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1. GIRIS

Gundmizde bilim ve teknoloji tarihte simdiye kadarki en hizli gelisim
surecini yasamaktadir. Gegmiste soyut olarak ifade edilebilen kavramiar
simdi cogunlukla somut ifadelerle ve nitelii hakkinda net verilerle
aciklanabilmektedir.

insanlarin sahip oldugu olanaklar gdzden gecirildiginde bunlar iginde
en degerli olaninin ona ait saglikh yasama hakki oldugu mutlaktir.

Basamak basamak gelinen bilim, teknoloji ve bilgi seviyesi insan
sagli§ sorunlarini daha anlaml ve kesin ¢6zim yollarini 6nerecek bir
acikliga sahiptir. Bilimin gelismesi ile biyoloji ve fizik bilimlerinde de
gelismeler had safhaya ulagmistir. Bu geligmeler sahip olacad: birikimlerle
daha da ileriye gidecektir. Insanlar gegmiste sorunlarla karsilastiklan
zaman, sorunlarinin ¢6zUmdnU aramaya bagslamiglardir. Cadimiz insani
sahip oldugu olanaklari sorunlari baslamadan 6nce ¢oézimleri igin
kullanmada daha pratik hale gelmektedir.

insan saghd ile ilgili sorunlar toplum yasaminda énemli bir yer isgal
etmektedirler. Sorunlarin ¢6ztmu igin éncelikle buna neden olan faktérlerin
bilinmesi gerekir. Insanlar, yasadiklari ortamin kosularindan biyolojik ve
fiziksel olarak etkilenmektedirler. Insanlan kalitsal olarak etkileyen
kanserojen etkenlerden biri olan radyasyon dogal kaynaklardan surekli
olarak insanlarin yasama ortamini etkilemekte ve bu etkileme glcl
codunlukla kalitsal bir varyasyona da doénldsebilmektedir (41). Dogal
kaynaklarin disinda radyoaktif etkiye sahip bir ¢cok aygit ginlik olarak
yasamin bir pargasi haline gelmistir. )

Radyoaktif etkiye sahip olan aygitlar giinimizde olmasa bile gelecekteki
toplumlarin saghdina olumsuz yénde potansiyel bir birikim olusturmaktadir.
Radyasyonun neden olduu en 6nemli saghk sorunu kronik veya akut
etkilesimle belli bir birikim sonrasi degigik doku ve organlarda kansere
neden olmasidir. Nitekim radyoaktivite yayan aygitlaria ¢alisan bireylerde
bazi kanser tarleri toplum ortalamasindan daha yluksek oranda meydana
gelmektedir (31,32).

Caligmamizda kullandi§imiz bleomycin bazi kanser turlerinin
tedavisinde yalin veya kombine olarak kullaniimaktadir. Kullanilan
bleomicinin kanserde tedavi glicinun yanisira tim arastirmacilarin hemfikir
oldugu kromozom yapisi Uzerinde olumsuz etkileride mevcuttur.
Kromozomlardaki bu tahribat muhtemelen hiticredeki onarim mekanizmalari



tarafindan g¢ogunlukla giderilmektedir. Ancak olusan duzensizliklerin bir
kismi hicrenin sonraki generasyonlarina gegebilmektedir.

Gunumumuzde bazi arastiricilar belirli distk bir doz seviyesindeki
radyasyonun ve bleomycinin hicrede meydana gelebilecek kromozomal
anomali sayisinda bir azalmaya neden oldugunu belirtmektedirler (26,46).
Bleomycin ve radyoaktivite organizmada hiicre Uzerine ve dolayisiyle
hicredeki organik materyal Uzerine benzer mekanizmalarla etkide
bulunmaktadir (27). Bazi arastiricilar dugtk doz seviyesindeki bleomycinin
de hlicrede hucrenin sonradan karsilasabilece§i olumsuz faktérier
kargisinda daha direngli olacag yontnde ifadeler kullanmaktadirlar (26).
Bazi arastiricilar da, potansiyel olarak kansere egilimli olan bireylerin
olusturulacak toplumsal esik degerlere yakin veya uzak konumdaki
radyasyon veya bleomycinden etkilenme derecelerine gére muhtemelen
gelecekte o bireylerde kansere egilim olup olmadi§inin belirlenebilecegini
ifade etmektedirler (20,47).

Biz galismamizda denekleri kronik olarak radyasyona maruz kalmis
radyoloji ¢alisanlarindan sectik. Bu bireylerde normal toplum insidansindan
yuksek bir kromozomal aberasyon sikhigi géraldi. Bu bireylerde bleomycinin
daha etkili olduu ve kromozomal aberasyon sikhgim artircdin ifade
edilmektedir. Elde ettigimiz verilerle diger aragtiricilarin verileri bu konudaki
gorasleri daha da netlestirmektedir (41).

Hucredeki onkogenlerin aktif hale gegmesi kosul ve zamana bagli
olmaktadir (24). Bunlari aktif hale getirebilen faktérlerden bir taneside
radyasyondur. Bleomycin ve radyasyonun hicre Uzerinde benzer etkide
bulunmalari aktiviteleri baskilanmis onkogenlerin bu baskidan kurtulup aktif
hale ge¢ip daha sorun haline gelmeden bireydeki konumunun belirlenmesi
olanagd ifade edilmektedir (18,20,39).



2. GENEL BILGILER

2.1. Bleomycin Hakkinda Genel Bilgiler
2.1.1. Bleomycin'in izolasyonu

Bleomycin'ler 1962 yilinda Dr.Hamao UMEZAWA ve arkadaglari
tarafindan Streptomyces verticulos'un bir fermantasyon Gruni olarak
kesfedilmis 6nemli bir antitimér ajanlar grubudur. Klinikte halen
kullaniimakta olan ilag Bleomycin-A2 ve Bleomycin-B2 gibi biribiriyle
yakindan iligkili bakir baglhyan iki glikopeptid ajanin karigimindan ibarettir.
Degisik Bleomycinler sadece amino terminallerindeki kok ile biribirinden
ayrilirlar. Degisik aminlerin fermantasyon ortamina katiimasi 200 den fazla
farkl tarevlerin olugmasini mamkuan kilar (15).

Toksik etkileri ve antitimér spektrumunun ikisi de bu tar farkhiiklaria
degistirilebilir (15).

Bleomycinler degisik insan tumérlerindeki aktiviteleri nedeniyle buylk
ilgi cekmiglerdir. Bu tumérierin arasinda deri, bas, boyun ve akcigerlerin
squamous kanserleri ve ilaveten lenfomalar ve testikller timérier bulunur.
Diger bir ¢cok antineoplastik ajanlara kiyasla Bleomycinler minimum
myelosupresif ve imtnosupresif aktiviteye sahiptirler. Nadiren kutanéz ve
pulmuner toksiteye neden olur. Multidrog kemoterapide énemli bir yere
sahiptirler (15,22,38).

s H
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O X + 3
Bleomycin A,: R = NHCH,CHCH,—S
H CH,
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Sekil 1. Bleomycinin Kimyasal Yapisi (15).



2.1.2. Bleomycin'in Kimyasal Yapisi.

Bleomycinler suda ¢6ziinen bazik glikopeptidlerdirler ve birinden
digerine kendi amino terminallerindeki kokler ile farklilik kazaniriar.

Bleomycin molekdlunun esas yapisi kompleks metal bagliyan bir
yapidir. Propionamid'e baglanmis pirimidin chromophoru, R-amino alanin
amid yan zinciri ve L-gloz ve 3-O-carbomavil - D-mannoz sekerlerini igerir.
Bu ana yapitya bagl olarak bir tripeptid zinciri ve bir terminal bitriazol
karboksilik asit bulunur. Bu son kisim DNA'ya baglanir. Bleomycinler Cut2
ve Fe*2 jle ekimolar kompleksler olustururlar.

2.1.3. Etki Mekanizmasi

Bleomycinler bir dizi ilging 6zeliklere sahiptirler ve sitotoksik etkileri
DNA fragmentasyonuna neden olma yeteneklerinden kaynaklanir.
Bleomycin DNA'ya baglanarak zincir yariimasina ve parin ve pirimidin
bazlarinin ayrilmasina neden olur, DNA sentezini inhibe eder ve daha az bir
derecede de RNA ve protein sentezi inhibisyonuna ve hucre siklusunda
hticrelerin G» fazinda kimelenmesine neden olur. Bu hicrelerin godu
kromozomal aberasyon gésterir.

Bleomycinler 0> ve Fe*2 jle etkileserek DNA'nin yarilmasina neden
oluyor gibi goézukmektedirler. Oksijen ve ditiotreitol gibi indirgen bir ajan
varlifinda metalobleomycin kompleksi bir ferréz oksidaz olarak aktive edilir.
Fe*2 den elektronlari molekuler oksijene aktararak aktive edilmig oksijen
tarevleri Uretir (1/2 O2 (singletoksijen), oksijen radikali, OH radikali, Ho O2)
(50).

Metalobleomycin kompleksinin flavin enzim reaksiyonu, NADPH -
sitokrom P450 rediktaz(yaptya bir 1/2 Oo sokar veya bir "H" ¢ikarir) ile
ektive edilebildigi de gbsteriimistir. Bleomycin DNA'ya amino terminal
-peptidi ile badlanir ve aktive edilmis kompleks serbest radikaller olugturur.
Bu radikaller DNA zincirinin bdlinmesinden sorumludurlar. Bleomycin
normal dokuda bulunan bir hidrolaz ile yikilir (ancak bu enzimatik aktivite
deri ve akcigerde dasuktar). Bir kisim Bleomycine direngli hiicreler yoksek
seviyede hidrolaz aktivitesi tagirlar (15).



2.1.4. Bleomycin'in Absorpsiyonu (Metabolizma-Atilim).

Bleomycin genellikle parenteral uygulanir ve oral absorbsiyonla ilgili
veriler yoktur.

Bieomycin kan beyin bariyerini gegmez. Bleomycin degisik timorlere
lokalize olur. Bu da bu bélgelerde inaktive edici enzim seviyesinin daha
dustk oldugu fikrini verir. 15 unit/m® bolus doz seklinde intraven6z
uygulamadan sonra 1 ile 10 mU/ml pik konsantrasyonlar plazmada elde
edilir.

Eliminasyon yari 6mri yaklagik olarak 3 saattir. Plazma proteinlerine
az baglanir. ilacin yaklagik 2/3'G normal olarak idrarla muhtemelen
glomeruler filtrasyonla atilir.

2.1.5. Bleomycin'in Preparasyonu (Dozaj ve Uygulama Yollari)

Bleomycin sulfate (Blenoxane) 15 unitelik flakonlarda toz geklinde
temin edilebilir. Tavsiye edilen dozu 10-20 tnit/m? dir. (Haftada bir veya iki
kez) ve ilag en uygun olarak intravenéz veya intramuskuller olarak
uygulanir. Subcutan, intrapleural, intraperitoneal veya intra arterial
enjeksiyonla da verilebilir. 400 Uniteyi asan tedavide pulmuner toksisite
insidansi artar. Bleomycin di§er antineoplastik ajanlarla kullaniidiginda bu
etki deha duguk dozlarda da gérulebilir.

2.1.6. Terap6tik Kullanilig: ve Klinik Toksisitesi

Bleomycin testikiler kanser tedavisinde etkilidir. Tek bagina
verildi§inde Bleomycine cevap hizi yaklagik %30 dur ve bu deg@er vinblastin
ile birlikte kullanildi§inda %90'a ¢ikar.Bleomycin bas, boyun, deri, 6zofagus,
serviks, vulva, skrotum ve penisi iceren genito-Uriner alanin squamous
hticreli kanserlerinin tedavisinde de yararlidir. Hodgkin hastaliinda ve
diger lenfomalarda da etkilidir.

Cogu diger antineoplastik ajanlann aksine Bleomycin minimal
duzeyde kemik iligi toksisitesine neden olur. En sik rastlanan yan etkisi
atestir, somatit ve allopesi igeren mucocutanous reaksiyonlar,
hiperpigmentasyon, hiperkeratozis, pineritik eritem derinin Giserasyon ve
vezikilasyonudur. Bu ilacin en 6énemli yan etkisi pulmoner toksisitedir.
Tedavi géren hastalarin takriben %1'i bu toksisiteden 6lar (15,22,38).



In vivo olarak uygulanan 5 Gnit/kg/gin, 15 Unit’/kg/giin ve 25
Unit/kg/gin dozunda Bleomycinin gegen zamana gére doz artigina badli
olarak timér capindaki artisin daha az oldugu belirtiimektedir (50).

Farklit sicaklik derecelerinde (37°C ve 23°C) uygulanan Bleomycinin
37°C de letal etkisinin 23°C de bulunan hlcrelerdekinden daha fazla oldugu
g6zlenmistir (27). Bleomycin konsantrasyonu ile ortamda canh kalan
hlcreler arasinda ters bir iliski mevcuttur. Bleomycine direnci artiran enzime
ait genin insanlarda 6 nolu kromozomda lokalize oldugu belirtilmektedir. (BI-
10 Glutatione S-trasferaze - a i¢in). GSTs Gama geni 1 nolu kromozomda
ve GSTs Pi geni de 11 nolu kromozomda lokalize olmugtur (13).

Bleomycin uygulanmasinda geng bireylere ait hicrelerde daha fazla
kirtlma meydana gelmektedir. Kromozom kingi duyarhlhigi tatun
kullanmiyanlar ve 30 yasin altindakilerde daha belirgindir. HSU'ya gore
mukozadan tureyen tumorlerde oldugu gibi sonugta kansere déntsen
tumérlerin genetik olarak kanserojene duyarli olan kimselerde olustugu
géralar. Bleomycine duyarli olan bireyleri bu hassasiyetin bir géstergesi
olarak kullanmaktadir (39). Bleomycine bazi bireylerin de normal
populasyondan daha fazla duyarli olmalari bunlarin gelecekte muhtemelen
kansere yakalanma riskini tagidiklarini belirtmektedir (20,32,47).

2.2. Radyoniiklidler

Radyonuklidler organizma tarafindan aynen radyoaktif olmayan
izotoplar gibi biyolojik ve metabolik igleme tabi tutulurlar. Yaydiklar
radyasyonlar sayesinde nukleer dedektérler ile yerlerinin ve miktarlarinin
tespit edilmesi mimkandar. Iste bu &zelliklerinden dolay! tipta teshis ve
arastirmalarda, fazla miktarda (dozda) veriimeleri halinde dokuyu tahrip
etme 6zelligi nedeniyle tedavi amaciyla kullaniimaktadir. Radyonuklidlerin
teshiste kullaniimasi iki ana bélime ayrilarak incelenebilir.

1. In Vivo Teshis

a- Organ ve tam vicut gérunttleme teknidi (morfolojik bilgi)
b- Fonksiyon tetkikleri (dinamik bilgi)
2. In Vitro Biyokimyasal Analiz
a- Biyolojik materyalin incelenmesi
b- Radicimmuno-assay (RIA)

Radyontiklidlerin baslica arastirma alani ise; fizyolojik ve biyolojik
mekanizmalarin aydinlatiimasina yonelik deneysel c¢alismalar ve
radyofarmasoétiklerin farmako-kinetiginin incelenmesidir.



2.2.1. Radyoaktivite

Radyoaktif denilen atomlarin c¢ekirdeklerinin kararsiz yapilari
nedeniyle kendiliklerinden pargalanarak bazi isinlar yaymasi o6zelligine
"radyoaktiflik" denir. Radyoaktif madde radyoaktif atomlari iceren maddedir.
Atom numarasi (Z) belirli bir elementin bir cok kararl izotoplari ve kararsiz
izotoplan (radyoizotoplari) bulunabilir. Bu element i¢in radyoaktif denilir.

2.2.1.1. Dogal (Natural) Radyoaktivite

Atom numarasi 82 den buyuk olan nuklidlerin ¢cogu tabiatta radyoaktif
halde bulunur. Atom numarasi 40 olan Potasyum ve 14 numarali karbon da
- dogal radyoaktiftir.

Dogada doért radyoaktif seri bilinmektedir. Thoryum serisi kurgun
208'e kadar,Aktinyum serisi kursun 207'ye kadar, Uranyum serisi kursun
206'ya kadar, Neptunyum serisi Bizmut 209'a kadar par¢alanarak kararli
hale ulasirlar. Dinyada yasiyan canlilar bu pargalanmalardan yayilan
radyasyonlarin etkisi altindadir. '

2.2.1.2. Sun'i Radyoaktivite

Stabil elementler, siklotron (cyclotron) denilen alette elektromagnetik
alan igerisinde hizlandinimig partiktller ile veya nukleer reaktérierde
nétronlar ile bombardiman edilerek radyoaktif hale getirilmektedir. Béylece
suni radyoaktif noklidlerin eldesinden sonra (1934), organizmadaki
metabolik olaylari dinamik olarak incelemek kolaylagsmig ve radyo nuklidier
bu amag ile kullanilan baslica izleme (Tracer) maddesi olarak yaygin
kullanim alani bulmustur.

Buglin bin kadar radyontklid bilinmektedir ve bunlarin 40 dogal
radyonuklidtir.

2.2.1.3. Niikleer Radyasyonlarin Ozellikleri

Nukleer pargalanma (radyoaktif bozunma) sirasinda meydana gelen
radyasyonlar yapilarina gére iki grupta topliyabiliriz. Alfa (o) ve Beta (B)
radyasyonu partikil 6zelligindedir, Gamma (8 ) radyasyonu ise
elektromag@netik ézelliktedir.



Alfa (o) radyasyonu ¢ift yuki ve agir kutlesi nedeniyle iyonizan
yetene@i ve Lineer Enerji Tranferi (LET) oldukga fazladir. Yumusak dokuda
erigsme uzakli§ 20-40 mikron kadardir. Yuksek oranda toksiktir. Solunum,
gida gibi yollarla organizmaya alinmalari halinde énemli sadlik sorunu
yaratir. Beta (B) iyonizan yetenedi azdir. Gamma (¥) radyasyonu x-1gini ile
ayni karakteristige sahiptir. Eksitasyon, iyonizasyon ve penatrasyon gugleri
benzerdir. Ancak gamma ¢ekirdek orijinlidir, x-isin1 ise orbital elektron
straktaradur ve hedef materyalden Uretilir.

Elektromagdnetik radyasyonlarin frekanslarina dalga boylarina ve
enerjilerine gbre siralanmalari "Elektromagnetik Spektrumu” olusturur. Alfa
ve Beta radyasyonlari kutleleri ve elektriksel yukleri nedeniyle partikiil
6zelliginde olduklarindan elektromagnetik spektrumda yer aimazlar. Sadece
gama radyasyonu bu spektrumda yer alir. Buttin elektromagnetik dalgalar
ayni tabiatta ve karakteristige sahiptir. Ancak, enerjileri farkhdir.

Noktasal bir kaynaktan veya ince bir aralikta ¢ikan elektromagnetik
radyasyon demetinin siddeti uzakh@inin karesiyle ters orantili olarak
degisir. Buna Ters Kareler Yasasi denir. Bu o6zellik radyasyondan
korunmada uygulanan en gecerli yéntemlerden biridir. Ancak, nokta
kaynaklari i¢in pratiktir. Yaygin kaynaklar i¢in uygulanamaz.

Radyoaktif pargalanma hizi ne kimyasal reaksiyonlar ne de fiziksel
kosullar (stcaklik, basing, 1sik, 1sinlandirma) ile etkilenerek degistirilemez,
durdurulamaz, yavaslatilamaz veya hizlandirilamaz. Dolayisiyle fizik yan
émir hi¢ bir yolla degistirilemez. Rastgele meydana gelen bozulmalarin
cogu normal (veya Gauss) dagilimina uymaktadir.

Bir radyoizotopun aktivite miktarini élgmek igin kullanilan temel birim
kari (Curie) dir, Ci semboll ile gdsterilir. Kirinin binde birine milikari (mCi),
milyonda birine mikrokari (4Ci) denir. Kullanimi miliklri seviyesindedir.

lyonlastirici radyasyonlarin zararli biyolojik etkilerini élgmek igin
klasik sistemde; rontgen equivalent man kelimelirinin ilk harflerinden olugan
“rem" birimi kullanilir. Degisik radyasyonlarinin herhangi bir rem dozu ayni
radyobiyolojik etkiyi sa§lar. Radyasyonlarin olgtimesinde; radyasyonun
eksitasyon, iyonizasyon, fotografik, flooresan, biyolojik ve isI etkileri gibi
6zelliklerinden yararlanilir.

2.2.2.1. Radyasyonun Hiicresel Diizeyde Etki Mekanizmasi

Radyasyonlar etkilerini vucuttaki hicrelerin normal fonksiyonlarini
bozmak suretiyle meydana getirirler. lyonlastirici radyasyonun hiicre igine
gecisi, cok karmasik direkt ve indirekt olaylar zincirini baglatabilir. Bu



olaylar zincirinin dért ana devreden olustugu dusuntlmektedir. Bunlar
sirasiyla fiziksel, fizikokimyasal, kimyasal ve biyolojik devrelerdir.

Once radyasyon enerjisinin  hicrenin bulunduu ortamda
absorblanmasi ile "iyonlagsma ve uyariima olaylan” meydana gelir. Bunlar
fiziksel ile fizikokimyasal devreleri igerir. Primer seviyede makromolekuller
zarar gOlrebilir veya suyun etkilegsmesiyle yikstiz radikaller (kdkler)
olugabilir. Bu radikaller arasinda kimyasal reaksiyonlar meydana gelir. Bu
da kimyasal devreyi olusturur.HGcrede meydana getirilen zarar
sonucu,radyasyon dozuna, dozun verilme hizina, LET'ne, dozun dokularda
dagilimina ve dokunun radyosensitivitesine bagh olarak biyolojik etki ortaya
cikar. Bu etki biyokimyasal degisiklikten organizma 6limine kadar gidebilir.
Radyasyonda indirekt reaksiyonlar daha énemlidir.

Radyasyonun c¢arparak su molekullerinden ¢ikardi§: elektron bagka
bir su molekdld tarafindan tutulur ve simdi negatif yukli olan bu su
molekuiltde iki pargaya béluntr, bir pargasi hidrojen radikali (.H) ve diger
pargasida hidroksil iyonu (OH") olur. Hidrojen radikalinden ara reaksiyonlar
sonucunda hidrojen peroksit ve hidroksil olusur. Bu olusumlar sirasinda
radikaller birer organik molekal pargalarlar. Sonug¢ olarak bir fotonun su
molekuline ¢arpmasi neticesinde doért organik molekal haraplanmis olur.

Indirekt radyasyon etkisini radyoprotektif maddelerin etkisiyle
azaltmak mamkandur (31).

2.2.2.2. Radyasyonun Hiicre Uzerine Etkisi

Zarar tek bir molekuldeki hemen oranilabilecek degisiklikten ,hl'Jcre
6limune kadar farkhhk gésterebilir.

Hucrede enerji iceren bir kag molekll zarar gérarse hucre igin pek
6nemli degildir. Enformasyon tagiyan molekdller radyasyonla haraplanacak
olursa bu bilgi kaybedilebilir (31,32).

Radyasyonda iginlama sirasinda hiicre hangi evrede olursa olsun
siklus G2 evresinde bloke olur. Tum hucreler G2 evresinde toplanir ve
duraklama sona erince hep birlikte mitoza girerler. lrreversibl etkisinin
meydana gelmesi igin yiksek dozda 1ginlamaya gerek vardir (31).

DNA'nin iki seridinde de radyasyon zaran Kkarsihkli noktalarda
meydana gelmisse hicre bunu dizeltemez. lyonize radyasyonun
etkilerinden biride kromozom yapisindaki degismeler ve kromozom
kirnklaridir. Bunlar kromozom tipi kiriklar kromatid tipi kiriklar ve
subkromatid tipi kinklardir. Radyasyonun bélinen hucrelerdeki 6ldtrac



etkilerinin  temelini kromozom kriklarinin  olusturdudu bilinmektedir
(8,31,32,37). Down sendromiu bireylerin lenfositieri x-ray'a karsi normal
bireylerinkinden daha duyarhidir (1,5-2 kat) (37). Go fazinda uygulanan 2Gy
dozunda radyasyon G1 de uygulanan radyasyondan daha fazla kromatid
aberasyonlan olusturur (%5,%10).Radyasyonda bireyler arasinda farkliliklar
gézlenmektedir(37). Yas, doz ve kromozomal aberasyon parametrelerinin
analizi yag-doz arasinda pozitif bir etkilesme oldugunu géstermektedir.
Radyolojide g¢aliganlarda hypoxanthine guanine phosphoribosyl transteraz
(HCPRT) hemolysate enziminin disuk seviyede oldugu (P<0.05) bundan
dolayr SCE'lerin ve kromozomal aberasyonlarin sikhiginin yuksekligine
neden olmaktadir (bireyler 31-40 rem birikime sahiptiler) (41).

Anafaz esnasinda serbest halde olugan disentrikler kolay bir sekilde
sonraki bélunmelere gegebilir, ancak bu disentrikler birbirlerine bagh
kalsalar ya hicre éluminden elimine olurlar ya da anafaz ayriimasi ve
sitokinez olmamasindan dolay! poliploid sekle dénugurler. Stabil oimayan
sapmalar (disentrik, ring fragment, asentrik gibi) béiinen bir hiicre
populasyonunda sonraki her bélunmede giderek elimine oimaktadir (9).

YUksek dozda verilen radyasyonun diasik dozda (ayni miktarda)
verilenden daha fazla disentrik kromozom olusumunu arttirdigs
belirtiimektedir. Radyasyonun kesilmesinden sonra disentrik sikliginda
azalma meydana gelmektedir (16).

Dustk dozda etkileyici radyasyoun verilmesiyle aberasyon‘larm iKi
homolog kromozomda da meydana geldigi belirtiimektedir (Lea 1946).
Radyasyon etkili molekiler teori modelinde de radyasyon etkisi ile sonunda
DNA'nin iki ipligindeki kiriklar kromozomal aberasyonlart olugturuyor.
Mevcut ¢aligmalarla kromozom yapisal degisimlerinden disentriklerin
olusumunu lezyon-nonlezyon etkilegsimde iki sekilde vermektedir. 'Biri
lezyon-nonlezyon etkilesimde bir telomer-lezyon rejoining islemleriyle
olanidir (Chawich ve leenhouth 1973-1978).Ikincisi lezyon-nonlezyon
kromozomal etkilegsimde belirli bir mekanizmaya bakilmaksizin meydana

gelenidir (8).
2.2.2.3. Hiicrelerin Radyasyona Duyarlih§: (Radyosensivite)

"Bergonie ve Tribondeau yasasi™na goére morfolojik ve fizyolojik
olarak erigkin karakterini almig hticrelere kiyasla immatiar hicreler ve mitotik
aktivite gosteren hicreler radyasyona daha duyarlidir. Bu yasa iyonlagtirici
radyasyona karsi htcre duyarlihi§inin ana ilkelerini vermektedir.
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Duyarlihk bakimindan lenfositler, kemik iligindeki ana kan hicreleri
(blastlar), mide ve barsak epiteli, ovaryum ve testisin germ hicreleri gok
duyarli hucreleri, epidermis ve deri adneksleri, damar endoteli, takrik
bezleri, kolagen ve elastik dokular, g6z dokulari (konjuktiva, kornea, lens),
gelismekte olan kemik ve kikirdak orta derecede duyarli, karacider, bébrek,
olgun kemik ve kikirdak, endokrin bezler, kaslar,beyin ve sinir doku
hucreleri de direngli hicreler grubunu olugturmaktadir.

2.2.2.4, Kronik Somatik Etkiler

Ufak radyasyon dozlarinin sirekli veya kisa araliklarla uzun zaman
icinde alinmasi sonucu meydana gelen kronik radyasyon sendromu en az
bir ka¢ yil iginde ortaya ¢ikabilir. Maruz kahinan radyasyonun dozu ve vicut |
kismina bagli olarak bu stre 20-30 yil kadar da uzun olabilir. Rutin mesleki
caligmalar bu sinifa girer.

Bu etki genelde internal 1ginlamadan sonra géraldr.

‘Canlilar Eksternal ve Internal olmak Gzere devamli dodal ve yapay
radyasyon kaynaklari icinde yasamaktadir. Radyasyonun baslica kronik
etkileri: Omran kisalmasi, erken yaglanma, 16semi insidansinda artig, selim
ve habis tUmér insidansinda artis seklinde siralanabilir.

Warren'in istatistiksel arastirmalarina gére radyologlarin ortalama
émra tum doktorlarin ortalama émrunden 5.2 yil daha kisadir (65.7-60.5).
Ancak son yillardaki etkin énlemlerle bu risk kaikm|§t|r.

Birikmig (kronik) radyasyon dozunun belirli bir esik degere (300 rem)
ulastiktan sonra ortaya ¢ikan lésemi ve kétd huylu (malign) tamérler gibi
kronik etkiler akut radyasyon etkilerinden daha tehlikeli kabul edilmektedir
(31,32).

Akciger kanseri olusumunda sigara i¢imi ve iyonlastirici radyasyon
arasinda sinerjitik bir etki gérulur. Sigara igen madencilerin radonun neden
oldugu akciger kanserine arkadaslarina oranla daha az direngli oldukiari
actklanmistir (44). Rad olarak uygulanan dozun artigina baglh olarak hicre
¢ofalmasinda azalma oldugu gézlenmektedir (50).

Bireyler arasinda ayni dozdaki radyasyona duyarhiifin farkh
olabilecedi ve ayni bireyinde farkhh zamanlarda farkh duyarliliga sahip
olabilecegi belirtilmektedir (21).

X-radyasyon hudcresel harabiyete neden olmakta ve malignant
trasformasyonda rol oynamaktadir (30). Sporadik unilateral non-herediter
retinoblastomada x-radyasyona normal sensivite géstermektedir (17).
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2.2.2.5. Radyasyonun Genetik Etkileri

Bu konudaki veriler hayvan deneylerine dayanmaktadir. Gonadlarin
isinlanmasinda germ hacrelerinin kromozom yapisi bozulup mutasyonlar
olugabilir ve kalitimla gegen anomaliler olabilir (dogumsal anomaliler).
Ovaryum ve testisteki germ hucrelerinin iginlama ile bir kisminin ya da
timanan ortadan kalkmasiyla gegici veya surekli kisirlik olusur. 500 rem
Uzeri surekli sterilite yapar. Radyasyon her hangi bir degerinde (bir esik
deger yoktur) mutasyona neden olabilir. |

Bugunkt nufusta konjenital malformasyon, zeka geriligi gibi defektli
kisilerin %2'si genetik orijinlidir ve bunlardan bir kismi kesinlikle iyonize
radyasyon nedeniyledir. Fakat tam %'si belli degildir. GUnimuzde, sonuglar
radyasyonun genetik etkilerinin zarar verici mutasyonlara 6nemli bir neden
olmadid: seklindedir.

The Committee on the Biological Efects of lonizing Radiations (BEIR)
in 1980 de yaptig: dederlendirmeye goére:

1- Radyasyon mutasyoniarinin fiziksel ve biyolojik cesitlilikleri
deneysel olarak arastinimistir. Bu nedenle genetik riskin hesabinda
belirsizlikler azaltiimigtir.

2- Genel nufustaki genetik riski "rem bagina her nesilde olugan
etkiler" seklinde hesaplandi. Ebeveynlerin 1 rem'e maruz kalmasi
sonucunda ilk nesilde canli dogan 1 milyon cocuktan 5-75 tanesinde
fazladan ciddi genetik defekte neden oldugu hesapland..

Her bir nesilde 1 remlik radyasyona maruz kalinmasiyla 1 milyon
canli dodan gocuktan 60-100 adedinde ciddi genetik bozukluk hesaplandi.

3- Radyasyonun genetik riski, genetik orijinli ciddi hastahklarin
insidansina nazaran daha énemsizdir (31). Seklinde belirleme yapmistir.

Gunumiizde modern tip radyasyonun biyolojik etkilerinin
incelenmesinde, gelisen ebriyoyu odak noktas! olarak kabul etmektedir.
Bunun baslica nedenlerinden biri, tip alaninda galisan kadinlarin godunu
dogurganhk yasindakilerinin olugturmasidir.
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1ZELGE 1 Radyasyonun Biyolojik Etkileri! (31).
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Embriyonun tim elemanlan yuksek derecede radyosensitiftir.
Huacreleri gelismenin baglangi¢ safhasindadir, son derece yliksek mitoz
gegirmektedir, hicreler diferansiye olmamistir. Fetal gelismenin ilk U¢ ayi
(ilk trimester) safthalan énemlidir. Naklear Regulatory Commission (NCR)
tarafindan hamilelik sdresince meslek c¢alisanlari igin en ¢ok 0.5 rem/9 ay

doz dnerilmistir (1975).
2.2.3.Radyasyonda Korunma

Cesitli radyasyon kaynaklan ile g¢alisaniarda dodacak tehlikelere
kargi 6nceden uygun korunma tedbirleri alindigi taktirde, radyasyonla

calisma emniyetli bir igtir.
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Radyasyon korunmasinda temel standartlar Milletlerarasi Radyolojik
Korunma Komisyonu (ICRP) tarafindan bildirilmektedir. ‘Radyasyonla
cahganlarin bir haftada alabilecekieri maksimum miisaade edilen doz
giddeti (MPD) 100 milirem, seneden misaade edilen doz ise 5 rem'
ge¢memelidir. Normal toplum bireyinde bu oran 0.5 rem/yil dir (31.32).

2.3. Bleomycin ve Radyasyonun Kombine Etkileri

Bleomycin'in 200 pg/mllik dozunda DNA sentezinin %40 oraninda
azaldi§i ve x-ray'in 20 Gy dozunda verilmesi ile normal bireyde DNA
sentezinin %65 oraninda azaldidi tespit edilmistir. AT'li hastalar x-ray ve
Bleomycine daha duyarhdirlar (48).

Butyratli htcrelerde x-ray ve Bleomycin etkisiyle kromozomal
aberasyon sikliginda relativ bir yukselme gézlenmektedir (1.4 ve 1.6
oraninda) (37).

Saccharomyces cerevisiae'nin Bleomycin'e duyarli mutantlari Gzerine
yapillan c¢alismada Bleomycine duyarli olan suslarin iyonize radyasyona
karsida duyarh olduklar, bazi mutant tiplerinde Bleomycine duyarh
olmalarina ragmen iyonize radyasyona duyarlilik géstermemislerdir (27).

Bleomycin'e adapte olan lenfositlere yuksek dozda Bleomycin ve x-
ray'in verilmesi ile adapte olmiyanlara nazaran anlamli seviyede az
kromozomal aberasyon tespit edilmistir. 0.01 pg/ml ve 0.05 pg/mliiik
Bleomycin dozunun en iyi adabtasyonu sagladigi belirtiimektedir (46).

Ataxia Tellangiectasia (AT)'li hastalarda hticrelerin iyonize radyasyon
ve Bleomycin ile igleme tabi tutulduktan hemen sonra hasarin meydana
geldigi tespit edilmistir. Hucrelerde etkilesimden sonra ilk 30 dakikada
olusan bir tamir kismi ve sonradan olugan yavag tamir kismi mevcuttur. AT'li
bireylerin hucreleri iyonize radyasyona oldukga duyarlidiriar. x-radyasyon
kromozom tipi ve kromatid tipi aberasyonlarin artmasina neden olur.
Bleomycin'in etki ettiriimesi ile de ayni sonug meydana gelmektedir (18).

Bleomycin molekiler oksijen ve demirli kompleksler olusturarak DNA
kinimalarina neden olabilir. Bu etki radyasyonla benzer bir etkidir.Ayrica
Bleomycin kaynakli kromozom kiriimasinin gézlenen hizi DNA onanm
yetersizli§inin bir yansimast olabilir (39). Hibrid hicre kullanilarak yapilan
calismada gamma radyasyon ve Bleomycin dozunun artiriimasina paraiel
olarak ortamda yastyan hiicre sayisinda azalma olmaktadir (12).
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2.4, Kromozomlar Hakkinda Genel Bilgiler

Tijo ve Levan'in 1956 yilinda insan kromozomlarinin tam sayisin
(2n=46) ortaya koymasindan sonra tanimlanan kromozom hastaliklarinin
sayisinda belirgin bir artma gérdlmustir. 1971'de Paris'te yapilan
toplantilarda kabul edilen ilkelere gére Denver Kiasifikasyonu gelistirilmis
ve insan kromozomlari standardizasyona tabi tutularak ortak adlandirma
sistemi kabul edilmigtir.

Gunumuzde kalitim materyalinin taninmasi ile ilgili ¢alismalar daha
ileri géturulerek "insan Genom Projesi” olarak bilinen ve hem insan hemde
model organizmalarda DNA'nin duzenlenmesine iliskin tam ve iglevsel bir
bilgi birikimi i¢in caligmalar yapiimaktadir (14,19). Kalitim materyalinin
temelini olusturan Deoksiribontkleotidlerin lineer olarak dizildigi bir
makromolekll olan DNA hakkindaki bilgiler Watson ve Crick (1953)
tarafindan yapisinin belirlenmesinden gunimuze kadar artmistir (42).

Insan genomuna ait kalitim materyali nikleusta ve mitokondrilerde
bulunur. Mitokondriler maternal kdkenlidir. Her hlcrede ylzlerce mitokondri
bulunur ve her mitokondride de 2 ile 10 arasinda dairesel mitokondrial DNA
(mDNA) bulunur. Insan genomunda 50.000 ile 100.000 gen oldugu tahmin
edilmektedir. Bu genler yaklasik olarak 3.300.000.000 bp (baz cifti) den
olugmustur (19,33).

Bir genomun molekiler disseksiyonu belirli bir koordinat sistemine
uygun olarak gelistiriimis igaretler arasi iligkiyi belirleyen haritalarla DNA
organizasyonunu gosteren haritalarin  yapimini 'kapsar. DNA'nin
organizasyonunu goésteren U¢ tip harita vardir (Sitogenetik, Fiziksel ve
Genetik haritalar) (14).

1- Sitogenetik Haritalar

Sitogetik haritalar kromozoma mikroskopla bakildiginda gérulen
goruntulerdir. Her biri 1 ile 5 milyon baz ¢ifti iceren ve kromozoma 6zgu
gérunti veren, degigik tonda boyanan bélgelerin (bantlar) gérinimu
6zellikle énemlidir. Bu haritalar‘in rezolisyonu ¢ok duslktar, ancak ézgul
kromozomlarin ve kromozom bélgelerinin  belirlenmesinde  6nemli
fonksiyonlari vardir. S6z gelimi karyotip bir bireydeki delesyon,rearanjman,
transiokasyon ve bagka kromozom anormalliklerini gésterebilen bir gérsel
kromozom simgesidir (5, 14,19,45).Bu kavram anlayisi iginde insan
kromozomlarinin  yapisina bakarsak: Insan somatik hicreleri 46
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kromozomdan (23 ciftten ibarettir) Bu 23 ciftin 22 ¢ifti erkek ve disilerde
aynidir ve AUTOSOM lar olarak adlandinlir. Diger ¢ift ise seks
kromozomlarn olarak adlandinhir. Disilerde XX ve erkeklerde XY olarak
bulunur. Cift olugturan homolog kromozomlar benzer genetik informasyonu
tasir, ayni bslimlerde benzer gen lokuslarn bulunur. Bu lokuslarin ikisi de
identik veya farkli olabilirler, bunlara allel ler denir (5,34, 42,45).

Kromozomlar insan hicresinin mitoz bélinmenin prometafaz veya
metafaz safhasinda analiz igin en iyi gérintlyG verirler. Bu safhada her
kromozom iki kromatidten sentromerden tutunmus olarak gérinar. Her
kromatid ¢ift heliks DNA'dan olugmustur.

Sentromer veya primer bogum hucre bdlinmesinde ig ipliklerinin
baglanip cekildigi boélgedir. Sitolojik olarak kromozomu iki kola ayiran
standart bir isarettir.

Insan akrosentrik kromozomlari (13,14,15,21,22 nolu kromozomlar)
az miktarda kromatin maddesi ihtiva eden ve kromozomun kisa koluna ikinci
bir Bogumla bagli satellitler bulunur. Bu bes kromozom ¢iftinin satellitlerinde
18s ve 28s ribozomal RNA (rRNA) genlerini tasiyan ve boyanmiyan
sekonder darlik bélgeleriyle ayriimis kisimlardir. Skonder darlik bdlgelerinin
aktif transkripsiyonlarinin pozitif gumis boyanmasiyla belirlendigi bu
kesimler Nukleolus olusturan bélgeler (NOR) olarak tanimlanmaktadir
(42,45).

Bunun diginda genomda degisik kategorilerde tanimlanan tekrarliyan
DNA'lar mevcuttur.Bunlara topluca satellit DNAs denir. Bu akrosentrik
kromozomlarda gérilen satellitlerle ayni degildir.Satellit DNAs 1,9 ve 16
nolu kromozomlarin uzun Kollarimin proksimallinin  heterokromatik
bélgesinde ve Y kromozomunun uzun koluna yakin bélgede bulunur. Insan
genomunda bunun diginda satellit DNAs'in olusturdugu mini satellitler de
mevcuttur. Mini satellit bélumleri genomun bireyler arasindaki farkhiligini
aciklamakta énemlidirler. Kalitsal bazi hastaliklarin taninmzasinda ve adli
tipta bunlardan yararlaniimaktadir (45).

Boya metodlan ile 24 tip kromozomu (22 otozom, X ve Y) ayn ayri
tanimlamak mumkandur.

Y kromozomunun yapist ve seksuel gelismedeki rolid molekil
seviyesinde analiz edilmistir. Erkek mayozunda X ve Y kromozomlari kisa
kollarinin sonlari ile ¢ift olustururiar, X ve Y kromozomlari bu bélgede
pseudo autosomal boigeyi kapsar. Cunkid, bu iki kromozom bu bdigede
otozom giftleri gibi biri dierine homologdur, crossing-over olayi bu béigeler
arasinda gerceklesebilir (45).
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Kromozomlari A'dan G'ye kadar uzunluklari ve sentromerin durumuna
gore yedi grup iginde siniflandiriyoruz. Otozomlar genel uzunluklar dikkate
alinarak 1 den 22 ye kadar numaralandirilir. Yalmz 21 nolu kromozom daha
kisa olmasina ragmen 22 noludan daha 6nce yerlestiriimektedir. X
kromozomu boyca 7-8 nolu kromozomlar arasinda yer alir. Ancak,
karyotipte 6 nolu kromozomdan 6nce yerlestirilir (3,42,45).

1970'lerin  baglarinda  gelistirilen  bandlama teknikleri ile
sitogenetikgilerin kromozomlari tek tek ayirabilme yetene§i artmistir. Q-
bandlamasi kinakrin boyasi ve floresan mikroskopi yéntemi ile yapilirken;
G-bandlamas! (Giemsa bandlamasi) lama yayiimig kromozomlarin genellikle
uygulandi§y Uzere ftripsinle 6n muamele gbrmesi sonrada giemsa ile
boyanmasi ile gergeklestirilir. R-bandlamasi (ters "reverse" bandlama) ters
sekilde olugur. Yani, Q ve G bandlamalarinda boyanmiyan kesimler R-
bandlama teknidi ile boyanirlar. Codu kromozom uglari Q ve G bandlariyla
boyanmazken R-bandlamasi ile boyanir ve béylece yéntem kiguk terminal
eksiklik veya translokasyonlarin saptanmasina yarar. Yine de Q ve G
bandlamasi kromozom dizensizliklerinin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan
yontemlerdir. Y kromozomu Q-bandlamasi yapildiktan sonra uzun kolundaki
siddetli floresan ile teshis edilir. C-bandlamasi (sentromer bandlamasi)
denen bir bagka teknikle Y disindaki kromozomlarin hepsinin sentromer
boélgeleri boyanir. Y'nin tim uzun kolu C-bandlamasi pozitiftir. Bu yéntemle
boyanan kromozom kesimlerinin ileri derecede tekrarliyan baz dizinli DNA
igerdikleri dugtntimektedir. Bu tir DNA genetik agidan inaktiviteyle es
anlama gelir;, bu nedenle C-bandi olusan kromozom kesimlerindeki
degiskenlik normal kisilerde gozlendiginde C-band polimorfizmi diye
adlandinlir. Q-bandlari polimorfizminede normalde ve 6zellikle akrosentrik
kromozomlarin kisa kollariyla satellit kesimlerinde rastlanir. Her iki tar
polimorfilizm mendeliyen kalitim gésterir (14,45).

G-bandlamasi ile her bir kromozom ardisik siralanan farkli
genigliklerde 200-500 arasi agik ve koyu bandlarla ayirt edilebilen bir
haploid set gosterdigi saptanabilir.lleri ¢6zimleme bantlama (High
Resolution Banding) teknigi ile de bir haploid set te 2000'e kadar bant
ayirtedilebilir. Burada hulcrelerde kromozom sentezi senkronize edilip
kromozomlarin  metafazin erken  dbneminde elde edilmesiyle
gerceklestirilebilir. Kural olarak denilebilir ki G ve Q-pozitif bandlar daha
ge¢ DNA sentezlerler ve daha az etkin DNA igerirler, oysa; R-pozitif bandlar
hem daha erken sentez yaparlar hem de genetik agidan daha aktiftirler (42).
Bu ybntemle kromozomlarda fragil kismada bakilabilir. Normal boyama
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yéntemleriyle kromozomlardaki fragiliteyi izlemek zordur. Ozellikle fragil-X
sendromlarinin taninmasi igin bu yénteme basvurulur. Bunlarin diginda
gel'i§mi§ floresan mikroskopi yo6ntemlerinden yararlanarak sitojenik
haritadaki kromozom bdlgelerinde istenen DNA pargalarini lokalize etmek
mumkanduar (14, 42,45).

2- Fiziksel Haritalar

Fiziksel haritalartipki sehirlerarasi uzakhdin belirtildigi yol
haritalarinda oldugu gibi belirli igaretler arasindaki uzakhi§r gosterirler. DNA
icin en basit harita restriksiyon haritasidir ve restriksiyon enzim (ler) in
DNA'y1 kestidi yerleri gosterir. Her biri DNA'y1 kendine 6zgl kisa dizilerde
kesen, yuzlerce restriksiyon enzimi vardir. Klonlanmamig insan DNA'sinin
restriksiyon haritasini yapmak hem zor hem de sagladi§i yararlar agisindan
sinirlidir. Rekombinant DNA kloniarindan elde edilen fiziksel haritalarin
daha yararli oldugu gosterilmigti. DNA'nin fiziksel haritasini yapmak igin
ginimizde en fazla U¢ yoéntemden yararlanilir. Buniar Restriksiyon,
Kontig ve STS haritalaridir. Restriksiyon haritasi; her klonda restriksiyon
enzim(ler)inin kestigi relatif yerlerin belirlenmesiyle olusan sekildir, Kontig
haritas! ise DNA pargasinin bélumleri birlegtirilirken, her parga ayr ayri 6zel
isaretler agisindan analiz edilir ve daha 6nce analiz edilmig parcalaria
karsilastinihr. Benzerlik bulundugunda iki parga ¢akistinlir ve pargalar
birbirlerine tipa tip benzemiyecedinden biraz daha buayidk bir parga
olusturulur. Cakisan bu sirall kolon setlerine "Kontig" ad: verilir. Kionlar
kesintisiz bir DNA par¢aS| olusturdugundan Kontig hakkindaki bilgilerle
DNA nin Kontig haritasi olusturulabilir. STS (Sequence-tagged Site)ler
PCR ile 6zgul olarak saptanabilen kisa DNA dizileri (100 ile 1000 baz ¢ifti)
olarak tanimlanir; aslinda STS'ler fiziksel DNA isaretleridir, PCR ise .onlarin
taninmasi igin kullanilan deneysel bir yéntemdir. STS haritalarn, bir DNA
bélgesinde STS'lerin birbirlerine gére konumunu ve sirasini temsil eder
(14).

3. Genetik Haritalar
Baglant! (linkage) haritalari olarak da b‘ilinen genetik haritalar belirli

bir DNA arah@inda genetik (fizikselin tersine) isaretlerin (marker) gérece
konumlarini yansitir. lgaretlerin araliklar fiziksel uzakhklardan gok kalitsal
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6zelliklere dayandigindan fiziksel ya da sitogenetik haritalara gére daha
soyuttur.

Genetik haritalamada kullanilan isaretler, bireyden bireye degisen
DNA dizilerinden kaynaklanir. Iki homolog kromozom pargasinin biribirinden
ayirt edilmesini ve bir kugaktan o6tekine aktarilmasini izlemeye vyarar.
Meyotik rekombinasyon sirasinda, homolod kromozomlar karsihikli gelen
noktalarindan koparak yeniden birlegirler, ardindan da homolog
kromozomlardaki isaretler yeniden rastgele dagilirlar. Herhangi bir
kromozom Uzerindeki iki isaretin birbirine yakinhd aralarindaki
rekombinasyon olma sikligi ile ters orantilidir. Rekombinasyon olaylarinin
sikh@r izlenerek, isaretler arasindaki genetik uzaklik ve siralanmalar
degerlendirilir ve bunlar kullanilarak genetik haritalar yapilir. Insan genetik
haritalarinda 6lgt birimi sentimorgandir (cM); 1 cM, iki isaret arasinda bir
tek meyozda rekombinasyonun gergeklesme olasiiginin %1 oldugunu
gbsterir (14).

Genetik ve fiziksel haritalar DNA hakkinda farkl bilgiler saglarlar. ki
harita 6nemli noktalarin ya da isaretlerin siralanmalari degerlendirildiginde
paralellik gbsterir, ancak rekombinasyon sikli§i (genetik uzaklik) ve fiziksel
uzakliklar arasinda basit bir iligki yoktur. insan genomunda genetik ve
fiziksel uzakhklar arasindaki ortalama baglanti 1 cM ile 1 Mb tir. Ancak
genom boyunca bu oranda blytk degisiklikler olur. Ornegin, fiziksel DNA
miktarina duasen relatif rekombinasyon sikhigi kromozomlarin uglarinda
(teiomer) daha ylksek ve bélinme igin gerekli olan kromozom bélgelerinin
yakininda (centromer) daha duastktur (14,45).

2.4.1. Kromozom Diizensizlikleri

Normal bireylerin  vlcut hlcrelerinde daima 46 olan
kromozomlar,bazen sayi,gekil ve yapt bakimindar: bazi degigiklikler
gosterebiimektedir.

A- Sayisal Kromozom Diizensizlikleri
Normalin disinda olan kromozom sayisindaki degigikliklere
Heteroploid denir (1,5,6,45).

I- Oploidi (Euploidy) : Kromozom sayisindaki artig ya da azalmalarin
temel kromozom sayisinin (n=23) tam katlari kadar olmasidir (1,5,6,45).
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1. Triploidi: Hucrede temel kromozom sayisinin 3 kati (3n)
kadar kromozom bulunmasi durumudur (45).

2. Tetraploidi: Hucrede temel kromozom sayisinin 4 kati (4n)
kadar kromozom bulunmast durumudur (45).

3. Yiiksek Poliploidler: Hucrede temel kromozom sayisinin 4
katindan fazla kromozom bulunmasi durumudur (45).

II- Anéploidi (Aneuploidy): Temel kromozom sayisinin tam katlar
kadar olmayan artma ya da eksilme durumudur (45).

1. Hiperploidi (Hyperploidy): Kromozom sayisinin 2n+1 ve
2n+2 seklinde artmasidir (45).

2- Hipoploidi (Hypoploidy): Kromozom sayisinin 2n-1 ve 2n-2
seklinde azalmasidir (45).

B- Yapisal Kromozom Diizensizlikleri

1. Eksilme (Deletion): Kromozomdan kigik bir parganin
koparak azalmasi durumudur (6,11,45).

2. Artma (Duplication): Homolo§ olan veya olmayan iKi
koromozomun birinden kopan parganin bagka bir kromozoma eklenmesi
durumudur(6,11,45). |

3. Gap (Aralik): Kromozom kollarinin herhangi bir bélgesinde
kromatidin enini gegmeyen ve kromozom ekseninden sapmamig, boya
almayan bir bélgenin gérulmesidir(6,11,45).

3.1. Kromatid Gap: Kromozomun bir kromatidinde gap
géralmesi durumudur(45).

3.2. izokromatid Gap (izolokus Gap): Kromozomun her
iki kromotidinde de gap gérﬁlmeéi durumudur(6,11).

4. Kink (Break): Kromozomun herhangi bir bélgesinde bir
kromatidin enini asan ve kromozom ekseninden sapan, boyanmamis
bolgelerdir(6,11,45).

4.1. izokromatid Kirik: Kromozomun her iki kromatidinin
es bélgesinde lokus kirik goralmesidir(6,11,45). ‘

5. [ki Sentromerli Kromozom (Dicentric): Kromozomda bir
yerine iki sentromer bulunmasi durumudur (5,11,45).

6. Ha¢ Kromozom (Quadriradial): Buyok ve kaguk
submedyan kromozomlarin kollarimin yan yana gelerek hag seklini
almasidir. (11,45).

7. Sentromersiz Kromozom (Acentric Chromesome):
Sentromeri bulunmayan ya da goérilmeyen biribirine paralel duran
kromozom veya kromozom pargactklaridir (6,11,45).
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8. Fragment: Kopmus kromatid pargaciklandir (6,11,45).

9. Minute (Kromatin Damlacigi): Terminal delesyondan daha
kugUk olan asentrik fragment gesitleridirKarakteristik olarak bir ¢ift kromatin
kuresi géranumundedir. Ara (intercalar) delesyonlan ifade eder(11).

10. Minik Kromozom: Buylk o6lgide delesyona ugramig
kromozomlardir(11,45).

11. Halka Kromozom (Yiiziik, Ring): Kromozomun iki ucunun
birleserek yuzuk gérinimi almasi durumudur. Sentromer icerenlere Sentrik
ring denir ve genellikle bir asentrik fragmentle yan yana bulunur. Sentromer
icermeyenlere ise asentrik ring denir.

12. Yapigkanhk: Kromozomlarin birbirine tutunarak yidin
haline gelmesidir.

13. Ters D6nme (inversion): Bir kromozoma iki darbenin
gelmesi ve bunun sonucunda kopan parganin kaybolmadan kendi ekseni
etrafinda 180 derece dénerek eski yerine tutunmasi durumudur. Kinlma ve
yeniden birlegme kromozomun ayni kolunda meydana gelirse parasentrik
inversiyondan; kirilma ve yeniden birlesme noktalart sentromeri de
iceriyorsa, perisentrik inversiyondan séz edilir.

14. Satelik Assosiasyonu: Buylk ve kicuk akrosentrik
kromozomlarin metafaz plaklarinda kisa kollarindaki satelitlerini biri birine
cevirmis bigcimde bir araya gelerek rozet seklini almalaridir(45).

15. iri Satellitler: D ve G grubundaki kromozomlari kisa
kollarinda bulunan satelitlerin normalde buytk gérunmeleri durumudur(45).

16. izo Kromozom: Sentromerin enlemesine bélinmesi
sonucu olugan diizensiz kromozomdur(45). ’

17. Sentromer Béliinmesinde Asenkroni: Sentromerlerin
ayni anda bélunmemesi durumudur(11,45).

Kromozomun kisa kolu p ve uzun kolu q olarak adlandirilir. Insan
kromozomlari sentromer pozisyonuna gére Ug tiptir.

a-Metasentrik: Kromozomu yaklasik olarak merkezden veya
merkeze yakin bir noktadan iki kola ayriimistir(1,3,6,11,45).

b-Submetasentrik: Sentromer kromozomun merkezinde
degildir. Bir kolun digerinden daha uzun oldugu belirgindir(1,3,6,11,45).

c-Akrosentrik: Sentromer bir kolun sonuna yakindir

(1,3,6,11,45).
Dérdincu olarak ta Telosentrik kromozom da sentromer tek kolun
ucunda bulunur. Insanda  géralmez. Dijer canh  tdrlerinde

géralar(1,3,6,11,45).



3. GEREG VE YONTEM
3.1. GEREG
3.1.1. Aragtirma Populasyonu

Calismamizda yaslari 26-35 arasinda degisen 4'G erkek biri kadin
olmak Gzere 5 birey denek olarak segilmistir. Yas ortalamalar1 30,6 dir.
Deneyimizdeki bireyler sigara tiryakisi olmayan, son 5-6 ay iginde virGtik
enfeksiyon gecirmemis, herhangi bir antibiyotik ve benzeri kemoterapétik
kullanmamis ve kronik olarak radyasyona maruz kalmis bireylerden
secilmigtir. Bireylerin radyasyonlu ortamda kalma sureleri ortalamas: 8
yidir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler

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

b- TC Fetal Calf Serum Dessicated (Difco,565-67).
c- Bacto Phytohemagglutinin M (Difco, 0528-67).
d- Colchicine kristal reinst (merck).

e- KCL (Potassium chloride).

f- Acetic Acid Glacial (Merck).

g- Methanol (Merck).

h- Xylol (Merck).

I- Giemsas Loésung (Merck).

i- Heparin (Liquemine, Roche).

j- Penicilline-G Potasium (I.E.).

k- Streptomycine Sulfate (i.E.).

- Entellan (Merck).

m- Ethyl alcohol

n- Serum fizyolojik (Baxter)

o- Trypsin Certified (Difco, 1:250).

6- Bleomycin (Mustafa Nevzat).

p- Na2HPO4 (Merck).

r- KH2P0O4 (Merck).

s- Triple distile su.
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3.1.3.

t- Aceton (Merck).

Soliisyonlar

a- Kolsisin (colchicine) Solusyonu: 40 mg colchicine + 100 ml.
triple distile su.
b- Hipotonik Soltsyonu: 0,075 M KCL.
c- Tespit Solusyonu: (Fiksatif): 3 kisim methanol + 1
kisim acetic acit glacial.
d- Penicilline Solasyonu: 1.000.000. U Penicilline-G
Potassium + 10 ml steril triple distile su.
e-Streptomycine Solisyonu: 1 gr.streptomycine suilfate
+ 10 ml steril triple distile su.
f- Fitohemaglutinine solisyonu:5mg.Phytohemagglutinine M.
Bacto (Difco) + & ml steril triple distile su.
g- Serum soltsyonu: TC. Fetal Calf Serum dessicated + 30 mi
steril triple distile su.
h- Séransan tamponu:
a- 11.88 gr. Na2HPO4 + 1000 ml distile su.
b- 9.08 gr. KH2PO4 + 1000 ml distile su.
a ve b solusyonlari karistirllarak pH=6.8'e ayarlanir.
i- Boya Solusyonlarn:
1- 95 ml Séransan tamponu icine 5 ml Giemsa L6sing
ilave edilir.
2- 95 ml distile su + 5 ml Giemsa Lésing (DlGz boya
icin).
i- Bleomycin Solusyonlar:
I- Ana stok solusyon (1500 pg/mi).
Bleomycin + 10 cc Bidistile su
Il- Stok solusyon-I (300 pg/mi).
2 cc ana stok + 8 cc TC Medium 199.
I1i- Stok soltusyon-li (30 pg/mi).
1 cc stok solusyon-| + 9 cc TC Medium 199.
IV- Stok solusyon-tll (3 ug/ml).
1 cc stok solusyon-Il + 9 cc TC Medium 199.
j- Tripsin SolGsyonu:
50 mg Trypsin + 100 m! izotonik serum fizyolojik.
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3.1.4. Kiltir Ortam
3.1.4.1. Periferik Kan Kultiirti

a- TC Medium 199 80 ml.

b- TC Fetal Calf Serum Solusyonu 15 mi.
c- Phytohemagglutinin solGsyonu 3,5 ml.
d- Penicilline soltsyonu 0,3 ml.

e- Streptomycine solisyonu 0,1 ml.

3.1.5. Diger Geregler

a- Zaman ayarl santriftj (Hettich Universal.ll).
b- Etlv (Heraeus).

c- Kuru hava sterilizatért (Kétterman).

d- Mikroskop (Olympus).

e- Mikrofotografi aygiti (Jenamed-2 1000x).

f- Elektronik duyarh terazi (0,1 mg'a hassas Bosch).
g- Degisik capta enjektérler ve pipetler.

h- 100 ml'lik kaltar sigeleri.

I- Saleler.

i- 15 ml'lik konik santrif(j tGpleri.

j- Mezurler.

k- Lamel (24x32 mm).

|- Lam.

m- Film (orwo, siyah-beyaz, 15 DIN 25 ASA).

3.2. YONTEM

Gunumuizde kahlitsal hastaliklar etyolojilerindeki kalitsal etkenin
tirtne gbre asagidaki sekilde ¢ gruba ayrilarak incelenirler.
I- Tekli Mutant Genlere Bagl Olanlar
A- Otozomal Kalitim.
1- Otozomal dominant
2- Otomozomal resesif

24



B- Gonozomal Kalitim.
1- x'e bagh dominant
2- x'e bagl resesif
3-Y kromozomal
lI- Polijenik olanlar
Ill- Kromozomal olanlar
Bunlardan tekli mutant genlere bagh olanlarin kahtim bigcimleri aile,
ikiz ve pedigri yéntemi gibi dolayli yéntemlerle,polijenik olanlar genis
anlamda aile ve populasyon aragtirmalari ile ve kromozomal olanlar ise
karyotip analizi ile ortaya konabilmektedir.

3.2.1. Kromozom Elde Etme Yontemi

Cesitli dokularda kromozomlar mitoz bélinmenin metafaz evresinde
en iyi sekilde géralebilirler. Inceledigimiz insan lenfositieri normal olarak %1
gibi dustk bir oranda kendilifinden (spontan) mitoz bélinmeye girerlér.
Fitohemaglutinin sayesinde hicreler mitoza tegvik edilerek ayni anda gok
saylda mitoz bélinme gegiren hiicre elde edilerek kolgisin sayesinde
metafaz evresinde bélunme durdurulmakta ve metafaz plaginda tespit
edilen kromozomlar incelenmektedir.

Lenfositlerin fitohemaglutinin ile temasindan 24 saat sonra ikinci
mitoz bélinmeye girdikleri bilinmektedir. Bu nedenle lenfositier kultar
ortamlarinda 37°C de 72 saat bekletiliier. Bu sure iginde hucrelerin
canliliklarini  strdurebilmeleri igin esasini amino asitler, vitaminler ve
mineraller'in olusturdugu heterolod insan serumu ya da dana serumu igeren
kaltar ortamiarinda tutulmalar gerekir.

Calismamizda tura kan teknigi olarak bilinen yéntemden
yararianiimigtir. (3)

3.2.2. Preparasyon iglemleri
a-Bleomycinin uygulama konsantrasyonlari belirlenirken duglk
doz olarak 0.3 pg/ml, yuksek seviyedeki doz olarak 3 pg/ml ve daha yuksek

doz olarak da 30 pg/ml konsantrasyona gore doz ayari yapiimigtir. Bu
dozlar kulturlere 6, 24 ve 48 saat sure ile uygulanmistir.
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b- Hazirlanan kaltar ortami tuplere 4,5 ml birakilarak her bir
kultur ortamina heparinize edilmis enjektdrie alinan venéz kandan ignesiz
enjektdrie 6 damla birakildi ve agz! kapatiarak (parafilm ile) 37°C de etuvde
inkubasyona birakildi.

c- Kualtur ortamlarina 48, 24 ve 6 saatlik streler igin final
konsantrasyonunu sagliyacak sekilde stok solisyonlardan kimyasal ilave
edildi.

d- Inkubasyondan 70 saat sonra etGvden cikarilan kaltar
siselerine her birine 0.05 pg/ml hesabiyla kolsisin ilave edilerek tekrar iki
saat etuvde 37°C de tutuldu.

e- 72 saatin sonunda kultar tipleri etuvden alinarak 1400
rom'de 10 dakika sure ile santriftj edildi. -

f- Santrif(j isleminden sonra stipernatant atilip 10 ml hipotonik
ilave edilip pastor pipeti ile pipetaj yapildiktan sonra 10 dakika 37°C de
ettve brrakild.

g- Hipotonik solusyonda etivde 10 dakika bekleme siresinden
sonra tupler santrifijde 1400 rpm'de 10 dakika santrifUj edilerek stupernatant
atildi ve 5 ml fiksatif ilave edildi. Sonradan pipetaj yapildi.

h- lik fiksatiften sonra tipler buzdolabinda 30 dakika + 4°C de
dinlendirildi. Bu stire sonunda tupler buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra 10
dakika 1400 rom'de santriflj edildi ve sUpernatant atildi. Bu igiem dort kez
tekrarlandi.

I- Hazirlanan 6 preparat agtk havada kurumaya birakilmig ve
dort gun etiivde 37°C de muhafaza edilmigtir. Bu preparatlardan iki tanesi
%5'lik giemsa boyas ile boyanmis. Geri kalan doért tanesi de hazirlanan
tripsin de uygun surelerde isleme tabi tutulduktan sonra 5-10 dakika stire ile
tampon ¢ozelti ile hazirlanan giemsa boyasinda boyanmistir.

i- Boyanmig preparatiar kuruduktan sonra Xylol den gegirilip
tekrar kurutulduktan sonra entellan ile Gzeri lamelle kapatiimigtir.

3.2.2.1. Preparatlarin Degerlendirilmesi

Degerlendirme islemi 6nceden hazirlanan dederlendirme formuna
gerekli bilgiler kaydedildikten sonra mikroskop altinda incelenmesi ile
yapilmigtir. Preparat tarama iglemine kuglik buyltmeli objektif (10x) ile
bagliyarak bulunan metafazlar immersiyon objektifi (100x) ile ayrintili olarak
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incelenmis ve saptanan bulgular garyodaki nonius sayilari ile birlikte
degerlendirme formundaki bélimlere kaydedilmistir. Bu sekilde deneklere
ait her bir doz sire kombinasyonu icin ortalama 50 metafaz
degerlendirmeye alinmistir.

Fotograf ¢ekimi, immersiyon objektif ve 25 ASA'I film kullanilarak
gerceklestirilmigtir.

3.2.2.2. istatistiksel Degerlendirme
“a- Diizensizlik igeren Hiicrelere Ait Istatistiksel Degerlendirme

Kromozomal dizensizlik igceren hicrelere ait veriler sayilarak elde
edilen verilerdir. Bu verilerin istatistiksel dederlendirmesini yapabilmek igin
énce veriler arc-sin transformasyonu ile agl degerlerine dénustardlmustir.
Bu degerler gok etkenli galismalar igin varyans analizi yéntemlerinden olan
iki yénlu faktoryel planlama dizeni ile test edilmigtir(49).

b- Yapisal Kromozom Diizensizliklerin Istatistiksel
Degerlendirmesi.

Yapisal kromozom dUzensizligi ile ilgili bulgular sayilabilir degerler
oldugundan uygun istatistik degerlendirmeye alinabilmesi icin veriler énce
arc-sin transformasyonu ile agi deQerlerine cevirilmistir. Daha sonra cok
etkenli galismalar i¢in en uygun yéntem olan varyans analizi yéntemlerinden
iki yénla fa'ktéryel planlama duzeni uygulanmistir. Deney gruplarindan
yuksek doz ve sire kombinasyonlarina gegiste olusan yapisal dizensizlik
farkinin "gercek &nemli fark" dizeyinde olup olmadigini belirlemek igin G
degerleri hesaplanmis ve Q tablosu verileri ile kargilagtiriimigtir. Deneklerin
yapisal kromozom duzensizlikleri agisindan Bleomycinden etkilenme
derecelerinin farkli olup olmadigi X2 testi ile degerlendirilmistir.

c- Euploidy Tipi Kromozom Diizensizliklerinin Istatistiksel

Degerlendirilmesi.

Oploidi (Euploidy) tipi kromozom dlzensiziiklerinin deney ve kontrol

gruplarina ait verileri yuzde oranlara doénagtirilerek t oran testi ile
degerlendirilmistir.
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d- Mitotik indekse Ait istatistiksel Degerlendirme

Mitotik indeksin farkli doz ve sire kombinazyonlarina ait verilerinin
istatistiksel degerlendirilmesi t testi ile yapilmigtir.

e- Satellit Assosiasyonlarinin istatistiksel Degerlendirilmesi.

Satellit assosiasyonlarinin farkli doz ve stre kombinasyonlarina ait
verilerin istatistiksel de@erlendirilmesi t oran testi ile yapiimistir.
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4. BULGULAR

Arastirma igin segilen saglhikh 5 bireyin her birinden alinan kan, 3
farkh doz ve 3 farkli sGre kombinasyonu igin 9 kultir ortamina ve kontrol
grubu iginde 3 kultir ortamina ekilmistir. Boylece her bir denek igin 12 kattar
vasati, 5 denek igin ise toplam 60 adet kultur vasati kullaniimistir. Her bir
kuitirden 2 tane normal giemsa boyama, 4 tane de giemsa bantlama
y6ntemi ile boyanmak Gzere 6 preparat hazirlanmisgtir.

Arastirmamizda normal giemsa boyama y6ntemi ile hazirlanan 120
preparattan 1059 metafaz, giemsa bantlama yo6ntemi ile hazirlanan
preparatiardan da 1580 metafaz olmak Uzere toplam 2639 metafaz
incelenmistir.

llk olarak duzensizlik igeren hicreler deferlendiriimis ve daha
sonrada duzensizlik igeren hicrelerde gbézlenen duzensizilikler iki ana
grupta toplanarak incelenmigtir.

4.1. Diizensizlik igeren Hiicrelere Ait Bulgular

Calismada toplam olarak 2632 metafaz incelenmis olup 1104
tanesinde duzensizlik kaydedilmistir. Bunlar kontrol grubu ve deney
gruplarina goére inceliyecek olursak; kontrol grubunda incelenen 679
metafazdan 64 tanesinde dizensizlik kaydedilmistir. Kontrol grubunda
dizensizlik igeren hiicre yGzdesi %9.43 olarak bulunmustur. 0.3 pg/ml'lik
doz sabit tutularak 6, 24 ve 48 saatlik uygulama strelerinde toplam 696
metafaz incelenmiy, 188 tanesinde dizensizlik saptanmigtir. Dazensizlik
iceren hucrelerin toplam metafaz sayisina orani %30.17 olarak
bulunmustur. 3 pg/ml'lik deney grubunda 6, 24 ve 48 saatlik uygulama
strelerinde toplam 650 metafaz incelenmis olup, 431 tanesinde duzensizlik
saptanmis ve toplam metafaz sayisina orani %62.92 olarak bulunmustur.
Uygulanan 30 yg/ml'lik doz ve 6, 24, 48 saatlik slrelerde incelenen toplam
614 metafazdan 421 tanesinin dizensizlik igerdigi tespit edilmis ve toplam
metafaz sayisina orani %68.57 olarak bulunmustur.

Cizelge 2'de gorulduga gibi dlzensizlik igeren hicrelere ait bulgular
istatistiksel olarak deg@erlendirildijinde; Bleomycin dozunun arttiriimasina
paralel olarak slrenin arttinimasinin kromozomal dizensizlik olusumuna
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etkisinin olmadig1 (P>0.05) ve doz sabit tutularak surenin arttiriimasinin
diazensizlik igeren hicre olusumunu etkilemedigi (P>0.05) saptanmistir.

Bleomycin dozunun arttirilmasina paralel olarak duzensizlik igeren
hucre sayisinin arttigi (P<0.01), Bleomycin uygulama stiresinin artmasina
bagli olarak kromozom diizensizligi igeren hiicre sayisinda bir artis oimadig:
(P>0.05) ve sire sabit tutularak dozun arttiriimasi ile diuzensizlik igeren
hicre sayisinin arttigi (P<0.01) belirlenmistir (Cizelge 2).

4.2. Yapisal Diizensizliklere Ait Bulgular

5 denede ait incelenen 2639 metafazdan 1104 tanesinde toplam
2812 yapisal duzensizlik saptanmigtir. 552 metafazda 1, 185 metafazda 2,
77 metafazda 3, 220 metafazda 4 ve 4'den fazla yapisal dizensizlik
saptanirken; 53 metafazda da sayilamiyacak dizeyde aberasyon
saptanmigtir. Kontrol gruplarinda yapisal dizensizlik orani 100 metafazda
ortalama %9.43 iken bu oran deney gruplarinda %68.57 ye kadar
yukselmektedir. Bu oranlar deneklere ait genel sonuglar gizelgelerinde
(Cizelge  28,29,30,31,32,33) goérulecegi gibi farkli doz = sire
kombinasyonlarinda degisiklikler g&stermektedir. Cizelge 3'de yapisal
duzensizlik tiplerinin sikhklari gésterilmigtir.

Cizelge 2. Duzensizlik igeren hucrelerin istatistiksel
degerlendirme sonuglari.

Teblo Degeri
DF F.DeBeri 0.05 0.01 Sonuc

Doz~Siire
Etkilesimi 6-48 0.30486 2.30 3.20 P>0.05
Ayni Dozda

Siire 8-48 0.3388 2.14 2.90 P>0.086

Doz Gruplara
Arasa Fark 3-48 31.304 2.80 4.22 P<0.01

Siire Gruplara
Arasi Fark 2-48 0.4414 3.19 5.08 P>0.05

© Ayni  Siirede
Doz 9-48 | 10.8377 2.08 2.80 | p<o.01
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En sik rastlanan dizensizlik tipleri Gizelge 3'de de goérulecedi gibi
kromatid kirik ve izokromatid kiriktir. Deneklerin hepsinde kromatid kirik en
sik rastlanan dizensizliktir. Kromatid ve izokromatid gap ve kiriklarin toplam
yapisal duzensizliklere orani %93.06 dir. En fazla kromatid ve izokromatid
kinga 30 pg/ml lik doz ve 6 saatlik strede rastlanmistir. S6z0 edilen doz ve
sturede kaydedilen toplam 238 metafazda 284 kromatid kirik kaydedilmis
olup toplam metafaz sayisina orani %119.32 olarak bulunmus, 120 tane de
izokromatid kiriga rastlanmis ve %50.42 oraninda goéralmuastar.

Gorulen diger duzensizliklerden delesyon, en fazla 3ug/m! 6 saatlik
ve 30 pg/ml 6 saatlik stredeki deney gruplarinda rastlanmistir. Delesyonun
toplam yapisal duzensizliklere orani %3.17 olarak bulunmustur. Disentrik
kromozom sayis! kontrol ve 0.3 pg/ml lik doz-sire kombinasyonu hari¢
biatin deney gruplarinda toplam 15 tane olup yapisal diuzensizliklere orani
% 0.533'tar. Fragment kontrol grubu hari¢ diger deney gruplarinda toplam
12 tane bulunmus olup toplam yapisal dizensizliklere orani % 0.426
dir.[zokromozom 6 tane bulunmus olup toplam yapisal diuzensizliklere orani
% 0.213 tir. Ring kromozom 6 tane sayllmig olup toplam yapisal
dizensizliklere orant % 0.213 dur tipi belirlenemiyen duzensizlik 5 tane
saylimig ve toplam yapisal duzensizliklere orant % 0.177 dir. Triradial
kromozom 5 tane sayilmis olup toplam yapisal dlzensizliklere orani %
0.177 dir. Quadriradial kromozom 4 tane sayilmig olup toplam yapisal
duzensiziiklere orani % 0.142 dir.

Cizelge 3. Yapisal duzensizlikleri ve sikliklari.

Nu| Dizeneizlik Tipi Dizensizlik sayiel %

1| Kromatid klr:hi 1659 §9.00 |
2| lzokrcmetid karak 526 16.71
E] Izckrometid gap 263 10.08
4} Eromatid gap 149 5.30
g I)Elésyon 89 3.17
€ Multirpl Aberzevonliu hiicre 53 -1.68
7| Digentrik kromozom 15 0.53
€] Fragment 12 0.43
&] Izckromozom 6 ' 0.21
10| Ring kromozom 6 0.21
11} Tipi belirlenemiyen diizensizlik & 0.18
1z} Triradiel kromozom 5 0.18
13} Ha¢ kromezom 4 0.14

Toplam 2812
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Cizelge 4. Farkli doz-stre kombinasyonlarinda olusan yapisal

kromozom dizensizliklerinin kaynak tablosu.

5 KAYNAK sh K.T. K.O.
Genel Kareler
Toplami 59 28334.889 -
Ekti Gruplara
Arasi K.T. 11 18930.40b5 1720.94
Doz Gruplar:i
Arasi K.T. 3 18399.307 6133.102
Stire Gruplara
Arasi K.T. 2 172.993 86.496
Etkilesim K.T. 6 358.105 59.68
Hata Gruplara
iIci K.T. 48 9404 . 484 195.92
Ayna Dozda
Stre K.T. 8 531.0988 66.38725
Ayni Surede
Doz K.T 9 18757.412 2084.156889
- Doz Gruplara
“Ici K.T. 56 9935.582 177.421

Bir metafazda kaydedilemiyecek kadar gok duzensizlik bulunmasi
seklinde tanimlanabilen multipl aberasyonlara kontrol grubu ve 0.3 pg/ml lik
doz grubu hari¢ diger gruplarda gbzienmistir. En fazla multipl aberasyonlu
hicre 30 pg/ml ve 3 pg/ml doz gruplarinin 6 saat streli deney gruplarinda
gozlenmigtir. Toplam 53 hucrede multipl aberasyonlu metafaz
kaydedilmigtir. Bunlarin incelenen toplam metafaz sayisina orani %0.20 dir.
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4.2.1. Yapisal Kromozom Diizensizliklerinin istatistiksel!
Degerlendirilmesi.

Kontrol grubu, 0,3 pg/ml, 3 pg/ml ve 30 pg/ml doz gruplarinda
belomycinin 6, 24 ve 48 saatlik uygulama sureleri sonrasinda olusan
yapisal kromozom duUzensizliklerine ait degerler sayimla elde edilen
degerlerdir. Bu veriler c¢alismamiza uygun istatistiksel yéntemin
uygulanabilmesi i¢in Arc-Sin transformasyonu ile ag¢i degerlerine
cevrilmigtir. Daha sonra farkh doz-sure kombinasyonlarina genel olarak
dozun, strenin etkilesimin ayni dozda sire ve aym surede dozun etkisini
belirlemek ve gruplara ait verileri birbirleri ile kargilagtirmak igin ¢ift yoniG:
varyans analizi faktéryel planlama yontemi ile test edilmigtir. Cizelge 4'te
buna iligkin olarak elde edilen kaynak tablosu ¢ikariimistir.

4.2.1.1. Yapisal Diizensizliklerin Hata Kareleri Ortalamasina
Gére Belirlenmesi.

Yapilan istatistiksel degerlendirmeye gére doz artigina paralel olarak
surenin artinlmasinin  kromozomlarda yapisal duizensizlik olugsumunu
etkilemedigi (P>0.05), bleomycin dozunun artirilmasi ile yapisal kromozom
duzensizliklerinde artis oldugu (P<0.01), bleomycin uygulama saresinin
artinlmasina bagh olarak yapisal kromozom duzensizliklerinin artmadigi
(P>0.05), ayni dozda sure artiginin kromozomlarda yapisal dizensizlikledin
olusﬁmunu etkilemedigi (P>0.05) ve sure sabit tutularak doz artisinin
kromozomlarda yapisal dizensizlikleri artirdi§i (P<0.01) tespit edilmistir.
(Cizelge 5).

Cizelge 5.Yapisal dizensizliklerin hata kareleri ortalamasina

gore belirlenmesi.

i Tablo Degeri
_KAYNAKLAR DF F Degerleri 0.05 0.01 SONUC

Etkilesim 6-48 0.30 1.58 1.96 | P>0.05 |

Doz Gruplara

Arasi Fark 3-48 31.30 2.80 4_22 P<0.01 ;
Stireler Arasa
Fark 2-48 0.441 3.19 5.08 P>0.05
Ayni Dozda
Stire Artisa 8-48 0.338 2.14 2.90 P>0.056

Ayni Stirede
Doz Artisa 9-48 10.63 2.08 2.80 P<0.01
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4.2.1.2. Yapisal Diizensizliklerin Etkilesime Gére
Degerlendirilmesi

Etkilesime gbére yapilan istatistiksel degerlendirmede; kromozomlar-
daki yapisal dazensizlik olusumunun doz artigi ile artti (P<0.01), sire
artigi ile yapisal duzensizlik olusumunun artmadigi (P>0.05), ayni dozda
stre gruplari arasinda artmadigi (P>0.05) ve ayni sirede doz gruplari
arasinda arttigi1 (P<0.01) tespit edilmistir (Cizelge 6).

GCizelge 6. Etkilesim degerine gére yapisal kromozom

dlzensizliklerinin belirlenmesi.

Tablo Degeri

KAYNAKLAR DF F Degerleri 0.05 0.01 SONUCQ
Doz Gruplari
Arasi Fark 3-6 102.766 4.76 9.78 P<0.01
Stire Gruplara
Arasi Fark 2-6 1.448 5.14 9.55 P>0.05
? Ayni Dozda
; Sire 8-6 1.112 3.59 6.37 P>0.05

Ayﬁl Stirede _
Doz 9-6 A 34.922 3.37 5.80 F<0.01

4.2.1.3. Ayni Doz Farkh Siirelerde Olusan Yapisal
Diizensizliklerin Onem Kontroli.

Kontrol grubu, 0.3 pg/ml, 3 pg/ml ve 30ug/ml li deney gruplarinda 6
ve 24 saat bleomycin uygulamas: sonucunda olugsan yapisal kromozom
dizensizlikleri gergek 6nemli fark diuzeyinde istatistiksel agidan anlamli

bulunmamigstir (P>0.05) (Cizelge 7).
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Cizelge 7. Aymi dozda farkhi sirelerin aritmetik ortalamalan
arasi farkin 6nem kontroli.

Stre 24 Saat 6 Saat
DOZ X's1 X'ea Fark G 0.05 | SONUC
Kontrol Grubu 17.730 19.5614 -1.784 17.71 P>0.05
0.3 pg/ml 25.720 37.428 |-11.708 17.71 P>0.05
3 ug/ml 52.886 £7.412 -4.526 | 17.71 P>0.05
30. ug/ml 61.600 59.422 2.178 17.71 P>0.05

Kontrol grubu, 0,3 pg/ml, 3 pg/ml ve 30 pg/ml lik deney gruplarinda
24 ve 48 saat bleomycin uygulamas! sonucunda olugan yapisal kromozom
duzensiziikleri agisindan gergek 6nemli fark duzeyinde istatistiksel agidan

anlamli bulunmamistir (P>0.05) (Cizelge 8).
Cizelge 8. Aymi dozda farkh sirelerin aritmetik ortalamalan

arasi farkin nem kontrolii.

Siire 48 Saat| 24 Saat
DOZ X s1 X s1 Fark G 0.05 | SONUC
Kontrol Grubu 14.120 17.730 -3.61 17.71 P>0.01
0.3 ug/ml 31.946 25.720 6.226 | 17.71 P>0.01
3 pg/ml 57.726 | 52.886 4.84 17.71 P>0.01
30. pg/ml 57.6686 61.600 -3.934 | 17.71 P>0.01

Ayni doz grubundaki 24 saatteki aritmetik ortalamalaria 48 saatteki
aritmetik ortalamalarin birbirlerine gok yakin olmalar nedeniyle 6 saat ve 48
saatteki yapisal duzensizlik aritmetik ortalamalan arasindaki farkin da
gergek 6nemli fark duzeyinde anlamli oimadidi ortaya cikmaktadir.
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4.2.1.4. Ayni Siirede Farkli Dozlarda Olugan Yapisal
Diizensizliklerin Onem Kontrolii.

Bleomycinin 6 saatlik stre ile farkl: dozlarda uygulanmasi sonucu
meydana gelen yapisal kromozom duzensizlikleri ortalamasi arasindaki
fark, gergcek onemli fark dederine gére de@erlendirildiinde, 3 pg/ml -
kontrol grubu, 30 pg/ml - kontrol grubu, 30 pg/ml - 0.3 pg/mi lik deney
gruplari arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu (P<0.05), 0.3
pg/mi - kontrol grubu; 3 pg/ml -0.3 pg/m! ve 30 pg/ml - 3 yg/ml lik deney
gruplarni arasindaki farkin anlamh olmadigi (P>0.05) saptanmigtir(Cizelge 9).

Cizelge 9. 6 saatlik uygulamada kontrol ve doz gruplar ile

gruplarin kendi aralarindaki ortalama degerier
arasi farkin 6nem kontrolu.

I. Doz} 11.Doz G
Karsilastairilan Dozlar X's1 X 's1 Fark 0.05 SONUG
0.3 pg/ml-Kontrol 37.428| 19.514{ 19.914 {21.28{ P>0.05
3 ng/mi-Kontrol 57.412| 19.514| 37.898 {21.28| P<0.05
3 pg/ml-0.3npg/ml 57.412{ 37.428| 19.984 |21.28] P>0.05
30 ug/ml-Kontrol 59.422) 19.514{ 39.908 {21.28]| P<0.05
30 pg/mi-0.3 pg/ml 59.422| 37.428{ 21.994 |21.28| P<0.05
30 pg}ml—3 pg/ml 59.422| 57.412 2.01 {21.28] P>0.05

Bleomycinin 24 saat sire ile farkli dozlarda uygulanmasi sonucunda
meydana gelen yapisal kromozom duzensizlikleri ortalamasi arasindaki
fark, gergek 6nemli fark dederine gére degerlendirildiginde; 0.3 pg/ml-
kontrol grubu ve 30 ug/ml-3 pg/mi lik deney gruplarinda gruplar arasi farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadi§i (P>0.05), 3 pg/ml-kontrol grubu, 3pg/ml-
0.3pg/ml, 30 pg/mi-kontrol ve 30 pg/ml-0.3 pg/ml lik deney gruplarinda
gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu (P<0.05)
saptanmistir (Cizelge 10).
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Cizelge 10. 24 saatlik uygulamada kontrol ve doz gruplar
ile gruplarin kendi aralarindaki ortalama degerler arasi

farkin 6nem kontrold.

I. Dozl 11.Doz G
Eergilastaralan Dezler! Y ea X ea Ferk [0.05 | SONUG
0.3 pe/ml-Eontrol 25.7z0) 17.730| 7.98 z1.2B} P>0.C%
3 pesml-Kontrol £2.628| 17.730] 35.156 [21.28| P<0.05
S wg/ml~0.3ug/ml - 52.ES6] 25.720) 27.166 |21.28] P<0.0E
30 ue/ml-Fontrol 61.600} 17.730] 43.87 |[21.2B] P<0.05
30 pg/rl-0.3 pg/ml " E1.€00) 25.720| 35.B5 |21.28) P<0.0Z
30 pe/ml-3 pg/ml €1.€20) £2.686] B.714 21.& P>0.05

Bleomycinin 48 saat sure ile ve farkh dozlarda uygulanmasi
sonucunda meydana gelen yapisal kromozom duzensizlikleri ortalamasi
arasindaki fark, gercek énemli fark degerine gére degerlendirildiginde; 0.3
pg/ml-kontrol grubu ve 30 pg/ml-3 pg/ml lik deney grubunda gruplar
arasindaki farkin anlamli olmadidi (P>0.05), 3 pyg/mi-kontrol grubu, 3 ug/ml-
0.3 ug/mi,30ug/mi-kontrol grubu ve 30 pg/ml-0.3 pg/ml lik deney gruplari
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu (P<0.05) saptanmistir

(Cizelge11).

4.2.1.5. Doz Gruplan Arasi ve Doz Gruplari ici Farkin Onem
Kontrolii.

Doz gruplar arasi fark etkilegsime goére istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (P<0.01), doz gruplari igi fark istatistiksel agidan anlamli
bulunmamistir (P>0.05) (Cizelge 5).

Cizelge 11. 48 saatlik uygulamada kontrol ve doz gruplan ile

gruplarin  kendi aralarindaki ortalama degerler arasi

farkin 6nem kontrol(.
1. Doz| 11.Doz G
Kargalagtiralan Dozlar{ X ea X ea Ferk [0.05 | SONUC
0.3 ug/ml-Zontrol 31.84€| 14.120] 17.826 |21.28| P>0.0%
3 pe/ml-Kontrol 57.726] 14.120( 43.606 |21.26) P<0.05
| 3 pg/ml-0.3ug/ml 57.726| 31.946] 25.78 |21.28{ P<0.05
'30 wg/cl-Kontrol £7.666] 14.120] 43.546 {21.28] P<0.0%
130 wg/ml-0.3 pg/ml £7.655| 31.646| 25.72 |21.28] P<0.0%
30 ug/ml-3 ne/ml £7.656| 57.726] -0.06 |21.26{ P>0.0%




4.2.1.6. Ortalamalar Arasi Farkin Onem Kontrolii.

Daha 6nce yapilan varyans analizinde ayni strede doziar arasindaki
farkin yapisal duzensizlikler agisindan 6nemli dizeyde anlamli oldugu
bulunmustu. Ayni stirede doz gruplan igi fark istatistiksel agidan anlaml
bulunmamistir (P>0.05).

Sure gb6zénlne alinmadan doz gruplari ortalamalari arasi fark, gercek
onemli fark degeri ile karsilastinldiginda, 0.3 pg/mi- kontrol grubu ve 30
pg/mi-3ug/ml lik deney grubu doz ortalamalar: farklarinin gergek 6nemli fark
deferinden farkli olmadi§i (P>0.05) 3 pg/ml-kontrol grubu, 3 pg/mi-0.3
pg/mi, 30 pg/mi-kontrol grubu ve 30 ug/mi-0.3 pg/mi lik deney gruplarinda
gruplar arasi fark gergek onemli fark degeri ile kargilastinldiginda
istatistiksel olarak anlaml oldugu saptanmistir (P<0.05) (Cizelge 12).

Cizelge 12. Sure 1glandiginda doz ortalamalari farklarinin

6énem kontrolQ.

I. Doz| I1.Doz G
Kargsilastirailan Dozlar| X'sa X "sa Fark [0.05 SONUC
0.3 ng/ml-Kontrol 31.698| 17.119| 14.579 }21.563] P>0.05
3 pg/ml-Kontrol 56.008] 17.118| 38.889 {21.563| P<0.05
3 pg/ml-0.3ug/ml 56.008| 31.698] 24.31 21.53] P<0.05
30 pg/ml-Kontrol 59.563| 17.119| 42.444 |21.53] P<0.05
30 pg/mi-0.3 pg/ml 59.563| 31.698| 27.863 [21.53| P<0.05
30 pg/ml-3 pg/ml 59.563| 56.008] 3.555 [21.53| P>0.05
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4.2.2. Deneklerin Bleomycinden Etkilenme Dereceleri.

5 ayri denege ait bleomycinin farkli doz-sire kombinasyoniarinda
olusan yapisal kromozom dulzensizliklerinin toplami X2 testi ile analiz
edilmis ve denekler arasinda yapisal kromozom duzensizlikleri agisindan
fark oldugu saptanmigtir (P<0.001 ve X* = 74.845). Denekler bleomycinden
farkh derecede etkilenmislerdir. Bleomycinden sirasiyla en ¢ok 3, 2, 1, 5 ve
4 nolu denekler etkilenmistir. 4 nolu denek en az etkilenmistir.

4.2.3.Yapisal Diizensizliklerin Konumu ve Kromozom Guruplarina
Gore Dagihimu.

Cizelge 13 ve 14 te kromatid gap, izokromatid gap, kromatid kirik,
izokromatid kirik ve delesyonlarin (Denver siniflandirilmasina gére) hangi
kromozom grubunun hangi kolunda meydana geldi§i gdsterilmistir.
Fragment, disentrik kromozom, hag kromozom, ring kromozom ve mulitiple
aberasyonlar kromozomlardaki konumlarinin degerlendiriime igin uygun
olmayisi nedeniyle gizelgeye alinmamiglardir. Ayrica X kromozomu C grubu
kromozomlari iginde, Y kromozomu ise G grubu kromozomlari iginde kabul
edilerek degerlendirme yapilmisgtir.

Kontrol gruplarinda toplam 66 tane kromatid gap, izokromatid gap,
kromatid kirik, izokromatid kirik ve delesyon tipi dizensizlik kaydedilmigtir.
Bunlarin 16 tanesi A grubu kromozomlarinda, 8 tanesi B grubu
kromozomiarinda, 36 tanesi C-X grubu kromozomlarinda, 4 tanesi D grubu
kromozomlarinda, 2 tanesi de E grubu kromozomlarinda tespit edilmigtir.
Ayrica batiin kromozom gruplarinin uzun kollarinin %94 oraninda, kisa
kollarinin ise %6 oraninda dﬂzensizlik“ icerdigi gozlenmistir. Igerdikleri
yapisal kromozom duzensizliklerinin ¢okluguna gére kromozom gruplari C-
X, A, B, D ve E grubu olarak siralanabilir. F grubu ve G-Y grubu
kromozomlarda dizensizlige rastlanmamistir (Cizelge 13).

Deney gruplarinda ise 2640 tane kromatid gap, izokromatid gap,
kromatid kirik, izokromatid kirik ve delesyon tipi dizensizlik kaydedilmisgtir.
A grubu kromozomlarinda 899 tane gap, kirik ve delesyon tipi dlzensizlije
rastlanmig olup, en c¢ok dizensizlik igeren grup oldugu belirlenmigtir.
Toplam dizensizlige orami %34'tur. C-X grubu kromozomlarda 871 tane
duzensizlik saptanmig olup, toplam dizensizliklere orani %32.99 dur. B
grubu kromozomlarda 498 duzensizlik saptanmig ve toplam dlzensizliklere
orani %18.86 dir. D grubu kromozomlarda 203 tane diUzensizlik saptanmig
olup, toplam duzensizliklere orant % 7.69 dur. E grubu kromozomlarda 167
tane duzensizlik saptanmis ve toplam duzensizliklere orani % 6.33 olarak
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bulunmustur. F grubu kromozomlarda sadece 1 tane yapisal dizensizlik
saptanmis ve toplam duzensizliklere orami % 0.04 tur. G-Y grubu
kromozomlarinda da sadece 1 tane yapisal dUzensizlik kaydedilimis ve
toplam duzensizlik sayisina orani % 0.04 tir (Cizelge 14).

Ayrica butin kromozom gruplarinin uzun kollarinin %82.15 oraninda
kisa kollarinin ise %17.84 oraninda duzensizlik icerdigi gbzlenmistir.
igerdikieri kromozom duzensizliklerinin gokluguna gére kromozom gruplar
A C-X, B, D, E, F ve G-Y grubu kromozomlar olarak siralanabilir.

(Cizelge 14)

& B o D £ F 64y Toplaa
TORLAY
] pleg {pls ] q pl 9 pfa P |« F il sk
Kroztid 6ap -t 21-12 1 6| - s b-1 -1-1- - - 12 17.91
i tzobromatid 6ap | - 1 - 3 - - - - - 1] - - - - 5 7.47
; Krocatid kink 11 ]} 11 ) -] 3 1 (A - 3} - -1 -1 - - - 3 4,18
Tnorostiglrnd - 1) -0 -0 - Ja}- ) - p - -} 3 | ase
Delesymn <} -1-]- 1 2] - N B B -] - 3 A48
TOPLAN 1l 5] -8 3 {m - ¢l -1 21~1- -1 -
. &
Benel Toplas 16 8 % 4 2 = -
Benel Toplas 1'si| 25.88 1.9% B.73 5.97 2.9 - -

Cizelge 13, Kontrol gnuplarindz rastlanen yar15a) dizensizliklerin tiplere ve kroeoioe gruplarandaki koruslerana gire defiliml.

B 6 B e ] 3 F &Y Toplan
TOPLA
pla ]r |8 G p{ 9] Pjajr]n g ]9 i'si
Krosatid Bap w4 [ 316 g8 (7 {-(r]-{w0f-1{- - - {wm {sw
feokrosctid B (] T | B [e8 | M (& |- M ]-18} )" - |- {m {1082
wosatid kimk (a2 Jate {3 faas | @ Q| - jm j2i@ |-} - 11 fuee {en
srokrosctid Korskl 39 1118 J15 (% |2 s [t [ ® ] 9%} - - |- | [ne
Pelesyon g{ 6 (-1{5 6 [2f- (B3] sfnf-11 - - g | 3.2
ToPLA i le (65 (s (w3 {8 {1 {22 { Sp |- {1 - {1 "
Benel Toplaa | B9 % en 203 17 1 1
Benel Toplas 1'si] 305 l 18.8 W 7.8 53 0.004 0.004

Cizelge 14, Dengy gruplarinde ractianan yapieal dizensizliklerin tiplere ve krosozoe gruplarandaki konualarina gore dagailimi,

40



4.3. Sayisal Diizensizliklere Ait Bulgular

Calismada sayisal duzensizliklerden 18 tane tetraploid(4n=92)
saptanmig ve tetraploid hicrelerinin 16 tanesi endomitoz iki taneside
endoreduplikasyon oldugu belirlenmigti. Endomitoz olgusuna butun
gruplarda rastlanmigstir, Endoreduplikasyona ve sadece doz gruplarinda
rastlanmistir.

Poliploid hicre oranlari her denegin farkh doz-stre kombinasyonlari
icin farkli bulunmustur. Ancak rastianan poliploid hiicre oranlari gok dusuk
oldugu ic¢in ayrintih bir istatistik degerlendirme icin yeterli gérilmediginden
yalnizca sUre diglandifinda doz ve doz diglandiinda surenin etkisi
incelenmistir.

4.3.1. Siire Diglandiginda Doz Faktoriiniin Poliploid Hiicre
Olugsumuna Etkisi.

Sarenin diglanmasi ile dozun poliploid olusumuna etkisinin
belirlenmesi i¢in kontrol ve deney gruplarinda rastlanma sikliklari Cizelge
15'de gosterilmigtir.

Poliploid olgularinin orani her denedin farkh doz ve sdre
kombinasyonlari i¢in degismekle birlikte genel bulunma orani %0.068 dir
(Cizelge 15).

Cizelge 15. Sure dislandi§inda dozun etkisi ile olugan

poliploid hicre oranlari.

Incelenen Hiicre Poliploid Hiicre Poliploidi
GRUP Sayisa Sayisi % s1
Kontrol Grubu 679 5 ' 0.74
0.3 pg/ml 696 | 5 0.72
3 ug/ml 650 6 0.92
30 ug/ﬁl 614 2 0.33
TOPLAM 2639 i8 0.68
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Sure diglandiginda dozun etkisini belirlemek i¢in t oran testi ile
yapilan istatistiksel de§erlendirmede deney gruplar orani ile kontrol grubu
arasinda poliploid hicre orani agisindan Onemli bir fark olmadi§i
saptanmigtir (P>0.05) (Cizelge 16).

Cizelge 16. Dozun poliploid hicre olusumu Uzerine etkisinin

istatistiksel degerlendirme sonuglari.

Deney Gruplari Kontrol Grubu t Degeri
P Degeri
Genel Orana Orana (0.05)
i
0.0663 0.00747 0.227 P>0.05v*}

4.3.2. Doz Diglandiginda Siirenin Poliploid Hiicre Olugumuna
Etkisi.

Uygulama dozu g6z 6ntne alinmadan, tetraploidilerin yalniz sare ile iligkisi
Cizelge 17'de gosterilmigtir. 48 saatlik uygulama suresinde poliploidi
olugma orani daha yiksek géranmektedir.
Cizelge 17. Doz diglandiginda sure etkisinde olusan poliploid
hdcre oranlari.

: Incelenen Hiicre Poliploid Hicre Poliploidi
GRUP Sayaisa Sayaisa % B2
6 Saat 917 8 0.65
24 Saat 890 3 0.34
48 Saat 832 9 1.08
TOPLAM 2629 18 0.68

Doz dislandiinda stre etkisinde olugan poliploidilerin sdre
gruplarina gére degerlendiriimesinde 24 saat - 6 saat ve 48 saat - 6 saat
gruplari arasinda istatistiksel dederlendirmede anlamh bir fark olmadigi
(P>0.05), 24 saat-48 saat gruplarn arasinda istatistiksel olarak anlamli
oldugu saptanmigtir (P<0.05) (Cizelge18).
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Cizelge 18. Surenin Poliploid hucre olusumu (zerine etkisinin
istatistiksel de§erlendirme sonuglari.

{ ~ t Degeri

! 1. Grup 2. Grup (0.05) P Degeri
é 24 Saat | 6 Saat 0.966 P>0.056
? 24 Saat 48 Saat 2.405 P<0.05
? 48 Saat 6 Saat 0.798 P>0.05

4.4. Mitotik indekse Ait Bulgular

Kontrol gruplart ve deney gruplarina ait preparatlarin her birinden
1000 htcre sayilarak mitotik indeks belirlenmis olup, calismada kullaniimis
olan bleomycinin, hicrelerin mitoza girme oranlari Gzerinde her hangi bir
etkisinin olup olmadidi arastiriimigtir. Bulgular gizelge 19'da verilmis, ayrica
gerekli istatistiksel degerlendirmeler de yapilarak sonuglar 20, 21, 22 ve 23
numarali gizelgelerde sunulmugtur.

| Mitotik indekse ait degerler, farkli, doz ve sire kombinasyonlarinda

oldugu gibi, esit doz ve suUrenin uygulandigi denekler arasinda belirgin
farkhiliklar gostermektedir. Tum deneklere ait bulgular toplaminin aritmetik
ortalamalari ile yapilan kargilastirmada; kontrol gruplarinin genel aritmetik
ortalamasi 10.86, 03 pg/mi lik deney grubunda 8.73, 3 pg/m! lik deney
grubunda 5.0, 30 pg/ml lik deney grubunda ise 3.93'e dustiga goézlenmisgtir.
Kontrol gruplarni aritmetik ortalamas: ile 0.3, 3 ve 30 pg/ml lik deney
gruplarinin hepsinin genel aritmetik ortalamasi karsilagtiriidiqinda; kontrol
gruplarinin aritmetik ortalamasi 10.86, deney gruplarinin aritmetik
ortalamasi ise 5.89 olarak bulunmustur.

En yuksek mitotik indeks degeri 6 saatlik kontrol grubunda 11.8
olarak bulunmustur. En dusik mitotik indeks deferi 48 saat-30ug/ml lik
deney grubunda 3.60 olarak tespit edilmistir (Cizelge 19).
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Cizelge 19.Deneklere ait mitotik indeks degerleri.

Doz ~ Sire I II III IV \' €X X
Kontrol-6 Saat 10 12 15 12 10 59 11.8
Kontrol-24 Saat 10 8 8 14 15 55 |11.0
Kontrol-48 Saat 7 6 8 18 10 49 9.8
Kontrol Ortalamasi 9.0 [8.68 |10.33 |14.66]11.66| 54.33|10.86

03ug/ml-6 Saat 8 iz 14 15 7 56 11.2
0.3ug/ml 24 Saat 10 6 7 6 8 37 7.4
0.3ug/ml 48 Saat 7 9 5 9 8 38 7.8
03.ug/ml Ortalamasi|8.33 | 9.0 | 8.67 | 10.0| 7.67| 43.67| B.73
3 ug/ml 6 Saat 8 2 8 8 3 31 6.20
3 ug/ml 24 Saat 4 1 8 4 3 20 4.0
3 ng/ml 48 Saat 3 1 12 3 5 24 4.80
3 ug/ml Ortalemaesy | 5.0 {1.33 | 9.33 | 5.0 | 3.67| 24.33| 5.0
30ug/ml 6 Saat. 6 5 5 2 4 22 4.40
30ug/ml 24 Saat 1 6 4 1 8 18 3.60
30pg/ml 48 Saat 4 5 1 3 6 19 3.80
30ug/ml Ortalamas:r | 3.67| 5.33] 3.33] 2.0 | 5.33| 19.66| 3.93
Deney Gruplari X“s1.| 4.42{ 3.0 6.91] 6.42| 5.42| 26.17| 5.23

4.4.1. Mitotik indeks Bulgularinin istatistiksel Degerlendirmesi

Deneklere ait farkli doz-sire kombinasyonlarina ait mitotik indeks
degerleri hesaplandiktan sonra uygulanan her sire i¢in kontrol grubu ve
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deney gruplarina ait bulgular t testi uygulanarak gruplar arasinda fark olup
olmadi§i yada bleomycinin mitotik indeksi etkileyip etkilemedigi
belirlenmigtir.

4.4.1.1. 6 Saatlik Siirede Mitotik indeks Karsilagtirmasi

6 saatlik sire uygulanmasindaki veriler karsilastiritidiginda; kontrol
grubu ile 0.3pg/ml lik deney grubu arasinda ve 3ug/ml grubundan 30ug/mi
lik deney grubu arasinda mitotik indeks olgusunda herhangi bir. degisiklik
olmadigi (P>0.05), ancak diger deney gruplari arasinda mitotik indeksin
etkilendigi saptanmistir (P<0.01) (Cizelge 20).

Cizelge 20. 6 Saatlik strede mitotik indeks karsilagstirmasi

o t Tablo Degeri
Kargilastirilan Dozlar|Degeri 0.056 0.01 SONUC
Kontrol - 0.3 pg/ml 0.04 1.860 2.892 | P>0.05
Kontrol - 3 ug/ml 2.96 1.860 2.892 | P<0.01
Kontrol - 30 ug/ml | 4.12 1.860 2.892 | P<0.01

0.3 pyg/ml - 3 pg/ml | 2.692| 1.860 2.892 | P<0.01
0.3 pg/ml - 30 pg/ml | 3.86 1.860 2.892 | P<0.01
3 ug/ml ~ 30 pug/ml 1.23'| 1.860 2.892 | P>0.05

4.4.1.2. 24 Saatlik Siirede Mitotik indeks Karsilagtirmasi

Bleomycinin 24 saat sure ile farkli dozlarda deneklere uygulanmasi
sonucu elde edilen veriler kargilastirildi§inda; kontrol grubu ile 0.3ug/ml lik
deney grubu arasinda ve 3ug/mi lik deney grubu ile 30ug/mi lik deney grubu
arasinda mitotik indeks olgusunda herhangi bir degisiklik olmadigi (P>0.05),
kontrol grubu ile 3ug/ml ve 30ug/mi lik deney gruplan arasinda mitotik
indeksin 6énemli seviyede etkilendigi (P<0.01) ve 0.3ug/ml lik deney grubu
ile 3ug/ml ve 30ug/ml arasinda ise 0.05 seviyesinde etkilendigi
saptanmigtir (Cizelge 21).
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Cizelge 21. 24 Saatlik sirede mitotik indeks karsilagtirmasi

F——*Q— t Tablo Degeri

¢ Karsilastiralan Dozlar}Degeri 0.05 0.01 SONUC
Kontrol - 0.3 pg/ml 1.88 1.860 2.892 | P>0.05 |
Kontrol - 3 pg/ml 4.05 1.860 2.892 | P<0.01 .
Kontrol - 30 pg/ml 4.34 1.860 2.892 | P<0.01
0.3 pg/ml - 3 pg/ml 2.258 1.860 2.892 | P<0.0b
0.3 pg/ml - 30 pg/ml 2.569 1.860 2.892 | P<0.05
3 ug/ml - 30 pg/ml 0.325 1.860 2.892 | P>0.05

4.4.1.3. 48 Saatlik siirede mitotik indeks kargilagtirmasi

Bleomycinin 48 saat sure ile farkli dozlarda deneklere uygulanmasi
sonucu elde edilen veriler kargilagtinidiginda; kontrol grubu ile 0.3pg/ml lik
deney grubu, 0.3ug/ml lik deney grubu ile 3ug/ml lik deney grubu ve 3ug/mi



lik deney grubu ile 30ug/ml lik deney grubuna gegiste mitotik indeksin
6énemli seviyede etkilenmedigi (P>0.05), kontrol grubu ile 3pug/ml lik deney
grubu ve 30pg/ml lik deney grublar arasinda gegiste mitotik indeksin énemli
seviyede etkilendigi (P<0.01), 0.3ug/ml lik deney grubu ile 30ug/mi lik
deney grubu arasinda gegiste ise mitotik indeksin 0.05 seviyesinde

etkilendigi saptanmistir (Cizelge 22).

Cizelge 22. 48 Saatlik sUrede mitotik indeks karsilastirmasi

i o t Tablo Degeri
Karsilastirilan Dozlar|Degeri 0.05 0.01 SORUC
Kontrol - 0.3 pg/ml 1.184 1.860 2.892 P>0.05
Kontrol - 3 pg/ml 2.936 1.860 2.892 P<0.01
Kontrol - 30 ug/ml 3.65 1.860 2.8%92 P<0.01

0.3 ug/ml - 3 pg/ml 1.78 1.860 2.892 P>0.05
0.3 ug/ml - 30 ug/ml 2.52 1.8860 2.892 P<0.05
3 pg/ml - 30 pg/ml 0.76 1.860 2.892 P>0.05

4.4.1.4.Nitotik indeksin toplam ortalamalarinin istatistiksel
degerlendirmesi.

Kontrol gruplarinin toplam ortalamasi ile deney gruplarinin tek tek
ortalamalari karstlastirildiginda; Kontrol grubu ile 0.3ug/ml lik deney grubu
arasinda ve 3ug/ml lik deney grubu ile 30ug/m! lik deney grubu arasinda
mitotik indeksin énemli seviyede etkilenmedigi (P>0.05), kontrol grubu ile
3ug/ml ve 30ug/ml lik deney gruplari arasinda, 0.3ug/m! lik deney grubu ile
3ug/ml ve 30ug/ml lik deney grublari arasinda mitotik indeksin 6nemli
seviyede etkilendigi saptanmistir (P<0.01) (Cizelge 23).

4.5, Satellit Assosiyasyonlarina Ait Bulgular
Satellit assosiyonlari sayisal ya da yapisal kromozofn dazensizligi

olarak degerlendiriimemeklie beraber kaydedilmis ve genel sonuglar
tablosunda (Cizelge 32) gosterilmistir. Toplam 728 satellit assosiasyonunun
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215'i kontrol grubundan, 215'i.0.3ug/ml lik deney grubunda, 177'si 3ug/ml lik
deney grubunda ve 121'i de 30ug/ml lik deney grubunda tespit edilmistir
(Cizelge 24).

Satellit assosiasyonlari en gok kontrol grubu ve 0.3ug/ml lik deney
grubunda bulunmustur. 30ug/ml lik deney grubunda ise satellit
assosiasyonu yuzdesinde bir digme oldugu gértlmektedir
(Cizelge 24).

Gizelge 23. Mitotik indekse ait toplam ortalamalarin istatistiksel
degerlendirmesi.

t Tablo Degeri
Karsilastirailan Dozlar|Degeri 0.05 1 SONUC
Kontrol - 0.3 pg/ml 1.84 1.860 P>0.05
Kontrol - 3 pg/ml 5.87 1.860 P<0.001
Kontrol - 30 pg/ml 6.97 1.860 P<0.001
0.3 pg/ml - 3 pg/ml 3.88 1.860 P<0.001
0.3 pg/ml - 30 pg/ml 5.25 1.860 P<0.001
| 3 ug/ml - 30 ug/ml 1.43 1.860 P>0.05

4.5.1. Satellit Assosiasyonlarinin Istatistiksel Degerlendirmesi.
6, 24, ve 48 saatlik deney gruplarinda farkli dozlar igin belirlenen

satellit assosiasyonlarinin birbirlerine gére fark gbsterip géstermedikleri t
oran testi ile degerlendirilmistir.

4.5.1.1. 6 Saatlik Siirede Satellit Assosiasyonu Kargilagtirmasi.
Yapilan istatistiksel degerlendirmede 6 saatlik kuolturlerde satellit

assosiasyoniari agisindan kontrol grubu ile doz grublari arasinda anlaml bir
farkin olmadig: tespit edilmigtir (P>0.05) (Cizelge 25).

48



Cizelge 24. Satellit Assosiasyonlarinin Sayi ve Yizdeleri. |

Doz - Siire Incelenen Satellit Satellit
Metafaz Assosiasyonu |Assosiasyonu

Kombinasyonu Sayaisa Sayisi % " si
Kontrol 6 Saat 213 55 25.82
Kontrol 24 Saat 250 82 32.80
Kontrol 48 Saat 216 78 36.11
TOPLAM 679 215 31.66
0.3pg/ml-6 Saat 2186 64 29.63
0.3pg/ml-24 Saat 250 76 30.40
0.3pg/ml-48 Saat 230 75 32.81
3ug/ml- 6 Saat 250 71 28.40
3ug/ml-24 Saat 196 b5 28.06
3ug/ml-48 Saat 204 51 25.00
30ng/ml-6 Saat 238 53 22.27
30ug/ml-24 Saat 194 43 22.16
30i1g/m1-48 Saat 182 25 13.74
TOPLAM 1960 513 26.17

Cizelge 25. 6 Saatlik sure uygulamasinda deney gruplar ile
kontrol grubunun kargilagtiriimasi. |

t Tablo Degeri
Karsilastairilan Dozlar|Degeri 0.05 SONUC
0.3ug/ml- Kontrol 0.46 1.645 P>0.05
3ug/ml - Kontrol 0.62 1.645 P>0.05
30ug/ml - Kontrol 0.88 1.645 P>0.05
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4.5.1.2. 24 Saatlik Stirede Sateilit Assosiasyonu Kargilagtirmasi.

24 saatlik surede deney gruplari ile kontrol grubunun istatistiksel
olarak kargilastirimasinda; kontrol grubu ile 0.3pg/ml ve 3ug/ml lik deney
gruplar arasinda aniamh bir farkin olmadidi (P>0.05), kontrol grubu ile
30ug/ml lik deney grubunda ise anlamli bir farkin oldugu tespit edilimigtir
(P<0.05) (Cizelge 26).

Cizelge 26. 24 Saatlik  sire uygulamasinda deney gruplari ile
kotrol grubunun karstlastiriimasi.

t Tablo Degeri
Kargilastirilan Dozlar|Degeri 0.05 SONUC
0. 3Qg/ml-— Kontrol 0.57 1.645 P>0.05
3ug/ml - Kéntrol 1.19 1.645 P>0.05
30pg/ml - Kontrol 2.47 1.645 P<0.05

4.5.1.3. 48 Saatlik Siirede Satellit Assosiasyonu Karsilagtirmasi.

48 Saatlik surede satellit assosiasyonlari agisindan yapilan
istatistiksel deerlendirmede; kontrol grubu ile 0.3ug/mi lik deney grubu
arasinda anlamlh bir fark olmadid1 (P>0.05), kontrol grubu ile 3ug/ml ve
30upg/ml lik deney gruplari arasinda ki farkin ise anlaml oldugu tespit
edilmistir (P<0.001) (Cizelge 27).

Cizelge 27. 48 Saatlik stre uygulamasinda deney gruplari ile
kontrol grubunun karsilastiriimasi.

t Tablo Degeri
Karsilastairilan Dozlar|]Degeri 0.05 SONUC
0.3ug/ml- Kontrol 1.14 1.645 P>0.05
3ug/ml - Kontrol 2.80 1.6845 P<0.01
30ug/ml - Kontrol 5.37 1.645 P<0.001
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2. Denwer sistemine

hazirlanmis bir erkege ait karyotip.
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gekil 3. A-DDD satellit ‘assosiasyonu,

s

: }”B;.C,D;E,-F’,j.ﬂ
kirik, E.H tzokromatit kirik.

f'SSERil 4,
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A-Triradial kromozom, B. Kromatid Kirik.
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Sel::ril 6. Quadrirvadial kromozom, B-1zokromatid gap, C-kromatid
gap.

63




&, v '
oy
i £X -7
“M’ ) g 5“ e
Ny ﬁ.
) ? d p& 4"‘
é’ R ST »"'::!:}.b

éekii 7J$Qua&rig§dial kromozom, B-izokromatid kirik,C-kromatid
kirik

sekil}e. A. Disentrik kromozom, B-Triradial kromozom, C,D-
tzomatid kairik, E-Kromatid kirik.
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Sekil 9, A-Kromatid k:r:k, B D, E-tzokromatid k:r:k F-Kromatid

gap, G-DG assosiasyonu, H-DD assosiasyonu
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- sekil 10. Multipl aberasyonlu bir metafaz.
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Sekil 17. Tetraploid bir hiicre (endomitoz).

Sekil 18, ' Endoreduplikasyon '.gei;h?migv bir -hi.i'cz;eninAArrueta{az
plaga.
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5.TARTISMA

3 doz, 3 sure kombinasyonuyla 5 bireyde ve kontrolli olarak yapilan
calismamizda bulgular kendi iginde ve mevcut literatir bilgileri 1si1ginda
tartisiimigtir.

5.1. Sayisal Diizensizlikler.

679'u kontrol grubunda olmak Uzere incelenen toplam 2639
metafazda 18 adet tetraploid (4n=92) tipi sayisal diizensizlik igeren hucre
belirlenmigtir. Bunlardan 5 tanesi kontrol grubundan 13 tanesi de deney
gruplarinda belirlenip yapilan istatistiksel degerlendirmede kontrol grubu ile
deney gruplari arasinda bir fark olmadi§i anlagiimigtir. Ancak doz
dislandidinda 24 saat ve 48 saat deney gruplan arasindaki farkin anlaml
oldugu anlasiimistir (P<0.05). Gahsma gruplarinin tetraploidi yGzde
de§erleri g6yle bulunmustur.Kontrol grubu %0074; 0.3pg/m! lik deney grubu
%0072; 3ug/mi lik deney grubu %0033 ve 30upg/ml lik deney grubu da
%0033 olarak bulunmugtur (Cizelge 16).

Erkan'in (11) 1989 da yaptigi bleomycinin in-vitro olarak insan
kromozomlarina etkisi c¢alismasinda kontrol grubunda (sigara igmeyen
bireyler) %1.84; 0.3pg/ml lik bleomycin doz grubunda %3.13; 3ug/ml lik
deney grubu %2.37 ve 30ug/ml lik deney grubunda da %1.15 oraninda
tetraploid hucre tespit etmistir.

Das ve Sharman (9) 1987 de X-radyasyon ile lenfositierde
kromozomal aberasyonlara etkisi Uzerine yaptiklann galismada anafaz
esnasinda serbest halda olusan disentrikler kolay bir sekilde sonraki
bélunmelere gegebilir. Ancak, bu disentrikler birbirlerine bagli kalsalar ya
hicre 6lumunden elimine olurlar ya da anafaz ayrilmasi ve sitokinez
olmamasindan dolayi poliploid sekle dénusgurler.

Poliploid hicre olusumu Uzerine bizim ve Erkan'in (11) degerleri
arasinda fark bulunmaktadir. Erkan'in poliploidi de@erleri daha yiksek
bulunmustur. Das (9) radyasyonun poliploidi olugsumu Gzerine etKili
olabilecedini belirtmekte ancak istatistiki bir deger vermedi§i igin
bulgularimizi kargilagtirma olanadimiz olmadi.
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5.2. Yapisal Duzensizlikler.
5.2.1. Kontrol Grubu.

6, 24, ve 48 saatlik uygulama suresine ait incelenen toplam 679
metafazdan 66 tane yapisal diUzensizlik kaydedilmigtir. Toplam yapisal
duzensizliklerin incelenen metafaz sayisina orani %9.72, toplam
dizensizliklerin incelenen metafaz sayisina orani ise %10.46 olarak
bulunmustur. Duzensizlik igeren 64 hlcrenin metafaz sayisina orani ise
%9.43 tur. Kromatid gap sikhdl %1.77, izokromatid gap %0.074, kromatid
kirlk %6.33, izokromatid kirik %0.44, delesyon %0.44 oraninda tespit
edilmistir (Cizelge 34).

Erkan'in (11) 1989 da yapti§) calismada kontrol grubunda (sigara
icmeyen ve radyasyona maruz kalmamig) toplam yapisal dizensizliklerin
incelenen metafaz sayisina orani %5.02, dizensizlik iceren hicrelerin
‘incelenen metafaz sayisina orani ise %5.64 olarak bulmustur. Kromatid gap
%1.94, izokromatid gap %0.71, kromatid kirnk %0.82, izokromatid kirik
%1.43 ve fragmentleri de %0.10 sikli§inda tespit etmistir. '

Shubber ve Shaikhly'in (41) 1989 da radyoloji c¢alisanlarinda
yaptiklari ¢alismada %10.18 lik disentrik ve ring kromozomlarinda dahil
oldugu kromozomal aberasyonlar saptanmistir. Kontrol grubunda
(radyasyona maruz kalmiyan) bu oran %1.17 dir (P<0.01).

Wijayalaxmi -ve Burkart'in (46) 1989 da bleomycine adapte olmus
lenfositlere (0.01ug/ml ve 0.05pg/ml dozlarda) verilen 1.5pg/ml lik
bleomycin ile ortalama %30 oraninda kromatid ve izokromatid aberasyon
tespit etmistir. Adapte olmamiglarda ayni dozda %82 oraninda kromatid ve
izokromatid kirik tespit etmiglerdir.

1,6 Gy seviyesinde verilen X-ray ile birinci bélinmede %67, 2.
bélinmede %31 ve 3. bélinmede %1.5 oraninda yapisal anomali tespit
etmigtir. 0.01 pg/ml lik dozda bleomycinin kontrol grubu seviyesinde
kromatid ve izokromatid kiriklara neden oldugu belirtilmistir (46).

Shubber ve Shaikhly'in (41) 1989 da radyoloji ¢alisanlarinda
yaptiklari galismada bu bireylerin SCE sikhdi (11.2 £ 0.9 SCE) kontrol grubu
ile kargilastirildiginda (6.9 + 0.2 SCE) anlamli bir yikselme oldugu
gbralmaustur.

Vorechovsky, Munzarava ve Lokaj'in (47) normal ve immundefektli
bireylerde yaptiklari ¢alismada total aberasyonlar icinde kromozomal tip
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aberasyonlarin oranini kontrolierde %2.8 ve immundefektli bireylerde %5
olarak saptamislardir.

Hittelman ve Sen'in (18) 1988 de Ataxia Tellangiectasia (AT)
hastalarinda bleomycin ve radyasyonun kromozomal harabiyetin onarimini
tespit etmek igin yaptiklari g¢alismada X-radyasyondan sonra AT
hicrelerinde onarima ragmen kromozom kiriklari baglangigtakinin 5-6 kati
fazladir. Bleomycin AT hicrelerinde radyasyondan daha fazla aberasyon
sikhgina neden olmaktadir.

Stenstrandin (44) 1985 te sigara i¢cen ve sigara igmeyenlerde iyonize
radyasyonun kromozomal aberasyonlara etkisi (Ozerine yaptigi ¢alismada,
disentrikler sigara igenlerin lenfositlerinde 3 kat daha fazla artis
gb6stermigtir. Sigara ve iyonize radyasyon mikroniklei olusumunda etkilidir.
Radyasyona tabi tutulan ve tutulmiyanlar arasindaki fark 3.6 normal
bireylerde ise 1.2 olarak bulunmustur. Sigara igenlerde disentriklerin orani
0.003548 (33/9300) olarak bulunmustur.

Kromatid degisimleri sigara icenlerde icmeyenlerden 3 kat daha fazla
bulunmustur (44).

LLoyd ve arkadaslarinin(26) 1988 de dusik dozda X-radyasyonun
kromozom aberasyonlari sikligina etkisi Uzerine yaptiklari ¢calismada cevap
platosunun 60 mGy uzerinde, anlamli bir kontrol seviyesininde 4 mGy
altinda oldugunu gézlemigtir. Belirli bir esik mevcut degildir. 0-300 mGy
Uzerinde respons lineer bir esige uygundur. En dasik doz 4 mQy
kullanildifinda olugan aberasyonlar belirgin bir sekilde kontrol grubunun
altinda idi.

Disentrik ve ringler i¢in 3, 6 ve 10 mGy noktalan sifir dozun altinda
bir redtksiyon géstermektedirler. 20 mGy ve Gzerindeki dozlarda Grtnlerde
anlamli bir aberasyon yikselmesi géstermektedir (26).

Das ve Sharma (9) 1987 de X-radyasyonun lenfositlerde kromozomal
aberasyonlara etkisi Gzerine yaptiklari caligmada 4 Gy uygulamasiyla birinci
dénguade hacrelerin %94'UG anormalken, ikinci dé6ngude %73 olarak saptand..
Ugiinct dénguide disentrik, ring ve aberasyonlu hicre sayisinda énemli bir
azalma saptandi. Birinci mitozdan ikinciye disentriklerin %50'si ve ringlerin
sadece %12 sinin gegtigini saptamigtir.

Brown ve arkadaslarinin (4) 1985 te iki kanserli bireylerde yaptiklar
kromozom aberasyonu ve Sister Chromatid Exchangleri Gzerine yaptiklari
arastirmada yuksek SCE suUpheli hastalardan tedavi 6ncesi kan 6rneginin
alinmasi ve bu hastalarin lenfositlerinin 1limli kanserojenlere in vitro olarak
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maruz birakip ylksek duyarlikta bir cevap olusturup olusturmadigina
bakilmasinin yararl olacad belirtiimektedir.

iki kanserli bazi hastalarda farkli hacrelerde farkh kromozom
bélgelerinde kinimalarin ortaya ¢ikti§1 saptanmistir (4). Gelismis olan
kanser turleri dokularda belirli onkogenlerin aktive edilmesine baglidir.
Yuksek SCE frekansli durumlar kanser siphesi géstermektedir.

Li ve Lin'in (24) 1990 da fragil-x hastalari ve normal bireylerin lenfosit
kultarlerinde bleomycine duyarliliklar ile ilgili yaptiklar calismada fragil-x
hastalarinin kromatid kiriklarina normal bireylerden anlamli bir seviyede
yuksek oldugunu goéstermistir. Fragil-x hastalar belkide kansere yakalanma
edilimindedir veya buna potansiyel olusturabilirier (24).

Normal bireylerde ayni uygulama dozunda bleomycin'in RPm 1- 1640
ve M-Medium kullanilarak hazirlanan farkli besiyerlerinde anlamii seviyede
farkl sonug gikmistir (24).

Hsu ve arkadaslar (20) 1989 da yaptiklan bir calismada kanserli
bireylerin radiomimetik bir drug olan bleomycine normal populasyondan
‘daha duyarli olduklarini belitmektedir. Bazi bireylerin de normal
populasyondan daha fazla duyarli olmalari bunlarin da gelecekte
muhtemelen kansere yakalanma riskini tasidikiarint belirmektedir.

Kuwabara ve arkadaslarinin (23) 1986 da yayinladiklar bir galigmada
iyonize radyasyonun lenfosit kromozomlarinda dizensizliklere neden
oldugunu, sister chromatid exchang lerde artisa neden oldugunu, ring ve
disentrik kromozom sikliginda bir artisa neden olmadi§ini belirtmiglerdir.

Diagnostik seviyede verilen mikro dalganin kromozom yapisi ve
sayisi, sister chromatid exchange, ring ve disentrik kromozom sikliginda
anlamli bir artisin olmadigi belirtilmistir (23).

Guedeney, Malarbet ve Doloy (16) 1989 da yayinladiklan ¢alismada
yuksek dozda verilen radyasyonun dusik dozda (ayni miktarda) verilenden
daha fazla disentrik kromozom olusumunu arttirdigini belirtmiglerdir. Doz
arttikga disentrik sikliinda artma g6zlenmektedir. Radyasyonun
kesilmesinden sonra yavas yavas disentrik sikhginda azalma meydana
gelmektedir.

Kontrol grubu olarak yaptigimiz degerlendiriimede verilerimizin diger
arastirmacilarla uyum iginde oldugu soéylenebilir. Ozellikle Shubber ve
Shéikhly‘m (41) radyoloji caliganlarinda elde ettigi veriler bizim verilerle
uyum iginde olmustur.

73



§.2.2. Deney Gruplari.
a- 0.3pg/ml lik Deney Grubu.

.0.3ug/ml ilag dozunda 6, 24 ve 48 saatli 3 ayri uygulama
stresinde toplam 696 metafaz incelenmis bunlardan 188 tanesinde
kromozom duzensizligine rastlanmistir. Toplam yapisal ddzensizliklerinin
incelenen metafaz sayisina orani %44.83 olarak tespit edilmistir. Yapisal
duzensizliklerin incelenen metafaz sayisina orant sirasi ile kromatid gap
%4.89, izokoromatid gap %2.16, kromatid kirikk %31.32, izokromatid kirik
%3.30, delesyon %2.16, fragment %0.43 ve dider yapisal duzensizliklerde
%0.57 olarak tespit edilmigtir (Cizelge 35).

Erkan'in (11) 1989 da 0.3ug/ml lik bleomycin galismasinda toplam
yapisal dluzensizliklerin incelenen metafaz sayisina orani %29.55 olarak
bulunmustur. Yapisal duzensizliklerin incelenen metafaz sayisina orani
kromatid gap %4.65, izokromatid gap %1.82, kromatid kirikk %8.40,
izokromatid kirik %8.90, eksilme %1.41 oraninda bulunmustur.

Wegner ve arkadasglarinin (48) 1988 de yaptiklan calismada 1 pg/mi
lik bleomycin dozunun AT'i hastalarda 0.96, normal kontrollerde ise 0.14
oraninda yapisal dizensizlik saptamigtir.

- Vijayalaxmi ve Burkart'in (46) 1989 daki ¢alismalarinda 0.10 pg/ml lik
bleomycin dozunun lenfositlerde ortalama %80 oraninda yapisal anomali
saptanmistir.

Bu galismadaki uygulanan doz-stire kombinasyonlarinda elde edilen
sonuglarin bizim sonuglarimizia tam uygun iginde olmadi§: ancak potansiyel
olarak farkh deneklerin kullaniimasi nedeniyle sonuglarinda farkh
olabilecegi kanisina vanimistir.

b- 3ug/ml lik Deney Grubu.

3ug/ml lik deney grubunda uygulanan 6, 24 ve 48 saatlik
strelerde toplam 650 metafaz kaydedilmis, bunlardan 431 tanesinde yapisal
kromozom duzensizligine rastlanmistir. Toplam yapisal dizensizlikierin
incelenen metafaz sayisina orani %180,77, duzensizlik iceren htcrelerin
incelenen metafaz sayisina orani ise %62.92 olarak bulunmustur. Toplam

74



yapisal duzensizliklerin incelenen metafaz sayisina orani kromatid gap igin
%8.77, izokromatid gap %22.31, kromatid kink %11, izokromatid kirik
%27.38, delesyon %4.77, fragment %0.62 ve diger yapisal duzensizlikler
%6.15 olarak tespit edilmistir (Cizelge 36).

Erkan'in (11) 1989 da yapti§i 3pg/ml lik bleomycin ¢alismasinda
toplam yapisal duzensizliklerin incelenen metafaz sayisina orani %66.77,
duzensizlik iceren hucrelerin incelenen metafaz sayisina orani ise %36.67
olarak bulmustur. Yapisal duzensizliklerin incelenen metafaz sayisina orani
gap icin %10.24, izokromatid gap %4.53, kromatid kirik %18.12, izokromatid
kirtk %24.05, eksilme %3.12, fragment %5.17 ve diger duzensizlikler igin
%1.51 olarak tespit etmistir.

Wegner ve arkadaslarinin (48) 1988 de yaptiklar ¢aligmada 10ug/ml
lik bleomycin dozunun normal bireylerde 1.08, AT'li hastalarda ise 2.26
oraninda yapisal diizensizlik saptamistir.

Vijayalaxmi ve Burkart'in (46) 1989 daki ¢alismalarinda 1.5ug/mi lik
bleo.mycin dozunun lenfositlerde %82 oraninda kromatid ve izokromatid
kirik oldugunu tespit etmistir.

Hittelman ve Sen'in (18) 1988 de normal insan hicrelerinde 2 pg/ml
lik bleomycin'in 30 dakika etkilegsimi ile hicre basina 2-4 kirnk meydana
geldigi belirtilmigtir.

Li ve Lin'in (24) 1990 da normal bireylere uyguladiklan 10pg/ml lik
bleomycin dozunda hiicre basina 0.2 kromatid kirik tespit etmiglerdir.

Diger aragtirmacilaria farkli doz-stire kombinasyonlarinda ¢alistgimiz
icin veriler tam bir uyum icinde degildir.

Ancak tim cahigmalarda bleomycin dozunun artigi ile hicredeki
yapisal anomalilerin sayisinda artisa neden oldugu belirtiimektedir.
calismamiz da bu gérusle uyum icindedir.

c- 30ug/ml lik Deney Grubu.

30ug/ml lik bleomycin dozunda 6, 24 ve 48 saatlik 3 ayri
uygulama suresinde toplam 614 metafaz incelenmis, bunlardan 421
tanesinde yapisal kromozom dulzensizligine rastlanmigtir. Bunlarin
incelenen metafaz sayisina orani %68.57 dir. Toplam yapisal
dizensizliklerin incelenen metafaz sayisina orant %205.05 tir. Toplam
yapisal dUzensizliklerin incelenen metafaz sayisina orani kromatid gap
%7.49, izokromatid gap %19.22, kromatid kirikk %110.42, izokromatid kirik

75



%52.44, delesyon %6.51, fragment %081 ve dijer yapisal diizensizlikler
%8.14 olarak tespit edilmistir (Cizelge 37). |

Erkan'in (11) 1989 da uyguladi§i 30pg/mi lik doz grubunda toplam
yapisal duzensizliklerin incelenen metafaz sayisina orani %172.72,
dizensizlik igeren hlcrelerin incelenen metafaz sayisina orani %66.06,
toplam yapisal duzensizliklerin incelenen metafaz sayisina orani sirasi ile
kromatid gap %23.81, izokromatid gap %7.42, kromatid kink %42, 25,
izokromatid kirik %67.73, eksilme %7.04, fragment %1.79 ve diger yapisal
duzensizlikler igin ise %6.53 olarak tespit etmigtir.

Sankaranarayanan ve arkadaslarinin (37) 1990 da yuksek dozda
bleomycin ile yaptikiari ¢alismada kromozom yapisi ve kromatid yapisinda,
disentrik, ring ve asentriklerin olusmasinda artmaya neden oldudu
gbézlenmigtir. 60ug/ml lik dozda disentrik ve ringlerin orani %16.5, 120ug/ml
lik dozda %20.5 ve 180ug/ml lik dozda %25.5 geklinde artis g6stermigtir.
Preparasyondan 2 saat 6nce uygulanan bleomycinin 60ug/ml! lik dozunda
asentriklerin orani %2.5, 120ug/ml lik dozda %5 ve 180ug/ml lik dozda %13
oraninda artis gostermistir.

Vorechovsky, Munzarova ve Lokaj'in {47) 1989 da normal ve
immundefektli bireylerde yaptiklari calismada preparasyondan 6 saat énce
uygulanan 30ug/ml lik bleomycin dozunun kontrol bireylerde (normal
saghikh) %37.5 + 23.7 ve immundefekili bireylerde de %62.6 + 21.3
oraninda aberasyoniu hicre saptamiglardir (P<0.01). Avberasyonlar icinde
kromatid Kiriklarin orani kontrollerde %97, immundefektli bireylerde %94.1
olarak saptanmigtir (P<0.001). Hucre basina dugen kiriklarin orani ve
dagiimig hucreler arasinda pozitif bir iligki oldugu belirtiimektedir (P<0.001).

Hittelman ve Sen'in (18) 1988 de normal insan hucrelerinde
uyguladigi 50ug/ml lik bleomycin'in 30 dakika. muamele edilmesiyle hlcre
basgina 9 kirtk 10ug/mi lik bleomycinie de htcre bagina 8-10 kirik olustudu
tespit edilmistir.

Schantz ve arkadaglarinin (39) 1989 da bas ve boyun kanserli
genglerde bleomycinin lenfosit kromozomlarina etkisi Uzerine yaptiklar
calismada, hucreler 30pg/ml doz da 5 saat slreyle bleomycine maruz
birakildi. Kontrol grubu ile hasta geng vyetigkinler (40'In altindaki
populasyon) arasinda anlamli bir farkhillk vardir (P<0.005). En ylksek
kromozom duyarhlifi de@erleri en geng kanserlilerde (30 yasin altinda)
géraldaga belirtiimektedir. :

Li ve Lin'in (24) 1990 da fragil-x hastalarindan alinan kan ve normal
kan kaltarine 50pg/ml lik bleomycin dozunu 5 saat slreyle uyguladiktan
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sonra fragil-x hastalarinda duyarlihdin daha fazla oldugunu belirtmisierdir.
Normal kanda hiicre bagina bir kirik seklinde aberasyon saptanmistir.

30ug/ml lik bleomycin dozdan zamana gb6re kromatidlerdeki kirk
sayisi artmaktadir. Bleomycin'in 3,5 saatlik uygulamasinda 0.10 kirik, 5
saatlik uygulamada 0.4 kirik, 7 saatlik uygulama stresinde ise hiicre bagina
1 kirik saptanmistir.

Antonelli ve arkadaslan (2) 1991 de yaptiklan caligmada doku
kaltirGnde plazmid kullanarak huacrelerin - bleomycine duyarlilikiarini
6lgmuslerdir. 10ug/mi lik bleomycin doz grubu ve 30ug/mi lik doz grubunda
bir saatlik uygulamadan sonra doza bagl olarak hicrede yapisal kromozom
aberasyonlarinin arttigini belirtmigtir.

Chatterge, Raman ve Mohapatra (7) 1989 da yayinianan bleomycin'in
kromozomal aberasyonlara etkisi (zerine yaptiklari ¢alismada 40ug/ml lik
bleomycin dozunun 2,5 saat sonra yapilan preparasyonda hicrelerin %25'in
de aberasyon saptanmistir. 84 hicrede 31 terminal delesyon saptamislar, 17
kromatid kirik, 2 tane interstisial delesyon saptamiglardir. Aberasyonlu
metafaz sayisi anlamli seviyede yuksektir. Fakat butin deneklerde ayni
seviyede degildir.

Yuksek dozda bleomycin'in hlicrede yapisal anomali sayisini artirdig|
caligmamizia  birlikte  diger ara§tmcn|arm (2,7,11,18,  24,37,47)
caligmalarindaki verilerle de desteklenmistir.

Deneylerimizde, kullandigimiz bir anti-tumér antibiyotik olan
bleomycin, insan lenfosit kromozomlari Gzerinde doz artigina paralel olarak
artan duzensizliklere neden olmustur. Bu durum elimizdeki literattrlerle de
desteklenmektedir.

Sekil 19 da gbzlenecegdi Gzere deneylerimizdeki biri digerinin 10 kat
olan 0.3, 3 ve 30 pg/m! lik doz uygulamalari kontrollerine gére oldukga farkli
de@erlere ulagmig olup, dozun artisina bagh olarak dtzensizlik igeren
metafaz sayisinda da artiga neden olmustur. Bu artigin 0.3ug/ml ile 3pug/mi
arasinda %21 duzeyinde gerceklestigi gozlenirken 3ug/ml ile 30pg/ml
arasindaki fark:n ise %6 civarinda oldugu gézlenmistir. Bu durum belirli bir
doz seviyesinden sonra dizensizlik oraninin biribirine yakin seviyede
kaldigini dusandarmektedir (Sekil 19).

Stre ihmal edilerek dazensizlik iceren total metafaz sayisi igin yapilan
degerlendirmede gézlenen bu durumun farkh 3 uygulama suresi dikkate
alindifinda da gegerliligini korudugu gézienmektedir (Sekil 20).
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Sekil 20. Yalniz doz gézénune alindiginda dizensizlik igeren total
metafaz ytzdeleri.

Toplam yapisal duzensizliklerin incelenen metafaz sayisina orani .ile
ilgili total de@erler dikkate alinarak yapilan degerlendirmede (Sekil 21),
degerlerin kontrollerinden oldukg¢a farkh oldugu, deney gruplarinda ise bu
farkin 0.3ug/m! ile 3pg/ml arasinda yaklasitk %136 dazeyinde gerceklestigi

gbzlenirken, doz 10 kat artirilip 30pg/ml ye ¢ikarildiginda olugan marjinal fark
%25 dizeyine ulagmaktadir. Bu durum S$ekil 19'da gézlenen doza bagl
marjinal farkin gittikge artigini dogrular niteliktedir.
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Sekil 21. Doz artisinin yapisal dlizensizlik olusumuna etkisi.

Sure ihmal edilerek toplam yapisal dizensizliklerin incelenen metafaz
sayisina orani ile ilgili total degerler dikkate alinarak yapilan
degerlendirmede goézlenen durumun, farkli 3 uygulama siresi dikkate
alindiginda da gegerliligini korudugu gézlenmektedir (Sekil22).
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Sekil 22. Ayni sirede doz artiginin yapisal duzensizliklere etkisi.
Sekil 23 da gérulecegi Gzere deneylerimizdeki biri digerinin 10 kati
olan dozlar ihmal edilerek sadece uygulama sureleri dikkate alindiginda
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duzensizlik igceren metafaz yuzdesi total degerler bakimindan, her 3
Auygulama stiresinde de kontrolierinden farkli oldugu, deney gruplarinda ise
bu farkin 6 saatlik grupta 24 ve 48 saatten belirgin bir sekilde fazla oldugu 24
ve 48 saatlik uygulama surelerindeki dizensizlik oraninin ise daha disik
duzeyde oldugu goézlenmistir (Sekil 24).

Duzensizlik iceren Metafaz °f
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Sekil 23. Sadece slre dikkate alindi§inda kontrol ve deney
gruplarinda duzensizlik igeren metafaz ylzdeleri ile ilgili total
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Sekil 24. Sadece slre dikkate alindiginda toplam yapisal

dizensizliklerin incelenen metafaz sayisina orani
ile ilgili total degerler.

Her Gg dozun degisik uygulama strelerindeki etkileri incelendiginde; 6
saatlik uygulama suresinde toplam yapisal dluzensizlik orani 0.3pug/ml ve
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iceren Metafaz °/o s

Duzensizhik

30pg/ml lik dozlarda yiksek, 3ug/ml lik doz grubunda ise 48 saatlik uygulama
stresinde toplam yapisal dluzensizlik orani diger slre gruplarinda ylksek
olarak tespit edilmistir.
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Sekil 25. Degisik uygulama surelerinde duzensizlik igeren metafaz

yUzdeleri.

Tum doz gruplarinda 6 saatlik uygulama suresindeki dlzensizlik
oraninin 24 saatlik uygulama siresindekinden ylksek olmasi uzun slre
bleomycin etkisinde kalan hicrelerin duzensizlik nedeniyle ikinci mitoza
giremeyip devre disi kalabileceklerine baglanabilir. Bu durumun hem
duzensizlik iceren metafaz yUzdesi ile yapilan degerlendirmede (Sekil 25)
hemde toplam yapisal dizensizliklerin incelenen metafaz sayisina orani
dikkate alinarak yapilan degerlendirmede (Sekil 26) gecerli oldugu
gbzlenmektedir. Ayrica her G¢ uygulama dozunun da kontrollerinden énemli
duzeyde farkli oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 2§ Degisik uygulama surelerinde toplam yapisal
duzensizliklerin incelenen metafaz sayisinin orani.
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5.3.Kromozom Grupiarina Gore Yapisal Kromozom Diizensizlikleri

Her bir kromozomda gézlenen dulzensizlik degeri Denver-Londra
klasifikasyon sisteminde kromozomlarin relatif uzunlukiarina gére
dagilislarinda, buyuk kromozomlarin kigik kromozomlara gére daha fazla
etkilendigi gézlenmistir.Dlzensizlikler ¢oguniukla kiriklar, gapler, delesyon
seklinde saptanmistir. Nadir de olsa disentrik kromozomlara,quadriradyal ve
triradyal kromozomlara rastlanmistir.  Bleomycin DNA  zincirinin
bélinmesinden sorumlu serbest radikaller olusturur. Uzun kromozomlarda
daha uzun DNA zinciri bulundugundan dogal olarak bu kromozomlarda
olusan kirik sayisi da fazla olacaktir.

Calismamizda 66 si kontrol grubunda, 2640'1 deney gruplarinda olmak
Gzere toplam 2706 tane kromatid gap, izokromatid gap, kromatid kirik ve
delesyon tipi duzensizlik kaydedilmistir. X kromozomu C grubu kromozomlari,
Y kromozomu da G gurubu kromozomlari icinde kabul edilerek
degerlendiriimigtir. Kontrol ve deney gruplarinda belirlenen kromatid ve
izokromatid kirikk ve gap ayrica delesyon tipi kromozom dlzensizliklerinin,
kromozom gruplarina ve kromozomlardaki konumlarina gére dadihslan
Cizelge 13 ve 14 te gdsterilmigtir.

Iki cizelge genel olarak dederlendirildiginde, kontrol gruplarina gére
deney gruplarinda dizensizliklerin ¢esit ve miktarlarinda belirgin bir artis
gbze carpmaktadir. |

Duzensizliklerin kromozom gruplarina gére dagilisina bakildiginda;
kontrol grubunda en ¢ok C grubu kromozomlarda, sonra A, B, D ve E grubu
kromozomlarda dizensizlik saptanmigtir. Buna kargtlik, deney gruplarinda en
fazla A grubu kromozomlarda sonra sirasiyla C, B, D, E, F ve G grubu
kromozomlarda yapisal duzensizlik saptanmistir. Kontrol ve deney
gruplarinda en fazla kromatid kirik seklinde yapisal dizensizlik saptanmgtir.

Ayrica diizensizliklerin kromozomlardaki konumu agisindan kontrol
gruplarinda %94 oraninda kromozumun q kolunda, %6 oraninda p kolunda
yer aimistir.Deney gruplarinda da %18 oraninda p kolunda %82 oraninda
kromozumun q kolunda yapisal dizensizlik saptanmigtir (Cizelge 13,14).

Erkan'in (11) 1989 da yapti§: calismada kromozomal dazensizliklerin
gruplara goére dagiligin kontrol grubunda A, C-X, B, D, F ve G-Y; deney
gruplarinda da bu sira C-X, A, B, D, E, F ve G-Y seklinde saptamigtir.

Kontro! grubunda %89.58 oraninda kromozomun uzun kolunda (q
kolu), %10.41 oraninda kisa kolda (p kolu) yer alirken deney gruplarinda ise-
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%81.21 oraninda q kolunda, %18.78 oraninda kisa kolda duzensizlik
——oldugunu saptamigtir. e e —

Vorechovsky, Munzarova ve Lokaj'in (47) 1989 daki g¢alismalarinda
aberasyonlarin kontrol ve immundefektli bireylerdeki kromozom gruplari
Uzerinde anlamii bir farklilk saptanmamigtir. D grubu kromozomlarin
kirilmasinda azalma saptanmistir. 2q kolunda relatif kirllma saptanmig %8.6
ve 7.5 ve Bq %11.1 ve 8.8 oraninda kirilma saptanmistir. Kontrol ve hastalar
arasindaki fark anlamli bulunmamistir. Kromozomun kisa kolundaki (p)
kiriklarin orani ortalama %23 civarinda saptanmistir.

Giaccia ve arkadasglar (12) 1990 da hibrid hicre kullanarak yaptiklarn
calismada 5,6,11,19,21 ve X kromozomlarinin gamma radyasyona ve
bleomycine daha direncgli olduklarini belirtmislerdir. 5 nolu koromozom
gamma radyasyonun ve bleomycinin meydana getirdigi hasari onarmaktadir.

-Chattergee, Raman ve Mohapatra (7) 1989 da bleomycinin
kromozomal aberasyonlara etkisi (zerine yaptiklar ¢alismada hiicrenin G1
fazindaki uygulamada disentrik ve ring sayisi Go dan daha yuksek olarak
bulunmustur. Bu da muhtemelen G1 deki yenilenme seviyesinin
mekanizmasinin Go ile iligkili olmasindandir.

Bizim c¢alismamiz ile diger arastirmacilarin verileri ayni degerlerde
olmasa bile birbirlerine yakin ifadeler tagimaktadir.

5.4. Mitotik indeks.

Caligmamizda bleomycinin kromozomlarda yapisal dizensizliklerde yol
agmas! yaninda,hicrenin mitotik aktivitesinde de bir yavaslamaya neden
oldugu belirlenmistir. 6, 24 ve 48 saatlik strelerde, kontrol gruplari ile deney
gruplarinin mitotik indeks degerleri karsilagtinldiginda; kontrol gruplarinin
ortalama 10.86 olan mitotik indeks degerlerinin 0.3ug/ml lik deney grubunda
8.73'e, 3pug/ml lik deney grubunda 5.0'a ve 30pg/ml lik deney grubunda da
3.93'e dustugu gorulimektedir (Cizelge 19). Buradan doz artigina paralel
olarak mitotik indeksin digti§u sonucuna vanlabilir. Bizim verilerimizde
3pg/ml lik deney grubu ile 30pg/ml lik deney grubunun mitotik indeks
degerleri biribirine yakin olarak tespit edildi.

Erkan'in (11) 1989 da yaptigi ¢aligmada ortalama mitotik indeks
degerini kontrol grubunda (sigara igmeyen, radyasyona maruz kalmamig
bireylerde) 29.86, 0.3ug/ml lik deney grubunda 26.20, 3ug/ml lik deney
grubunda 18.66 ve 30ug/ml lik deney grubunda ise 14.26 olarak bulmustur.
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Mito ik indaks orlalamasi

Shubber ve Shaikhly (41) 1989 da radyoloji galiganlarinda mitotik
~indeksi ortalama {2.23 + 0.21) si kontrol grubundan (5.20 + 0.21) aniamli
seviyede dusukta (P<0.01).

Calismamizdaki verilerle diger arastirmacilarin verilerin arasinda bir
yakinllk yoktur. Ancak radyasyona maruz kalan bireylerin normal
populasyondan daha digsuk mitotik indeks degerine sahip oldugu diger
a;agt:rmacnlarm verileriyle de desteklenmektedir(11,41).
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Sekil 27. Ayni strede doz artiginda mitotik indeks degerleri.

5.5. Satellit Assosiasyonlar:.

Satellit assosiasyonlan bir kromozom dizensizligi olarak kabul
edilmemekle beraber; bunlarin aneuploidy tipi kromozom dizensizliklerine
neden oldugu konusunda gérasler ileri sardimektedir (40).

Rastlanan satellit assosiasyonlarinin buyuk bir goguniugu DD, DG, GG
biciminde ikili veya D ve G grubu kromozomlarinin degisik
kombinasyonlarindan clusan Uglt, dortla, altih assosiasyonlara da
rastlanmistir. Kontrol grubunda sayilan metafazlarda %31.66 oraninda satellit
assosiasyonu tespit edilirken, 0.3ug/ml lik deney grubunda %30.89, 3ug/ml
lik deney grubunda %27.23 ve 30ug/ml lik deney grubunda da %19.70
oraninda assosiasyon oldugu gézlenmistir. 6 saatlik sire uygulamasinda
kontrol grubu ile doz gruplar arasinda bir fark gérulmezken (P>0.05), 24
saatlik sure uygulamasinda kontrol grubu ile 30ug/ml lik deney grubu
arasindaki farkin anlamli oldugu (P<0.05), 48 saatlik stre uygulamasinda da
kontrol grubu ile 3ug/ml ve 30ug/ml lik doz gruplari arasinda istatistiksel
olarak farkin anlamh oldugu (P<0.01) tespit edilmistir.

84



Erkan'in (11) 1989 da yaptidi galigma dusiuk dozdaki bleomycin
- uygulanmasinin satelit assosiasyonunu tesvik ettigini, yuksek - dozdaki
bleomycininde satellit assosiasyonunu dlsurdaguna belirtmigtir.

Cahgmamizdaki verilerle Erkan'in (11) verileri doz artisina bagl olarak
assosiasyon sayisinda azalma oldugu yénunde ayni arastirict ile uyum
icindedir.
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6. SONUG

3 farklh doz, 3 farkh sure ve bunlarin kontrollerinden olusan
calismamizda elde ettiimiz bulgularin de§erlendirme sonuglari asagiya
¢cikariimigtir.

1. Belirli seviyede radyasyona maruz kalan bireylerde kromozomal
duzensizlik insidansi normal toplumdan daha yuksektir.

2. Duzensizlik iceren metafaz olusumunu bleomycin dozunun
arttirimasi, sure sabit tutularak dozun arttinimasi arttirirken, bleomycin
dozunun arttinlmasina paralel olarak srenin arttinlmasi ve doz sabit
tutularak sdrenin arttiriimasi etkilememektedir. Li ve Lin'in (24) 1990 daki
caligmalarinda zamana bagl olarak dizensizlik artig! ifade edilmektedir.

3. Kromozomlarda yapisal duzensizlik olusumunu bleomycin dozunun
arttiriimasi, stre sabit tutularak dozun arttirimasi arttirirken, ayni dozda 24
ve 48 saatlik deney grubunda yapisal duzensizlik orani 6 saatlik deney
grubundan daha dusgtk olmustur. Ancak bu fark istatistiksel agidan anlamii
bulunmamistir.

Ayni strede farkli dozlarda olusan yapisal kromozom dizensizlikleri
agisindan bakildiginda 6, 24 ve 48 saat igin kontrol grubu ile 0.3ug/ml lik doz
grubu ve 30pglrhl lik doz grubu ile 3ug/ml lik doz grubu arasindaki farkin
anlamh olmadigi (P>0.05), 3ug/ml lik doz grubu ile kontrol grubu, 3ug/mi-
0.3pg/ml 30pg/ml-kontrol ve 30ug/mi-0.3ug/ml lik doz gruplan arasindaki
fark) anlaml bulunmU§tur.

Ayni dozda sure artiginin yapisal kromozom dizensizliklerini arttirmasi
tum uygulama strelerindeki dozlar igin gergcek énemli fark dizeyinin altinda
kalmaktadir.

Doz gruplari arasi fark gergek onemli fark dlzeyinde anlamhi
bulunmugtur.

Sure gézénine alinmadan doz gruplan ortalamalari arasi fark degeri
ile kargilagtinidiginda 0.3pug/ml lik doz grubu ile kontrol grubu ve 30ug/ml lik
doz grubu ile 3pg/ml lik doz grubu arasindaki fark anlamli bulunmustur.

Yapisal kromozom duzensizligi olugmas! agisindan deneklerin kismen
de olsa farkli 6igtlerde etkilendikleri belirlenmigtir.

Yapisal kromozom duzensizlikierinin konumu ve kromozom gruplarina
gdre dagilimi agisindan inceleme yapildiginda; kontrol gruplarina gére deney
gruplarinda duzensizliklerin ¢esit ve miktarlarinda belirgin bir artis oldugu
gbzlenmigtir.  Duzensizlikler kromozom gruplann  dikkate alinarak
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incelendiginde; kontrol gruplarinda en fazla C-X, A, B, D ve E grubunda
- kromozomal ~ duzensizliklere rastlanmistir. F  grubu- ve -G-Y -grubu -
kromozomlarda dizensizlige rastlanmamistir. Deney gruplarinda ise A, C-X,
B, D, E, F, G-Y seklinde bir siralama ile ¢oktan aza dogru duzensizlik igeren
gruplar siralanmigtir. Kontrol ve deney gruplarinda kromozomlarin uzun
kollari kisa kollarindan daha ¢ok dUzensizlik igermiglerdir.

4. Doz arttiriimasi poliploid hicre olusumunu etkilemezken, uygulama
surelerine gére poliploid hiicre olugsumu artmaktadir.

5. Mitotik indeks degerleri agisindan yapilan dederlendirmede 6, 24 ve
48 saatlik uygulama stresinde kontrol grubu ile 0.3ug/ml lik uygulama grubu
3ug/ml lik doz grubu ile 30pg/ml lik doz grubu ve 48 saatlik uygulama
suresinde 0.3ug/mi lik doz grubu ve 3ug/ml lik doz grubu arasinda mitotik
indeks olgusunun etkilenmedigi belirlenmistir. Diger gruplar arasinda mitotik
indeks olgusu anlamli seviyede farkli bulunmustur. En yiksek mitotik indeks
degeri kontrol grubuda 11.8, en distk mitotik indeks degeride 30ug/mi lik
doz grubunda 3.60 olarak bulunmustur.

6. Satellit assosiasyonlar herhangi bir kromozomal dizensizlik olarak
kabul edilmemekle beraber degerlendiriimis ve disik dozdaki bleomycinin
satellit assosiasyonunu etkilemedigi ancak yuksek dozdaki bleomycinin
satellit assosiasyonlari Gzerinde olusumu dusirict etki yaptigi sonucuna

variimigtir.
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7. OZET

Kronik olarak radyasyona maruz kalan 5 denege ait 0.3, 3 ve 30ug/mi
lik dozda bleomycin ve 6, 24, 48 saat sire uygulayarak in-vitro kosullarda
kontrolli olarak vyapilan bu ¢aligmada toplam 2639 metafaz
degerlendirilmigtir.

Elde edilen bulgular degerlendirildiinde kronik olarak radyasyona
maruz kalan bireylerde duzensizlik igeren hiicre olusumu ve yapisal
duzensizlik iceren hicre orani normal toplum ortalamasindan yuksektir.
Bleomycin uygulama gruplarinda dizensizlik iceren hucre olusumunda doza
bagli olarak bir artis goérllmektedir. Toplam dlzensizliklerin incelenen
metafaz sayisina orani kontrol gruplarinda (bireyler kronik olarak radyasyona
maruz kalmiglardir). %10.46, 0.3pg/ml lik deney grubunda %45.55, 3ug/ml lik
deney grubunda %181.69 ve 30upg/ml lik deney grubunda da %205.37 ye
yikselmektedir. Ayrica bleomycin dozunun artmasina bagh olarak yapisal
duzensizliklerin ¢esit ve miktarinda artma olmaktadir. Poliploid hicre
olusumu Uzerinde 24 ve 48 saatlik uygulama gruplan arasinda anlamh
seviyede fark tespit edilmistir. Doza bagh olarak poliploid olusumu Uzerinde
anlamli seviyede bir fark tespit edilmemistir.

Kontrol ve deney gruplarina ait preparatlarin herbirinden 1000 hicre
sayllarak mitotik indeks belirlenmis olup, calismada kullanilmig olan
bleomycinin hicrelerin mitoza girme oranlann dasardada sonucuna
variimigtir.  Bleomycin  dozunun artmasina bagdlh olarak satellit
assosiasyonlarinda bir digme olmaktadir.
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8. SUMMARY

In this study Bleomycin in doses 0.3, 3 and 30ug/ml was used with
periods 6, 24 and 48 hours on 5 samples who were exposed to radiation
chronically, in in vitro conditions, and under control so totally 2639
metaphases were evaluated.

When the findings were evaluated it was observed that the average rate
of cell which contains structural irregularity and cell formation which contains
irregularity at the individuals, who were exposed to radiation chronically,
were higher than the ordinary individuals.

An increase was noticed at the irregular formation of cell due to dose
at Bleomycin application groups. The proportion of total irregularities to the
number of metaphase at control groups (Individuals were chronically exposed
to radiation). Was %10.46, it was %45.55 at the 0.3pg/ml experiment group,
181.69 at 3ug/ml experiment group, and rose to %205.37 at the 30ug/mi
experiment group. Apart from this due to increased Bleomycin dose an
increase occured at the kind and quantity of structural irregularities.

On poliploid cell formation a significant difference was determined
between 24 and 48 hours application groups. Due to dose no significant
difference was determined on poliploid formation.

The mitotic index was determined by means of counting 1000 cells
from preparations belong to -control and experiment groups and as a result it
was seen that the Bleomycin used in the study, reduced the rate of cells to
lead to mitoz. Due to the increased dose of the Bleomycin a reduction was
observed at the association of satellit. ’
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