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1.GIRIS VE AMAG

Mitomisin-C (MC) organizmaya girdikten sonra alkilleyici bir
metabolit haline dbéniserek DNA sentezini etkileyen bir antibiyotiktir
(2,20,38,44). i1k kez Streptomyces caesipitosus adli mantardan elde
edilen MC hem mono, hem bifonksiyonel alkilleyici ajan gibi davranir. DNA
¢ift sarmalinin komplamenter zincirleri Uzerindeki guanin bazlarina
baglanarak capraz baglar olusturur ve DNA biyosentezini inhibe eder. Tek
zincirdi DNA nlkleotidlerine ise kovalan baglanan antibiyotik boylece
kromozom kiriklarina yol acar (2,7,31,37,58). Hucre iginde indirgendikten
sonra etkinlik kazanan MC'nin etkisi, déneme dzgu olmamakla birlikte,
somatik hicrelerde ge¢c G1 (Gap 1) ve erken S donemlerinde, primer
spermatositlerde ise S (DNA biyosentezi) donemi ve erken profazda en

ylksek duzeydedir (2,7,30,31,37,58).

Periton igine enjeksiyonla verilen degisik dozlardéki MC'nin insan ve
diger memeli hﬂcrelAerinde kromozom dlzensizliklerine yol agtig1, fare
spermatogonyumunda spesifik nokta mutasyonlarint indikledigi
gosterilmistir (1,2,6,35,44). Manyak ve Schieiermacher (44) periton icine
enjekte edilen degisik dozlardaki MC nin NMRI farelerde kemik iligi ve
spermatogonyada kromatid degisimlerine (exchange) ve terminal

delesyoniara yol actigim saptamislardir.

Adler (1,35) 101 XC3H farelerde enjeksiyonu izleyen 6, 18 ve 24.



saatlerde kromozom anomalilerine rastlanmadiginm bildirmistir. Ayrica
spermatogonyal mitoz plaklarinin sayisindaki azalmayl ve 50-601nc1 gin
preparatlarinda primer spe‘rmatositlerin hemen yok denecek sayida
bulunmasint itacin sitotoksik etkisi ile awklam!stlr. Aynt arastirici daha
sonra MC nin indUkledigi kromozom sapmalarinin periton i¢i enjeksiyonu
izleyen 10-130nci glnlerden itibaren goriimeye baslandigimi rapor
etmigtir. Yazar, anormal kromozomlu primer spermatosit sayisinin
27-30uncu glnlerde maksimuma ulasip daha sonra 31-34lncli gunlerde
ovumun fertilize olma yeteneginin 8 60-70 azaldigini bildirmektedir.
Adler MC nin primer spermatosit kromozomlarinda neden oldugu
translokasyonlarin farkedilmelerinin, homolog olmayan parcalarin
kaguklagi ve multivalanlarin meydana gelememesi ylzinden zor

olacagini ileri sirmustar.

Allen ve arkadaslari (7) MC nin indikledigi kromozom
dizensizliklerini sinaptonemal kompleks analizi ile arastirmmisiardir,
Sonugta sapmalarnn zigoten ve pakitende normal sinapslarin yanisira
des'inaps, tam olmagan sinaps, homolog olmayan pargalarin sinapslar ve
kromozomun kendi ﬁzerine katlanarak yaptig hatah sinapslara yol

actiklar1 anlasilmistir.

Mcllree (18) ve Chandley (47) gibi yazarlar spermatogonyal kok
hicresinden fertilizasyona kadar gegen sire iginde kromozom bozuklugu-
igceren gametlerin elimine edildiklerini bildirmislerdir. Ancak bu
mekanizma riskin timi ile ortadan kalkmasy igin géterli degildir (27,57).
Klinik olarak fark edilen gebeliklerin £10-15 kadari1 spontan dusukle
sonlanmaktadir. Spontan dusuklerin £ 50 kadarinda fetus anormal

karyotiplidir ve anormal karyotipli gebeliklerin canl dogumla sonlanma



riski 8 0.25-2 kadardir (9,57). Spontan disik materyalinden yapilan
incelemeler dusige neden olan Robertson tipi translokasyonlarin daha
¢ok anne, diger kromozom anomalilerinin ise daha ¢gok baba kaynaklh

olduklarint gostermistir (9,19,40). Heterozigot tasiyici babadan
kaynaklanan kromozomal sapmalarin yol actigl spontan dusik, 610
dogum, diasik dogum agiriigi, cocuk 61imu ve konjenital malformasyoniu
ya da tasiyici gocuklarin dogumu cesitli yazariarca kabul edilmekte ya

da olasi sayiimaktadir (9,10,12,14,19,40,43,55,70).

Hamster yumurtasi/ insan spermi modeli ile calisan Bradriff ve
arkadaslari (11) eger motilite ya da fertilize etme yetenedini etkileyen
bir mutasyon icermiyoriarsa, cok agir kromozomal bozukluklar tasiyan
spermlerin fertiilizasyona katilmada, anormal morfolojililere nazaran
daha basarly olabildiklerini gdéstermislerdir. Boyle bir basari gesitli

fare soylarinda insandakinden ¢ok daha yuksek dizeydedir (26,53,55).

Meiotik kromozomlari ve g¢esitli mutajenlerin bunlar lzerine
etkilerini arastiran pek ¢ok calisma vardir (4,5,29,36,52,60,62).
Bunlarin 6nemi erkegin mutajenik ajanlara maruz kalmasi halinde
yavrular icin malignite ya da konjenital malformasyon riski

dogmasindan kaynsklanmektadir (7,65).

Buraya kadar dzetlenen caligsmalarda ilacin organizmaya verilis
yolu periton icine enjeksiyondur. Bégl.elikle itac metabolize olduktan
sonra kan dolasimi ile hedef organlara gitmektedir. ilacin klinikte
uygulama sekilleri, cesitlidir. Ornegin mesane tumérlerinde kateter

aracihigt ile dogrudanv‘r'nesane icine verilebiimektedir (23).



Amacimiz dogrudan testis igine enjekte edilen MC nin meiotik

kromozomlar GUzerine etkilerini albino isvigre farelerinde arastirmaktir.



2.GENEL BILGILER

Meioz boélinme izerine sitogenetik galismalarin en yaygin uygulama
alan1 yapisal kromozom dizensizligi tasiyicilarinin belirienmesi,
bunlarin dengesiz gamet verme olasihiginin arastiriimasidir (24,45).
Meiotik kromozomlarin incelenmesi ayrica samatik kromozomlardan elde
edilemeyecek bilgiler saglar. Transpoze olan segmentlerin sinaptik
davranmiglarindan yola ¢ikilarak yeni dizenlenmis kromozomlarin kiazma
sikliklar: belirlenip yapisal heterozigotlarin verebilecekleri gametler
ongoérulebilir (25). Meiotik kromozomal segregasyon konusunda yeterli
calisma bulunmamaktadir, oysa insan bu alanda hatalara oldukga yatkin
bir memelidir (60). Basta translokasyon olmak izere morfolojik
dizensizlikleri tagiyan bireylerde meijotik ayrilamama (non-disjunction)
nedeni ile 3:1 ve 4:0 gibi anormal segregasyonlar olabiimektedir (12,34).
Dengesiz kromozomlu gametlerin frekansi ilgili kromozoma, kirilma

yerlerine, kiazma sayisi ve lokalizasyonuna baglidir (12,34).

Meiolik kromozomlarin incelenmesinin yararh olabilecegi diger bir
durum monogenik resesif oligokiazma sonucu ortaya ¢ikan infertiliteye
kesin tan1 koyabilmektir (34). Buna karsilik 6rnegin XXY (Klinefelter
sendromu) bireylerde genellikle infertil olmalari ve boyle bireylerden
kendileri gibi erkeklerin meydana gelme olasiligimin disiklagi yizinden

meiotik analizler zorunlu sayiimaz (34).

Bazen anne ve baba normal karyolipli bulunduklari halde yavruda

ekstra bir kromozom g6zlenebilir. Bu kromozom de novo olup eslerin



birinde mayoz bdlinme sirasindaki bir yenidizenlenmeden ileri gelebilir.

Ancak bunu destekleyecek bir érnege heniiz rastianmamistir (34).

2.1-Erkek Genital Sistemi ve Meiotik Bélunme

Erkekte genital sistem, testisler, bosaltici kanallar, eklenti
bezleri, Urogenital kanal ve penisten olusmaktadir (3,21). Testisler bu
sistemin ana organlaridir (Bunlara sitojenik bez denilebilir). Testisler
fétal karin boslugunda, genital taslak Gzerinde gelismelerini tamamlayip
ayr1 birer organ haline gelirler. Dogumdan sonra karin boslugundan asag:
inerek skrotum igine yerlesirler (descensus testicularum). Fonksiyone)
olarak bisekslel fetusta testislerin gelisimi, Y kromozomundaki testis

determine edici faktorierin varligina baglidir (64).
Testisler puberteden itibaren 2 ayr1 fonksiyon gosteririer:

a)Hipofizer gonadotropik hormonlarin uyarisi ile androjen

sentezlenmesi veya endokrin fonksiyon,

b)Spermatogonyal hicrelerden spermatogenez ve spermiyogenez

sonucu spermatozooniarin olusumu veya sitojenik fonksiyon.

Farede testisler yuvarlak-oval ve yanlardan biraz basik organiardir.
Boylece iki ug, iki ylz ve iki kenariarimin oldugu soylenebilir. Bu
kenarlardan biri Gzerine epididimis (kapul, korpus ve kauda denilen 3
bolurmi ile) yerlesmistir. Testis tunika albuginea denilen beyaz, fibroz
bir zarla cevrilidir ve bu zar epididimisin oturdugu kenar boyunca testis
igine uzuniamasina pir béIme gonderir (Mediastinum testis). Bu uzanty

testisi boimelere ayinr (Septula testis).



Testislerde sitojenik fonksiyonun gerceklestigi yer ¢ok ince,
zigzagh seminifer kanallardir (tubuli contorti seminiferi). Septula igine
yerlesebilmek igin kivrimlar yapan kanallar kaput epididimisin
bulundugu ug¢ mediastinumda bir ag olustururliar (rete testis). Rete
testisten ¢ikan kivriml kanalciklara ductuli efferentis denir. Bunlar
lobcuklar halinde toplanarak kaput epididimise, sonra kaputtan ¢ikarken
tek bir kanaela ( duktus epididimis) donusurler. Bu kanallar 6nce korpus
epididimisi, bitis yerine dogru da kauda epididimisi meydana getirirken
incelir ve duktus deferens adini alirlar. Sag ve sol testislerden gelen bir
¢cift duktus deferens inguinal kanallardan gegip karin bosluguna girdikten
sonra idrar kesesi Ustlnde birbirlerine yaklasarak sagli sollu vezikula
seminalislerie birlesip uretraya acilirlar. Uretra arkus iskiadikusa kadar
medyan olarak ilerleyip glandula bulbouretralise ac¢ilir, sonra pelvisten

¢cikar ¢gikmaz penise gecer (24).

Her bir testis lobcugunda 1-3 kanalcik bulunur. Kanallar distan bazal
lamina ile sarilt olup i¢ kistmda lumeni gevrelerler. Limene bakan yuz

morfoloji ve fonksiyon bakimindan farkl 2 epitel hiicresi ile sarmlir:
a) Sertoli hicreleri b)Gonad hicreleri.

Sertoli hicreleri bazal membranin hemen uUzerinde bulunuriar, gonad
hicrelerine besin ve desteklik saglarlar. Gonad hiicreleri ise seminiferoz
kanallarda diziler olusturan, kromatinden zengin hlcrelerdir. Gelisme
basamaklarina gore farklh terimilerle adlandiriliriar, ¢unkia farkh

6zellikleri vardir.

1-Spermatogonyal hlcreler: Seminifer kanalciklarin duvarlarinda

bulunurilar. Sonradan ard arda mitoz bolunmelerie lumene dogru cogalarak



primer spermatositieri olustururler. Boélunme es zamanlhidir ve es
zamanlilik plazma kopruleri araciligiyla saglanir. Béylece diploid say
2n'in katlar kadar fazla kromozom igeren metafaziar goézlenir.
Kromozomlarin kondensasyon farkindan dolayi bu metafaziarin farkl
boyandiklary ileri surdimistur (3). Bu hicrelerde olusan yapisal yeni-
dizenlenmeler (dehs ¢ok translokesyonlar) dominent letel mutasyonlera

ekivalan sayiliriar (44). MC nin mutajenik etkisine duyarh degildirier (1).

2-Primer spermatositler: Spermatogonyal hicrelerden dahea kuglk,
fakat onlar gibi yuvarlak, cekirdekleri kromatinden zengin ve birden gok
cekirdekcige sahip hucrelerdir. Meiotik bolinmeye girmeden once bir S
faz1 gegirerek buylrier. Bu faz premeiotik S fazlarindan 3 kat daha uzun
surer (39), geg leptotene kadar sonlanmaz (30,31). S fazinda nukleusta
¢ok az saytrda inisiasyon noktasinin bulunmast belki de yalniz sinaps ve
kros-over icin gerekli proteinler Uretildigi igindir (39). Genomun G-C
zengin bdlgeleri de gec¢ leptotende replike olmaktadir (30,31). Birinci
meijotik bolidnmeyi gegciren primer spermetositler, sekonder

spermatositieri olustururiar.

3-Sekonder spermatositler: Tupcik duvarlarindan iyice uzakta
bulunan bu hicreler, primer spermatositierie ayni gorinumde ancak daha
kGguktarier. Haploid sayida kromozomlu bu hicreler ikinci meiotik
bélinmeyi gegirirler. Bir ve ikinci meiotlik bdlinmeler arasinda S fazi

yoktur.

4-Spermatidlier: Sekonder spermatositierden, ikinci meiotik bélinme
sonucu olusurlar. Gok kigik kondanse niikleuslu ve olgunlasarak

spermatozoonlari meydana getiren haploid hucrelerdir.



Spermatogonyal hlcrelerden spermatidierin olusumuns kadar olan

sUrece spermatogenez, spermatidierden spermatozoontarin olusumuna da

spermiyogenez denir.

Birinci ve ikinci meiotik bdlinmelerde, mitoz bolunmedeki gibi
dorder faz ayirt edilir. Ancak birinci meioz bélinmenin bazi farkliliklan
vardir. Profaz uzun sirerken leptoten, zigoten, pekiten, diploten ve
diakinez evrelerini igerir. Leptotende kromatin materyali kisalip
kalinlagsarak kromozoma donusir. Zigotende homolog kromozomlar
karsilikli giftler olustururiar. Farenin kromozom sayisi 2n='40 oldugu igin
bu evrede 20 ¢ift (sinaptik kompleks) olusur (3). Bunlardan 19 tanesi
otozomal, biri XY giftidir. XY ¢ifti otozomal olanlardan farklh bigimde,
nukleusun periferinde lokalize seks vezikili denilen yapiyr meydans
getiririer (42,?9). Memelilerde X ve Y kromozomlari arasinda homolojinin
bulundugu, 200”—5000 kb uzunlugundaki kesime psddootozomal bolge ad
verili..r (16,56). Bu bolge insan ve farede homolojisi korunan, ayrica X ve Y
arasindaki sinaps ve kiazmalarin lokalize oldugu alandir (16,56). Profaz
I'de X ve Y kromozomlari bivalanm yerine univalans saptaniyorsa bunun
nedenlerinden biri translokasyondur (66). Farede yapisal anomalilerde
6rnegin delesyonla sonuglanan kiriklar okromatinde lokalize ise, sinaps
sirasinda, delesyon bdélgesinde sineps olusmayacagindan bir ilmek
meydana gelir bu olagaA sinaptik dlzeltme denir. Ancak, kirnklar
heterokromatinde lokalize ise homoloji aranmaksizin sinaps gergeklesir,
buna da non-homolog sinaps adi verilir (8). Sinaptik bozuklukla sonuglanan
mutasyon eger meiolik ise bir hicredeki tek bir kromozomu, birden fazla

veya tum kromozomlar: tutabilir, fskat tum hicreleri tutmak zorunda

degildir (66).

Pakitende, ¢ift olusturmus homolog kromozomlarin kardes
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kromatidleri dortit bir goruntu verir ve tetrat diye amhirlar. Zigoten ve
pakiten Uzerine biyokimyasal calismalar iki evrede de protein sentezi
yapildigim gostermistir (32). Sentezlenen proteinier, blylik olasilikla,
kros-over igin kirilan DNA'nin tamirinde rol oynayan enzimlerdir (32).
insan ve farede erken pakitende, NOR _iceren otozomal sinaptik
komplekslerin XY bivalanina yakin lokalize olduklari saptanmistir (63).
Diplotende homolog kromatidierde transvers kirilmaler ve parca
alisverisi (kros-over) yapilir. X ve Y krorﬁozom]am arasinda yainizca
pstédootozomal bdlgede gergekiesen bu olayin meydana geldigi noktalara
kiazmata denir. Kros-over son bulana kadar tamir mekanizmasinin gérevi
strer. Eger birinci meioz bolinmede surekli rastgele kiriklar olusuyorsa,
dolayisiyla kiazma yoksa ve normal metafaz Il (M |1) plaklan
gozlenemiyorsa, tamir mekanizmasinda bir bozukluk dasunulur (32,54).
Kiazma sayisi, kromozom uzunluguna, heterokromatin miktarina ve
replikasyon zamanina bagli olup sentromerden telomere ya da aksi yénde
olabilir (33). Ring kromozomlar univalanlara yol agmaktadiriar, ¢cinki
kiazma icin uglarin serbestligi gerekir (48). Erkek farelerde
kromozomlarin ayrilamamsi ig ipliklerine gore pozisyona ve kromozomun

rolatif uzuniuguna oldugu kadar kiazma pozisyonuna da baghdir (13).

Homolog ciftlerin birbirlerinden ayriimasi diplotende baslar. Kiazma
sonlanmas1 denilen bu siregte yer yer kiazma noklalarindaki iliski devam
eder, hatta metafaz | (M 1) ortalarina kadar gézlenir. Metafez sonlarinda
" homolog kromozomlar kersibikly dizilmis durumdadiriar. Anafezda
longitudinal sentromer bélidnmesi olmaksizin homolog ¢iftier ayrilarak
farkll kutuplara gidecek sekilde birbirlerinden uzaklasiriar. Telofaz |'de
sitokinezin gerceklesmesi ile her biri haploid kromozom sayis1 (farede
19 otozom ve X ya da Y) igeren iki yavru hicre olusur. Birinci meiotik

bolunmedeki ayrilmama olaylari, ikinci meiotik matafezda sayisal
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anomali seklinde belirir. Ikinci bélunme mitotik bélinmedir. Yani her
kromozomda longitidinal bolinen sentromerin iki parcasi farkli kutuplara
gider. Béylece bélinmeye giren bir primer spermatositin meiotik verimi

4 spermatiddir.

Mitotik kromozomlara bakarak meiotik kromozomiarin incelenmeleri
zor olsa da, diakinez-metafaz | plakiarindan bilgi edinmek mumkundir.
Bivalan buyuk1agd homolog kromozomlarin buyukluga ile dogru orantilidir.
Metafaza yaklaglikga kiazma noktalari ezeslacagindan homologlerin
bivalan igindeki pozisyonlarint 1s1k mikroskobunda anlamak kolaylasir.
Robertson tipi translokasyon trivalan, resiprok olanlar ise kuadrivalan
olusumuyle ayirt edilebilir. Univelanlar okromatinde desha ¢ok oIlmak
Uzere homolojiyi bozan yapisal anomalilerin gostergesidir (3).
Kuadrivalanlar zincir ya da halka seklinde gérunirier. En kolay ayirt
edilen ¢ift X-Y *Elir. Bu ¢iftin boylar1 farkly ve sinapslar yalniz
psddootozzomal bolgeyi icerdiginden, bivalanmin gorintist karmasik
degildir, fakat yslnizca psddootozomal bdlgenin snomalileri hakkinde
bilgi verir. Kiazma olusumu sirasinda bivelanlar sentromerieri karsilikl
ya da z1t yonlere gelecek sekilde dizenlenirler. X-Y ¢iftinde telomer
telomere, otozomal ¢iftlerde ise bir dogru uzerinde homolog
kromatidlerin timi ile ya da distal bolgeleri ile paralel olusturmatlan
(hag sekli ) ve dogrusal ya da hag seklinin U, V ya da O bigiminde
kivriimasi gibi kromozom boyuna bagli konumlar gozlenir. Kiazma sayisi
kromozom boyuna baglt kaldigindan bir hicredeki tim kiazmalar es
zamanli sonlanmaz. Bu nedenle bivalanlar metafaz sonlarinda 3 degisik
durum gdsterirler. Birincisi ayrilmasi tamamlanmis tip olup telomerileri
arasindaki uzaklik, kromatid kalinligindan fazladir. ikinci tipte ayriima
tamamlanmamis olup homolog tetomerler arasinda kromatid kalinligindan

daha az uzaklik vardir. Ugincide ise daha dnce snlatilan yerlesimlerden



biri goralar ve kiazma sirmektedir.

ikinci metafaz plaklarinda kromatidlerdeki kontraksiyon ve
spiralizasyon yuzinden morfolojik analiz yapmak olanaksiz gibidir.
Kromatidler arasindaki ag1 45-180 derecedir. Bu plaklarda ancak sayisal

sapmalar arastirilabilir.

2.2-Mitomisin-C (MC)

Mitomisinler, giriste belirtildigi UGzere, streptomyces
caesipitosusun ~fermantasyon Urinlerinden filtrasyonla elde edilen
antibiyotik niteliginde maddelerdir. Hata ve arkadaslari mitomisin-A ve
B'yi, Wakaki ve arkadasglari da mitomisin-C'yi igeren fraksiyon serilerini
izole etmislerdir (28). Bu (g tipten preklinik ve klinik arastirmalarda en
¢ok dikkati geken Mitomisin C olmustur. Adenokarsinoma, skuamoz hiicre
kanseri ve gastro-intestinal kansere karsi tek bagsina anti-tumor

etkisinin oldugu goésterilmistir (28).

Mitomisin kimyasal anlamda bir mitosen derivesidir. Genel ve agik

formulieri asagideki gibidir.
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Molekil formild C1s5H1gN40s olup kimyasal adi azirizino (2,3":.3,4)
pyrolo (1,2-) indole-4,7-dione-6-aminol,1a,2,8,88,8b- hegzahidro-8-
(hekzshidroksimetil) 8s-metoksi-S-metilkarbamst; molekidl sgirtiigs
334.34 olan, mor kristaller halinde izole edilen bu madde su, metanol
aseton ve n-bltilasetatta iyi; eter, benzen ve karbontetraklorirde az;
petrol eterinde ise ¢gok az ¢ozundr. Sudeki ¢ozeltisi, pH 6-9 arasindes
dayaniklidir (28).

MC'nin hiicre diizeyindeki etkileri rat karacigerine dogrudan verilerek
arastiriimistir (23). Batin hiicrelerde gekirdekgigin fibritier ve graniler
bilesenlere ayrildigi, NOR bélgelerinin gozilerek diisiik elektron densiteli
parcaciklar halinde kaldigr ve nukleolusun yuzik seklini almasi ile
inaktivasyonunun tamamlandigr gdézienmistir. Ribozomal RNA sentezi
tima ile inaktiflesmis, cekirdekte kromatin dis1 grantllerin sayisi
artmistir. Ayrica sitoplazma, organeller, hicre ylizeyi ve hlicreler arasi
boslukta yaptigy etkiler de birleserek dokuda lezyon ve nekrozla
sonuglanmistir (23). MC nin yapisinda iki metil ve bir amino grubu
bulunmaktadir. Bu gruplar nedeni ile DNA daki guanin bazlarinmin 7
numarall azotuna baglanarak hem alkiller, hem ¢aprez bag olusturur (23,
37). MC, guanin bazindeki 6 numarali oksijen atomuyle hidroksi radikal
form olusturur (20) ve bu yolle ¢apraz baglara ya da hicrenin 61imine yol
acar. Antibiyotik aslinda hem A-T,hem G-C sekanslarinda non kovalan
¢apraz baglar yapmakta ancak bu baglar G-C sekanslarinda daha kolay ve
kalict olmaktadir (17). Mutajenik etkisi diger mitomisiniere nazaran daha
zayif bulunmustur (17). Hucre kulturierinde, BrdU ile birlikte verilen
antibiyotigin kromatid degisiminde artisa neden oldugu saptanmistir (6)
Kultariere G1 fazinda eklenen kafeik ve ferrulik asitler, S fazisonuna
kadar, tamir mekanizmasin1 bozarak MC nin yol a¢tig1 kiriklar
sabitlestirir (58).
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DNA daki ¢ift dal kiriimalar ¢ift sarmalin biitinlagiini bozarak
kromozom dizensizliklerine yol agar. Tek zincir kiriimalar: ise (bunlara
primer lezyonlar denir) replikasyonu ya da kros-overi izleyen olaylaris
¢ift zincir kiriklarina déntsurier (3). Kromozomal sapmalarin ¢ogu
genetik materyal kaybindan dolayl hiicre igcin letaldirier ancak dengeli

translokasyonlar ve benzeri letal etki gostermezler (3).



1S

3.MATERYAL VE METOD

Arastirmada model canl1 olarak albino isvigre fareleri (Mus
musculus Albicanus, G.AT.A), Mitomisin.C (Kyowa), disseksiyon
masas1, digli penset, makas, bisturi, 2.5 ml'lik instlin enjektarleri, saat
camlari, plastik santrifij tipleri, puar, pastor pipetleri, sale, lam,
Sodyumtrisitrat (Merck), etil alkol (Tekel), Asetik asit (Merck),
Kloroform, Giemza boyas1 (Merck), Disodyum hidrojen fosfat (merck),

Potasyum dihidrojen fosfat (Merck) ve distile su kullamiimistir.

Ayrica preparasyon sirasinda 65 C derecede Benmari (Nive),
mikros}kobik incelemeler igin 151k mikroskobu (Karl Zeis Jena: Jena Val),
mikrofotografilerde B 100 M elektronik fotograf makinasi ile siyah beyaz
ve renkli (25 ve 100 ASA) filmler (Kodék; Akfa ve Fuji) kullamiimistir.
Filmlerin banyo ve tab islemleri igin Afo Color (Ankara) ve gunes Color

(Ankara) labaratuarlsrindan yararianilimistir.

Ortalama 17-22 g agirhigindaki, 10-12 haftalik erkek farelerin birer
testislerine, serum fizyolojikte ¢dziimis MC belirli dozlarde olmak
Uzere verilmistir. Deri Gzerinden palpasyonla bulunan testisin pens
yardimt ile sabit durmasi saglanms ve ila¢ dogrudan dogruyatestis igine
enjekte edilmistir. Her bir testise enjekte edilen ilag ve izotonik gozelti
miktart toplam 0.05 ml dir. Deney grubundaki hayvanlarin diger
testislerine ve kontrol grubundakilerin her iki testislerine ayni hacimde
serum fizyolojik énjekte edilmistir. Amag, hem kontrol ve deney

gruplarim birbirleri ile, hem bireyleri kendi i¢glerinde karsilastirmaktir.
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Onceden saptanan 10, 5, 2.5, 1 ve 0.5 mg/kg (ilag miktari/vicut
agiriigi) doz gruplarinin herbiri i¢cin enjeksiyondan sonra 24 saat, 48
saat, 10 gun, 15 gin ve 20 gin yasatilma sureleri verilmigtir. Boylece 25
doz-zaman kombinasyonu olusmus, her kombinasyon ig¢in 10 fare

kullaniimistir,

Enjeksiyondan sonra eski ortamlarina konan , standart yemle
beslenen kontrol ve deney grubu hayvanlar saptanan yasatilma streleri

doldugunda 6ldirilerek sonraki deney basamakliarina gegiimistir.

Meiotik kromozomlarin arastirilmasinda kullanilan ¢esitli teknikler
ve bunlarin modifikasyonlar1 vardir. Spermatidlerin DNA igeriginin
(Kromozomlarip varligi-yoklugunu ve anormal olup olmadiklarim
arastirmak i¢in) flow sitometri ile dlglilmesi (49) , testis biyopsi
materyalinden ezme (Squash) teknigi (15, 68), uygun olan baska bir tirle
fertilizasyonundan sonra zigotik kromozomlarin incelenmesi (11, 46),
biyopsi materyalini asitte parcaladiktan sonra elde edilen suspansiyonun
veya dogrudan semen drneginin ya da hipotonik ¢ozeltiye bogaltiimis
seminifer tip igeriginin hipotonik islemden baslamak Uzere periferik kan

materyalindeki gibi caligiimasi (21, 42) metodlardan bazilaridir.

Bizim uyguladigimiz teknik Stock (61) ve Meredith (50) tarafindan
tanimlanan metodlarin birlestirilerek laboratuvar sarilarimiza
uyartanmis seklidir. Bu metod, Ayn anda 10-20 fareden alinan materyalin
islemine olanak vermesi, ekonomik olusu gibi avantajlari nedeni ile

tercih ediimistir.

Enjeksiyonu izleyen kesim gilinlerinde, her doz-slUre grubundan 2-4
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fare servikal dislokasyonla 01dirdlmis ve zaman gecirilmeden ¢ikartilan
testisler izotonik sodyum sitrat ¢dzeltisine alinmigtir. Pens ve bistiri
yardimi ile tunika albuginea ve yag tabakasi uzaklastirilan tipler daha
sonra hipotonik islem igin distile suya alinarak toplu igne ile
aralanmistir. Boylece tip igerikleri in situ durumlarini elverdigi dlglde
koruyan tiplerin suyla temas ylizeyi arttiriiimstir. Testis tupleri distile
suda 8-10 dakika birakiimig, hipotonik sodyum sitrat ¢ozeltisi yerine
distile su kullaniimasi, literatirde ongoérilen sireyi 10-20 dakika

kisaltmistir. Hipotonik islem bitince pensle nazikge tutulan herbir tip
kitlesi lama degdirilerek kurulanmis ve fiksatif igine alinmistir (taze,
sogutulmus, etil alkol:Asetik asit:Kloroform=3:1:1) fiksasyon 6 ml
fiksatif iceren plastik tiplerde gergeklestirilmis ve 30 dakika-1 ay sire

ile buzdolabindg saklanabilen materyalde 3 kez tekrarlanmistir.

Preparasyondan hemen o6nce tupteki fiksatif tuma ile
uzaklastiniimis, bunun yerine Z60 aselik asit (su iginde) ¢ozeltisinden
1.5 ml eklenmigtir. Materyal oda 1sisinda 5-6 dakika bekletilmis,
tipcikler saydamlastiginde tipe hafifge vurarak serbest kalan hicrelerin
homojen dagitmasi sagianmistir. Daha onceden temizlenerek 65 C derece
sicak yuzeye yerlestirilmis lamlara, hlucre suspansiyonu damlatilip
pipetle geri cekilerek yayiimistir. Damlatma ve geri ¢ekme islemlerinde
puar tekilmis pastdr pipetieri kullaniimistir. Lamlarin yerlestirildigi
ytizeyin 1s1s1, 44 C derece dngoruldugu halde bizim deneylerimizde 65-70
C derece arast en uygun aralik bulunmustur. Bu amagla 70 C dereceye

ayarianmis Benmari kapagi kullaniimistir.

i1k tespit aninda bdlinmekte olan hicrelerin timinin gézlenme

sansim arttirmak icin orijinalde ileri sUrilen tupcik pargast yerine bir
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testisteki tam tuapclik kitlesi isleme alinmis ve elde edilen hicre
stispansiyonunun hepsi lam Gzerine yayiimistir. Teknik orjinalde pastor
pipetine alinan suspansiyonun lamin degisik yerlerine kigUk miktarlarda
damlatilarak daireler olusturulacak gekilde yayiimasiny ongérmustar.
Fakat bu yolla lam uzerinde birbirine yakin damlatilan 2 damlanin Ust
Uste gelen kisimlarindaki kromozomilari boyamak mimkan olmamis ve her
bir deney hayvani i¢in en az 5 preparat hazirlamak gerekmistir. Hem
preparat sayisinm azaltmak , hem damlalarin Ust dste cakigmalarim
onlemek, hem de tipciiklerdeki tim metafaz plaklarini inceleyebilmek
igin, pipetteki materyalin hepsi bir buyik damia halinde lama damlatilip

geri gekilerek yayiimistir.

Birgin hgvada kurumaya birakilan preparatlar Sdrensen
tamponundaki % 3.5 Giemsa boyasiyla (pH 7), 20 dakika-2 saat slreyle

boyanmistir.

Metafaz plaklarinin degerlendirilmesinde literatur galismalari ile
elde edilen makalelerdeki normal ve anormal plaklarin fotograf ve

idyogramlarindan yararlanitmistir (3, 27, 43, 50, 51, 67-70).

incelenen ve fotografi gekilen metafaz plaklari arasinda, ayni
preparatlarda bile eszamanlhilik bulunmadigi igcin hepsinin ayn kalitede
boyanmalari mimkin olmamistir. Bundan dolayl tab isleminde agrandizdr

kullani1digi halde fotograflarin kalitesi cesitlilik gostermistir.
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4.BULGULAR:

Deney ve kontrol grubu hayvanlar enjeksiyondan once ve sonra aym
ortamda, standart besinle ysasatilarak ilacin etkisinden
kaynaklanabilecek fizyolojik ve davranissal degisiklikleri saptamak
Uzere, hergin bir kez kontrol edilmigslierdir. Ortalama bir saat siren
kontrollaria ilacin ven icine ve periton igine verilmesinden sonra
beklenen kusma refleksi, kusma, ishal gibi belirtiler ya da &lumin
meydana gelip gelmiyecegi arastiriimis, ne bu belirtiler ne de 6lum
gézlenmistir. Enjeksiyon sirasinda davranis degisiklikleri gelismisse de
bunlar ilacin tehris etkisi, maniplasyon ve hayvanin dogal korunma ig¢
gudusdane baglanmistir. Deneyler boyunca kontrol ve arastirma grubu
hayvanlar ayni gemle beslenmis, ayni bakim altinda tutulmuslardir.
Arastirma silresi uzun oldugundan mevsim farklari ve teknik
olanaksizliklar nedeni ile 1s1 sabit tutulamamigtir. Kanimizca 1s1

farklthklar: calismayl etkileyecek boyutlarda degildir.

Enjeksiyonu izleyen 1, 2, 10, 15 ve 20nci gunlerde denekler

enjeksiyonun yapildigr saat esas alinarak, servikal dislokasyonla

oldurdimislerdir.

Antibiyotik verilmis testisin morfolojiéinde gézlenen degisiklikler,
siureye bagh giderek artan kugilme ve renkteki porselen beyazindan
sariya doénistir. Sagkalim siresine baglt bu degisiklikler ayrica doz
yikseltildikce siddetlenmistir. Normalde testislerin uzun ve kisa ¢aplan

8 mm X 5 mm civarinda dl¢iimisken 0.5 mg/kg'lik doz, 15 ginde organin
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boyutlarin1 S mm X 2.5 mm ve 10 mg/kg'l1k doz ise ayni sirede 2 mm X 1
mm civarina disdrmistir. Testislerinden sadece birine ilag verilen
hayvanlarin aym miktarda serum fizyolojik enjekte edilen oOteki
testislerinde hemen higbir degisiklifjin gozlenememesi, atrofi saydigimz
ve muhtemelen hlcresel dejenerasyonla birtikte gergeklesen olaya ilacin
neden oldugunu ve tek tarafa verilen antibiyotigin diger tarafa etkisinin

ya hig ya da kolayca ortaya konamayacak minimum duzeyde kaldigini

dasundirmastar.

Testisler agildiginde normal rengi beyazimsi, parlaek ve kaygan
géranimli olan tapciklerin, ilag verilmis testiste sarimsi, yagh, gevrek

ve birbirine yapigik duruma geldikleri gorulmauastar.

Kontrol grubundan hazirlanan preparatlarda Sertoli hicreleri, az
sayrda Leydig hucreleri ve spermatogonyadan spermatozoona kadar meioz
batinmenin tim basamaklarindaki hicreleri kapsayan, sayilari on binlerle
ifade edilecek bayuklikte bir hicre tablosu veya kitlesi gdzlenmistir.
Hernekadar dokudan hiicre suspansiyonu yapilarak homojenlik saglanmaya
cahsiﬁlmlssa da preparatlarda zaman zaman birbirinden yeterince
uzaklagstirilamayan hiucre dizileri gézlenmistir. Premeiotik mitoz,
meiotik | ve meiotik 1l. bdélinmeler arasindaki interfazlaria
spermatidlerin hangi kategoriye alinabilecegini karar verilmesi glglik
yarattigindan degerlendirme igin meiotik indeks yerine Mi/MIl (birinci
metafaz plagi sayisi/ikinci metafaz plagy sayisi) oranlariyla
yetinilmistir (3). Bu oran literatiurde baska bir fare soyu igin 35/15
civarinda bildirilmistir (3). Galisma boyunca bélinmeyi stimlle edici
ajan ya da metafazda durdurmak i¢cin Kolsisin gibi bir tGbulin inhibitérd

kullaniimadigindan preparatiarda gozienen hicrelerin ilk fiksasyon
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asamasinda, testisteki dogal durumu yansittiklari sonucuna
varilmistir. Hemen tam preparatiardeki hucrelerin goézlenme sikhiklan
goktan aza dogru sdyle siralanabilir: spermatozoon, interfazdaki hicreler,
Sertoli hiicreleri, spermatidier, profaz |, diakinez-metafaz |, metafaz ||

ve premeiotik mitozun metafazindaki spermatogonyal hucreler (PMM).

Kontrol grubu icin 15 ve deney grubu igin 250, toplam 265 fare
kullaniimigtir. Deney grubunun doz-yasstiima siresi kombinasyonlarina
dagilimi esitlir. Buna gore her kombinasyonda 10 hayvan vardir. Kuilanilan
265 fareye iliskin veriler tezin sonundaki eklerle ayrica verilmektedir.
Her bir kombinasyondaki anormal hicre ylzdesi énce her bir hayvandaki
anormal hlcre yuzdesi bulunduktan sonra kombinasyon igi aritmetik
ortalama ve standart hata hesaplanarak saptanmistir. Tablo ve
grafiklerde verilen degerler bu grup i¢i ortalamalar olmustur. Grup igi
ortalama hesaplanirken anormal hiicre goézlenmeyen farelerdeki deger
%0.00 olarak ortalamaya katilmistir. Bu nedenle tablo ve grafikler
incelenirken tek tek fareler igin elde edilen sonuglarin da dikkate
alinmas1 daha iyi fikir verebilir. Burada deney ve kontrol gruplarinin her
biri igcin elde edilen toplu sonuglar tablo ve grafiklerle ¢zetlenecektir.
Her bir grupten incelenen hiicre sayisi; buniarin metafaz tiplerine gore
dagilimlar1 ve M I/ M Il oranlari Tablo 1'de gorilmektedir. Tablodan
izlenecegi Uzere butun preparatlardaki hicre sayisi kontrol grubunda
hayvan sayisi ile orantily bigimde 4556, deney grubunda 26567, toplam
32123 olup deney grubundan 5367, kontrol grubundan 1083, toplam 6450
hicrenin analizi mUmkl"m olmamistir. Deney grubundan incelenen 21200
hicrenin metafaz tiplerine dagihimi 12812 tane M, 730t M {l ve 163 PMM
(sirayla % 62.22,  33.09 ve % 4.69) olarak bulunmustur. Deney grubundaki

doz-slre kombinasyonlarinda incelenen M | pladi sayis1 815 ile 94
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arasinda, M |l plaklar1 424 ile 53 arasinda ve PMM plaklar: 99 ile 28
arasinda deQisim gostermistir.Bunun nedéni ilacin hucre-letal etkisidir.
Nitekim degdenlendirmeye alinan preparatlarda bu degerlerin bir veya daha
gogunun sifira indigi 26 birey genellikle yuksek doz-uzun sire
kombinasyonlarinda bulunmaktadir. Bu kombinasyoniarda esas itibariyla
PMM plaklarinin eksikligi gozienmistir. Ml ve Mll plag1 sayilar, bir kag
istisna disinda, dozun yikseltilmesine ve sirenin artmasina paralel bir

azalma gostermistir.

MI/MII oram, kontrol grubunda 2.18+0.33 ve deney grubunda ortalama
1.63+£0.04 ¢ikmigtir. Bu oranlardan kontrol grubundakine en yakini 0.5
mg/kg doz-1 giin kombinasyonunda 2.15+0.11 olarak belirlenmigtir. Bu
degerler de doz~-gln kombinasyonunun artmasiyla azalma gostermis, ve
10 mg/kg-20 gin kombinasyonunda 1.14£0.04 seklindeki MI/MIl orani

deney grubundan elde edilen en disik deger olmustur (Sekil 1).

Kombinasyonlarin birbirleri ile ve kontrol grubundakilerle
karsilastirilmasinda 2 yoénli varyans analizi uygulanmis en az 2 grubun
farkly oldugu (p<0.001), tek tek kombinasyonlarin birbirinden farksiz
oldugu (p>0.05), glnler arasinda farkin bulunmadi§l (p>0.05) ve tim
dozlarin birbirinden farkli oldugu (p<0.001) saptanmistir. Yine uygulanan
test sonucuns gore yalmz 10 mg/kg doz kombinasyonlari kontrol
grubundan farkl bulunmustur. Muhtemelen daha kuguk dozlarin etki igin

daha uzun sure beklemesi gerekmektedir.

MC'nin buraya kadarki etkileri topluca soyle verilebilir.
a)Morfolojik duzeyde
b)Selldler duzeyde.
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Morfolojik dizeydeki etkiler, 1)anormal yaglanma, 2)Atrofi olmak Uzere 2
tiptir.Selliler dizeydeki etkilerse 1)genel olarak hiicre sayisinda azalma, 2) M
I/M 11 oranlarinda dusme, 3)genel olarak hiucre sayisinda meydana gelen

azalmaya bagh meiotik olguniasma oraninin dismesi.

Tablo 1.Deney grubu preparatiarindaki metafaz plaklarinin M I,M I,
PMM tiplerine dagilimi ve M|/ M Il oranlan

DOz INCELENEN INCELENEMEVYEN
Gin mg/kg M1 MII  PMM Toplam Toplam MI/Mil = SE.
10 475 322 74 671 105 976 1.48 0.19
5 356 246 66 668 123 791 1.62 0.18
1 25 697 403 25 1125 190 1315 1.74 0.18
1 821 481 83 1385 280 1665 1.86 0.18
0.5 762 346" 94 1202 436 1638 2.15 0.11
10 319 211 87 617 68 685 1.44 0.12
5 347 207 66 620 113 733 1.62 0.16
2 2.5 457 297 54 808 271 1079 1.73 0.13
1 681 379 49 1109 243 1352 1.81 0.13
0.5 815 424 48 1287 402 1689 1.89 0.07
10 200 157 56 413 61 474 1.38 0.21
5 304 167 68 539 149 6588 1.60 0.15
io0 25 475 255 39 1244 133 1377 1.71 0.12
1 826 369 69 1264 265 1520 1.79 0.10
0.5 729 314 68 1111 442 1553 1.86 0.07
10 215 140 40 395 120 415 1.33 0.12
5 278 201 68 556 91 647 1.54 0.19
15 25 592 297 34 923 164 1087 1.66 0.12
1 822 468 99 1389 335 1724 1.76 0.13
0.5 552 555 58 165 486 1651 1.83 0.27
10 94 53 28 175 116 291 1.14 0.05
20 5 223 156 50 429 46 475 1.52 0.16
2.5 554 368 65 987 147 1134 1.64 0.19
1 528 321 73 923 199 1122 1.73 0.12
0.5 689 510 53 1252 382 1634 1.81 0.16
Toplam 12812 7301 1511 21200 5367 26567 1.63 0.21
Kontrol 2161 1149 163 3473 1083 4556 2.18 0.33
Genel toplam 14973 8450 1678 24673 6450 31123 1.91 0.39
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MI/MI W05 mg/kg NN 5 mg/kg
25T 1 mg/kg EH 10 mg/kg
N2 .5 mg/kg
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Sekil 1. Deney grubuna ait MI/MII oranlarinin dozlara ve sireye baglt degisim grafigi.

Kromozomlarla ilgili bulgular normel metafaz pleklari, sayisal
anomali igeren ve yapisal anomali igceren plaklar seklinde sirayla

verilecektir.

Genel bilgiler béluminde belirtildigi gibi farenin diploid somatik
kromozom sayis1 40tir. Kimi yezearlar kromozomlarin akrosentrik
niteligini (3) ileri strerken kimileri hepsinin telosentrik oldugunu kabul
ederier (59). Ayrica boylari da kigiik ve birbirine oldukga yakindir. Bundan
dolay1 individializasyonda guglikle kargilasilir. Spermatogonyal mitozun
metafazinda akrosentrik yapi gdésteren kromozomlara rastlanmakla
birlikte, genellikle kisa kollar gérilememis ya da gok kiigik olduklar: igin

ayirt edilememislerdir (Resimler 1 ve 2). Preparatiarimizda bulunan
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mitotik plaklarin hemen hepsi 2n diploid sayinin katlari sayida kromozom
icermektedirier. Ancak bu gergek bir o6ploidi degil, bdlinmenin
eszamanliligindan ortaya ¢ikan bir olay oldugu igin ancrmal
saytimamistir (3). Sekil 2'de iki hicreye ait B0 kromozomlu béyle bir
PMM plagindan hazirlanan karyotip goriimektedir. Karyotipin hazirlandin
plak ise bir dnceki resimde verilmektedir (Resim 2). Bu plak kontrol
grubundan bir fareden elde edilmistir. Kromozom sayisi 79 olup
hicrelerden birine ait ¥ kromozomu goérinti alaninin uzaginda kaldigindan

fotograf ve karyotipte yer almamistir.

Normal diakinez-M | plaklarinda, 40 kromozom homologlariyla ikiser
ikiger esleserek 20 bivalan olustururiar (Resimler 3 ve 4). Bivalanilar,
daha dnce gemel bilgi béliminde anlatilan konumlanmadan birini
gbsteririer. Normal plaklarda Gnivalan, miltivalan ve benzeri snomaliler

gézlenmemektedir (Resimler 3 ve 4).

Resim 1. Ug ayr hicrenin senkronize bélinmesi i1e olusen 120 kromozomiu PMM Plag.

Kromozomlarin hepst telosentrik garinmektedir. Giemsa x immersiyon



e .
)
tg‘\ - ( \ .-

Resim 2. 79 kromozomlu bir PMM pladr. Kontrol grubundan bir preparatta

bulunmaktadir. Giemsa x immersiyon.
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Sekil 2. Tetraploid PMM plegindan hazirlanen 79 kromozomlu keryotip. Bu karyotipin
yapiidigr plak Resim 2'de gériilmektedir. Y kromozomlarindan bir tenesi géruntd alanimn
disinde kelmistir.

Sekil 3 ve 4 de, 3 ve 4 numarah resimlerdeki Ml plaklarindan
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hazirlanan karyotip ve idiogramlar verilmektedir. Karyotipler
hazirlanirken bivalanin relatif blayuklagu dikkate alinarak buytkten
kigige dogru bir sirelama yaprimistirMll plaklar ancak say1 ve uzunluk
bakimindan incelenmiglerdir. Diakinez-M| plaklarinda oldugu gibi bu
plaklarda da kromozomlarin kise kollarinin varligini belgeleyecek

belirtiler ¢ok azdir.

M 11 plaklarindaki kromozomilar mitotik kromozomlar gibi tek tek
bulunmakta, ancak kromatidier zigzagii goruntide ve telomerler
birbirinden gok uzaklasmis durumdadir (Resim 5). Normal ve iyi boyanmis
plaklarda X kromozomu koyuca boyanan, bayik ve kromatidleri gergin
duran bir kromozom, Y ise aynit 6zellikteki en kuglk kromozom olarak
ayirt edilir (Refimﬁ). Sekil 5'de kromozom blyldkligd esas alinarask

hazirlanmis bir M |l karyotipi ve ait oldugu plak gorilmektedir (Resim 7).

Fare testislerinde MC verilerek indiklenen kromozom anomatilerinin
bulunup bulunmadigl her 3 tip metafaz plaklarindan sitogenetik inceleme
ile arastiniimistir. Deney grubu, kontrol grubu ile karsilastirmal
incelendigi gibi, ayni bireyin ilag verilen ve verilmeyen testisleri de
karsilastirmali olarak incelenmistir. ilag verilmeyen testislerden
hazirlanan preparatiardaki metafaz plaklarinin analize uygun olan hepsi

normal kromozom yapisi gostermistir.

Bulgular hem ilacin sistemik etkisinin olmadigi hem ila¢ verilen
tarafta gozienen sapmalarin, farede MC verilmeden 6nce zaten bulundugu

kuskusunun yersizligini kanitlar niteliktedir.
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Resim 3.Normal bir M | pla. Sekil 3.So1daki plaktan hazirianan
Bivalaniar kiszma nedeni ile hag, karyolip ve idiogram.

ybzik, U,V goriniminde.X-Y bivalam
oklia igaretli. Glemsa x immersiyon.
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estm 4Normal M) plad (MC Sekil 4.50ldeki plagin karyotipi,
uygulanmsmig materyaiden).

Giemsa x immersiyon.
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Resim 5.Normal M Il plagi.X kromozomu Resim 6.Aym alanas rastiamig,biri X,digeri

okla isaretli.Giemsa x immersiyon

Y kromozomu igeren 2 M Il plag.

Giemsa X immersiyon.

Deney ve kontrol gruplarindan incelenen PMM plaklarinda ilacin

indikledigi herhangibir anormallige rastlanmamistir.
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Resim 7.Koyu boyanmig bir M 11 plags.
lag verilmemis materyalden elde

_edilmistir.X kromozomu okla iseretli.
Giemsa x immersiyon.

16

Sekil 5.Yandaki plaktan hazirlanan
karyotip (Kromozom biyik1igu
esasalinarak hazirlanmistir).
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incelenen M | plaklarinda gozlenen kromozom dlzensizlikleri belirli
tiplere ayrilarak incelenmigtir. Bunlardan birincisi transiokasyonlari
ifade eden multivalanlardir. Bunlarin doz-yasatiima siresi
kombinasyonlarina dagilimlary Tablo 2'de sayisal ve oransal olarak
verilmektedir. Miltivalanlar metafaz plaginda 2'den fazla kromozomun
birbirleriyle kiazma yapmalari ile ayrilmislardir. Deney grubunda
gdzlenen miltivalanlarin hepsi 4 kromozomu i¢gine alan kuadrivalanlardir.

Bunlarin hem halka hem zincir sekillerine rastlanmistir.

Miltivalanlardan zincir tipi olanlarde yeni dizenlenmis kromozomlar
once normal bivalanda gézlenen konumlardan birini alirlar. Ancak
transioke olan pargalarin homologlari diger kromozom uzerinde
bulundugundan pir normal ve bir translokasyon kromozomu igeren diger
bivalanda kalmistir. Iki bivalan arasinda yer degistiren parc¢alarin
baytklugine baglt cesitli derecelerde kiazma benzeri iliski gézlenir
(Resimler 8-16 ve idiogramlari). Halka veya ylzik tipinde ise yeni
dizenlenmis kromozomlaria bunlarin normal homologlari 4 kromozomlu
bir cember olugtururlar. Kromatidler arasi iliski yine yer degistiren
pargalarin bluydkiagi ile orantih gergeklesir.Boylece telomerlerin uc uca
geldigi ya da daha blyldk distal bdlgeleri igeren 2 kiazma gdzlenir
(Resimler 17-21 ve idiogramlar). Bir Ml plag1 kuadrivalan igeriyorsa 18
normal bivalan yanisira bir biyik halka ya da telomerlerinde kiazma
bulunan 2 bivalan yeni transiokasyon dortlisid gozienir. Bu da ilk bakista

bir bivalanin eksilmis oldugunu disundarebilir.



Resim 8 Resim 9

Resim 10 Resim 11
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Resim 16 Resim 17

Resimler 8- 17. Deney grubundan elde edilen zincir kuadrivalan igerikii M [ plaklar ve
bunlarn idiogramlari. Giemsa x immersiyon.

Resimlerden birinde (Resim 17) gérilen maltivalan 5 kromozom
icermektedir. Miltivalani meydana getiren kromozomlardan dért tanesi
ikiser ikiser bivalan olusturmus ve bivalanlar da transloke parcalarin
telomerileri arasindaki kiazma nedeni ile zincir tipi bir dértld meydana
getirmiglerdir. Miltivalana katilan besinci kromozom ise bivalanlarin
yalniz birigle iligkide olup kromozomilarin kisa kollarinin varhigim
disUndUrmUstir. Boyle besli zincirier kromozomilar arasindaki daha 6nce

olusmus 2 ya da daha ¢ok traslokasyonun vartigina isaret eder.
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Resim 18

Resim20 M Resim 21

Resimler 18-21.Deney grubundsn elde edilen ve halka tipi ku
bunlarin idiogramiart. Giemsa X immersiyon

adrivalan iceren plaklaria
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ilag verilen gruptan hazirianan preparatlardaki multivalanlarin
doz-yasatilma slresi kombinasyonlarina dagﬂlm ikinci tablo ve altinc
sekildeki grafikte verilmistir. Tablodan izlenecegi Uzere bir ve ikinci gun
kombinasyonlarinin hig birinde multivalan olusumu goézlenmemistir.
Baska bir deyisle, verilen dozlardaki ilacin yol agacagi "exchange” tipi

dizensizlikler bir ve ikinci gunlerde ortaya gikmamistir.

On, 15 ve 20nci gunlerde yapilan preparatiarda sirayla 0.5 mg/kg doz
kombinasyonunda 3 (% 0.40), S (% 0.65) ve 8 (8 1.07); 1 mg/kg doz
kombinasyonunda 3 (% 0.44), 7 (% 0.84) ve 12 (8 1.97); 2.5 mg/kg doz
kombinasyonunda 8 (£ 1.03), 11 (X 1{.70), 17 (X 2.97); S mg/kg doz
kombinasyonunda 6 (& 2.08), 7 (8 2.79) ve 8 (& 3.05); son olarak 10
mg/kg doz kembinasyonunda 7 (& 3.24), 10 (84.51) ve 4 (%3.59)
miltivalan gdzienmistir. Kontrol materyali bulgularina bakilarak
multivalantarin ilacin etkisinden ileri geldiklerine karar verilmistir.
Nitekim bu degerlere iki yonlu varyans analizi uygulanarak miltivalan
olugumu bakimindan hem glnlerin hem dozlarin birbirlerinden farkh
oiduklar1 saptanmistir (p<0.001). Yine iki yonld varyans analizi
uygulanarak 0.5-1 ve 2.5 mg/kg dozlarla 2.5 ve S mg/kg dozlar arasinda
farkin bulunmadigi (p>0.05) diger bitin kombinasyontarin farkli oldugu
(p<0.001) bulunmustur. Bir ve ikinci gunler arasinda ayrica 10,15 ve 20~
nci glnler arasinda fark bulunamamis (p>0.05) diger batdn

karsilastirmalarda farkin bulundugu belirlenmistir (p<0.001).

Kontrol grubu preparatlarindaki hucrelerden hig birinde multivalan
gbézlenmemistir. Bir ve ikinci gin kombinasyonlart bulgular kontrol

grubundakilerden farksiz gikmistir (p>0.05).
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Tablo 2.ila¢ verilen grupta gdzlenen miltivalanlarin doz-yasatilma sdresi
kombinasyontarina dagilimi

DOz YASATILMA SURESI(gin)
mg/kg 1 2 10 15 20
ad X+SE ad B+SE ad % + SE ad % + SE ad R

I+

SE

0.5 - - 3 040 021 5 065 028 8 1.07 026
1 - - 3 044 022 7 084 030 12 197 058
25 - - 8 103 043 (1 170 047 17 297 043
5 - - 6 208 068 7 279 060 8 305 076
10 - - 7 324 096 10 451 1.19 4 359 162

Miiltivalan (B)

ST MO5mg/ky KI5 mg/kg

457 EE 1 mg/kg BH 10 mg/kg

4+ 2.5 mg/kg

35+

3—-

25+

2....

15T

i 1

05+

1. glin 2. giin

Sag kalm siiresi

Sekil 6. ilag verilen grupte gozienen miltivalen igerikli M| plaklarinin doz- yagsatiima siresi

kombinasyonlarina dagilhim grefigi.
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ilacin etkisi ile olugan Univalanlar sinaps ve kiazmayi engelleyen
yapisal anormalliklerden kaynaklaniriar. Antibiyotigin verildigi grupta
gozlenen Univalanlarin yaklasik € S0 kadari X ve Y kromozomlarinin
birbirinden ayr1 didsmeleri seklinde gardlmistir (Resim 22). Baylece
psGdootozomal bélgedeki bozukluklara yol agan kirilmalar ve yeni
dizenlenmeler hakkinda fikir edinilmistir. Resim 22 ve bundan hazirlanan
karyotiple idiogram incelenip, 23 ve 24 lncl resimlerdeki X ve Vv
kromozomiart normal plaklardaki (Resimler 3,4) XY bivalan pozisyonuyla
karsilastirildiginda gonozomal Univalanlari tutan degisiklikler daha iyi
anlasilabilir. Otozomal Gnivalanlar daha ¢ok klglk kromozomlarin
eslesememesi ile ortaya c¢ikmislardir. Resimler 25-27 ve ilgili
idiogramlar incelendiginde oteki bivalanlarda kiazma slrerken bir giftin
kiazma yapmayip birbirlerinden oldukg¢a uzakta konumlandig) kolayca
qnlaslllr. Burada rol oynayan faktor, ¢ciftin bir ya da her iki uyesindeki

Kiriimay izleyen ve homolojiyi bozan morfolojik sapmadir.

4 ol Sf o e @;«P % B
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2 3T 4 5 6 7 8
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9 o1 12 13 14 15

£ @ % g 4

16 17 18 i9 X Y

Resim 22. XY Gnivalam igeren bir M1 plagi ve bundan hazirlanan karyotip.
Giemsa x immersiyon
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Resimler 23 ve 24. XY inivalam fgeren iki M | plagi ve idiogramlari.Ayrica otozomal

Univalaniarinda bulundugu sajdaki resimde X ve Y nin birbirine uzakligi dikkat cekici
boyuttadir. Giemsa x immersiyon.

€ @ s\&’y

Resim 25. Otozoma!l Onivelanlan igeren Resim 26. Otozomal Univalen iceren tetraploid
M plagi (nivelaniar okla isaretii). M | pladi (inivalenlar okla isaretit)
Gimsa x immersiyon. Giemsa x immersiyon.
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X

Resim 27. Otozomal Gnivalaniar iceren M 1 piad1 ve bunden gizilen idiogram,
Giemsa ¥ tmmersiyon.

ilacin verildidi grupta ilk ve ikinciw gun preperatlarindan 0.5 mg/kg
doz-1 gin kgmbinasyonunda 1 (% 0.19), aynt dozun ikinci gun
kombinasyonunda yine 1 (€ 0.11), 1 mg/kg-1 giin kombinasyonunda keza 1
(£0.19), 2.5 mg/kg-2 gun kombinasyonunda 2 (% 0.86) ve 10 mg/kg-2 gin
kombinasyonunda 1 (% 0.23) Univalan gézlenmistir (Table 3). Tablodan
izlenecegi Gzere 10,15 ve 20 inci gin kombinasyonlariyla olusan
Gnivalanlarin dagitimi sirayla 0.5 mg/kg dozla 22 (% 3.06), 25 (% 3.59)
ve 26 (% 3.97); 1 mg/kg doz kombinasyonunda 25 (& 2.98), 29 (% 7.69) ve
31 (% 6.81); 2.5 mg/kg doz kombinasyonunde 24(% 5.69), 36 (% 6.66), 47
(% 8.38); S mg/kg doz kombinasyonunda 33 (% 9.44), 29 (% 10.77) ve 32
(8 15.25); son olarak 10 mg/kg doz kombinasyanunda 25 (% 10.68), 30
(13.91) ve 5 (%4.76) dnivalan gézlenmistir. Univalan olusma oranlan
agisindan kombinasyonlara uygulanan iki yénlu varyans analizi hem
dozlar hem glnler arasinda farkin bulundugunu gostermistir (p<0.001).
Birinci ve ikinci ginler arasinda ayrica 15 .inci ve 20 inci glnler arasinda

}farkm‘olmadtgi (p>0.05) fakat diger butin karsilastirmalarda farkliligin
bulundugu anlasiimistir (p<0.01).



40

Tablo 3.Deney grubunda gozlenen Gnivalanlarin doz-yasatilma siuresi kombinasyon-
larina dagilim

boZ YASATILMA SURESIH (gun)
1 2 10 15 20

mg/’kg ad. 8 SE ad & SE ad. 8 SE ad. & S.E ad. % S.E
05 1 0.19 0.19 1 0.11 0.11 22 3.06 059 25 359 040 26 397 054
1 1 0.19 0.19 - 25 298 069 29 769 (.13 31 681 1.03
25 - 2 0.86 0.72 24 569 054 36 666 046 47 838 095
S - - 33 944 253 29 108 148 32 153 288
10 - 1 0.23 0.23 25 10.7 183 30 139 229 S 476 1.73

Univalan (R) MO0 .5 mg/kg 5 mg/kg

16 1
Bt mg/kg B 10 mg/kg
14t N2.5mg/kg

0

12 +

10 1

/777777777777

o P77 /)
5 Y7777777777777777)

LSS,

/77 L LY

7 I

0 - s s kY 3 a3
1 giin 2 giin 10 giin 15 20 giin
Sag kahm siiresi

(=]

Sekil 7.Deney grbunda gdzlenen Univalanlarin doz-yasatiima siresi kombinasyonlarina degilim grafigi.

Kromozomlar: tutan yap1 dizensizliklerinden fragmanlar doz-yasatilma siresi
kombinasyonlarinda 1Ouncu giinden itibaren gézlenmeye baslamis, sadece 2.5 mg/kg
dozun 2nci gin kombinasyonunda 2 tane (% 0.23) izokromatid fragman (iki

kromatidli) gérulmistir (Tablo 4). Yanilgidan kurtulmak amaciyla genellikle
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izokromatid fragmanler dikkate alinmis, tek zincirdekilerin artefakt
olup olmadiklary ayirt edilemedigi i¢in degerlendirmeye alinmamislardir.
Yirmisekiz ve 3OQuncu resimlerdeki plaklar izokromatid fragman
igermektedirler. Bunlar homolag ¢iftin ya her iki Uyesinin birden ya da bir
Gyenin iki kromatidinin de kirilip, kopan pargalarin bir arada bulunmasiyla
ileri gelen bir anormalliktir. Diakinez-M| plaklarinda gozienen bu g¢ift
kromatidli parcalar buyik olasilikla birinci meiotik bdélinmenin
baglarinda meydana gelmis, onaritamamis ve hendz hicre bdlinmedigi igin
de kaybolmamiglardir. Resimlerde gorialen parcalarin 3 tanesi de birer
bivalana ¢ok yakin konumlanmis ya da onunla hala iliskilerini
surdarmektedirler. Bu iliskiye izokromatid fragman asosyasyonu denir (3).
Fragman muhtemelen koptugu kromozom bdlgesine yakin konumlanarak
homologu olanwbél'geler]e sinaps ya da kiazma iliskilerine girmeye

calismaktadir (Resimler 28-30 ve idiogramlari).

Tablodan izlenecegi Uzere 10,15 ve 20 inci gln kombinasyonlarinda
gbzlenen izokromatid fragmanlarin dagilimi sirayla 0.5 mg/kg doz
kombinasyonunda 1 (% 0.18), 6 (% 0.90) ve 2 (8 0.50); 1 mg/kg doz
kombinasyonunda 1 (% 0.26), 3 (% 0.36) ve 8 (% 1.53); 2.5 mg/kg doz
kombinasyonunda 3 (8 0.89), 0 (% 0.00), 6 (% 1.03); 5 mg/kg doz
kombinasyonunda 5 (& 1.31), 3 (% 1.23) ve 4 (% 1.31); son olarak 10 mg/kg
doz kombinasyonunda 3 (%8 1.22), 5 (8 2.13) ve 0 (& 0.00) olmustur (Sekil
8). Uygulanan iki yontu varyans analizi sonucunda jzokromatid fragman
olusumunun dozlar arasin farkli olmadigi (p>0.05), gunler arasindaysa
farkin bulundugu anlasilmistir (p<0.001). Bir ve 2nci glnler arasinda
ayrica 10, 15, 20nci glnler arasinda farkliligin bulunmadigi (p>0.05) diger

butin karsilagtirmalarda anlamli farkliligin bulundugu anlasgiimistir
(p<0.01).



Resimler 28 - 30, izokromatid Tragmen fceren M | Pleklart ve idiogramian. Giemss x
immersiyon.
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Tablo 4. Deney grubunda gézlenen izokromatik fragmanlarin doz-yasatiima siiresi
kombinasyonlarina dagilimi.

Doz YASATILMA SURESI (gan)
1 2 10 15 20
mg/kg aed. 8 SE. ad & SE ad ¥ S.E ad. X% S.E ad. % S.E
0.5 - - t 0.18 0.17 6 090 047 2 050 0.39
1 - - 1 026 0.26 3 036 0.25 8 153 079
25 - 2 023 023 3 089 060 ) - 6 1.03 029
S5 - - S 1.31 056 3 132 067 4 131 068
10 - - 3 122 065 S 213 1.2 -
Fragman (%)
25T 0.5 mg/kg 5 mg/kg
Ed1 mg/kg B 10 mg/kg
21 EA2.5 mg/kg
15 'l"
1 WL
05T
o 7

1 giin 2 glin

Sag kalim siresi

Sekil 8. Deney grubunda gézlenen izokromatik fragmanlarin doz-yasatiima siresi kombinasyoniarina

dagihim grafigi.
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Diakinez- Ml plaklarinda gozlenen anomalileri topluca vermeden dnce
homologlarin yalniz tek kromatidlerini ya da bir kromatidin sadece belirli
kesimini tutan eksik kiazmalardan s6z edilmelidir. Resimler 31 ve 32 ile
gdsterilen plaklarda eksik kiazma yapan birer bivalan vardir. Bunlardan
ilkinde homolog kromozomlar yalmiz bir kollariyla (Resim 31),ikincisinde
birer kromatidierinin distal bdolgeleri ile kiazma yapmislrdir. Diger kollar
bivalan olusumuna katilmamislardir. Bivalanlarin kiazma yapmayan
boélimlerinde daha d6nce gerceklesen ve homolojiyi bozan bir sapmanin
varligt distndimistdr. Homolog olmayan kesimlerin bliyuklugine ragmen
kuadrivalan olugmamasi, cevrede fragman gdzlenmemesi translokasyon
olasiligint ortadan kaldirmistir. Kiazma yapmayan bdélgelerin
buyukluklerinin birbirine yakinhig: delesyon ya da duplikasyon olasiligini

da ortadan kaldyrmistir.

@ ew s

%

) . A .

Resimler 31 ve 32. Inversiyon nedeni ile yalniz birer kromatidierinin telomerieri ile
kiazma yapan bivalan igerikli M | plaklar (eksik kiazmali bivalanlar ok isareti ile
gdsteriimistir). Giemsa x immersion
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Boylece kiazma yapmayan bédlgedeki tek kromozomda gergeklesen bir
kirilip ters donerek yapisma olasiligi disliniimistar. Bu tar bir olay, yani,
inversiyon homolog kromatidlerden birindeki sekansi ters gevireceginden
sinaps ve kiazma mamkin olmayacaktir. Kontrol grubunda fragman yam

sira bdyle dizensizliklere rastlanmamistir

Eksik kiazma yapan bivalan igerikli plaklar sayilarinin azligindan
dolayr anomalilerin topluca verildigi tablo ve grafikte degerlendirmeye

alinmakla yetinilmistir.

incelenen diakinez-M | plaklarinda kromozom bozuklugu icerenlerin
doz- yasatilma siresine dagilimlar topluca Sinci tabloda verilmistir. ilk
gun preparatliarinda 0.5 mg/kg dozla 1 (% 0.19) vé 1 mg/kg dozla 2 (%
0.41); 2nci gin preparatlarinda ise 2.5 mg/kg dozla 3 (% 1.00) ve 10 mg/kg
dozla 1 (% 0.23) anormal hucre bulunmustur. Tablodan izlenecegi Uzere 10,
15 ve 20 nci gin kombinasyonlarindaki anormal hiicrelerin dagilimi sayi
ve yUzde olarak sirayla, 0.5 mg/kg dozla 26 (% 3.64), 33 (% 4.50) ve 36 (%
5.54); 1 mg/kg doz kombinasyonunda 29 (% 3.57), 39 (8 4.86) ve 54 (&
10.30); 2.5 mg/kg doz kombinasyonunda 38 (% 7.16, biri inversiyon &
0.10£0.10), 49 (% 8.35, biri inversiyon £0.19:0.19), 39 (8 14.32) ve 43 (%
19.62); son olarak 10 mg/kg doz kombinasyonunda 35 (% 15.02), 45 (%
21.72) ve 8 (8 8.35) seklinde bulunmuslardir. Bu dagilim Sekil 9'daki
grafikte verilmistir. Uygulanan 2 yonlid varyans analizi sonucunda
kromozom bozuklugu gdsteren hiicre orani bakimindan dozlar arasinda ve
gunler arasinda farkliligin bulundugu saptanmistir (p< 0.001). Ganler sabit
tutuldugunda dozlardan 0.5 mg ile 1 mg arasinda ve 5 mg ile 10 mg
arasinda farkliligin bulunmadigi (p < 0.05), dozlar sabit tutuldugunda ise
birinci ve ikinci glnler arasinda ayrice onuncu ve onbesinci ginler
arasinda farkli11gin bulunmadigi (p < 0.05) ve diger butan karsilastirmalarda

anlaml1 farklil1din bulundugu anlasiimistir (p< 0.01).
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Tablo 6.Deney grubunda gdzlenen anormal kromozom igerikli M | plaklarinin doz-
yasatiima suresi kombinasyonlarina dagilimi.

Doz YASATILMA SURESI (gun)
1 2 10 15 20

mg/kg ad. 8 SE. ad & SE ad. % SE ad & SE ad & SE
0.5 1 0.19 0.19 - 26 364 044 33 450 066 36 55 0.59
1 2 041 041 - 29 357 088 39 406 1.09 54 10.3 0.94
25 - 3 100 072 38 7.16 056 49 835 032 70 124 1.26
5 - - 46 13.0 257 39 143 257 43 196 3.29
1o - 1 023 023 35 150 246 45 217 280 8 04 201

MOSmg/kg KNS5 mg/kg

iiid 1 /k 10 mg/k
Anormal hiicre (%) mg/kg B 10 mg/kg
25 - AN 2.5 mg/kg

20 +

1S +

o -@ A\

1. giin 2. glin

Sag kahm siiresi

Sekil 9.Deney grubu preperstisrdes gdzienen anormal! M | plaklarinin doz-yesatilme siresi
kombinasyonlarina degdilim grafigi.
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Daha dnce belirtildigi gibi ilacin etkisine baglh kromozomal
bozukluklar Mil plaklarinda ancak sayisal sapmalar seklinde gozlenebilir.
MIl plaklari degerlendirilerken sadece 20 kromozomliu plaklar normal
sayiimis, 19 ve 21 kromozomlu plaklar dahil dtekilerin hepsi anormal
kabul edilmistir. Bununla beraber kromozom sayis1 19 dan az ve 21'den
¢ok olan andploid plaklar teknik nedenlere ‘baglanarak degerlendirmeye
alinmamiglardir. Mil plaklarindaki sayisal sapmalar kromozomlarda
birinci meiotik bdélinme sirasinda var olan yapisal anomalilerin sonucu
olup onlarin anafaz |'de normal segregasyon gdsterememesinin
Uranadiarier. Kromozomun sentromer bdlgesindeki bozuklugun ig
ipliklerine baglanmay! engellemesi alternatif mekanizma olarak

distndimustar.

Resimler 33 a ve b bunlardan 21 kromozomlu, resim 34 ise 19

kromozomlu Mll plaklarim géstermektedirier.

Resim 33 a ve b. 21 kromozomiu bir M 11 plakian ve bunlardan hazirlanan idiogramiar.
GiemseaXimmersiyon,
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Resim 34.19 kromozomilu Mil ptagi ve bunden hezirlansn idiogram.
Giemsa x immersiyon.

Deney grubunda gdzienen sayisal kromozom anomalili Mll plaklarinin
doz-yasatiima,siresi kombinasyonlarina dagilimi Tablo 7 ve Sekil 10 daki
grafikte verilmistir. i1k ve ikinci gin kombinasyonlarinda 1 mg/kg-1
ginle 1 (& 0.25), 2.5 mg/kg-2 ginle 1 (8 0.15) ve 10 mg /kg-2 ginle 1(%
0.46) sayisal sapma igeren MIl plagi olusmustur. Tablodan izlenecegi
uzere 10,15 ve 20nci gln k'ombinasgonlarmda sirayla 0.5 mg/kg dozla 5(%
1.09), 6 (% 1.05) ve 1 (% 0.13); 1 mg/kg doz kombinasyonunda 4 (% 0.97), 4
(8 0.85) ve 9 (% 1.84); 2.5 mg/kg doz kombinasyonunda 2 (% 0.61), 2 (%
0.61), 11 (% 2.59); S mg/kg doz kombinasyonunda 3 (% 0.98), 3 (& 1.53) ve
6 (% 2.84); son olarak 10 mg/kg doz kombinasyonunda 4 (& 1.66), 5 (%
3.56) ve 0 (% 0.00) olmustur. Bulgulara iki yonlt varyans analizi
uygulandiginda sayisal kromozom sapmali Mil oranlari bekimindan dozlar
arasinda farkin olmadigi (p>0.05) fakat ginler arasinda farkhiligin
bulundugu anlaesiimistir (p<0.001). Birinci gin ile ikinci ve yirminci gunler
arasinda ayrica 10,15 ve 20nci gunler arasinda fark bulunmamis (p>0.05),

diger batan k'arsnlélstﬂirmalarda anlaml farklilik bulunmustur (p<0.05).
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Tablo 7.Sayisal kromozom sapmas1 igceren M |l plakiarinin doz-yasatiima suresi
kombinasyontarina dagilimi.

DOz YASATILMA SURESI (gln)
i 2 10 i5 20

mg/kg ad. & SE ad & SE ad. % SE ad & SE ad & SE
05 - - 5 109 047 6 105 053 t 0.13 0.13
1 {f 0.25 0.25 - 4 097 051 4 085 040 9 1.84 093
25 - {1 0.15 0.15 2 061 046 2 0.61 046 11 2.59 091
5 - - 3 098 053 3 153 093 6 2.84 1.18
10 - 1 0.46 0.46 4 166 086 5 356 107

21 ve 19 kromozomlu M [ plaklar: (%)
4 -

0.5 mg/kg KI5 mg/kg
EE 1 mg/kg B 10 mg/kg
34+ N 2.5 mg/kg

35+

251
2+
1571
1+

0.5 T

0 : M R
: 1. giin » 2. gin 10. giin 15. glin 20. glin
Sag kahm siiresi

Sekil 10.Say1sal kromozom sapmasi iceren M ti plaklarnin doz-yasatilma siresi
kombinasyontearina degilim grefigi.
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S5.TARTISMA

MC enjeksiyonu yapilan testisteki makroskobik degisiklikler, asin
yaglanma ve atrofidir. ilacin dozundaki ve gasatilma siresindeki artisa
paralel olarak artan bu degisikliklerden ikincisi doza ve slreye bagh

olarak artan hicresel dejenerasyonla birlikte gelismistir.

MC'nin spermatogonyal hiicreler (zerine kromozomal dlzensizlik
yapic1 etkisi doz-yasatilma slresi kombinasyonlarindan hi¢ birinde
gosterilememigtir. S6z konusu mutajenik ajanin bu basamaktaki (PMM)
hicrelerde spesifik nokta mutasyonlarinm indikleyici etkisi (1) bilinmekle
birlikte nokta mutasyonlarinin ve birkag geni tutacak ama hala mikro
dizeydeki mutasyonlarin, kromozomlarin incelenmesiyle saptanmasi

olanag) yoktur.

PMM plaklari, kontrol grubundakiler dahil, bitun preparatiarda Ml ve
Mil plaklarindan daha disik sayide bulundugunden, ilacin dozuyle
hayvanin yasatiima sirelerine gore bu plaklarin sayisindaki dedisiklik
belli bir kaliba sokulamamistir. Sadece 2.5 mg/kg doz kombinasyonlarinda
PMM  sayis1 diger kombinasyoniardakinden dusik g¢ikmistir. Bunun
nedenleri arasinds, 2.5 mg/kg dozunh diger dozlardan daha kuvvetli etki
gostermesi, bu dozun uygulandigi farelerin dtekilerden 2 hafta daha geng
olmalary (arastirmada 10-12 haftalik fareler kullaniimistir), mevsimsel
farklitiklar ve bunlara bagli hormonal degisiklikler gibi predispozan
etkiler sayilabilir. Yihé de kontrol grubundan bir preparatta ortalama 19.4

PMM saptanirken deney grubunda bu rakam ortalama 10.3 (2.5 mg/kg
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kombinasyonlari da eklenirse 9.2) bulunmustur. Yani deney grubunda bir
preparatta gbzlenen PMM sayis1 & 46.9 (ya da & 52.6) kadar azalmistir.
Azalma MC'nin hlcrelere karsi letal etkisinden kaynaklanmistir. Bulgu

Adler (9) terafindan varilan sonuglaria ayni dogrultudadir.

MC'nin primer ve sekonder spermatosit kromozomlari Uzerine
etkilerine ge¢cmeden once MI/MIl oranlar1 ele alinacaktir. Bu oran
literatirde 35/15=2.33 bildiriimis, kontrol grubumuzde ise 2.18
cikmistir (3). Farklilik, fare soylarinin ayriligi kadar oteki teknik
ayrintilardan da kaynaklanmis olabilir. Oran deney kombinasyonlarinda
dozun yluksellilmesi ve yasatilma siresinin uzatiimasine bagli olarak
ortalama 1.63 e digmistir (Tablo 1 ve Sekil 1). MI/Mll oranindaki azalma
ilacin primer spermatositier Gzerine 61dlrdcd etki yaptigim, etkinin Mi|
plag dizeyinde kendini hissettirebilmesi igin daha uzun sire gerektigini,
ayrica bir kez enjeksiyonia verilen ilacin uzun sire etkin kalabildigini
gosterir. Literatir taramasindea MC ya da bagska bir mutajenin MI/MII
oranina etkisini dokimante edecek bilgi elde edilememis ve karsilastirma

yapitamamisgtir,

Bilindigi gibi diakinez-MI, primer spermatositierin meiotik
bolunmeye baglarken gegirdikleri S déneminden 10-12 giin sonraya rastlar
(35). Bu sire igerisinde S evresindeyken ilacin etkisinde kalan primer
spermatositler zarar gdormeyebilecekleri gibi, kromozomlarinda gesitli
bozukluklar meydana gelebilir ya da sitotoksik etki ytzinden 6lebilirier.
ilac verildikten sonra S evresine giren primer spermatositlerden
gelisecek sekonder spermatositierin ve dolayisiyla dizensizliklerin
ortaya gcikmasi igin gérekli stre 12 gunlU asacaktadir. 0 nedenle her iki

basamektaki metafez plaklari eszalmis fekat baslangicte primer
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spermatositlerin sekonder olanlara orsnla daha g¢ok azaldiklar
gozlenmistir. Nitekim MI/MIl oranlarindeki disis ilk glnlerde daha

siddetliyken, sonraki giinlerde hiicre sayilari1 sirekli azaldig) halde
yavaslamistir.

MC'nin indikledigi kromozom dizensizlikleri Ml plaklarinda
multivalan, gonozomal ve otozomal lnivalanlar ile fragmanlar seklinde

klasifikasyon yapilarak arastiriimstir.

MC'nin etkisi ile gelisen kromazom bozukluklari Ml plaklarinda
enjeksiyonlardan 10 gin sonra gérilmeye baslanmistir (Tablo 2).
Maltivalanlara yizde oranlari dikkate alinarak bakildiginda 10 mg/kg
doz-20 gin digindaki kombinasyonlarda dozun artliriimasi ve surenin
uzatilmasina bagh artis gézlenmigtir. Ayni durum Univalan ylGzdeleri ig¢in
de gegerlidir (Tablo 3). Hem maltivalan hem Univalan yuzdeleri 10 mg/kg
dozun 20 gin kombinasyonunda dismistiur. Bu diger doz-yasatiima siresi
kombinasyonlarindaki gelismeye ters dlisen, beklenmedik bir olaydir ki
deneysel prosediirden ya da ilacin hlcre-letal etkisi sonucu hicre
.sayisindaki azalmadan ileri gelmis olabilir. Ginka, 10 mg/kg-15 gin
kombinasyonunda bir preparatta ortalama 21.5 hiicre vgrken, ayn1 dozun 20
gin kombinasyonundaki preparatlarda bu rakam 9.4 olmustur. Baska bir
deyisle, bir preparattan incelenebilen Ml plagi sayisi ortalama & 56.3
oraninda azalmistir. Bu azalma verilen dozdaki ilacin 20 gin iceh‘sinde
hicre 6limine yol agacak kromozomal ya da hicresel bozukluklan
indiklemesinden kaynaklanmistir. ilacin etkinliginin bitmesi de ileri
sirilebilir, ne var k1 diggr dozlarda etki devam ederken en gﬁksek doz i¢in

boyle bir dasinceyi desteklemek mumkan olmamaistir.



53

mC'nin indiikledigi translokasyoniarda transpoze olan parc¢alarin
kiiciklaginden dolayr maitivalan olusamamasi, ayrica ilactan etkilenen
heterokromatindeki homolog olmayan sinapslar ve tim kol degisimleri
yazinden fark edilmeleri oldukga zordur (1). Bundan dolay! ilag verilen
farelerde primer spermatosit kromozomlarindaki translokasyonlarin
gozlenenlerden daha fazla sayida olabilecekleri tahmin edilmigtir.
inversiyon yuzunden eksik kiazma igerikli bivalanlarin ¢ok dusik oranda

bulunmalar: da ayn1 nedene baglanmistir (1).

Univelanlarin biuyuk bélamani XY ¢iftinin (gonozomal univalanlar)
otozomal olanlarin gogunu ise kiglk kromozom g¢iftlerinin meydana
getirdikieri anlagiimistir. Bu goziem psédootozomal bdligeyle en kiglk
otozomsl giftlerin kirilma ve yeni dizenlenmelere elverisli olduklarini
ayrica bu kromozomlardaki yeni duzenlenmelerin sinaps ve kiazma
olusumunu engellediklerini dislUndirmistar. Otekiler gibi hem bu
kromozomlerda hem psddootozomal bélgede sinaps ve kiazma igin
homoloji ¢ok dnemlidir. Ganki Ml plaklarindaki dnivalanlar, tipk:
multivalanlar gibi translokasyon, diplikasyon, inversiyon ve benzeri
morfolojik duzensizliklerin bivalanlar arasindaki homolojiyi bozmasiyla

ortaya gikariar (66).

Deney grubunde fragman iceren plaklar beklenenden daha az
gézlenmistir (8 0.18 ile 2.13 arasinda fragman olusmustur). Ayrica ne
dozun ne de hayvanin yasatiima slresinin uzatilmasinin dizenli bir
fragman artisina yol agtigi belirlenebilmistir. Bunun nedeni blyuk
olasilikla kirilan pargalarin eski yerlerine yapigsmis ya da yeni
dizenlenmelere k.a{ivfrvﬁls olmalaridir. Maltivalan ve Gnivalanlarin artisi

bunu desteklemektedir. Fragmaniarin gok kigik olmalar: nedeni ile gbzden
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kacmalart ya da artefaktlarla karigstiriimalari elbette gdzden 1rak
tutulamaz. Agik ki kromozom kiriklar1 MC etkisinin degerlendirilmesinde

parametre degildir.

M I plaklarinda simdiye kadar s6zl edilen kromozom bozukiuklarinin
hepsi de kromozom kirilmalarina yani MC'nin klastojenik etkisine
belgedir. Bu etkinin dlizeyini daha iyi anlamak i¢cin ortaya ¢ikan sapmalari
topluca incelemek gerekir (Tablo 6). Deney materyalinin doz-gin
kombinasyonlarinda toplam anomali ylzdelerinin doza ve sireye bagh
kalarak arttiklari, 10 mg/kg-20 gin kombinasyonunda daha dénce soézi
edilen azalma ve gergek anomali oraninin gézlenenden daha yliksek
olabilecegi dikkate alinarak MC'nin primer spermatositierden en az
ortalama % 3.64 ile 21.72 kadarinda kromozomal bozukluklara yol agtigi
sdylenebilir. Literatir taramasiyla MC'nin ne testis icine dogrudan
enjeksiyonla verildiginde ne de uyguladigimiz doz ve slrelerde Ml ve MI|
kromozomlari Uzerine etkilerini dokiimante edecek bilgi saglanamamis ve

karsilastirma yapilamamistir.

Sayisal kromozom sapmasi bulunan Mil plaklari da diger anormal
metafaz plaklari gibi 1 ve 2 gin kombinasyonlarinda ¢ok dislk sayilarda
gézlenmis (Tablo 7), enjeksiyondan 10 giin sonra anlamli bigimde
yikselme baslamistir. Bununla beraber enjeksiyondan 10 ve 15 gun sonra
beklenenin tersine doza yahut sireye bagli dizenli bir artis saptanamams
sadece 10 mg/kg-20 gin kombinasyonunda 19 ya da 21 kromozomlu
anoploid MII plaklarina rastlanmamistir. Anoploid plaklarin varhig
istatistiksel dGzeyde anlamii karsilanirken 0.5 mg/kg-20 gln
kombinasyonundaki dﬁsﬁkl(jk primer spermatositierdeki morfolojik

kromozom bozukluklarinin MIl plakiarina sayisal anomali seklinde heniz
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yansimadigini ddsundarmastar. Buna karsilik 1, 2.5 ve 5 mg/kg-20 gin
kombinasyonlarinda, daha Kisa sirelere gére daha yiksek oranda anormal
Mil gérdimustar. Simdiye kadarki bulgular iki olasilig1 akla getirmigtir.
Birincisi, doz-siire kombinasyonlarina bagh sayisal kromozom sapmali
M1l plagt oranlarinin dizenli artisa ulagsmasi igin farelerin daha uzun
yasatiimas1 gerekmektedir ki bdylesine bir beklenti atrofi yazinden
dzellikle yiksek dozlar igin gergeklesmeyebilir. ikincisi, spermatogonyal
kromozomlarda olusan spesifik nokta mutasyonlariyla primer
spermatositlerde meydana gelen bazi kromozom dlzensizliklerinin Mil ye
ulesamadan letal etki yaratmasidir ki elbet sonraki hiicre bélinmelerinde
gérilmeyecektir. 0 ytuzden 19 ve 21 kromozomiu Mil plag:r sayilarinin
preparatlarda gozlenme sikligi doz ya da sireye baglt kalmamaktadir.
Denilebilir ki, degisiklik sirip gidecektir. Ayn1 preparattaki 19 ve 21
kromozomlu MII plag: sayilarimn birbirine denk digsmemesi teknigin de bir

degisken oldugunu ortays koymaya yeter.

Adler (1) pre-meiotik basamaklerda ve diskinez éncesinde dogal bir
germinatif seleksiyonun varligimi ileri surmektedir. Buna gére normal
erkek farelerde anormal spermatogonya ve primer spermatositler
digkinez oncesinde elimine olmaktadir. Germinalif seleksiyondan sonraki
basamaklarda gdzienen ve MC'nin etkisiyle olusan kromozom
bozukluklarini igeren hicrelerin fertilizasyona katiima sanslari da gozden
1rak tutulamaz. Bundan dolayr anormal sekonder spermatositlerin hepsinin
spermatozoona donismeyi ve fertilizasyona katilmayi bagardiklary kabul
edilirse 10 mg/kg disindaki dozlarin uygulandigr farelerde 10 ve 20nci
glnler arasindeki slrede kromozom sapmasi igeren zigot yarstma riskinin
® 0.13 ile '2.84 arévsinda olacagl ongdrulmustur. Daha 6nce agiklandigi

Uzere Mll kromozomlarindaki ne mikro ne de makro diizeydeki yapisal
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dazensizlikleri sitogenetik yéntemle saptamak mimkin olmadigindan bu
minimal bir degerdir. Tam anomalilerin belirlenmesi halinde 6ngdralen

riskin yukselecegi agiktir.
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6.SONUG

Burada sunulan caligsmanin amaglarindan biri testis kanalciklarinda
bulunan spermatogonyal hicrelerte meiotik I've Il metafaz plaklarindan
yararianarak fare karyotipiyle idiogramini hezirlamaktir. Taekdir edilecegi

Gzere, sunulan fotograf, karyotip ve idiogramlarden bu amaca

ulasiimistir.

Calismanin bir baska amaci1 ise dogrudan testis igerisine bir kez
enjeksiyonla verilecek degisik dozlardaki Mitomisin-C'nin gegitli gelisme
basamaklarindeki germinal hicrelerin kromozomlari Uzerine etkilerinin
arastiriimasidir. Bu amag igin S ayri doz ve 5 ayr1 yagsatilma siresi ile
olusturulan farklt 25 kombinasyon karsilastirmali olarak hem

makroskopik hem sitogenetik dizeylerde incelenmistir.
Bulgular Mitomisin-C'nin

a)Sitotoksik etki sonucu gelisen hicresel dejenerasyondan

kaynaklanan, doza ve siireye bagli testis atrofisine,

b)Letal etkiyle spermatogonyal hiicrelerie birinci ve ikinci meiotik
metafaz plaklarinda azalmaya,

C)MI/MII oranlarinda diusmeye, yani sitotoksitenin éncelikie daha gok

primer spermatositierde belirmesine,
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d)Primer spermatositlerde kromozom kiriklarina, yeni

dizenlenmelerin ve sonugta multivalan, Univalan, fragman ve eksik
kiazmalarin olusumlarina,

e)Primer spermatositlerdeki yeni dizenlenmeler yuzinden birinci
anafazda kromozomlarin ayrilamamasina, dolayisiyla, 19 ve 21
kromozomlu andploid MIl plaklarinin ortaya g¢ikmasina yol ag¢tigi
belirlenmistir.

Bu bulgularin 1g1ginda dogrudan testis igerisine enjekte edilecek
MC’nin albino erkek farelerde reprodiksiyonu ortalama & 0.13 ile 2.84

arasinda olumsuz yonde etkileme riski yaratabilecegine karar verilmigtir.
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7.GZET

Bu calismada klastojenik 6zelligi bilinen ve antikansorejen olarak
kullanilen Mitomisin-C'nin fare germinatif doku hicrelerine etkileri
arastinimistir.

Bu amagla 250 tane normal, saglikli, erkek, isvigre soyu albino fare
kullantimigtir. Standart yemle beslenen hayvanlarin sol testislerine,
Mitomisin-C'nin serum fizyolojik ¢dzeltisi 0.5, 1, 2.5, 5, 10 mg/kg
dozlarda enjekte edilmistir. Aym hayvanlarin sag testislerine serum
fizyolojik epjeksiyonu yapiimis ve bunlar kontrol grubu olarak
kullanilmislardir. Ayrica 15 farenin iki testisine birden serum fizyolojik
enjeksiyonu yapilarak kontrol materyalinin sayist 280 testise

cikariimistir.

Mitotik ve meiotik kromozom analizleri igin enjeksiyondan 1, 2, 10,
1S ve 20 gin sonra hayvanlar 6ldurilerek spermatogonyum ile primer ve
sekonder spermatositlieri birlikte iceren preparatiar hazirlanip Giemsa
bogam ile boyanmis ve immersiyon buyitmesi ile incelenmigtir. ilacin
etkisini belirlemek Gzere metafaz |/metafaz I (MI/MII) oram,
pre-meiotik mitoz, primer' ve sekonder meiotik metafaz plakiarindaki

kromozomlarin yapi ve sayilarina bakitmigtir.

Mitomisin-C'nin sitotoksik etkisiyle testisler kugcuimis, MI/MII
orani dUsmis, spermatogonyal hucrelerle primer ve sekonder

spermatositierin sayisinda azalma gézlenmigtir. Spermatogonyal
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hiucrelerde herhangi kromozom dizensizligine rastlanmamis, fakat primer
ve sekonder spermatositlerde, Mitomisin~-C enjeksiyonunu izleyen ilk iki
gun harig, sonraki glnlerde yapisal kromozom dizensizlikleri
gozlenmistir. Enjeksiyondan 10,15 ve 20 gin sonra hazirlanan
preparatlarda sirasiyla primer spermatositlierin 8 6.75, 7.25 ve 8.46
kadarinin en az bir kromozomal dizensizlik gesidi igerdigi saptanmistir.
Sekonder spermatositierde ayni gunlerde sirasiyla % 0.16, 1.10 ve 1.90
oranlarinda sayisal kromozom sapmast bulunmustur. M| plaklarindaki
duzensizlikler multivalan, otozomal ve gonozomal Gnivalan, izokromatik
fragman seklinde, Mil plaklarindakilerse 19 ve 214 anoploid kromozom

sayisi seklinde ortaya ¢cikmistir.

Sonug olagak Mitomisin-C, pre-meiotik basamaklarda ve diakinez
oncesinde gelisecek germinal seleksiyon sonrasinda gézlenen kromozom
kiriimalarine, yenidizenlenmelere ve sayisal sapmalera neden
olmaktadir. Bunlarin reprodiktif Grinleri & 0.13-2.84 oraninda
etkileyecegi ongordlmis, o yuzden ilacin daha ileri erastirmalarinin

yapilmasinmin yararh olacag sonucuna variimistir.
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INVESTIGATIONS OF MITOMYCIN-C ON MEIOTIC
CHROMOSOMES AFTER DIRECT INJECTION
INTO TESTICLES OF MALE ALBINO SWISS MICE

8.SUMMARY

In this work effects of Mitomycin-C, an antibiotic with proven
clastogenic and anticancerous features, on germinal cells of the mice

were investigated. For this purpose 250 normal healthy male mice of

Swiss albino stock were used.

Animals were fed with standard diet and kept in optimal conditions.
Mitomycine-C dissolved in physiclogical salt solution was injected to
the left testicle, directly, in doses 0.5, 1, 2.5, 5 and 10 mg/kg body
weight. To the other testicle of same animal physiological salt solution
was administered and they served as control. Besides, 15 other mice
served as controls after being given only salt solution to both testicles,
thus rising controls to 280 testicles. Animals were killed on 1st, 2nd,
10th, 15th and 20th days following administration of the drug to study
mitotic and meiotic chromosomes. Slides were so prepared as to contain
both spermatogonia and primary and secondary spermatocytes. They were
stained with standard Giemsa solution. In order to investigate the
effects of the agent ratio of metaphase | and metaphase |l plaques
(MI/MI1), pre-meiotic mitoses, and primary and secondary meiotic
metaphases were asse‘é‘ood with respect to the number and shape of the

chromosomes under immersion objective.
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It has been found that testicles were reduced in size, MI/Mil ratio
was decreased, and the number of spermatogonia as well as primary and
secondary spermatocytes were reduced due to the action of Mitomycin-C.
While no chromosome abnormality was so far revealed in spermatogonial
cells, primary and secondary spermatocytes, with the exception of those
obtained from animals sacrificed within the first two days, showed
structural abberations. In those preparations obtained 10, 15 and 20 days
later following treatment it was found that there was at least one
abnormality in primary spermatocytes with the rates 6.75, 7.25 and 8.46
percent, respectively. Secondary spermatocytes similarly presented
numerical abnormalities with the rates 0.16, 1.10 and 1.90 percent,
respectively. It has also been observed that meiosis | exhibited
multivalent, aytosomal and gonosomal univalents and isochromatide

fragments whereas Mil plaques had 19 and 21 choromosome number.

It has been concluded that Mitomycin-C leads to the chromosomal
breaks, rearrangements and numerical deviations observed after germinal
selection that occured in pre-meiotic stages and prior to diakinesis. It
was then estimated that these would lead to ebnormalities in 0.13-2.84
percent of the offspring of treated animals. Further studies including
molecular ones would reveal other types of mutations undetected by this

techniques were stressed.
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1- 0.5 mg/kg doz - 1 giin kombinasyonu

Fare Metafaz incele- Incelenen  Multivalan Univelan Fragman Dijer MIl  MI/MIl Toplam

No  tipi nemeyen gon. oto 19 21
Mi 27 75 0 0 0 0 0 102

1 Mil 16 37 o0 1.92 53
PMM 1 6 7
Ml 12 37 0 0 0 o o] 49

2 Mil 7 19 0 ¢ 1.868 26
PMM 3 6 9
Mi 22 102 0 o] o] 0 0 124

3 Mil 9 48 0 0 2.18 57
PMM 18 18 36
Ml 35 61 o] 0 o) 0] 0 96

4 Mil 15 36 o 0 1.88 51
PMM o T 9 g
M 88 98 0 0 o 0 0 186

5 M 30 42 0 O 2.58 72
PMM 3 8 i
Ml 6 62 0 0 0 ¢ ¢} 68

6 Ml 4 29 0 0 2.06 46
PMM 12 6 18
Ml 9 79 0 0 ] 0 o] 88

7 M 12 34 . , 0 ¢ 1.91 46
PMM 1 6 7
Ml 39 103 0 0 o o o 142

8 Mil 4 50 0 0 263 54
PMM 6 14 20
Ml 1 51 (¢] o 1 0 0 52

9 Mil 11 18 o 0 1.79 29
PMM 8 7 15
Mi 23 94 0 0 4] 0 0 117

10 Mil 12 33 ¢ O 2.60 45

PMM 2 14 16
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2- 0.5 mg/kg doz ~ 2 giin kombinasyonu

Fare Metafaz incele-  Incelenen Muitivalan Univalen Fragman Diger MII  MI/MIl Toplam

No  Tipi hemeyen gon. oto. ’ 19 21
Mi 2 58 o] o 60
1 M 2 26 0 0 214 28
PMM 7 7 14
Mi 48 118 0 0 o 166
2 Mil 29 74 0O 0 161 103
PMM 7 10 17
Ml 9 67 Y ¢ 0 76
3 Mi 18 26 0 0 173 44
PMM 7 4 1
Mi 0 25 0 0 Q 25
4 Mil 0 11 ¢ O 227 11
PMM 6 2 8
Ml 7 94 0 0 1 101
S Mi 4 54 o o 1.74 58
PMM 0 3 3
Ml 22 122 o o o 144
6 Mil 61 17 o o 1.85 78
PMM 0 3 3
Ml 54 122 0 0O O 176
7 Mil 14 98 0 o0 157 112
PMM 6 6 12
Mi 16 50 0 0 0 66
8 Mit 2 29 0 O 213 31
PMM 0 4 4
Mi 23 100 0 0 o 123
9 Ml 7 57 o 0 1.92 64
PMM 1 8 9
Mi 33 59 0 o O 92
10 Mil 16 32 o] 0 192 48
PMM 1 1



3- 0.5 mg/kg doz - 10 giin kombinasyohu

Fare Metafaz

No

10

Tipi
Ml
Mil
PMM
Mi
Mil
PMM
Mi
MI
PMM
Mi
Mi
PMM
Ml
Ml
PMM

Ml
PMM
Mi
MH
PMM
Mi
Mil
PMM
Mi
Mil
PMM
Mi
Mil
PMM

incele-
nemeyen
4
1

O O O O N~ N

10

98

20

33

17

Incelenen

as
47
10
49
24
17
57
29

57
59
10

37

23

94
52
10
141
33

o]

72

Multivalan Univelan Fragmen Diger

gon. oto.
1 1 2 o 0
o 2 1 (o] 0
{ 0] 0] 0 Q
0 ¢ 0 1 0
0 0 2 o o
0 0 1 ¢ o
i 0 1 0 0
0 3 3 0 0
o] 1 1 0 0
o 3 o 0 0]

Mil
19 21

MI/Mil

1.92

2.21

1.97

1.96

2.14

1.79

1.43

1.77

1.57

1.87

Toplam

92
48
12
S3
24
17
57
29
15
1SS
79
15
79
37
18
43
24

132
92
1
143
81
18
44
28
17
148
79
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4-0.5 mg/kg doz-15 giin kombinasyonu

Fare Metafaz Incele- Incelenen Muiltivalan Univalan Fragman Dijer Ml MI/MII Toplam
no tipi nemeyen gon. oto. 19 2t
MI 46 103 2 1 2 4] o 149
1 Mil 2 1 1 2 042 351
PMM 5 17 22
MI 30 113 1 o] 6 3 0 143
2 Mt ¢} 63 . 0 O 2.07 69
PMHM 5 3 10
Ml 77 59 0 1 2 0 4] 136
3 M 19 34 o 1 257 53
PMM 13 10 23
Ml 1 53 i 1 1 0 o 54
4 M o 31 0O 0 174 31
PMM 2 5. 7
Mt 20 i 46 0 1 1 6] 4] 66
S M 13 18 o] o 213 31
PMM 7 1 ; 8
Mi 8 25 0 0 ! 1 0 33
6 Mt 10 10 ) 0 0 165 20
PMM 0 3 3
M 1 86 0 2 0 0 ] 87
7 MU 3 20 0 1 3.48 25
PMM 6 5 11
Ml 4 99 0 o 1 0 o 103
8 M 28 82 i 0 094 110
PMM 4] 9 9
M 10 55 { 1 1 0 o 65
9 M 8 34 o] 0 1.55 42
PMM i [ R 2
MI 14 87 0 2 1 2 0 101
0 Mn 27 30 : 0o o 177 57

PMM 2 2 4
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5-0.5 mg/kg doz-20 giin kombinasyonu

Fare Metafaz Incele- Incelenen Multivalan Univalan Fragman Diger MIl Mi/Mil Toplam
ho tipi nemeyen gon. oto. 19 21
Mi 24 88 1 2 3 0 (o 112
1 Ml 6 54 0 0 187 60
PMM 20 3 23
M1 12 87 2 2 0 ! 0 99
2 Ml 3 50 ' o o 187 53
PMM 10 9 19
Ml 73 71 1 1 2 0 0 144
3 Mil i 59 o O 2.06 70
PMM 13 11 24
MI 7 93 0 0 ! 0 o 100
4 Mt 3 435 0 0 208 48
PMM 7 0 7
Ml 4 - 51 1 1 1 o 0 55
5 Ml 1 30 ¢ 0 1.77 31
PMM 0 12 12
Ml 9 79 i 1 2 0 0 88
6 Ml 0 77 1 0 1.14 77
PMM 3 0 3
Ml 2 42 0 2 1 o o] 44
7 M 7 10 0 0 2.39 17
PMM 0 2 2
M 13 83 i 1 3 ¢ 0 96
8 Mil 20 91 0 o0 086 i1
PMM 1 5 6
Mi 81 69 1 1 ! 0 0 150
9 Ml S 84 0 0 1.69 89
PMM 3 o 14
Ml 27 26 0 0 1 1 (] 53
10 MU 15 10 0 ¢] 212 23

PMM 2 0 2
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6~-1 mg/kg doz-1 giin kombinasyonu

Fare Metafaz Incele- Incelenen Multivalan Univelan FragmanDiger Mil  MI/MIl Toplam
no tipi nemeyen gon. oto. 19 2t
MI 32 71 0 ¢] ¢] ¢ o 103
1 M il 10 36 . 0 0 286 36
PMM 7 1 8
I 1 41 0 0 0 o (o] 42
2 Ml 1 19 . 0 0 2.10 20
PMM 3 3 . 8
Ml 2 132 0 o 0 0 0 134
3 MH 19 34 o o 2.53 53
PMM t 1 2
Ml i 51 0 i o] 0 o 52
4 Ml g 18 0 0 196 27
PMM S 2 7
»

Ml 34 94 0 (¢ 0 0 o 128

S M 22 86 o 0 i.19 108

PMM 4 7 i

Ml 35 92 0 o 0] 4] ¢] 127

6 M 7 65 0O O 1.76 72
PMM I 10 1

MI 27 123 0 0 0 o] (0] 150

7 Ml 12 60 o ¢ 2.08 72
PMM 3 17 20

MI 14 83 0 0 0 0 0 97

8 Ml 2 84 .0 0 1.13 86
PMM ¢ 16 . 16
M 0 64 0 4] o o] o] 64

9 M 3 39 o O 1.52 42
PMM 7 8 15

Ml g 70 4] o 0 (¢ 0 79

10 M 16 40 6] 1 1.41 56

PMM 118 BT
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7-1 mg/kg doz-2 gin kombinasyonu

Fare Metafaz incele- incelenen Multivalan Univalan FragmanDiger MIl  MI/MIl Toplam

ho tipi nemeyen gon. oto. 19 21
Mi 7 72 2 3 79
1 M 1 26 0 0 214 37
PMM 4 7 1"
MI 1 37 2 0 38
2 M 0 17 0 0 224 17
PMM 2 | 3
Mi 22 108 12 130
3 M1 19 35 o o 241 54
PMM 7 3 10
Mi 29 83 o 1 112
4 Ml 33 42 0 O 1.49 75
PMM 0 4 4
Mi 1 ) 28 1 29
5 Ml 0 22 0 0 132 22
PMM 0 2 2
MI 0 82 12 82
6 M 3 57 i1 0 1.37 60
PMM 6 7 13
M 36 87 2 1 123
7 M 7 83 o o 137 90
PMM 3 5 8
MI 0 27 it 3 27
8 M 0 15 0 0 180 15
PMM i 8 9
M 1 66 i ! 67
9 M 0 39 0 0o 172 39
PMM 0 6 6
Ml 26 g1 o 1 117
10 Ml 10 43 0 o0 221 53
PMM 12 6 18
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8-1 mg/kg doz-10 gin kombinasyonu

Fare Metafez Incele- Incelenen Multivalan Univalan FragmenDiger Mii  MI/MII Toplam
no tipi nemeyen gon. oto. 19 21
Mi 4 116 0 4 3 0 ¢] 120
1 M 13 44 6 0 211 57
PMM 3 4 7
Ml 5 80 0 0 2 (o} 0 a5
2 MU 3 46 o o0 1.73 49
PMM 10 11 21
Ml 5 72 o] i 1 0 o] 77
3 MU 1 46 ’ 0 o0 164 47
PMM 4 i ]
Mi 3 71 0 o] 2 0 0 74
4 Ml 8 30 2 0 1.95 38
PMM 19 = 17 36
M1 4 62 1 ! ! 0 0 66
5 M il 6 23 0O o 2.28 29
PMM 10 1 11
MI 10 122 0 0 2 0 0 132
6 Ml 48 24 ] 1 1.83 72
PMM 1 0 1
Ml 8 118 0 o 0 ] o 126
7 M i 19 58 0 O 1.64 77
PMM 4 0 4
Ml 1 77 1 2 3 0 o 78
8 Ml 9 37 1 0 1.69 46
PMM 7 9 16
M 9 39 0 0 0 [0} 0 48
9 M 2t 23 0 o 109 44
 PMM 8 10 o . 18
Ml 9 69 1 1 2 1 0 78
10 M 2 38 0O o0 1.95 40

PMM 2 16 : 18



78

9-1 mg/kg doz-15 glin kembinasyonu

Fere Metafaz Incele- {ncelenen Multivalen Univalan Fragmen Diger MiI  MI/MIl Toplem
ho tipi nemeyen goh. oto. 19 21

Ml 8 91 1 2 3 0 0 99

1 Mil 0 38 0 | 2.61 38
PMM 6 29 35

M 38 81 0 0 0 o o 119
2 Ml 21 72 ' 11 128 93
PMM 16 9 25

Mi 32 91 0 3 2 2 0 123

3 Ml 21 S0 0 o0 174 71
PMM 6 18 : v 24

Ml 2 65 1 0 0 0 0 67

4 Ml 13 29 o 1 1.59 42
PMM 10 3. 13

Ml 3 ” 103 2 2 2 0 O 106

51 M 10 51 0 0 1.74 61
PMM 15 17 32

M 7 113 (¢] o 0 o] o] 120

6 M 3 96 o 1 1.21 99
PMM 3 2 5

Ml 5 73 1 0 1 1 0 78

7 M 18 27 0 O 1.73 43
PMM 1 7 8

MI 18 97 0 4 6 ¢ o] 115

8 Ml 7 66 0 o 1.58 73
PMM 8 2 10

Mi 16 82 2 0 2 o 0 98
9 Mu 26 24 " 0 0 196 50
PMM 4. 1z . , ) L : 16

MI 13 26 o 0 2 4] 0 39

10 Ml 3 15 0 0 2.17 18

PMM 2 0 2



79

10-1 mg/kg doz-20 giin kombinasyonu

Fare Metafaz Incele- Incelenen Multivalan Univalan FragmanDiger MII  MI/Mil Toplam
no tipi nemeyen gon. oto. 19 21
Ml 46 42 0 4 3 ¢] 0 88
! Ml 28 32 Q 0 2.1 60
PMM 1 1 2
MI 13 39 o ¢} 2 o (¢} 52
2 Ml 0 21 . v 0 0 1.74 36
PMM 8 3 LR
MI 2 48 o i 1 0 0 50
3 M 2 32 o 0 1.64 34
PMM 0 11 11
Ml 0 17 0 0 2 o] 4] 17
4 Ml 0 12 2 0 1.95 12
PMM o] 4 a4
Mi 17 ” 60 1 1 1 0 0 77
5 Ml ¢] 4] 0 O 2.28 4]
PMM 9 10 19
Ml 23 72 0 0 2 0 0 95
6 MH 4 34 o 1 1.83 38
PMM 5 16 21
Mt 1 65 0 0 0 0 0 66
7 M1 13 33 o o 1.64 50
PMM 3 S 8
Ml 0 108 1 2 3 0 0 108
8 Ml 6 79 ' 0 0 170 85
PMM 7 i1 18
M g 42 ¢! 4] o] ¢] 0 42
9 Ml 1 19 o Q 1.09 20
PMM 0 4 4
Ml 3 36 1 i 2 1 0 39
10 MH 3 16 0 O 1.85 21

PMM 0 8 8
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11~ 2.5 mg/kg doz-1 Gin kombinasyonu

Fare Metafaz Incele~ Incelenen Multivalan Univalen FragmanDiger MII  MI/MII Toplam
ho tipi nemeyen gon. oto. 19 21
Mi 6 69 0 ¢) ¢ 0 0 73
1 M il 8 27 o 0 2.14 35
PMM 3 1 4
Mi 4 76 0 0 o0 o] 0 80
2 Mu 35 59 ' ¢ 0 0.85 94
PMM 2 2 4
M 37 77 0] o 6] o (¢ 114
3 M 3 36 o] O 2.92 39
PMM 1 1 2
Mi 4 81 0 o 0 ¢ 0 83
4 M 22 28 0 O 1.70 50
PMM  © 5 5
Ml 0" 24 o ¢ o o 0 24
S M Q 19 0 o 1.26 19
PMM 1 0 1
M 5 33 0 0 0 o 0 38
6 Ml 0 18 0 O 2.11 18
PMM 0 2 2
MI 12 87 0 0 o 0 0 99
7 Ml 7 62 0 o 1.43 69
PMM 4] 4 4
M 16 102 0 0 0 0 Q 108
8 Ml 7 58 ° 0 0 166 65
PMM 3 5 8
Mi 0 62 (¢} o o (¢} o \ 62
9 M1 1 37 0 0 1.63 38
PMM 1 2 : 3
MI 19 86 0 0 0 0 ¢} 105
1o Ml 2 59 c 0 1.72 61

PMM 1 3 4
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12- 2.5 mg/kg doz-2 Gin kombinasyonu

Fere Metafaz Incele- incelenen Muiltivalan Univalen Fragmen Diger MIl MI/MII Toplam
no  tipi hemeyen gon. oto. 19 21
Ml 58 43 0 o 0 0] 0 101
1 MH 12 48 0 0 1.68 60
PMM i 0 i
Ml 2 14 0 1 0 0 (¢ 16
2 Ml 0 9 ) g ¢ 1.78 g
PMM o 8 8
Ml 9 89 (¢] 4] 0] 1 0 98
3 M 12 65 o 1 1.27 77
PMM 2 6 8
Ml 7 69 4] o] 0 0 0 76
4 Ml 4 40 0 0 1.72 44
PMM 6 5 11
Mi 0. 27 0 o o 0 0 27
5 Ml o 21 0 0 1.28 21
PMM 3 9 12
Ml 69 30 0 0 0 0 0 99
6 Ml 36 18 0 O 1.83 54
PMM 0 8 8
M i 34 0 0 0 o 0. 35
7 Mil 0 19 o 0 1.84 19
PMM 3 5 8
MI 0 48 o 0 0 0 Q 48
8 Mt 2 26 0O o 1.66 28
PMM 3 1 4
Ml 2 63 0 0 i o 0 67
9 Ml 2 40 0O 0 1.59 42
PMM 18 6 24
Mi 18 3 o 0 0 0 0 56
10 Ml 10 11 a 0 0 2.66 21

PMM 1 6 7
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13- 2.5 mg/kg doz- 10 Giin kombinasyonu

Fare Metafaz Incele- Incelenen Multivalan Univalan FragmanDiger MiI  MI/MiIl Toplam
no  tipl nemeyen gon. olo. 19 21

Ml 7 47 0 0 2 0 0 5S4

1 Ml 13 53 o 1 0.82 66

PMM 4 (o] 4

Mi 0 42 0 1 2 2 (&) 42

2 MU o 24 : 1 0 1.75 24

PMM 0 6 6

Ml 2 72 2 2 2 0 o 74

3 M 24 20 0 0 1.68 44

PMM (¢} 22 22

M 5 33 ) | 1 0 0 38

4 MU 1 21 0 0 1.73 22

PHMM 3 o] 3

M1 8 * 96 2 o 2 2 ! 104

5 M S S5 0 o0 1.73 60

PMM o 2 2

Mi 1 12 (6] 1 0 o] 0 13

6 Ml 7 0 0O O 2.39 7

PMM ! 4 5

M 0 12 ] 0 1 0 0 12

7 Mi 1 6 o O 1.71 7

PMM 1 0 {

MI 6 48 1 1 2 0 o] 54

8 Mt 14 14 0 0 1.93 28

PMM 1 0 1

M 9 90 3 2 3 ¢ 0 99

9 MU 13 50 0 O 1.57 63

PMM 4 .4 8

M 2 20 o o 6 o 22

10 Ml 0 12 0 0 1.83 12

PMM i i 2
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14- 2.5 mg/kg doz- 15 Gln kombinasyonu

Fare Metafaz Incele- Incelenen Multivalan Univalan FragmaenDider M™Mii  MI/MII Toplam
no tipi hemeyen gon. oto. 19 21

Mi 1 56 1 2 2 o] Q 57

1 M 10 30 ¢ 0 143 40

PMM 0 2 2

Ml 6 92 1 3 4 ¢ 0 a8

2 Ml 16 63 ) ¢ 1 1.24 79

PMM 7 7 14

M1 2 55 ! 2 1 ¢) (¢} 57

3 M il 2 25 0 0 2114 27

PMM 1 0 {

M 0 i1 0 (o} 1 o 0 11

4 Ml 0 6 00 1.83 6

PMM t o i

M 4* 90 2 2 3 0 0 94

5 MUl 21 33 o O 1.74 54

PMM 7 2 9

Ml 1 47 0 1 2 0 0] 48

6 M 14 22 o 1 1.33 36

PHMM 3 1 4

MI S. 63 2 2 2 o 0 68

7 Ml 3 30 0 ¢ 206 33

PMM 6 10 16

M o 89 2 [ 4 o Q 89

8 Ml 9 59 ‘ 0o 0 1.31 ‘68

PMM 10 10 20

MI i5 46 0 2 2 o 1 61

9 M 7 i1 0 0O 1.33 18

PMM 2 1 ‘ 3

Mi 3 43 2 1 1 0 0 46

10 M1 3 18 0 0 219 21

PMM 4 1 5
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15- 2.5 mg/kg doz-20 Gin kombinasyonu

Fare HMetafaz Incele- Incelenen Multivalan Univalan FragmanDider Mil  MI/MIl Toplam
no  tipi hemeyen gon. oto. 19 21
M1 1 52 1 3 3 1 0 53
1 Ml 1 20 o 1 2.52 21
PMM 1 (¢] 1
Mi 2 40 1 ] 2 0 ¢] 42
2 Mil 0 32 X 1 0 1.31 32
PMM ¢ 2 2
Ml 8 66 3 3 4 { 0] 74
3 Ml 2 32 1 1 2.18 34
PMM 2 2 4
Mi 5 50 0 1 2 0 o 55
4 M 5 52 2 1 0.96 57
PMM S 1 6
M1 12 , 54 2 2 4 0 0 66
5 Ml 8 64 0 0 0.92 72
PMM 1 18 19
Mi 4 54 2 1 6 1 0 58
6 Mno 3 30 0 0 176 33
PMM o 6 6
Ml 1 63 2 1 2 1 0 64
7 Ml 0 435 ' 2 ¢ 1.42 43
PMM 2 18 20
MI 3 83 3 2 ] 1 0 86
8 Ml i 32 | I 261 33
PMM 2 4 6
M1 8 46 1 1 2 0 (o 54
9 Ml 12 27 0 0 1.38 39
PMM 5 4 9
MI 29 46 2 11 1 o 75
10 Ml 23 34 0 0 1.32 57

- PMM 1 10 1
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16- 5 mg/kg doz-1 gin kombinesyonu

Fare Metafez Incele~ incelenen Multivalan Univalen FragmenDiger MIl  MI/MII Toplam
no  tipi nemeyen gonh. oto. 19 21
Ml g9 58 0 0 0 0 ¢] ’ 67
1 MH 0 27 0 o 2.39 27
PMM 1 3 4
Mi 1 27 o 0 (o] 0 o 28
2 M 4 20 ] g o 1.16 24
PMM 1 12 13
M 3 29 0 0 0 o 0 32
3 Mt 1 21 0 0 1.14 22
PMM i 9 20
MI 11 18 0 0 o] 0 0 29
4 M 11 15 0 0 111 26
PMM 4 4 8
Ml o, 33 0 o 0 0 0 33
5 M 0 13 0 0 2.54 13
PMM 2 o] 2
Ml 3 57 o 0 0 0 G 60
6 MU 2 44 0 O 1.30 46
PMM 1 S 6
M 9 32 ¢ 0 0 0 0 41
7 MH (¢ 21 o O 1.95 21
PMM 12 11 23
MI 7 38 Y 0 0 0 0 43
8 Ml 0 21 0 O 2.14 21
PMM 3 6 9
M 14 30 0 0 0 0 0 44
9 Mt 3 33 o 0 1.16 38
PMM S 2 7
Mi 4 34 - 0 0 o 0 0 38
i0 Ml 0 29 o 0 1.31 29
PMM 1 14 15
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17- S mg/kg doz-2 gin kombinasyonu

Fere Metafaz incele- Incelenen Multivalen Univalen FragmenDiger Mil  MI/MIl Toplem
no tipi nemeyen gon. oto. 19 21
M1 1 22 0 0 0 0 0 23
! Ml 0 1 o o 2.09 11
PMM 1 10 11
Mi 0 46 Q 4] o] 0 (o] 46
2 Ml 11 10 . o 0 2.19 21
PMM 3 4 7
M 1 29 0 0 o 0 o] 30
3 MH 0 16 0 O 1.88 16
PMM 18 12 30
M1 4 42 o o (¢] o] 0 46
4 M 2 38 0 o 1.15 40
PMM 4 4 8
MI 1 28 0 o o0 0 0 29
S MH 0 25 0 0 1.16 25
PMM 1 0 1
Mi 4 52 0 0 4] 0 0 56
6 M1 10 35 0 O 1.24 45
PMM 20 12 32
MI 3 37 0 e o o] o 40
7 M 3 19 0 ¢ 1.82 22
PMM 1 8 9
Mi o 15 0 0 0 0 o 15
8 Mt Q 13 g 0 1.15 13
PMM 2 2 4
Mi 1 28 0 o 0 0 o 29
9 M 2 24 0O o0 1.12 26
PMM 10 o 21
MI 4 4 o o 0 0 0 52
10 M 6 16 0 0 2.36 22

PMM 0 3 3
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18~ 5 mg/kg doz-10 Gin kombinasyonu

Fere Metafaz incele- Incelenen Multivalan Univelan FragmanDiger Ml MI/MIl Toplam
no  tipi nemeyen gon. oto. 19 21
Ml 0 13 o 1 0 0] 0 13
1 Ml 0 11 1.86 7
PMM 4 4 8
Mi 4 32 1 3 6 0 o] 36
2 Mil 6 1 ) 0 0 2.21 17
PMM ¢ 7 7
M1 7 33 1 3 1 0 0 40
3 Ml i 20 00 1.90 21
PMM 18 1 19
Mi 2 17 0 0 o 0 0 19
4 Ml 5 7 g O 1.58 12
PMM 3 2 S
MI 5% 34 1 F & 0 0 39
5 MU 6 12 0 0 217 18
PMM 1 8 g
Ml 0 15 1 0 Q 0 0 15
6 M 4 4 o 0 1.88 8
PMM g 12 ] 21
Ml i 32 i 0 3 1 o] 33
7 M1l 10 12 0 0 1.50 22
PMM 10 8 18
MI 2 24 | 0 1 c 1 0 26
8 Ml 5 22 0 0 0.96 27
PMM 6 19 25
M1 0 52 | 2 4 2 0 52
9 Ml 18 30 o 1 1.08 48
PMM 0 3 3
MI 3 52 o 0 5 1 1 55
10 M 15 42 0 1 0.6 57
PMM 4 4 8
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19- 5 mg/kg doz-15 giin kombinasyonu

Fare Metafez Incele- Incelenen Multivalan Univalan FragmanDiger M™Mil  MI/MIl Toplam
no tipi nemeyen gon. oto. 19 21

Ml ¢ 21 ¢ 1 2 i o 21

1 M 1 34 1 O 0.60 35
PMM 0 7 7
MI 0 38 1 i 2 0 o 38

2 ML 3 32 ' 10 119 35
PMM 1 2 3
Ml 3 30 1 1 1 0 0 33

3 M1 4 11 1 0 2.20 15
PMM 2 i 3
Mi 0 22 1 0 1 0 o 22

4 Ml 0 6 0 0 2.00 6
PMM 2 .0 2
M o 14 0 o 1 o 0 14

S5 Ml 0 9 0 0 1.56 9
PMM 0 10 10
Ml 4 43 2 2 3 0 0 47

6 M 6 29 0 0 1.34 35
PMM 15 21 36

Ml 0 22 1 1 4 1 (0] 22

7 Mt 0 33 o 1 0.70 33
PMM 22 18 40
M 1 24 0 { 1 0 Q 25

8 M 7 2 0 0 2.78 9
PMM 2 0 2
Ml 3 26 o 2 3 1 0 29

9 MIL o 13 0 0 223 13
PMM 2 4 6

Mi (¢ 38 1 1 1 0 0 38
10 M 6 32 0 O 1.00 38
PMM 7 S 12
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20- 5 mg/kg doz-20 giin kombinasyonu

Fare Metafaz Incele- Incelenen Multivalan Univelen Fragmen Diger Mil MI/Mit Toplsm
no  tipi hemeyen gon. oto. 19 21
Mi (0] 25 1 1 3 0 0 25
1 Ml 1 15 i1 0 1.56 16
PMM 0 2 2
Ml 3 27 1 1 2 0 0o 30
2 Ml 2 26 ) | 1.07 28
PMM 4 i 5]
Ml 0 26 0 | 2 1 0 26
3 Ml i 14 0 ¢ 1.73 13
PMM i 5 6
Mi 0 17 2 2 3 0 0 17
4 Mt 10 1 g ¢ 1.55 11
PMM 3 8 11
Ml 0 18 0 0 0 18
3 Ml 2 11 0o 0 1.38 13
PMM 1 12 ; 13
M 0 21 1 i 1 ¢ 0 21
6 Ml 2 35 (I 0.57 37
PMM o - 4 4
M 0 23 0 1 1 0 0 23
7 Ml 0 13 0o 0 177 13
PMM 1 0 1
M 0 13 0 1 3 0 0 13
8 MU 1 6 0 o 1.86 7
PMM 1 1 2
Ml 1 28 1 1 1 1 ¢] 29
9 MIl 0 12 0o 1 2.42 12
PMM 2 10 12
Ml 3 35 2 2 1 2 Q 38
10 M 6 23 0 0 1.31 29

PMM 1 1
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21- 10 mg/kg doz-1 gn kombinasyonu

Fere Metafaz Incele- Incelenen Multivelen Univalen FregmenDiger MiII  MI/Mil Toplam
no  tipi nemeyen gon. oto. 19 21 78
Mi 8 41 (4] 0 o) 0 0 49

1 M 6 20 c 0 1.88 26
PMM (o] 4 4
MI 0 - 30 0 0 0 0 o 30
2 Ml 10 24 . 0o O 0.88 34
PMM 3 1 4

Mi 2 S0 o] 0 ¢] ¢ 0 52

3 MH 1 29 0 O 1.73 30
PMM 2 3 3

Ml 3 49 0 o o 0 0 52

4 Ml 3 28 0 0 1.68 31
PMM 1 7 8

Mi 7 et 0 0o 0 0 0 , 18

S Ml 0 53 0 O 0.33 53
PMM 2 6 8

Ml o 60 0 0 0] 0 0 60

6 Ml 14 48 ' 0 0 097 62
PMM 3 .4 7

M1 2 65 (¢] o 4] o] 0 67

7 Ml 4 33 o O 1.72 39
PMM 1 4 ’ 5

Mi 1 69 0] 0 0 o 6] 70

8 M 1 33 0 O 2.06 34
PMM 4 1 5

Mt 1 49 ¢] o 0 o] 4] 50

9 Ml 6 17 0 0 2.17 23
PMM 0 6 6

MI 8 51 0 o o 0 0 59

10 Ml 10 35 0 O 1.31 43

PMM 1 2 3
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22- 10 mg/kg doz-2 giin kombinasyonu

Fare Metafaz Incele- Incelenen Multivalen Univalan FragmenDiger Mil  Mi/Mii Toplam
no  tipi nemeyen gon. oto. 19 21
M 2 21 ) 0 0 ¢] 0 23
1 MIl 4 21 0 0 0.92 25
PMM 0 7 7
Mi 0 36 0 ¢] (6] 0 0 36
2 Ml 3 22 ’ 0 O 1.44 25
PMM 3 0 3
Ml o 34 0 0 o] 0 0 34
3 Ml 6 18 o ¢ 1.42 24
PMM 0 16 16
Mi 2 14 0 0 o 0 0 16
4 Mt 2 16 0 0 0.89 18
PMM 0 6 6
MI o 32 0 0o o 0 0 32
5 M 2 17 0 0 1.68 19
PMM 0 12 12
M 8 43 (¢ 1 (¢ (¢ 0 51
6 MU ] 23 0O O 1.82 28
PMM ¢ -3 3
Ml 1 46 o] 0 c o 0 47
7 Mt 2 " 23 ¢ o 1.88 25
PMM 0 3 3
Mi 0 21 0 0 (0] 0 0 21
8 ] a 12 0 O 1.75 12
PMM 5 3 ' 8
MI 7 29 0 0 0 0 o 36
9 M 0 22 o 1 1.64 22
PMM 0 20 20
Ml 4 43 0 0 0 0 0 47
10 M 12 37 o o 0.96 49

PMM 0 17 17
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23- 10 mg/kg doz-10 giin kombinasyonu

Fare Metafaz incele- Incelenen Multivalan Univalan Fragmen Diger ™Il Mi/Mil Toplam
ho tipi nemeyen gon. oto. 19 21

MI 0 22 ! 1 2 0 0 22

1 Ml 3 3Q LI 0.7 33
PMM 1 3 4

M 0 17 1 2 1 (6] o] 17

2 Ml 3 6 ) 0o o0 1.89 9
PMM 1 5 6

Mi 0 13 0 0 1 0 (¢ 13

3 Ml 1 19 o 1 0.63 20
PMM 4 6 10
Ml 2 12 1 0 1 0 0 14

4 Ml 0 6 0 O 2.33 6
| PMM 4 2 6
MI o Y26 0 13 1 0 26

5 M1l 2 13 0 O 1.73 15
PMM 1 0 1

MI 1 18 o] 0 1 1 0 i9

6 M 2 11 o O 1.46 13
PMM 8 ‘3 11

Ml 1 28 1 1 2 0 0 29

7 ‘ M 1 21 1 0 1.32 22
PMM o 4 4

Ml 2 36 2 3 3 1 0 38

8 M 0 21 o 0 1.81 21
PMM 6 8 14
Ml 3 22 1 2 1 4] 0 25

g MU 7 8 0 ¢ 1.67 15
PMM 0 9 9

Ml 0 6 0 (o 0 0 0 6
10 Ml | 8 22 o 1 0.20 30
PMM 0 16 16



24~ 10 mg/kg doz-15 giin kombinasyonu

Fare

tipi

10

Metafaz Incele- incelenen Multivalan Univalan Fragman Dider

nemeyen
Ml
Ml
PMM
MI
Ml
PMM
Mt
Ml
PMM
Mt
Ml
PMM
MI
Ml
PMM
Ml
MHu
PMM
M1
Ml
PMM
Ml
Ml
PMM
Ml
Ml
PMM
MI
Ml
PMM

21
20

93

gon.

Y

oto.

1

19 21
o

Ml

M/t

0.69

1.47

1.56

0.66

1.54

1.31

1.33

1.86

1.35

1.55

Toplam ho

13

28
19

25
16

10
21
32

40
26
13
38
29
12
32
24

13

12
23
17
1
17
11
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25- 10 mg/kg doz-20 Gin kombinasyonu
Fare Metafez incele- Incelenen Multivalan Univalan Fragman Diger Mil MI/Mil Toplam no
tipi hemeyen goh. oto. 19 21
M 0 13 1 o 0 0 0 3
1 Ml 5 6 0 O© 1.18 11
PMM 1 0 1
Ml 1 18 | 0 0 0 0 19
2 M 16 i o O 1.19 17
PMM 0 6 6
M 5 12 0 1 0 0 0 17
3 MU 13 2 0 0 1.13 15
PMM 3 5 8
MI 0 71 0 0 0 0 0 7
4 Ml 2 4 o O 1.17 6
PMM S 7 . 12
Ml 9 i 7 o 0 1 0 0 16
5 Mt 8 9 0O O 0.94 17
PMM 1 5 6
Ml 10 4 0 0 o 0 0 14
6 MH 7 3 0 o 1.4 10
PMM 2 0 2
Mi 8 5 0 0 0 0 0 13
7 M 8 6 0 0 093 14
PMM 3 1 4
Ml 0 9 0 1 0 0 0 9
8 Ml 2 6 o 0 1.13 8
PMM 1 2 3
Ml 1 12 1 1 0 ¢) 0 13
9 Ml 3 9 0 6 108 12
PMM 0 R 1
Mi 2 7 0 0 0 0 0 9
10 Ml 0 7 0 0 1.29 7
PMM o 1 1



KONTRGOL

Fare Metafaz

No
1

10

tipi

Ml
Mt
PMM
Ml
Mi
PMM
Ml
Mt
PMM
Mi
Ml
PMM
Mi
Ml
PMHM
Ml
Mil
PMM

M

Mi
PMM
Mi
Mil
PMM
Ml
Mil

PMM

Mi
M
PMM

Incele-

nemeyen

15

incelenen

19
30

340
84

38
31

84
133

60
61

54
69
26
67
69

52
49

104
147
Y
62
76

95

Muitivalan Univalan Fragmaen Diger

gon. oto

0 0 o
0 0 0
0 4] 0
¢] (] 0]
0 o 0
0 0 0
o 0 o]
o 0 0
Q 0 0]

0

Mil MI/MIL Toplam

19 21
0 0 103
0 0 033
0 0 100
0 0o 06l
0 0 069
0 0 071
0 0 138
o o 108
0 0 071
0 0 076

35
34

37
113

38
38

85
140

62
92
tH
60
84
27
76
29

54
50
17
105
157
24
68
84
"



KGNTROL

Fare Metafaz

No
1

12

13

14

15

tipi

Mi
Ml
PMM
Mi
Mil
PMM
Ml
Mil
PMM
Ml
Mil
PMM
MI
Mil
PMM

incele-
nemeyen
2
3
1
17
20
0
8
20

49
56

incelenen

62

81
92
18
67
92

52
39
10
133
80

96

Multivelan Univalen Fragmean Dider

gon. oto
0 (¢] 0
0 0 0
o 0 0
0 0 o
0 0 0

Ml

19 21

MI/MIl Toplam

o 1.07
0 0.87
0 0.94
o 1.08
0 134

45
36

98

112
18
75
8o

53
48
13
182
136



