terapisinde kullanılan anti tümör 

aktiviteye sahip bir grup peptide verilen genel bir addır. "DNA" da ayrışmalara ve 

fragmantasyonlara (parçalanmalara) neden olurlar (6). Bleomycin, lenfoma ve testis 

kanserlerinde etkindir (6). 

Biz çalışmamızda denekieri kronik olarak sigara kullanan sigara tiryakilerinden 

seçtik. Sigaranın ve bleomycinin tek başına ve kombine etkileşimleri sonucu neden 

oldukları kromozomal düzensizlikleri belirlemeyi amaçladık. 
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2.GENEL BiLGiLER 

2.1.Bieomycin Hakkında Genel Bilgiler 

Streptomyces verticullus'un fermentasyonu ile üretilen, anti tümör ajanların 

önemli bir grubu olan bleomycin 1962 yılında Umezawa ve arkadaşları tarafından 

bulunmuştur (8, 1 O, 11, 14, 15, 18,25,33,35,40,42,46,50,57,63,66,68,69,70).Halen klinik 

olarak kullanılan bakırın glikopeptidlerle chelatig bağ yaparak oluşturduğu karışımın 

pradaminant olarak iki kapalı ilgi ajanları, bleomycin A2 ve bleomycin 82 içeren bir 

ilaçtır (11,14,1S,19). Bunlar A1, A2, A3, A4, As, Ae. A2-b, A2-a, 81, B2, B4, Bs, Be 

olarak izole edilmiştir (6,28,65, 7 4). Asit ve baz stabilitesi ile fleomisinden 

(Phyleomycin) ayırt edilir ( 11, 14, 15, 19). izole edilen bleomycin kompleksinin sülfür, 

kromofor ve bakır içerdiği bulunmuştur (15,69). Fleomisin D1 ve E'nin oksidasyonu 

Bleomycin 82 ve B4'ü verir. 

Hücrelerde serbest radikaller oluşturarak DNA zincirlerinde kınimalara neden 

olur. Diğer antibiyotiklerden farklı olarak belirgin derecede döneme özgü etkinlik 

gösterir. En fazla G2 döneminde etkilidir. Geç G1, erken S ve M dönemlerinde de 

etkilidir. 

Diğer birçok neoplastik ajanlarla karşılaştırdığımızda bleomycinin 

mylosuppresive ve immunosuppressive aktivitesi minimaldir (11, 14, 15, 19). Nadiren 

kutanöz ve pulmoner toksiteye neden olur. 

2.1.1.Bieomycinin Kimyasal Yapısı 

Bleomycin suda eriyebilen, bazal glikopeptidleri birini diğerinden ayıran kendi 

terminal amin kısımlarıdır (11, 14, 15, 19). Kimyasal yapısı hala tartışılmakta olduğu 

halde, şimdiye kadar bleomycin C, H, O, N ve S içeren bir glukolipid olduğu kabul 

edilmiştir (prospektüsten). 

Bleomycinlerin tümü S. amino asit, 1 amin, 1 glukoz ve 3-o-karbamil D-mannoz 

içerir ve terminal kısımları ile biri diğerinden ayrılır (15, 70). Bleomycinler cu+2 ve 

Fe+2 ile ekimolar kompleksler oluştururlar (11, 14, 1S, 19). 

5 



s 

2.1.1.1.Kiinik Olarak Kullanılan Bleomycin Sulfatm Spesifıkasyonu 

Birleşmiş Milletlerde klinik olarak kullanılan bleomycin yani blenoxane bakın 

çeşitli bleomycin türlerinden ayırır (15, 70). Blenoxane, 15 ünitelik şişelerde krema 

renkli bir toz halinde temin edilir. Etki gücü 1.2-1. 7 ün it/mg arasındadır. 

Daha önce 15 mg potens şeklinde bir miktar birimi kullanılmaktayken, şimdi 

daha değişik olan "ünit" terimi kullanılmaktadır. Blenoxane 15 ünit 15 mg potense, 

etki gücü de 1.2-1. 7 ün it/mg arasındadır (7,30). 

Blenoxane'nın %65'i bleomycin A grubu türlerini içerirken, total ağırlığının %35'i 

bleomycin B grubu türlerini içerir. Bleomycin A1 ve Bı tam ağırlı.ğının sırası ile %55-

70'ini ve %25-32'sini meydana getirir. Bakır içeriği %0.1 den daha azdır (7). 

2.1.1.2.Stabilite 

Lyofilize olan bleomycin sulfat tozu oda sıcaklığında 1-2 yıl stabildir. Ayrıca 

suda ve %5-10 dekstrozdaki solusyanda ve oda sıcaklığında en az 8 saat stabil 

olarak kalabilir (7). (Prospektüsten not! normal ısı derecelerinde (15-25°) bir yıl 

devam eder). Heparin içeren solüsyonlarda stabilitesi kanıtianmamıştır (7). 

Bleomycin saf vazelinde bozulmaz, iki yıl içinde aktivitesinin %7'si zarar görür. 

Fakat benzan ruhu veya dermebazda tamamen anstabildir (7). 

2.1.2.Bieomycinin etki rnekanizmasa 

Bleomycin'in birçok ilginç biyokimyasal özellikleri var ise de onun yeteneği 

sitotoksik etkisinin sonucudur. in vitro çalışmalar bleomycin hücrelerin hücre 

siklusunda G2 fazında birikmesine neden olur ve bu hücrelerin çoğu kromozomal 

aberasyonlar gösterir; kromozomal kırıklar, gapler fragmentler ve translokasyonlar 

gibi bleomycin 0 2 ve Fe+2 ile etkileşmesi DNA'yı bölmeye neden oluyor gibi 

gözükmektedir. Oksijen ve ditiotreitol gibi indirgen bir ajan varlığında 

metalobleomycin kompleksi bir ferröz oksidaz olarak aktive edilir. Fe+2 den 

elektronları moleküler oksijene aktararak aktive edilmiş oksijen türevleri üretir 

( 11 '14, 15, 19). 

Metalobleomycin kompleksinin flavin enzimi, reaksiyonu, NADPH-sitokrom 

P 450 reduktaz ile aktive edilebildiğinde gösterilmiştir. Bleomycin DNA'ya am ina 
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terminal peptidi ile bağtanır ve aktive edilmiş kompleks serbest radikaller oluşturur. 

Bu radikaller DNA zincirinin bölünmesinden sorumludurlar (11, 14, 15, 19). 

2.1.2.1. Bleomycin Aksiyon Mekanizması 

a) Aktive Spektrumu 

Bleomycin'in çeşitli kaynaklardan izole edilen DNA üzerine etkili olduğu 

gösterilmiştir (8, 11, 14, 15, 16, 18,33,37,39,42,46,68,70). 

Bleomycin'in polinükleotidler üzerine etkileri, reaksiyon durumları ve deneme 

metodları; polinükleotidin baz kompozisyonu, molekül ağırlığı ve ikincil yapılarındaki 

değişikliklerle belirlenmiştir (7). 

Tek zincirli deoksi-polinukleotidler genellikle çift zincirli malaküllerden daha 

çabuk bozulmaya uğrarlar (7). 

Doğal olarak oluşan RNA ve sentetik poliribonukleotidler bleomycin ile 

bozulmazlar (15,68). 

Mueller ve arkadaşları bleomycin'in DNA'ya bağlı DNA polimeraz enzimini ve 

RNA'ya bağlı DNA polimeraz enzimini inhibe ettiğini göstermektedirler (68). 

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

b) Reaksiyon Karakteristikleri 

Optimal aktiviteye sahip olabilmek için bleomycin serbest bakır içermelidir. 

Reaksiyon karışımına EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit), cu++ ve zn++ 

eklenmesi DNA bozulmasını engeller, fakat aynı şey magnezyum için geçerli değildir 

(15,33). 

Her ne kadar DNA zincirindeki kırılmalar katalizör yokluğunda meydana gelse 

de, oksitleyici ve redükleyici ajanları varlığında DNA bozulması önemli derecede 

uyarılır. Çok sık olarak kullanılan katalizör 2-merkaptoetanoldür. Dithiothreitol, 

askorbik asit, sulfhidril ve hidrojen peraksitin de DNA bozulmasını yani bleomycin 

aktivasyonunu arttırdığı gösterilmiştir (15,31,33,37). 

DNA bozulması için optimal pH aralığı 7-8 dir. 
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2.1.2.2.Hücreler üzerine etkileri 

a) Büyümenin inhibisyonu 

Bleomycin geniş bir antiviral ve antibakteriyel spektruma sahiptir. Bleomycinin 

virüsler, bakteriler ve memeli hücrelerinin replikasyonunu engellediği gösterilmiştir. 

Birçok gram pozitif ve gram negatif bakterileri, T4 fajının ve SV4 virüslerinin 

replikasyonunu engeller (11, 15). 

Bleomycin tümör büyümesini engelleyerek anti-tümör, antineoplastik aktivite 

gösteren bir ilaçtır (11, 14, 15, 18,39, 70). 

Normal karaciğer hücrelerinin ve PHA (phytohemagglutinin) ile uyarılan 

ıenfositlerin blastogenezisini de engeller (15,40). 

2.1.2.3.Makromolekül Sentezi Üzerine Etkileri 

a) DNA Sentezi: 

Bleomycin duyarlı hücrelerdeki DNA sentezini inhibe eder. Ayrıca bleomycinin 

in vivo DNA sentezini de inhibe ettiği ispatlanmıştır (9, 14, 15,37,42,46,68). 

b) RNA Sentezi: 

RNA sentezi, DNA sentezine göre bleomycin ile daha az inhibisyona uğrar, 

Fare L hücrelerinde 100 1-lg/ml'lik yüksek bir konsantrasyonda RNA sentezinin 

inhibisyonu başarılmıştır (9, 14, 15,37). 

c) Protein Sentezi: 

Protein sentezinin inhibisyonu DNA sentezinin inhibisyonununa göre daha 

azdır (7, 15,35). 

2.1.2.4.Hücre Döngüsü ve Bleomycin Aktivitesi 

Hücre döngüsünde S fazı hücreleri ilaca orta derecede duyarlı iken, M ve G2 

fazlarının bleomycine çok duyarlı oldukları bildirilmiştir (4, 15, 18,39,40,42,46, 70). G1 

fazının hücre döngüsünün en az duyarlı fazı olduğu gösterilmiştir. Hücre siklusu 

içindeki farklılığın veya fazlar arası duyarlılık farkının nedeni bilinmemektedir. 

Bleomycin'in neden olduğu kromozom aberasyonlarının interfaz hücrelerde 

oluşturduğu, fakat genellikle mitetik hücrelerde biriktiği söylenebilir. 
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2.1.2.5.Hücre Morfolojisi Üzerine Etkileri: 

sıeomycin en fazla lymphatic dokuda hasar yapar (64). Bleomycin ile muamele 

edilen bakteri hücrelerinin büyümesi ve polynuclear dev Hela ve L hücrelerinin 

oluşması gösterilmiştir (15). 

Bleomycinin etkisi Hela 83 hücrelerinin büyüme döngüsüne bağlıdır (15,27). 

Bleomycin hücre membranın fonksiyonlarını da bozar (65). 

2.1.3.Bieomycinin Farmakokinetiği 

2.1.3.1.Absorbsiyon ve Dağılim 

Bleomycin, subkutan, intramuskuler ve intravenöz olarak uygulanır (6,25,28, 

65,74). 

ilacın cisplatin, vinplastin gibi bazı ilaçlarla beraber kullanıldığı, testiküler 

kanserlerde gösterilmiştir. Böylece testiküler karsinamada bleomycin kürativ 

tedavisinin ancak 1/3'ünü oluşturur (68, 7 4 ). Etki spektrum oldukça gen iştir. 

Kombinasyon halinde Hodgkin ve diğer lenfomalarda, testis tümörlerinde, 

masanenin yüzeysel kanseri, baş ve boyun kanseri ve serviks kanserinde etkilidir 

(6,29,65,73). 

Mide ve barsak kanalında absarbe edilmez (29). Merkezi sinir sistemine 

giremez. 

2.1.3.2.Metabolizma ve Boşaltım 

Bleomycin kan ve beyin bariy~rini geçmez. Bleomycin değişik tümörtere 

lokalize olur. Bu da bu bölgelerde inaktive edici enzim seviyesinin daha düşük 

olduğu fikrini verir. 

Bleomycin intramuskuler uygulandığında kandaki düzeyi 30-60 dakika için en 

yüksek seviyeye ulaşır (28). 

Eliminasyon yarı ömrü yaklaşık olarak 3 saattir. 

Normal ve tümör dokularında 24 saat içinde anında aktif ilaç olarak yaklaşık 

%50'si geri emitir (28). 
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2.1.4.Bieomycinin Kullanılışı ve Klinik Toksite 

Testiküler karsinamların tedavilerinde bleomycin etkili tedavi edicidir. Bleomycin tek 

verildiğinde ayrıntılı tepki oranı yaklaşık olarak %30 dur. Bu ilaç vinblastin ile 

verildiğinde tepki oranı %90 kadar artar. Cisplatinin bu sisteme eklenmesi ile 

hastaların çoğu iyileşir. 

Bleomycin sulfate (Bieomycin) 15 ünitelik flakonlarda toz halinde temin 

edilebilir. Tavsiye edilen dozu 10-20 ünitfm2 dir. ilaç intravenöz veya intramusküler 

olarak uygulanır. Bu uygulama haftada bir veya iki kez yapılır. Böbrek yetmezliği 

olan kişilerde doz ayarlanmalıdır. 

Bazı neoplastik ajanların aksine bleomycin minimal düzeyde kemik iliği 

toksisitesine neden olur. En önemli toksik etkisi akciğerde pnomoni yapmasıdır. Bu 

durum akciğer fibrozisine dönüşebilir. Akciğer komplikasyonu, tedavi edilenlerin 

yaklaşık %1 O'un da ortaya çıkar ve özellikle akciğer fonksiyonu yetersiz yaşlı 

hastalarda ölümle sonuçlanabilir. Hiperpigmentasyon, ciltte kalınlaşma, el ayası ve 

dirsekierde hiperkeratoz gibi cilt lezyonlarına, sıklıkla neden olmaktadır (29). 

2.1.5.Bieomycinin Genetoksitesi 

Bleomycin tek genetoksik etkili bir radiometil anti-tümör ajandır. Bleomycin 

birçok aminoasit ve şeker içeren ve değişik analoglara neden olan terminal aminli 

glikopeptiddir. Değişik analoglar arasında aktivitede birkaç önemli farklılık 

bulunmuştur. Bleomycin, klinik formülü başlıca Aı ve B2 karışım komponentleridir. 

Klinik kemoterapatide bu ilacın uygun kullanılması onun genetik toksitesi için 

oldukça anlamlıdır (45). 

2.1.6. Kromozom efektleri 

1970 yılında Ohana ve Kadatani insan lenfasit kültürlerinde değişik 

konsantrasyondaki bleomycinleri muamele ederek kromozomal aberasyonları 

incelediler. in vitro ve in vivo çalışmalar belcmyeinin kromozomlar üzerindeki 

etkilerini göstermiştir. Tüm çalışmalar bleomycinin kromozomlarda delesyonlara, 

disentriklere, yüzüklere, exchanglere, kırıkiara ve gaplere neden olduğunu ortaya 

koymuştur. 
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Bleomycin'in SCE (Sister Chromatid Exchange) seviyesinde fazlaca bir 

etkinliğinin olmadığı, sadece yüksek dozda az bir etkiye sebep olduğu görülmüştür 

(45). 

2.1. 7 .Bieomycin'in immunofarmakolojisi: 

Bleomycin'in immunofarmakolojik etkenleri oldukça ilginçtir. Bunlardan biri 

bleomycin'in çok az ya da hiç myelosupresyon göstermemesidir. Bleomycin immün 

yeterliliği baskılamaz. Squamöz hücreli karsinoma ve malign lenfomalara karşı etkisi 

kanıtlanmış olan bleomycinin az bir immunosupressif etkiye sahip olduğu 

bulunmuştur (1 0,40). 

2.2.Sigara Kullanımı 

Tütün alışkanlığı, günümüzde dünya nüfusunu tehdit eden tek önemli 

"önlenebilir ölüm nedeni" dir. Her yıl, sigara ya da tütün alışkanlığı yüzünden, 

yaklaşık üç milyon kişi yaşamını yitirmektedir (2). 

Tütün ilk kez 16.yüzyılın başlarında Avrupa'ya götürülerek orada ekilmeye 

başlandı. Kısa sürede tütün kullanma alışkanlığı Avrupa'ya yayıldı. 1965 yılında 20 

yaşın üstündeki erkeklerin %52'si, kadınların da %34'ü sigara içmekteykan 1980'1i 

yıllarda bu oranlar erkeklerde %38'e, kadınlarda ise %30'a düşmüştür. 

Sigara içen yetişkinlerde mortalite oranı 1. 7 olarak belirlenmiştir. Mortalite oranı 

sigara içenlerde gözlenen ölümleri içmeyenlerdekine oranlanması sonucu elde 

edilmektedir. Bu oran içilen sigara miktarı ve içme süresi ile ilgilidir. Mortalite oranı 

genç yaşta sigaraya başlayanlarda daha yüksektir. 

Bu çalışmalarla belirlenen sigaranın zararları konusunda sayısız çalışmalar 

yapılmıştır. Sigaranın meydana getirdiği sağlık sorunlarının bazılarını şöyle 

sıralayabiliriz: 

-Sigaranın koroner kalp hastalığının %21'den sorumlu olduğu yapılan 

çalışmalarla açıklanmıştır (2). 

-Sigara içenlerde peptik ülser insidansı, içmeyeniere göre daha yüksektir. 

sigaranın peptik ülser oluşumundaki etki mekanizması; asit salgılanmasını uyarmak 

safra reflüsünü artırmak ve prostaglandin sentezini baskılamak biçimindedir (2). 
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-Hamilelik esnasında sigara içiminin, düşük doğum ağırlığına, fetüsün 

gelişmemesine ve spantan abortuslara, erken doğumlara, prenatal ölümlere neden 

olduğu açıklanmıştır (19,57). 

-Sigara alışkanlığının doğurganlık üzerinde etkili olduğunu, kadınlarda 

konsepsiyonu geciktirirken erkeklerde sperm anormalliği oranını artırdığı 

saptanmıştır (2). 

-Sigara kullanımı deri kırışıkları ve yaşlanmayı arttırmaktadır (52). 

-Sigaranın içerdiği nikotin son derece toksik bir maddedir. insanda güçlü 

fiziksel bağımlılığa yol açar. Ayrıca nikotinin düşük dozları uyarıcı, yüksek dozları 

depresyon yapıcı ve felç edici etki gösterir. 

Nikotin, beyin nikotinik reseptörlerini uyararak, santral ve otonam sinir sistemini 

etkiler, ruhsal durum, öğrenme, konsantrasyon ve performans değişiklikleri yapar 

(2). 

-Sigara kullanımı üst-alt solunum yolları Ca, ağız, dudak, özefagus, pankreas, 

böbrek, mesane ve serviks Ca'ya olan eğilimi arttırır (19,54). 

Sigara dumanı gaz ve parçacık (partikül) olmak üzere iki bölümden 

oluşmaktadır. Doğal bir çalışma odasında 20 j.!g/m3 olan parçacık düzeyi, odada 

sigara içildiğinde 200 ı.ıgfm3'e, yoğun sigara içilmesi durumunda ise 300-1000 ı.ıgl 

m3•e ulaşmaktadır. 

Sigara dumanının kanserojen etkisi içerdiği nikotin, karbomonoksit, azotoksit, 

amonyak, hidrojensiyanür ve akrolein maddelerine bağlıdır. Katran, sigara 

dumanının özel filtre üzerinde kalan bölümünün su ve nikotin dışındaki parçasıdır. 

Katranda bulunan maddeler akciğerde bronşiyeileri daraltarak, silyostaz gelişmesine 

yol açmaktadır. 

2.2.1.Sigara içmenin Kromozomal Etkileri 

Sigara içme, insanların somatik hücrelerinde genetik değişikliklere yol 

açmaktadır. Sigara tiryakilerinde bu hücrelerdeki kromozomal zedelenme düzeyi, 

istatistiksel olarak önemli derecede daha yüksektir. Kromozomal bozulma, yapısal 
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değişiklikler, kardeş kromatid değişimlerini ve mikronükleusları kapsar. Sigara 

dumanı, izole insan lenfasitlerinde de kardeş kromatid değişimini artırmaktadır (2). 

2.3.Kromozomlar Hakkında Genel Bilgiler 

2.3.1.Kromozomların Morfolojik Özellikleri: 

insan kromozomları (2n=46) ışık mikroskobu altında, hücrenin mitotik 

bölünmesi esnasında metafaz evresinde incelenerek tanımlanabilir (5,49,60). 

Normal kromozomlarda görülen morfolojik özellikler şunlardır. 

1-Sentromer: Boyandığında kromozomların en soluk boya olan kesimleridir. 

Kromozomlar sentromer lokalizasyonuna göre 3 gruba ayrılır. Bunlar dışındaki 

örnekler normal sayılmazlar. Her kromozomda bir sentromer bulunur ve bunlar hücre 

bölünmesi esnasında kromozomların iğ ipliklerine tutulmalarını sağlar. 

a) Median (Metasentrik) Kromozom: Sentromeri ortadadır ve iki kolu birbirine 

eşit olan kromozomlardır. 

b) Submedian (Submetasentrik) Kromozom: Sentromeri merkezden uzak ve 

iki kolu birbirine eşit olmayan kromozomlardır. 

c) Akrosentrik Kromozom: Sentromeri kromozomun bir ucuna çok yakın olan 

kromozomlardır. 

2-Satellit: Belirli kromozomların kısa koliarına bağlı bulunan yuvarlak düğme 

şeklindeki kromatin materyalidir. Nukeolus (çekirdeçik) ile ilgili olduğu ileri 

sürülmektedir. 

3-Sekonder Darlık: 1, 3, 6, 9, 11 ve 16 numaralı kromozomlarda bulunan bir 

oluşumdur. Sentromerden farklı ve ayrı özelliklere sahiptir. Satellitler gibi bunların da 

çekirdekçik oluşumu ile ilgili oldukları düşünülmektedir (5,49,60). 

2.3.2.Kromozomların Adiandırma Sistemi 

Tijo ve Levan'ın 1956 yılında insan kromozomların tam sayısının (2n=46) kesin 

olarak ortaya koymalarından sonra, tanımlanan kromozomlar hastalıkların sayısında 

belirgin bir artış görülmüştür. Ancak, yayınlar belli bir sisteme uydurulmadığı için, 

karışıklıklar ortaya çıkmıştır, bunun üzerine, bulguları standartlaştırmak için 1960 
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A B. D.'nin Denver kentinde toplantı düzenlenmiş, Denver kentinde kabul 

yılın a, · 
.
1 

n sisteme Denver klasifikasyonu adı verilmiştir (5,59,60). 
edıe 

1g63'te Londrada, 1968'de Chicago'da ve 1971'de Paris'te bir dizi uluslararası 

toplantı yapılmıştır. 

Bu toplantılarda Denver klasifikasyonu geliştirilmiş ve insan kromozomları 

standartlaştırılarak ortak bir adiandırma sistemi kabul edilmiştir. Bu sınıflandırmaya 

göre, aniatılmak istenen tüm bilgi bir formüle verilebilir bir hale gelmiştir . Formülde 

önce total kromozom sayısı sonra da varsa kromozom düzensizliği belirtilmektedir 

(5,49,60). Bugün kullanılan sistem son şeklini "An International System for Human 

Cytogenetic Nomenclature (1995)" de almıştır (35). 

Bu sisteme göre insan kromozomları , A, B, C, D, E, F ve G olarak 7 gruba 

ayrılmakta ve cinsiyet kromozomları hariç tutularak en büyükten en küçüğe doğru 1-

22 arasında numaralandırılmaktadır (5,49,60). 

Bazı genetik bilimcileri cinsiyet kromozomların, (X ve Y) 22 nolu kromozomlar 

sona gelecek şekilde yerleştirirken bazılarında X kromozomunu, C grubu 

kromozomlara benzemesinden dolayı 6 nolu kromozomdan önce veya 12 numaralı 

kromozomdan sonra Y kromozomunda G grubu kromozomlardan sonra yerleştirmeyi 

uygun görmüşlerdir. Bazı kriterler esas alınarak ayrılan kromozomlar, Denver 

sistemine göre sıralanarak "karyotip" hazırlanmaktadır. 

Kromozomların tanısında göz. önünde bulundurulan özellikler şöyle 

sıralanmaktadır (5). 

a) Kromozomun total uzunluğu ve kolların boy uzunluğu 

b) Sentromerin kromozomdaki konumu 

c) Kromozomdaki sekonder darlığın bulunup bulunmaması, eğer varsa konumu 

d) Kromozomların bant özellikleri 

e) Kromozomlara ait otoradyografik bulgular 

2.3.3.Kromozom Düzensizlikleri 

Normal bireylerin vücut hücrelerinde daima 46 olan kromozomlar, bazan sayı, 

şekil ve yapı bakımından bazı değişiklikler gösterebilmektedir (5,59). 
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A) Sayısal Kromozom Düzensizlikleri 

l) öploidi (Euploidy): Kromozom sayısındaki artış veya azalışların temel kromozom 

sayısının (n=23) tam katları kadar olmasıdır. 

1-Triploidi: Hücrede temel kromozom sayısının 3 katı kadar kromozom 

bulunmas ıdır. 

2-Tetraploidi: Hücrede temel kromozom sayısının 4 katı kadar kromozom 

bulunması durumudur. 

3-Yüksek poliploidiler: Hücrede temel kromozom sayısının 4 katından fazla 

kromozom bulunması durumudur. 

ll) Aöploidi (Aneuploidy): Temel kromozom sayısının tam katı kadar olmayan artma 

ya da azalışları ifade eder. 

1-Hiperploidi (Hyperploidy): Kromozom sayısının 2n+1 ve 2n+2 şeklinde 

artmasıdır. 

2-Hipoploidi (Hypoploidy): Kromozom sayısının 2n-1 ve 2n-2 şeklinde 

azalmasıdır. 

Yapısal Kromozom Düzensizlikleri 

1-Eksilme (Deletion): Kromozomdan küçük bir parçanın koparak ayrılması 

durumudur. 

2-Artma (Duplication): Homolog ya da homolog olmayan iki kromozomun 

birinden kopan bir parçanın başka kromo.zoma eklenmesidir. 

3-Aralık (Gap): Kromozom kollarının herhangi bir bölgesinde kromatidin enini 

geçmeyen ve kromozom ekseninden sapmamış, boya almayan bir bölgenin 

görülmesidir. 

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

3.2.izokromatid Gap: Kromozomun her iki kromatidinde görülen gap 

durumudur. 

4-Kırık (Break): Kromozomun herhangi bir bölgesinde bir kromatid enini aşan 

ve kromozom ekseninden sapan, boyanmamış bölgelerdir. 
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1 K omatid kırık: Kırık olarak değerlendirilen düzensizliğin kromozomun bir 
4 . . r 

t'dinde görülmesidir. 
krorna ı 

4_2.izokromatid kırık: Kırık olarak değerlendirilen düzensizliğin kromozomun 

.k. kromatidinde görülmesidir. her ı ı 

s-iki Sentremerli Kromozom (Disentrik): Kromozomda bir yerine iki 

sentromer bulunması durumudur. 

s-Haç Kromozom (Quadriradial): Büyük ve küçük submetasentrik 

krornozomların, kollarının yanyana gelerek haç şeklini almasıdır. 

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

8-Fragment: Kopmuş kromatid parçalarıdır. 

9-Kromatin Damlacığı (Minute): Terminal delesyondan daha küçük asentrik 

fragmenttir. Karakteristik olarak bir çift kromatin kitlesi görünümündedir. Ara 

delesyonları (intercalar) ifade eder. 

10-Minik Kromozom: Büyük ölçüde delesyona uğramış koromozomu ifade 

eder. 

11-Halka (Ring): Kromozomun iki ucunun birleşerek yüzük şeklini almasıdır. 

Sentromer içerenlere "sentrik ring" denir ve genellikle asentrik fragmentle yanyana 

bulunur. Sentromer içermeyeniere ise asentrik ring denir. 

12-Yapışkanlık: Kromozomların birbirine tutularak yığın haline gelmesidir. 

13-Ters Dönme (inversiyon): Bir kromozoma iki darbenin gelmesi ve kopan 

parçanın kaybolmadan kendi ekseni etrafında 180 derece dönerek eski yerine 

tutunması durumudur. Kırılma ve yeniden birleşme, kromozomun aynı kolunda 

olursa: parasentrik inversiyondan, kırılma ve yeniden birleşme noktaları sentromeri 

de içeriyorsa perisentrik inversiyondan söz edilir. 

14-Yer Değiştirme (Translocation): iki ayrı kromozomdan kopan birer 

parçanın yer değiştirerek kromozomlara tutulmasıdır. 

15-Satellit Asosiasyonu: Büyük ve küçük akrosentrik kromozomların metafaz 

Plaklarında kısa kollarındaki satellitlerini birbirine çevirmiş biçimde bir araya gelerek, 

rozet şeklini almalarıdır. 
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16.iri Satellitler: D ve G kromozomların kısa kollarında bulunan satellillerin 

malden büyük görünmaleri durumudur. 
n or 

17-izokromozom: Sentromerin boyuna bölünmeyip enine bölünmesi sonucu 

oluşan düzensiz kromozomdur. 

18-Sentromer bölgesinde asenkroni: Sentromerin aynı anda bölünmemesi 

durumudur. 
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3.GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1.GEREÇ 

3.1.1.Araştırma Populasyonu 

çalışmamızda yaşları 25-35 arasında değişen 5 erkek birey kullanılmıştır. 

Denekierin numaralarına göre yaşları; 1) 27 2) 29 3) 30 4) 30 5) 28'dir. Bunların 

yaş ortalamaları 28.8'dir. Deneylerimizdeki bireyler günde en az iki paket sigara içen 

sigara tiryakisi olup ve son 5-6 ay içinde virütik enfeksiyon geçirmemiş, herhangi bir 

antibiyotik kullanmamış radyoterapi görmemiş ya da radyasyon etkisinde kalmamış, 

tamamen sağlıklı bireyler arasından seçilmiştir. 

3.1.2.Kimyasal Maddeler 

a) TC Med i um 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) 

ı) Giemsas lösung (M erek) 

i) Heparin (Liquemine, Roche) 

j) Peniciline- G Potasium (i.G) 

k) Streptomycine Sulfate (i.G) 

1) Kanada Balzamı (Rhenohistol, Merk) 

m) Ethyl aleohal 

n) Serum fizyolojik (Baxter) 

o) Trypsin Certified (Difco 1 :250) 

ö) Bleomycin (Mustafa Nevzat) 

P) Na H2 P04. H2 O (Merck) 
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r) Na2 HP04 . 7 H20 (Merck 9) 

s) Triple Distile su 

t) Aceton 

y) Parafin 

3.1.3.5olüsyonlar 

a) Kolşisin (Colchicine) Solüsyonu 

40 mg Colchicine + 100 ml trip le distile su 

b) Hipotonik Solüsyonu 

0.07S M KCl 

c) Tespit Solüsyonu (Fiksatif) 

3 kısım Methanol + 1 kısım acetic acit glacial 

d) Penicilline Solüsyonu 

1.000.000 u penicilline-G potassium 1 O ml steril triple distile su 

e) Streptomycine Solüsyonu 

1 gr streptomycine su lfa te + 1 O ml steril trip le distile su 

f) Phytohemaglutinine Solüsyonu 

3 mg phtohemaglutinine L (seromed) +S ml steril triple distile su 

g) Serum Solüsyonu 

TC fetal calf serum dessicated+ 30 ml steril triple distile su 

h) Fosfat Tampon Solüsyonu 

(11.4 gr NaHz P04.2 HıO SOO ml distile su)+ (20.1 gr Naz HP04_7 HıO SOO ml 

distile su) 

ı) Boya solüsyonları: 

1- 1 ml Giemsas-Lösung + 19 ml distile su 

ll- 1.2 ml giemsas-Lösung + 18.8 ml fosfat tampon 

i) Bleomycin Solüsyonu: 

1- Ana stok solüsyon (3000 J.lg/ml) 

1S mg bleomycin + S cc TC Medium 199 
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ıı-Stok solüsyon 1 (300 Jlg/ml) 

0.5 cc Ana stoktan+ 4.5 cc TC Medium 199 

111- Stok solüsyon ll (30 Jlg/ml) 

0.5 cc stok solüsyon 1 +4.5 cc TC Medium 199 

ıv- Stok solüsyon lll (3 Jlg/ml) 

0.5 cc stok solüsyon 11+4.5 cc TC Medium 199 

j) Tripsin solüsyonu: 50 mg tripsin + 100 ml 120 ton ik serum fizyolojik 

3.1.4. Kültür Ortamı 

Periferik Kan Kültürü 

a) TC Medium 199 

b) TC fetal C aif Serum 

c) Phytohemagglutinin sol 

d) Penicilline sol 

e) Streptomycine sol 

3.1.5.Diğer Gereçler 

BO ml 

15 ml 

3.5 ml 

0.1 ml 

0.1 ml 

a) Zaman ayarlı santrifüj (Heltich Universal ll) 

b) Etüv (Heraeus) 

c) Kuru hava sterilizatörü (Kotterman) 

d) Mikroskop (Oiympus) 

e) Mikrofotografi aygıtı (Jenamed-2 1000X) 

f) Elektronik duyarlı terazi (0.1 mg'a kadar hassas, Bosch) 

9) Değişik çapta enjektörler ve pipetler 

h) 1 O ml' lik kültür tüpleri 

ı) Şaleler 

i) 15 ml'lik konik santrifüj tüpleri 

j) Mezürler 

k) Lamel (34-32 mm) 

1) Lam 

nı) Applied lmaging Karyoteyp cihazı 
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3.2.Yöntem 

Günümüzde kalıtsal hastalıklar etyolojilerindeki kalıtsal etkenin türüne göre 

aşağıdaki şekilde üç gruba ayrılarak incelenirler: 

1- Tekli Mutant Genlere Bağlı Olanlar 

A-Otozomal kalıtım 

1) Otozornal Dominant 

2) Otozornal Resesif 

B- Gonozomal kalıtım 

1) X' e bağlı dominant 

2) X'e bağlı resesif 

3) Y kromozomal 

ll- Polijenik olanlar 

lll- Kromozomal olanlar 

Bunlardan tekli mutant genlere bağlı olanların kalıtım biçimleri aile, ikiz ve 

pedigri yöntemi gibi dalaylı yöntemlerle, poligenik olanlar geniş anlamda aile ve 

populasyon araştırmaları ile ve kromozomal olanlar ise karyetip analizi ile ortaya 

kanabilmektedir (5,59,71 ). 

Araştırmamızda amaç gerek spantan ve gerekse kullanılan kemoterapötiğe 

bağlı olarak oluşan indüklenmiş kromozom düzensizliklerini lenfasitlerde saptamak 

olduğu için karyetip analizine başvurulmuştur. 

3.2.1.Kromozom Elde Etme Yöntemi 

Çeşitli dokularda kromozomlar mitoz bölünmenin metafaz evresinde en iyi 

şekilde görülebilirler. Bu nedenle kromozom incelenmesinin yapılabilmesi için 

elimizde çok sayıda metafaz plağı bulunmalıdır. inceleyeceğimiz insan lenfasitleri 

normal olarak %1 gibi düşük oranda kendiliğinden (spontan) mitoz bölünmeye 

girerler {5,59). Bu nedenle fitohemaglutinin denilen bir kimyasal madde ile hücre 

kültürlerine üretilecek lenfositlerin yapay olarak mitaza sokulmaları ve sonradan 
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Kolşisin adı verilen diğer bir kimyasal ile mitoz bölünmenin metafaz evresinde 

durdurulmaları gerekmektedir (5,59). 

Lenfositlerin fitohemagglutinin ile muamelesinden 24 saat sonra ikinci mitoz 

bölünmeye girdikleri bilinmektedir (5,59). Bu nedenle lenfasitler kültür ortamlarında 

3rc'de 72 saat bekletilirler. Bu süre içinde hücrelerin canlılıklarını sürdürebilmeleri 

için esasını amino asitler, vitaminler ve minerallerin oluşturduğu heterolog insan 

serumu ya da dana serumu içeren kültür ortamlarında tutulmaları gerekir (1,5,59,60). 

çalışmamızda, Moorhead ve arkadaşlarının (36) geliştirmiş oldukları standart ya da 

makrokültür tekniğinin modifiye şekli olan ve mikroteknik ya da tüm kan tekniği 

olarak da bilinen yöntemden yararlanılmıştır (5,36). 

Çalışmamızdaki uygulama aşamaları sırası ile aşağıdaki gibidir. 

a) Bleomycinin uygulama konsantrasyonları belirlenirken, terapötik doz, 

terapötik dozun 1 O katı ve maksimum tolere edilebilir doz olarak da terapötik dozun 

100 katı alınmıştır. 

Kültürün bleomycine maruz kalma süreleri olarak ta 6,24 ve 48 saat seçilmiştir. 

b) Aseptik koşullarda ve steril malzeme kullanılarak hazırlanmış ve 

buzdolabında muhafaza edilmiş stok kültür ortamı solüsyonu kullanılacağı zaman 

buzdolabından çıkarılmış ve her bir kültür tüpüne 4.5 ml aktarılmıştır. 

c) Uygulanacak kimyasalın her konsantrasyonu ve kontrol grubu için 

heparinlenmiş, disposable, steril enjektör ile her bireyden alınan venöz kandan, 

aseptik koşullarda ağzı açılan kültür tüplerine 1 numaralı enjektör iğnesi ile 8 damla 

eklenmiş ve tüplerin ağzı alevden geçirilerek parafilm ile kapatılmış ve her birinin 

üzerine daha sonra eklenecek bleomycin konsantrasyonu ve uygulama sürelerini 

belirten etiketler yapıştınlarak etüvde 72 saat süreyle 37°C'de inkübasyona 

bırakılmıştır. 

d) Çalışmamızda bleomycin'in 0.3 ~g/ml, 3 ~g/ml ve 30 ~g/ml'lik final 

konsantrasyonlarının 72 saatlik lenfasit kültürlerinin son 6 saatlik, son 24 saatlik ve 

son 48 saatlik sürelerde etkilerinin araştırılması amaçlandığından bu doz ve süre 

kombinasyonuna uygun olarak gerekli uygulama yapılmıştır. 
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Buna göre inkübasyona bırakılmış olan 4.5 ml'lik kültürler uygulama süreleri 

dikkate alınarak, 24 saatte, 48 saatte ve 66. saatte etüvden çıkarılarak arzulanan 

tinal konsantrasyonunu sağlayacak şekilde önceden hazırlanmış 3 ayrı stok 

solüsyonunun uygunundan 0.5 ml alınmış ve kültüre eklenerek ortamda homojen 

dağılımı sağlanmıştır. 

Kontrol grubu için de aynı işlemler yapılmış ancak sözü edilen saatlerde anılan 

miktardaki bleomycin solüsyonu yerine TC Medium 199 ilave edilmiştir . 

Çalışmamızda 3 ayrı konsantrasyon ve 3 ayrı uygulama süresi ve 1 de kontrol 

grubu oluşturulduğundan her bireyden alınan kan 12 ayrı kültür tüpüne eklenmiştir. 

Doz/süre 6 saat 24 saat 48 saat 

0.3 ~g/ml 1 1 1 

3 J.Lglml 1 1 1 

30 JlQ/ml 1 1 1 

Kontrol 1 1 1 

Çizelge 1: Doz-Süre kombinasyonları 

e) inkübasyondan 71 .5 saat sonra etüvden çıkarılan kültür tüplerinin her birine 

2 numaralı enjektör iğnesi ile 4 damla kolsisin solüsyonu eklenip, hafifçe 

karıştırıldıktan sonra tekrar etüve konar·ak yarım saat bekletilmiştir. 

72. saatin sonunda kültürler etüvden çıkarılmış ve 800 rpm'de 1 O dakika süre 

ile santrifüj edilmiştir. 

f) Üzerlerine kültür tüplerindeki bilgilerin aynılarını içeren etiketiler yapıştırılmış 

pastör pipetleri ile tüplerdeki hücre çöküntüsü üzerindeki sıvı (supernatant) atılmış, 

geriye kalan hücre çöküntüleri üzerine 8 ml hipotonik solüsyonu eklenerek pipetaj 

yapılmıştır. Hipotonik solüsyonda, hücre ve nükleus membranlarının parçalanmasını 

sağlamak amacı ile 15 dakika bekletil dikten sonra tekrar 800 rpm'de 1 O dakika 

santrifüj edilip üsteki sıvı atılmıştır. 
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g) Çöküntü üzerine, hücreleri bulundukları evrede tespit etmek için, 5 ml. tespit 

.. yonu (fiksatif), tüp kenanndan kaydınlarak damla damla eklenip, pipetaj 
50ıus 

ldıktan sonra 800 rpm'de 1 O dakika santrifüj edilmiştir. 
yapı 

h) Aynı işlem 4 kez daha tekrarlanmış, üsteki sıvı atılarak, kalan hücre 

çöküntüsü üzerine onu örtecek kadar tespit solüsyonu kanarak hafifçe pipetaj 

yapılmış ve içine alınmıştır. 

ı) Kültür tüplerinin üzerindeki bilgilerin aynılarının yazıldığı temiz lamlar üzerine 

birkaç damla damlatılarak yayma işlemi yapılmış ve preparatlar kurumaya 

bırakılmıştır. Her doz-süre kombinasyonu için hazırlanan preparat sayısı 5'tir. 

i) Hazırlanan her 5 lamdan 1 tanesi 1 nolu Giemsa boya solüsyonu ile 20 dakika 

boyanmış, üzerindeki boya döküldükten sonra musluk suyundan geçirilmiş ve 

yeniden kurumaya bırakılmıştır. 

Kuruyan preparatlar 10-15 saniyelik sürelerle sırası ile aseton, aseton-xylol ve 

xylol serisinden geçirilmiş lam üzerine kanada balzamı damlatılarak lamel ile 

kapatılmış ve böylece düz boyanmış preparatlar elde edilmiştir. 

j) Geriye kalan 4 lam etüvde 3 gün bekletildikten sonra, 3rC'de ayarlanmış 

tripsin çözeltisine 10-30 saniye kadar daldırılmıştır. 

Tripsin çözeltisinden çıkarılan lamlar distile sudan geçirilmiş, ll nolu Giemsa 

solüsyonunda 5 dakika boyanmış, tekrar distile sudan geçirilip kurumaya 

bırakılmıştır. 

Kuruyan lamlar 15 saniye süre ile aseton, aseton-xylol ve xylol serisinden 

geçirilmiş, kurutulmuş ve kanada balzamı ile lamelle kapatılmıştır. Böylece bantlı 

olarak boyanmış preparatlar elde edilmiştir. 

3.2.2.Değerlendirme 

3.2.3.1.Preparatların Değerlendirilmesi 

Değerlendirme işlemine mikroskop altında incelenen preparatların önceden 

hazırlanmış formlara kayıt edilmesi ile başlamıştır. Preparatların tarama işlemi küçük 

büyütmeli objektif (1 OX) ile başlanmış kaliteli metafazlar immersiyon objektifi ile 

(1 OOX) ayrıntılı bir şekilde incelenip hazırlanmış değerlendirme formuna gerekli 
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ltrna ve sembollerle kayıt edilmiştir. Her bir doz-süre kombinasyonu için 50 
ı< ısa 

rnetataz değerlendirilmiştir. 

3.2.3.2.istatistiksel Değerlendirme 

a) Düzensizlik Içeren Hücrelere Ait Istatistiksel Değerlendirme 

Kromozomal düzensizlik içeren hücrelere ait veriler sayılarak elde edilen 

verilerdir. Bu verilerin istatistiksel değerlendirmesini yapabilmek için önce veriler 

Are-sin transformasyonu ile açı değerlerine dönüştürülmüştür. Bu değerler çok 

etkenli çalışmalar için varyans analiz yöntemlerinden olan iki yönlü faktöryel 

planlama düzeni ile test edilmiştir (47). 

b) Yaptsal Kromozom Düzensizliklerinin Istatistiksel Değerlendirme 

Yapısal kromozom düzensizliği ile ilgili bulgular sayımla elde edilen veriler 

olduğu için veriler Are-sin transformasyonu ile açı değerlerine dönüştürülmüştür. 

Daha sonra çok etkenli çalışmalar için en yaygın yöntem olan varyans analizi 

yöntemlerinden iki yönlü faktöryel planlama düzeni uygulanmıştır .(47) . 

Denekierin yapısal kromozom düzensizlikleri açısından bleomycinden 

etkileşme derecelerinin farklı olup olmadığı X2 testi ile değerlendirilmiştir (47). 

c) Euploidy Tipi Kromozom Düzensizliklerinin Istatistiksel Değerlendirmesi 

Öploidi (Euploidy) tipi kromozom düzensizliklerin deney ve kontrol gruplarına 

ait verileri yüzde oranlarına dönüştürülerek t oran testi ile test edilmiştir. 

d) Satel/it Assosiasyonlannm lstatistiks~l Değerlendirmesi 

Satellit assosiasyonlarının farklı doz ve süre kombinasyonlarına ait verilerin 

istatistiksel değerlendirmesit oran testi ile test yapılmıştır (47). 

t:: 
-J;::=P=q =+=--P-q ...,\ 
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4.BULGULAR 

Araştırmamızda Bleomycin + sigaranın kromozom düzensizliklerine etkisini 

belirlemek amacıyla sigara içen 5 erkek bireyden alınan venöz kanlardan lenfasit 

kültürü yapılmak suretiyle kromozom analizi yapılmıştır . 

Çalışmamızda bir birey için 3 farklı doz (0.3 ııg/ml, 3 ı.ıg/ml, 30 ııg/ml) ve 3 farklı 

süre (6.24, 48 saat) kombinasyonları ve kontrol grupları da olmak üzere 5 birey için 

toplam 60 kültür hazırlanmıştır. 

Her bir bireyin kültüründen 1 tanesi normal giemsa boyama ve 4 tanesi de 

tripsin bantlama yöntemiyle olmak üzere 5 preparat hazırlanmıştır. 

Değerlendirmeye alınan toplam preparat sayısı 5x60=300'dür. Her bir doz-süre 

kombinasyonu için her bir bireyden 50 metafaz incelemeye alındığından toplam 

50x60=3000 metafaz "Düzensizlik içeren hücreler", yapısal kromozom düzensizlikleri 

ve satellit assosiasyonları açısından değerlendirmeye alınmıştır. Kontrol ve doz 

gruplarına ait genel düzensizlik bulguları Çizelge 2'de verilmiştir. 

Kromozom düzensizliklerini belirlemek amacıyla değerlendirilen metafazlardan 

yapısal koromazam düzensizliği ve öploidi tipi (endomitoz ve endoreduplikasyon 

kökenli tetraploidi) düzensizlik olguları, düzensizlik içeren metafaz başlığı altında 

incelenmiştir. Metafazlarda belirlenmiş ·olan yapısal düzensizlik tiplerinin toplamı 

"Yapısal Kromozom Düzensizlikleri" başlığı altında incelenmiştir (Çizelge 2). 
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Gruplar 
Kontrol 0.3 ~g/ml 3 ~g/ml 30 ~g/ml Toplam 
grubu 

<="'" 

incelenen metafaz sayısı 750 750 750 750 3000 

Normal metafaz sayısı 537 454 346 258 1595 

Düzensizlik içeren meta. 

sayısı 171 258 387 573 1389 

Düzensizlik içeren met. 22.8 34.4 51 .6 76.4 184.93 
% 

Poliploid hücre 2 4 3 1 10 

Satellit assosiasyonları 42 50 72 49 213 

Satellit ass iasyonları % 5.6 6.66 9.6 6.53 28.39 

Çizelge 2: Kontrol ve doz gruplarına ait kromozomal düzensizliklerin genel sonuçları 
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1 Düzensizlik içeren Hücrelere Ait Bulgular: 4 . . 

çalışmada incelenen toplam 3000 metafazdan 1320 tanesinde düzensizlik 

mıştır. Bunları deney gruplarındaki dağılımına göre inceleyecek olursak; 
saptan 
Kontrol grubunda incelenen 750 metafazdan 171 tanesinde düzensizlik 

Kaydedilmiştir. Kontrol grubunda düzensizlik içeren hücre yüzdesi %22.8 olarak 

bulunmuştur. 

0.3 J.Lg!ml'lik doz grubunda doz sabit tutularak 6, 24 ve 48 saatlik uygulama 

sürelerinde toplam . 750 metafaz incelenmiş olup 258 tanesinde düzensizlik 

Kaydedilmiştir. Düzensizlik içeren hücre yüzdesi ise %34.4 olarak saptanmıştır. 

3 J.Lg/ml'lik doz grubunda doz sabit tutularak 6, 24 ve 48 saatlik uygulama 

sürelerinde toplam 750 metafaz incelenmiştir. Bunların 387 tanesinde düzensizlik 

saptanmıştır. Düzensizlik içeren hücre yüzdesi ise %51.6 olarak belirlenmiştir. 

30 J.Lg/ml'lik doz grubunda doz sabit tutularak 6, 24 ve 48 saatlik uygulama 

sürelerinde toplam 750 metafaz kaydedilmiş, Bunların 573 tanesinde düzensizlik 

kaydedilmiştir. Bunların toplam metafaz sayısına oranı da %76.4 olarak saptanmıştır . 

Düzensizlik içeren hücrelere ait bulgular istatistiksel olarak değerlendirildiğinde 

bleomycin dozunun arttınlmasına paralel olarak sürenin artırılmasının kromozomal 

düzensizlik oluşumuna etkisinin olmadığını (P>0.05) ve doz sabit tutularak sürenin 

artırılmasının düzensizlik içeren hücre qluşumunu etkilediği saptanmıştır (P<0.01 ). 

Bleomycin dozunun artırılmasına paralel olarak uygulama süresinin 

arttırılmasından düzensizlik içeren hücre sayısının arttığı (P<0.01 ), bleomycin 

uygulama süresinin artmasına bağlı olarak kromozomal düzensizlik içeren hücre 

sayısında bir artış olduğu (P<0.01) ve süre sabit tutularak dozun arttırılması ile 

düzensizlik içeren hücre sayısının arttığı (P<0.01) belirlenmiştir (Çizelge 3, 4). 
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Kaynak so K.T K. O 

Genel kareler toplamı 59 6502.0 -

Gruplar arası K. T. 11 5117.1 465.2 

Süre grupları K. T. 2 1136.1 568.0 

Doz grupları K. T. 3 3641.8 1213.9 

Etkileşim K.T. 6 339.3 56.5 

Gruplar içi K. T. 48 1384.9 28.9 

Aynı sürede doz grupları arası K. 9 3981.1 442.34 

Aynı dozda süre grupları arası K. 8 1475.4 184.425 

Süre grupları iQ K. T. 57 53.66 94.14 

Çizelge 3: Farklı doz-süre kombinasyonlarında oluşan düzensizlik 
içeren hücrelere ait kaynak tablosu 
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Tablo değeri 
Kaynak OF F değeri 0.05-0.01 Sonuç 

Doz-süre etkileşimi 6 1.95 2.30 3.20 P>0.05 

Aynı dozda süre 8 6.38 2.14 2.90 P<0.01 

Doz grupları arası fark 3 42.0 2.80 4.22 P<0.001 

Süre grupları arası far 2 19.65 3.19 5.08 P<0.001 

A_y_nı sürede doz 9 3.25 2.08 2.80 P<0.01 

Çizelge 4: Düzensizlik içeren hücrelerinin istatistiksel değerlendirme sonuçları · 
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4.2.Yapısal Düzensizliklere Ait Bulgular 

Yapısal kromozom düzensizliklerini kontrol, 0.3 Jlg/ml, 3 Jlg/ml ve 30 Jlg/ml'lik 

doZ gruplarında incelemek gerekirse, kontrol grubunun 6 saatlik uygulama süresinde 

kromatid gap toplam olarak 3, izokromatid gap 5, kromatid kırık 14, izokromatid kırık 

3, eksilma (delesyon) 2, fragment 1, toplam diğer yapısal düzensizliklerin (asentrik 

kromozom, disentrik kromozom, ring kromozom, multiple aberasayon) sayısı ise 9 

olarak bulunmuştur. Kontrol grubunun 24 saatlik uygulama süresinde toplam 

kromatid gap 5, izokromatid gap 9ı toplam kromatid kırık 13ı izokromatid kırık 6, 

eksilma 1 ı fragment 1, artma (duplikasyon) 3, toplam diğer yapısal düzensizlikler 33 

olarak saptanmıştır. 

Kontrol grubunun 48 saatlik uygulama süresinde toplam kromat id gap 7 ı toplam 

izokromatid gap 7ı kromatid kırık 12, izokromatid kırık 6ı eksilme 2, fragment 1, 

artma 1, toplam diğer yapısal düzensizlikler 24 olarak saptanmıştır. 

0.3 Jlg/ml'lik doz grubunun 6 saatlik uygulama süresinde toplam kromatid gap 

7, toplam izokromatid gap 7, kromatid kırık 22, izokromatid kırık 3, eksilma 

(delesyon) 2. fragment 2, artma 1 ve toplam diğer yapısal düzensizlikler 33 olarak 

saptanmıştır. 

0.3 J.!g/ml'lik doz grubunun 24 saatlik uygulama süresinde toplam kromatid gap 

15ı toplam izokromatid gap 11, kromatid kırık 7, izokromatid kırık 6, eksilma 3ı 

fragment 4, artma (duplikasyon) 1 ve t<?plam diğer yapısal düzensizlikler 28 olarak 

saptan m ı ştır. 

0.3 Jlg/ml'lik doz grubunun 48 saatlik uygulama süresinde toplam kromatid gap 

7, toplam izokromatid gap 12ı kromatid kırık 17, izokromatid kırık 15, eksilme 4, 

toplam fragment 3, artma (duplikasyon) 3 ve toplam diğer yapısal düzensizlikler 41 

olarak saptanmıştır. 

3 Jlg/ml'lik doz grubunun 6 saatlik uygulama süresinde toplam kromatid gap 13, 

toplam izokromatid gap 1 O, kromatid kırık 17, izokromatid kırık 11 ı eksilme 6, toplam 

fragment 1, artma 4 ve toplam diğer yapısal düzensizlikler 24 olarak saptanmıştır. 
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3 1-!g/ml'lik doz grubunun 24 saatlik uygulama süresinde toplam kromatid gap 8, 

toplam izokromatid gap 19, toplam kromatid kırık 34, toplam izokromatid kırık 20, 

eksilma 5, toplam fragment 6, toplam artma 4 ve toplam diğer yapısal düzensizlikler 

36 olarak saptanmıştır. 

3 IJ.g/ml'lik doz grubunun 48 saatlik uygulama süresinde toplam kromatid gap 

26, toplam izokromatid gap 14, toplam kromatid kırık 21, toplam izokromatid kırık 34, 

eksilma 4, toplam fragment 10, toplam artma (duplikasyon) 4 ve toplam diğer yapısal 

düzensizlikler 53 olarak saptanmıştır. 

30 ~J.g/ml'lik doz grubunun 6 saatlik uygulama süresinde toplam kromatid gap 

31, toplam izokromatid gap 1 O, toplam kromatid kırık 19, toplam izokromatid kırık 12, 

toplam eksilma (delesyon) 5, toplam fragment 2, toplam artma (duplikasyon) 3 ve 

toplam diğer yapısal düzensizlikler 46 olarak saptanmıştır. 

30 1-!g/ml'lik doz grubunun 24 saatlik uygulama süresinde toplam kromatid gap 

24, toplam izokromatid gap 9, toplam kromatid kırık 28, toplam izokromatid kırık 33, 

toplam eksilma 19, toplam fragment 5, toplam artma ( duplikasyon) 14 ve toplam 

diğer yapısal düzensizlikler 63 olarak saptanmıştır. 

30 ~J.g/ml'lik doz grubunun 48 saatlik uygulama süresinde toplam kromatid gap 

32, toplam izokromatid gap 30, toplam kromatid kırık 19, toplam izokromatid kırık 64, 

toplam eksilma (delesyon) 18, toplam fragment 4, toplam artma 7 ve toplam diğer 

yapısal düzensizlikler 75 olarak saptanmJştır. 

Yaptığımız çalışmada en çok rastladığımız yapısal düzensizlik çoklu kırıkların, 

asentrik kromozomları, ring kromozomunu disentrik kromozom içine alan diğer 

yapısal düzensizliklerdir (Çizelge 5). Bunların diğer yapısal düzensizliklere oranı 

%33.72 dir. Kromatid kırıklar diğer yapısal düzensizliklere oranı %16.71 dir. 

izokromatid kırıkların diğer yapısal düzensizliklere oranı %15.37 dir. Kromatid 

gaplerin tüm yapısal düzensizliklere oranı %12.90 dır. izokromatid gaplar tüm 

yapısal düzensizliklere oranı %10.36 dır. 
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oelesyonların tüm yapısal düzensizliklere oranı %5.14 tir. Duplikasyonların 

diğer yapısal düzensizliklere oranı %3.40 dır. Fragmentlerin diğer yapısal 

düıensizliklere oranı %2.90 dır. 

--
Yap ısal düzensizlik tipleri Düzensizlik sayısı % -
Kromatid Gap 178 12.90 

Kromatid kırık 223 16.71 

Diğer yapısal düzensizlikler 465 33.72 

izokromatid kırık 212 15.37 

izokromatid Gap 143 10.36 

Delesyon 71 5.14 

Duplikasyon 47 3.40 

Fragment 40 2.90 

Toplam 1379 100 

Çizelge 5: Diğer yapısal düzensizlikler (Ring kromozom, Disentrik 
kromozom, Asentrik kromozom, Triradyal, Quadriradyal görüntü, 
minut kromozom, multiple aberasyon) 
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4.2.1.Yapısal Kromozom Düzensizliklerin istatistiksel Değerlendirilmesi 

çalışmamızda kontrol grubu, 0.3 j..tg/ml, 3 1-lg/ml, 30 1-lg/ml doz gruplarında 

bleomycin'in 6, 24 ve 48 saatlik uygulama süreleri sonrasında oluşan yapısal 

Kromozom düzensizliklerine ait veriler sayımla elde edilen değerlerdir. Bu veriler 

çalışmamıza uygun istatistiksel yöntemin uygulanabilmesi için Are-sin 

transformasyonu ile açı değerlerine çevrilmiştir. Daha sonra farklı doz-süre 

kombinasyonlarına genel olarak dozun, sürenin, etkileşiminin, aynı dozda süre ve 

aynı sürede dozun etkisini belirleme~ ve gruplara ait verileri birbirleri ile 

Karşılaştırmak için çift yönlü varyans analizi-faktöryel planlama yöntemi ile test 

edilmiştir (Çizelge 6) . 

Kaynak S1 K.T. K. O 

Genel kareler toplamı 59 19021.7 -

Gruplar arası K.T. 11 146.46 1331.45 

Süre grupları K.T. 2 2770.3 1385.1 

Doz grupları K. T. 3 10154.3 3384.8 

Etkileşim K. T. 6 1721.4 286.9 

Gruplar içi K. T. 48 4375.7 91 .2 

Aynı sürede doz grupları arası K.T. 9 11875.7 1319.52 

Aynı dozda süre grupları arası K. T. 8 4491.7 561.46 

Süre grupları içi 57 16251.4 285.11 

Çizelge 6: Farklı doz-süre kombinasyonlarında oluşan yapısal kromozom 
düzensizliklerinin kaynak tablosu 
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4.2.1.1.Yapısal Kromozom Düzensizliklerin Hata Kareleri Ortalamasına Göre Belirlenmesi 

Yapılan istatistiksel değerlendirmeye göre; doz artışına paralel olarak sürenin 

artırılmasının kromozomlarda yapısal düzensizlik oluşumunu etkilediği (P<0.01) 

bleomycin dozunun artırılması ile yapısal kromozom düzensizliklerinde artış olduğu 

(P<0.001 ), bleomycin uygulama süresinin artırılmasına bağlı olarak yapısal 

kromozom düzensizliklerinin artmadığı (P>0.05), dozun sabit tutulup süre 

arttırılmasının kromozomlarda yapısal düzensizlik oluşumunu etkilediği (P<0.01) 

tespit edilmiştir. Ayrıca süre sabit tutulup doz artırılması ile kromozomlarda yapısal 

düzensizliklerin arttığı (P<0.001) tespit edilmiştir (Çizel ge 7). 

Tab lo değeri 
Kaynak OF F değeri 0.05-0.01 Sonuç 

Doz-süre etkileşimi 6 3.145 2.30 3.20 P<0.01 

Aynı dozda süre 8 6.156 2.14 2.90 P<0.01 

Doz gruQiarı arası fark 3 37.11 2.80 4.22 P<0.01 

Süre grupları arası fark 2 3.126 3.19 5.08 P>0.05 

Aynı sürede doz 9 14.47 2.08 2.80 P<O.OO 

Çizelge 7: Yapısal kromozom düzensizliklerin hata kareleri ortalamalarına 
göre belirlenmesi 
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4.2.1.2.Yapısal Kromozom Düzensizlerinin Etkileşime Göre Belirlenmesi 

Etkileşime göre yapılan istatistiksel değerlendirmede; kromozomlardaki yapısal 

düzensizlik durumunda doz grupları arası farkın anlamlı olduğu (P<0.01 ), süre 

grupları arasındaki yapısal düzensizliklerin anlamsız olduğu tespit edilmiştir (P>0.05) 

(Çizelge 8). 

Tablo değeri 
Kaynak OF F değeri 0.05-0.01 Sonuç 

Doz-süre etkileşimi 6 3.145 2.30 3.20 P>0.01 

Aynı dozda süre 3 1.956 4.76 9.78 P>0.05 

Doz grupları arası fark 2 11 .79 5.14 10.52 P<0.01 

Süre grupları arası fark 8 4.82 4.15 8.10 P>O.OS 

Aynı sürede doz 9 4.60 4.10 7.98 P>O.OS 

Çizelge 8: Yapısal kromozom düzensizliklerinin etkileşime göre belirlenmesi 
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4.2.1.3.0rtalamalar Arası Farkın Önem Kontrolü 

Yapılan istatistiksel değerlendirmede dozlar karşılaştırıldığında 0.3 ı.ıg/ml ile 

Kontrol grubu arasında yapısal kromozom düzensizliği oluşumu bakımından fark 

yoktur (P>0.05) 3 ı.ıg/ml ile kontrol grubu arasında fark vardır (P<0.05), 3 ı.ıg/ml ile 

o.3 J..lg/ml arasında fark vardır (P<0.05), 30 J..LQ/ml ile kontrol grubu arasında fark 

vardır (P<0.05), 30 J..Lg/ml ile 0.3 J..Lg/ml arasında fark vardır (P<0.05), 30 ı.ıg/ml ile 3 

ı.ıg/ml arasında fark yoktur (P>0.05) (Çizelge 9). 

Karşılaştırılan dozlar 1.0~ 2.Doz G 
X X Fark 0.05 Sonuç 

0.3 ı.ıg/mi/Kontrol 37.05 31.10 5.95 9.111 P>0.05 

3 ı.ıg/mi/Kontrol 46.27 31.10 15.17 9.111 P<0.05 

3 ı.ıg/ml/0.3 IJ.g/ml 46.27 37.05 9.22 9.111 P<0.05 

30 1J.9/m liKontrol 51.10 31.10 20 9.111 P<0.05 

30 ı.ıg/ml/0.3 IJ.Q/ml 51.10 37.05 14.05 9.111 P<O.OS 

30 j.tg/ml/3 llg/ml 51.10 46.27 4.83 9.111 P>O.OS 

Çizelge 9: Ortalamalar arası önem kontrolüne ait istatistiksel değerlendirme 
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4.2.2.Yapısal Düzensizlikterin Kromozom Gruplarına Göre Dağılımı 

Yapısal düzensizliklerden kromatid gap, izokromatid gap, kromatid kırık ve 

jzokromatid kırık ve delesyonların hangi kromozom grubunda meydana geldiği 

çizelge 10-11 'de gösterilmiştir. 

X kromozomu C grubu, Y kromozomu ise G grubu içine dahil edilmiştir. 

Kontrol gruplarında toplam 16 tane kromatid gap, toplam 20 tane izokromatid 

gap, toplam 37 tane kromatid kırık, toplam 16 tane izokromatid kırık, toplam 4 tane 

delesyon kaydedilmiştir. 

Toplam düzensizlik sayısı 93'tür. Bunların 36 tanesinde A grubu 

kromozomlarında, 34 tanesi B grubu kromozomlarda, 13 tanesi C-X grubu 

kromozomlarda, 8 tanesi D grubu kromozomlarda 2 tanesi E grubu kromozomlarda 

tespit edilmiştir. G-Y grubunda hiç düzensizliğe rastlanmamıştır. 

Kromozom grupları içerdikleri yapısal düzensizliklerin çokluğuna göre 

kromozom grupları A, B, C-X, D, E grubu kromozomları olarak sıralanabilir. 

Deney gruplarında toplam 171 tane kromatid gap 130 tane izokromatid gap, 

175 tane kromatid kırık . 193 tane izokromatid kırık . 66 tane delesyon kaydedilmiş . 

Toplam düzensizlik sayısı 735'tir. 

Kromozom guruplarını içerdikleri yapısal düzensizliklerin çokluğuna göre 

sıraladığımızda ilk grubu A grubu oluşturuyor. A gurubunun toplam düzensizliğe 

oranı %36,32'dir. B grubu toplam düzensizliğin %25,52'sini CX grubu % 20.81'ini E 

grubu %5.71'ini D grubu %5.03'ünü, en son olarakta F grubu kromozom %2.58'ini 

oluşturur (Çizelge 1 O, 11 ). 
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'[)üzensizlik tipleri A B C+X D E F G+Y Top. Top. 
% 

Gruplar 
~ 

ı<romatid Gap 4 8 1 3 - - - 16 17.20 
~ 

izokromatid Gap 9 7 3 1 - - - 20 21.50 -
ı<romatid kırık 16 13 4 2 2 - - 37 39.70 

ı--

lzokromatid kırık 6 5 4 1 - - - 16 17.20 

Delasyon 1 1 1 1 - - - 4 4.30 

Toplam 36 34 13 8 2 - - 93 

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

Çizel ge 1 O: Kontrol gruplarında rastlanan yapısal kromozom düzensizliklerinin tipiere 
ve kromozom yapılarına göre dağılımı 

Düzensizlik tipleri A B C+X D E F G+Y Top. Top. 

Gruplar % 

Kromatid Gap 60 60 24 12 13 2 - 171 23.30 

lzokromatid Gap 39 38 37 3 11 2 - 130 17.68 

Kromatid kırık 78 51 36 7 3 - - 175 23.80 

izokromatid kırık 73 60 45 4 9 2 - 193 26.25 

Delasyon 17 8 11 11 6 13 - 66 8.97 

Toplam 267 217 153 37 42 19 - 735 

Genel Toplam% 36.32 29.52 20.81 5.03 5.74 2.58 - - -

Çizelge 11: Deney gruplarında rastlanan yapısal kromozom düzensizliklerinin tipiere 
ve kromozom yapılarına dağılımı 
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4.3.Sayısal kromozom düzensizliğine ait bulgular: 

5 denek'e ait sayısal kromozom düzensizlik (Endomitoz, endoreduplikasyon) 

bUlguları kontrol ve deney gruplarında şöyle kaydedilmiştir. 

Kontrol 6 saatte 1, kontrol 24 saatte 2 olarak kaydedilmiş. Kontrol 48 saatte hiç 

Kaydedilmemiştir. Deney gruplarında; 0,3 ı.ıg/ml'lik deney gruplarının 6 saatlik 

uygulanmasında 1/24 saatlik uygulamasında 2/48 saatlik uygulamada 1 olarak 

kaydedilmiştir. 3 ı.ıg/ml'lik deney grubunun 6 saatlik uygulamasında 1 ,24 saatlik 

uygulamasında 1 ,48 saatlik uygulamasında 1 olarak kaydedilmiştir. 

30 ı.ıg/ml'lik deney grubunun 6 ve 24 saatlik uygulamalarında sayısal 

düzensizlik kaydedilmemiş, 30 ı.ıg/ml'lik deney grubunun 48 saatlik uygulamasında 1 

tane sayısal düzensizlik kaydedilmiştir. 

Poliploid hücre oranları her deneğin farklı doz süre kombinasyonu için farklı 

bulunmuştur. 

Ancak rastlanan poliploid hücre oranları çok düşük olduğundan istatistiksel 

açıdan yanlızca süre dışlandığında doz dışlandığında sürenin etkisi incelenmiştir . 

4.3.1.Süre Dışlandığında Doz Faktörünün Poliploid Hücre Oluşumuna Etkisi: 

Sürenin dışlanması ile dozun poliploid oluşumuna etkisinin belirlenmesi için 

kontrol ve deney gruplarında rastlanan sıklıklar Çizelge 12'de gösterilmiştir . 

Poliploid olgularının oranı her deneğin farklı doz ve farklı süre kombinasyonları 

için değişmekle beraber genel bulunma oranı %0.36'dır. En yüksek poliploid hücre 

oranı 0,3 ı.ıg/ml'lik deney gruplarında olup %0.53'tür. En düşük oranı ise %0.13 ile 30 

ı.ıg/ml'lik deney grubunda rastlanmıştır (Çizelge 12, 13). 
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Grup incelenen hücre Poliploid hücre Poliploid hücre 
sayısı sayısı % 

Kontrol grup 750 3 0.40 

0.3 IJ.Q/ml 750 4 0.53 

3 IJ.Q/ml 750 3 0.40 

30 IJ.Q/ml 750 1 0.13 

Toplam 3000 11 0.36 

Çizelge 12: Süre dışlandığında dozun etkisiyle oluşan poliploid oranları 

Grup incelenen hücre Poliploid hücre Poliploid hücre 
sayısı sayısı % 

6 saat 1000 3 0.3 

24 saat 1000 5 0.5 

48 saat 1000 3 0.3 

Toplam 3000 11 0.36 

Çizelge 13: Doz dışlandığında süre etkisinde oluşan poliploid hücre oranları 

41 



4.4.Salellit Assosiasyonlarına Ait Bulgular: 

insanda D ve G grubu kromozomların P (kısa) koluna bir sapla bağlı satellitadı 

verilen küçük kromatin parçacıkları bulunur. Metafaz plakları incelemeye alındığı 

zaman D ve G grubu kromozomların kendi aralarında ve birbirleriyle karışık olmak 

üzere çoğunlukla ikili ve üçlü, gittikçe azalan miktarlarda da dörtlü ve S'li gruplar 

halinde toplanarak satellitleri birbirine bakacak şekilde rozetsi görünümler 

oluştururlar. Böyle görünümler genellikle satellit assosiasyonu olarak adlandırıl­

mamaktadır. 

Satellit assosiasyonları genelde kromozomal düzensizlik olarak adlandırılmak­

tadır. Ancak bazı kaynaklarda satellit assosiasyonlarının anöploidi tipi kromozom 

düzensizliklerinin nedeni olabildiği şeklinde görüşler bulunmaktadır. 

Satellit assosiasyonları 0.3 ııg/ml'lik ve 3 ııg/ml'lik deney gruplarında en fazla, 

kontrol grubunda daha az 30 ııg/ml'lik deney gruplarında ise en az olarak 

kaybedilmiştir (Çizelge 14). 
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Doz-Süre incelenen Met. Sateli it Assosias- Sateli it Assosias-
Kombinasyonu sayısı yon sayısı yon % 

Kontrol - 6 saat 250 17 6.8 

Kontrol - 24 saat 250 9 3.6 

Kontrol - 48 saat 250 16 6.4 

0.3 ı.ıg/ml- 6 saat 250 11 4.4 

0.3 ı.ıg/ml - 24 saat 250 17 6.8 

0.3 ı.ıg/ml - 48 saat 250 19 7.6 

3 ı.ıg/ml- 6 saat 250 19 7.6 

3 ı.ıg/ml - 24 saat 250 36 14.4 

3 ı.ıg/ml - 48 saat 250 17 6.8 

30 ı.ıg/ml - 6 saat 250 15 6 

30 ı.ıg/ml - 24 saat 250 27 10.8 

30 ı.ıg/ml - 48 saat 250 10 4 

Toplam 3000 213 7.1 

Çizelge 14: Satellit assasiasyon sayısı ve yüzdeleri 
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4.5.BULGULARA AiT ÇiZELGE VE ŞEKiLLER 
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Şekil 15: Farklı doz-süre kombinasyonlarında Bleomycin+sigara etkisi ile oluşan 

kromozomal düzensizliklere ait genel sonuçlar 
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Şekil 1: Giemsa bantlama yöntemi ile elde edilmiş ve Denver sistemine göre 

hazırlanmış normal bir erkeğe ait karyotip. 
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Şekil 2: Endomitoz kökenli tetraploid hücre (4n=92) 

Şekil 3: Endoredüplikasyon kökenli tetraploid hücre 

(Giemsa bantlama yöntemi ile elde edilmiş) 
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Şekil 4: A. Kromozom kırık B. Kromatid gap 
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Şekil 5: C. Delesyon 
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MULT IPLE ABERASYON \ 

Şekil 11: Multiple Aberasyon 
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Şeki l 12: Multiple Aberasyon 
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S. TARTIŞMA 

3 doz, 3 farklı süre kombinasyonlu, 3 tekerrürlü ve kontrollü yapılan 

araştırmamızın bulguları kendi içinde ve mevcut literatür bilgisinin ışığında 

tartışılmıştır. 

5.1.Sayısal Kromozom Düzensizlikleri 

Sigara içen normal sağlıklı bireylerde kontrol ve deney gruplarında toplam 

3000 metafazda 11 tane tetroploidi tipi poliploid hücre belirlenmiştir. Bunların 3 

tanesi kontrol gruplarında 8 tanesi ise deney gruplarında incelenmiştir . Yapılan 

istatistiksel değerlendirmeye göre kontrol ve deney grupları arasındaki farkın önemli 

olduğu anlaşılmıştır. 

Kontrol ve deney gruplarında tetraploid hücre yüzdeleri şöyle sıralanmaktadır. 

Kontrol grubunda %0.40, 0.3 llg/ml'lik deney grubunda %0.53, 3 llg/ml'lik doz 

grubunda %0.40, 30 llg/ml'lik doz grubunda ise %0.36 olarak bulunmuştur. 

Promchainant ( 46) 197 4'de insan leucocytlerin üzerine bleomycinin in vitro 

sitegenetik etkilerini araştırdığı bir çalışmada nadir de olsa endoreduplikasyonlara 

rastlandığını rapor etmişlerdir . Çalışmamızda endoreduplikasyonlara rastlanmış 

bulunması dikkate alındığında promchainant ile bu konudaki bulgularımızın uyum 

içinde olduğu söylenebilir. 

5.2.Düzensizlik içeren Metafaz Oranları ve Yapısal Kromozom Düzensizlikleri: 

5.2.1.Kontrol Grubu: 

Sigara içen sağlıklı bireylerde kontrol grubunda 6, 24 ve 48 saatlik uygulama 

süreleri için incelenen toplam 750 hücrede 171 adet düzensizlik içeren hücre ve 

düzensizlik içeren metafaz oranı %22.8 dir. Yapılan düzensizlik tipleri yoğunlukianna 

göre sıralandığında %39.78'1e kromatid kırık, %21.50 izokromatid gap, kromatid gap 

ve izokromatid kırık %17.20, delesyon %4.30 şeklinde sıralanmaktadır. 

Vijayelexmi ve Evans (72) 1982 yılında, sigara kullanımının kromozomal 

hasariara etkisini belirlemek için yaşları 25 ile 55 arasında değişen 27 bayan ve 28 

erkekte inceledikleri 5500 metafazda %8.16 oranında yapısal kromozom düzensizliği 
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belirlemişlerdir. Bu oran kontrol grubunda ise %5.68 dir. Düzensizlik içeren hücre 

oranı sigara içmeyenlerde %2.22 sigara içenlerde ise %3.20 olarak belirlenmiştir 

(P<0.05). 

Littlefield ve Joiner (32) 1986 yılında, ağır sigara tiryakilerinde kromozom 

düzensizliklerini araştırdıkları çalışmada, sigara içenlerde %4.59 oranında yapısal 

kromozom düzensizliği belirlemişlerdir. Bu oranın sigara içmeyeniere eşit cranlara 

göre 4 kat daha yüksek olduğunu saptamışlardır. 

Sinues ve arkadaşlarının (54) 1990 yılında yaptıkları çalışmada sigara içmenin, 

kromozom tipi ve kromatid tipi düzensizliklere etkisini araştırmışlardır. Toplam 94 

kişiden oluşan grupta 53'ü sigara içen grubu ve 41'i ise sigara içmeyenleri 

oluşturmaktaydı. 

istatistiksel değerlendirmede kromozom bozulmalarının frekansının sigara 

içenlerde sigara içmeyenlerden daha yüksek olduğunu rapor etmişlerdir (P<0.01 ). 

Tawn ve arkadaşları (61) 12 orta dereceli sigara içen ve 12 sigara içmeyenierin 

kan lenfasit kültürlerinde hücre analizi yapmışlardır. 

Toplam her birinden 6000 metafaz kaydedilmiştir. Grubun yaş ortalamaları 

sigara içenlerde 35.5 sigara içmeyenlerde ise 35.3'tür. Sigara içmeyenlerde disentrik 

frakansı 0.17±0.17 iken sigara içenlerde 0.67±0.33 idi. Asentrik frekansı sigara 

içmeyenlerde 1.00±0.41, sigara içenlerde 0.83±0.37 idi. 

Hopkin ve Evans (23) 1980 yılınqa, sigara içenlerde DNA hasarı ve akciğer 

kanseri riskini araştırdıkları çalışmada SCE frekansının sigara içenlerde içmeyeniere 

göre daha yüksek olduğunu belirlemişlerdir (P<0.01 ). Ayrıca akciğer kanserine 

yakalanma riskinin sigara içenlerde daha yüksek olduğunu belirlemişlerdir. 

Reidy ve arkadaşlarının (48) 1989'da yaptıkları çalışmada kromozom tip ve 

kromatid tip bozulmaları araştırmışlardır. 30 sigara içen ve 30 sigara içmeyen 

kişilerin kanları kullanılmış. Sigara içenler en az 5 yıl günde 1 paket (20 sigara), 

sigara içenlerden seçilmiş. Sigara içmeyenler ise evvelki 5 yıl içinde hiç sigara 

içmemiş ve bir sigara içenlerle de birlikte yaşamamış kişilerden oluşturulmuş. Her 

hücre kültüründen 100 metafaz değerlendirilmiş. Yapılan istatistiksel 
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değerlendirmede kromatid ve kromozom tipi düzensizliklerin sigara içenlerde 

içemeyenlerden daha fazla olduğunu rapor etmişlerdir. 

Obe ve Herba (38) 1978 yılında sigara tiryakilerinde kromozom düzensizlikleri 

konulu çalışmada; sigara içenlerde incelenen 3823 metafazda toplam 26 adet 

exchange tipi (1 O disentrik kromozom, 2 ring kromozom, 13 triradyal ve 1 

quadiradyal görüntü) düzensizlik belirlemişlerdir. Kontrol grubunda ise 14164 

mitozda 16 exchange tipi düzensizlik (5 disentrik, 11 triradyal ve quadriradyal 

görüntü) saptamışlardır. Sonuç olarak sigara içmeyenlerde 10.000 mitoz da 11.269 

olan exchange tipi düzensizlik sigara içenlerde 68.009'a yükse1miştir (P<0.01 ). 

Spita ve arkadaşları (56) 1989 yılında üst solunum yolu kanseriilerde bleomycin 

mutajenik etkilerini araştırdıkları çalışmada; sigara içen pharinx kanseriilerde %4.5, 

sigara içen larinx kanseriilerde %10.8 ve oral cavity kanseriilerde %2 oranında 

kromozom düzensizliği saptamışlardır. Günlük içilen sigara miktarına göre; sigara 

içmeyenlerde %1, 1-14 sigara içmeyenlerde %0.7, 15-24 sigara içenlerde %2.8, 

25'den fazla içenlerde ise %12.7 oranında kromozomal düzensizlik belirlemişlerdir. 

Brinkworsth ve arkadaşları (12) 1992 yılında, sigara içenlerde ve içmeyenlerde 

onkogen ürünleri ve sitegenetik ölçütler konulu çalışmalarında, kromozomal 

düzensizlik oranlarının sigara içmeyeniere göre sigara içenlerde daha yüksek 

olduğunu saptamışlardır (P<0.05). 

Sigara içen kontrol grubumuzda oluşan kromozom düzensizliğine ait 

oranlarımız yukarıdaki literatür bulguları ile karşılaştırıldığında; büyük bir çoğunluğu 

benzerlik göstermektedir. 

Osento ve arkadaşlarının (41) 1991'de sigara içen 15 ve sigara içmeyen 22, 

toplam 37 testiküler kanserli hastada yaptıkları araştırmada bleomycinin kromozomal 

kırıkiara neden olduğunu göstermişlerdir. Fakat sigara içenler ve sigara 

içmeyenlerde bir fark olmadığını kaydetmişlerdir (P>0.005). 

Spita ve arkadaşlarının (56) 1989'da değişik kanserli hastalarda yaptıkları 

çalışmada bleomycinin yapısal kromozom düzensizliklerinin (gap ve kırık) 

frekansında artış yaptığını rapor etmişlerdir. 
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Veronchousky ve arkadaşlarının (73) 1989'da 19 testiküler kanserli hastada ve 

22 sağlıklı bireyde bleomycinin etkisini araştırdıkları çalışmada; 

Bleomycinle muamele edilmiş lenfositlerde; kanserli hastalarda kontrol 

grubundan daha fazla aberasyonlu hücre frekansının artmış olduğunu ve daha 

yüksek sayıda kırıkların oluştuğunu rapor etmişlerdir. (Kanser hastalarında 1.60, 

kontrol grubunda 0.67) Fark anlamlıdır (P<0.01 ). 

5.2.2.Doz Grupları Bulguları 

a) 0.3 ~g/ml'lik Doz grubu 

0.3 ~m/kg'lik bleomycinin dozunun 6, 24 ve 48 saatlik uygulama süreleri için 

incelenen 750 metafazda toplam 258 adet düzensizlik içeren hücre toplam 254 adet 

yapısal kromozom düzensizliği saptanmıştır. Düzensizlik içeren hücre oranı %34.4, 

yapısal kromozom düzenliği oranı ise %33.86 dır. Yapısal düzensizlik tipleri 

yoğunluk sırasına göre kromatid kırık %6.1, izokromatid gap %4, kromatid gap %3.8, 

izokromatid kırık %3.2, eksilme ve fragment %1 .2 ve artma %0.6 olarak 

sıralanmaktadır. 

b) 3 ~g/ml'lık Doz grubu 

3 ~g/ml'lik bleomycin dozunun 6. 24 ve 48 saatlik uygulama sürelerinde 

incelenen 750 metafazda toplam 387 adet düzensizlik içeren hücre ve 385 adet 

yapısal kromozom düzensizliği belirtilmiştir. 

Düzensizlik içeren hücre oranı %51.6 ve yapısal kromozom düzensizlik oranı 

%51.33 dür. Yapısal düzensizlik tipleri yoğunlukianna göre; kromatid kırık %9.6, 

izokromatid kırık %8.5, kromatid gap %6.2, izokromatid gap %5.7, fragment %2.2, 

eksilme (delesyon) %2, artma (duplikasyon) %'1.8 olarak sıralanmaktadır. 

c) 30 ~g/ml'lik Doz grubu 

30 ~g/ml'lik bleomycin dozunun 6, 24 ve 48 saatlik uygulama sürelerinde 

incelenen 750 metafazda toplam 573 ve 572 adet yapısal kromozom düzensizliği 

kaydedilmiştir. Düzensizlik içeren hücre oranı %76.4 ve yapısal kromozom 

düzensizlik oranı %76.26'dır. 
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Yapısal kromozom düzensizliği tipleri yoğunlukianna göre; izokromatid kırık 

%14.5, kromatid gap %11, kromatid kırık %8.8, izokromatid gap %6.5, delasyon 

(eksilme) %5.6, artma (duplikasyon) %3.2, fragment %1.4 tür. 

Budak ve arkadaşları (13) 1991 yılında yaptıkları çalışmada sigara içen 

bireylerde %4.22 düzensizlik içeren hücre ve %3.77 yapısal kromozom düzensizliği 

belirlemişlerdir. Ayrıca bu oranların sigara içmeyeniere göre daha yüksek olduğunu 

belirlemişlerdir (P<0.05). 

Sigara kullanımı + bleomycin etkisi ile oluşan kromozom düzensizliklerine ait 

oranlarımız, yukardaki literatür bulguları ile karşılaştırıldığında belli bir kısmı ile 

benzerlikler göstermektedir. Fakat sigara kullanımı + bleomycin kombine etkilerini 

araştıran bir yayına rastlamadığımız için bleomycin uygulama şekli, uygulama süresi 

farklı olması nedeniyle oranlar arasında sağlıklı bir kıyaslama yapılamamıştır. 

5.3.Kromozom Gruplarına Göre Yapısal Kromozom Düzensizlikleri 

Kromozomların uzunluklarına göre etkilenmelerini incelediğimizde büyük 

kromozomların küçük kromozomlara göre daha fazla etkilendiği gözlenmiştir. 

Kromozomlarda oluşan düzensizlikler genellikle kırıklar, gaplar ve delasyonlar 

şeklinde saptanmıştır. Bleomycinin DNA'nın yapısını bozduğunu, DNA zincirinin 

kırılmasına sebep olduğunu düşürerek büyük kromozoniların daha uzun DNA 

içerdiklerinden; bleomycin için daha büyük bir hedef olduğu da düşürülebilmek-tedir. 

Yaptığımız çalışmada kontrol grubunda 93, deney grubunda 735 tane kromatid 

gap izokromatid gap, kromatid kırık, izokromatid kırık ve delasyon tipi düzensizlik 

kaydedilmiştir. 

X kromozomu, C grubu kromozomları, Y kromozomu ise G grubu kromozomları 

içinde kabul edilmiştir. Deney gruplarında ve kontrol gruplarında belirlenen kromatid 

ve izokromatid kırık ve gap ve ayrıca delasyon tipi kromozom düzensizliklerinin, 

kromozom gruplarına göre dağılışiarı çizel ge 1 O ve 11 'de gösterilmiştir. 

iki çizelgeyi değerlendirdiğimizde, kontrol grubunda A, B ve C-X grubu 

kromozomlarda daha fazla düzensizlik kaydedilmiş. D ve E grubunda daha az sayıda 

düzensizlik kaydedilmiş. F ve G-Y grubunda hemen hemen hiç düzensizlik 
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saptanmamış. Deney gruplarını değerlendirdiğimizde A, B ve C-X grubunda 

düzensizlik daha çok saptanmıştır. D ve E grubunda kontrol grubuna göre daha fazla 

kromatid gap, izokromatid gap, kromatid kırık, izokromatid kırık ve delesyon 

saptanmıştır. F grubu kromozomlarda ise 19 tane düzensizlik saptanmıştır. 

Promchainant (46) 1975 yılında yaptığı bir çalışmada A, B, C ve D grubu 

kromozomlarında E grubu kromozomlara göre daha fazla düzensizlik saptamış, F ve 

G grubu kromozomları ile Y kromozomunun hiç etkilenmediğini rapor etmiştir. 

Bu konudaki bulgularımız Promchainant'ın bulguları ile hemen hemen uygunluk 

göstermektedir. 

5.4.Satellit Assosiasyonları 

Genel olarak satellit assosiasyonları kromozomal bir düzensizlik olarak kabul 

edilmemektedir. Ancak satellit assosiasyonlarının aneuploidy tipi sayısal kromozom 

düzensizliklerine neden olduğu konusunda görüşler ile sürüldüğünden tarafımızdan 

değerlendirilmiştir (1 ). 

Gözlemlerimizde 0.3, 3 ve 30 ı.ıg/ml'lik bleomycin dozlarının her üç uygulama 

süresinde (6, 24 ve 48 saat) kontrolden farklı olduğu istatistiksel değerlendirmede 

kaydedilmiştir. 

Satellit assosiasyonlarının büyük çoğunlukla DO ve DG ve GG biçimde ikili 

olmakla beraber D ve G grubu kromozomların değişik kombinasyonlarına 

rastlanmıştır. 

59 



&.SONUÇ 

3 farklı doz, 3 farklı süre ve bunların kontrollerinden oluşan çalışmamızda elde 

ettiğimiz bulguların değerlendirme sonuçları aşağıda çıkarılmıştır. 

1- Bleomycin dozunun artırılmasına paralel olarak uygulama süresi de arttırıldığında 

düzensizlik içeren metafaz sayısının arttığı (P<0.01 ), bleomycin uygulama süresinin 

artmasına bağlı olarak kromozomal düzensizlik içeren hücre sayısında bir artış 

olduğu (P<0.01) ve süre sabit tutularak dozun arttırılması ile düzensizlik içeren hücre 

sayısının arttığı belirlenmiştir. 

2-Kromozomlarda yapısal düzensizlik oluşumunu incelemek için yapılan istatistiksel 

değerlendirmeye göre doz artışına paralel olarak sürenin artırılmasının 

kromozomlarda yapısal düzensizlik oluşumunu etkilediği (P<0.01 ), bleomycin 

dozunun artırılması ile yapısal kromozom düzensizliklerinde artış olduğu (P<0.01) 

bleomycin uygulama süresinin artırılmasına bağlı olarak yapısal kromozom 

düzensizliklerin artmadığı (P>O.OS) tespit edilmiştir. 

Etkileşime göre yapılan istatistiksel değerlendirmede yapısal düzensizlik 

durumunda doz grupları arası farkın anlamlı olduğu (P<0.01 ), süre grupları 

arasındaki yapısal düzensizliklerin anlamsız olduğu tespit edilmiştir (P>O.OS). 

Ortalamalar arası fark önem kontrolü ile ilgili olarak yapılan istatistiksel 

değerlendirmede; dozlar karşılaştırıldığında 0.3 ı.ı.g/ml ile kontrol grubu arasındaki 

yapısal kromozom düzensizliği oluşumu bakımından farkın anlamlı olmadığı 

(P>O.OS), 3 ı.ı.g/ml ile kontrol grubu arasında farkın anlamlı olduğu (P<O.OS), 3 ı.ı.g/ml 

ile 0.3 ı.ı.g/ml arasında farkın anlamlı olduğu (P<O.OS), 30 ı.ı.g/ml ile kontrol grubu 

arasındaki farkın da anlamlı olduğu (P<O.OS) saptanmıştır. 

Yapısal kromozom düzensizlikleri kromozom gruplarına göre dağılımı açısından 

incelendiğinde, kontrol gruplarında yapısal düzensizlik sırası A, B, C-X, D, E grubu 

olarak saptanmıştır. Deney gruplarında bu sıra A, B, C-X, E, D ve F grubu olarak 

sıralanmıştır. 
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3-Süre dışlandığında en yüksek poliploid hücre oranı 0.3 ~g/ml'lik deney grubunda 

olup bulunma oranı %53'tür. En düşük oranı ise 30 ~g/ml'lik deney grubunda olup 

%0.13 olarak tespit edilmiştir. 

4-Satellit assosiasyonları herhangi bir kromozom düzensizliği olarak kabul 

edilmernekle beraber 0.3 ~g/ml'lik ve 3 ~g/ml'lik deney gruplarında en fazla, kontrol 

ve 30 ~g/ml'lik deney grubunda ise en az olduğu tespit edilmiştir . 
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7.ÖZET 

Bu çalışmamız 5 sigara tiryakisi (8 yıldan beri günde en az 2 paket sigara içen) 

deneke ait 0.3, 3 ve 30 J.J.g/ml dozda bleomycin 6, 24 ve 48 saat süre ile in vitro 

koşullarda uygulanarak kontrollü olarak toplam 3000 metafazla değerlendirilmiştir. 

Uygulama sonucu elde edilen bulgular değerlendirildiğinde bleomycin dozunun 

sabit tutularak sürenin arttırılmasının düzensizlik içer(3n hücre oluşumunu etkilediği 

saptanmıştır (P<0.001 ). Bleomycin dozunun arttırılması ile yapısal kromozom 

düzensizliğinin arttığı gözlenmiştir. Bleomycin dozunun arttınlmasına paralel olarak 

uygulama süresinin arttırılmasında düzensizlik içeren hücre sayısının arttığı tespit 

edilmiştir. 

Düzensizlik içeren metafaz sayısının normal metafaz sayısına oranı kontrol 

grubunda %22.8, 0.3 J.J.g/ml'lik deney grubunda %34.4, 3 Jlg/ml'lik deney grubunda 

%51.6. 30 J.J.Q/ml'lik deney grubunda %76.4 olarak belirlenmiştir. 

Bleomycin dozunun artmasına bağlı olarak satellit assosiasyonlarında bir 

düşme olmaktadır. 

Poliploid hücre oluşumu doza bağlı uygulama süresinde değişmemektedir. 
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8.SUMMARY 

In this study, 0.3, 3.0 and 30 ~g/ml doses of bleomycin were applied to the 

blood of 5 s makers (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 

formatian of aberrant eel ls (P<0.001 ). 

lt was alsa 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 eel ls increased. 

The ratio of irregular metaphases was found to be 22.8% in control group, 

34.4% in experimental group of 0.3 ~g/ml, 51.6% in experimental group of 3.0 ~g/ml, 

and 76.4% in experimental group of 30 ~g/ml. 

Satellit associations, were decreased by increasing of bleomycin dose. 

Poliploid cell formatian remains unchanged during dose-based application 

period. 
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