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MUSTAFA UYANOGLU
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Biyoloji Anabilim Dah

Damsman: Yard. Dog. Dr. Melih ZEYTINOGLU
1997, Sayfa 53

Giiniimiizde mitozu durdurucu etkisi bilinen pek gok kimyasal maddenin bulundugu ve
bu maddelerden ¢ogunun kanser kemoterapisinde yaygin olarak kullanildign bilinmektedir.
Ancak dogal ya da yapay bir gok kimyasal bilesigin antimitotik etkisinin bilinmesine karsn,
etki mekanizmalann hakkinda olduk¢a az bilgiye rastlamimaktadir. Béylece, antimitotik
olabilecegi diisinitlerek, formiil yapisindan yola gikilarak yapay olarak sentez edilmig T2, T3,
T4, T5 ve T7 kodlu maddeler galiymamizin kimyasal deney materyalini olusturmustur. Literatiir
¢aliymas: yapildiginda, antimitotik oldugu bilinen kimyasal bir bilesen model alinarak sentetik
yolla elde edilmis olan Bis fetrathiafilvalene turevierinin de mitotik inhibitor etkili olabilecegi
diisiniilen ancak bu maddelerle ilgili olarak giniimiize kadar herhangi bir biyolojik ¢aligmaya
rastlanilmamigtir. Yasam boyu mitotik aktivite gosteren hiicreleri bulunduran retikilloendotelial
sistem (RES)” deki bazi dokular iizerine etkilerini arastirdigimiz bu kimyasallarn, in vivo olarak
test edilmesine ydnelik olan calismamizda kullandigimiz test materyallerinin, olasi etkilerini
gérebilmek amaciyla kan, kemik iligi ve dalak dokulari incelenmis ve bu konuda bir test
yontemi gelistirilmeye caligtlmistir. Bu amagla hazirlanan preparatlar Gzerinde yapilan
mikroskobik incelemeler sonucunda test edilen kimyasal maddelerin hedef dokular iizerindeki
antimitotik etkileri, hem kontrol gruplan hem de T kodlu kimyasal maddelerin test edildikleri
deney gruplan aralarmda kargilagtimal: olarak degerlendirilmistir. Bunun sonucunda, test

edilmis olan kimyasal maddelerden bazilarinin antimitotik etkili olabildigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: RES, kan, kemik iligi, dalak, antimitotik maddeler, Bis

tetrathiafulvalene tirevleri
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THE EFFECTS OF SOME CHEMICAL AGENTS WHICH MAY HAS
ANTIMITOTIC EFFECTS ON RETICULOENDOTHELIAL SYSTEM (RES)
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Anadolu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Program

Supervisor: Asst. Prof. Melih ZEYTINOGLU
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In this days, there are a few chemicals knows as a mitosis inhibitors and so a few of
this chemicals are widespread uses in cancer chemotherapy. The natural or artificial few
chemicals knows as a mitosis inhibitors but the information of the effects mechanisms are very
little. So according to molecule structure of antimitotic chemicals T2, T3, T4, T5 and T7 were
maked artificially. According to one chemicals which knows as an inhibitor of mitosis coaled
Bis tetrathiafulvalene but today there are no any biologic study about its effects. The activity of
reticuloendothelial system (RES) in some tissues for life makes it more advantage to use or
examination the chemicals will be antimitotic i» vivo in our materials, to investigate the effects
of this chemicals, bone marrow, spleen tissue were examined. Additionally, in this subject were
tired to use a new method. For this aim the results of the investigation of this tissue preparats
under microscopy shows that the chemicals antimitotic effects on target tissue on control group
and T coded chemicals were evaluated. Resulting of test chemicals may be antimitotic.

Key Word: RES, blood, bone marrow, spleen, antimitotic agents, Bis fetrathiafulvalene
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1. GIRIS

Canlt organizmalarda mitoz olayi, canlinin zigot evresinden oliimiine kadar
siiregelen en 6nemli hiicre boliinmelerinden birisidir. Bir ya da ¢ok hiicreli tim canli
organizmalarin iireme ve buylimelerinin, kendilerini olusturan hiicrelerin ¢ogalma ve
bitylimeleriyle miimkiin olabilecegi bilinmektedir [1]. Genel olarak mitoz boliinme,
organizmay1 olusturan hem normal hem de transform hiicrelerde gozlenen bir gogalma
sekli olarak gosterilmektedir. “ Hiicre siklusu” ya da “hiicre dongiisii” olarak belirtilen
mitoz bolinme, sinir ve retina hiicresi gibi 6zellesmis bazi hiicrelerde goriilmez iken,
deri, kemik iligi, epitel hiicreleri ve daha pek ¢ok hiicre tipinde siklikla gorildigi
agiklanmaktadir [2]. Hiicre dongiisiinde, hazirlik ve mitotik evre olmak fizere iki
evrenin yer aldig: belirtiimektedir. Hazirlik evresinde ATP sentezinin, ribozom ve diger
organellerin huzla goZaltilarak artinldigi G; faz1; DNA replikasyonunun oldugu S fazi ve
ozellesmis proteinlerin sentez edildikleri G; fazindan olusan {i¢ asamanin mevcut
oldugu bilinmektedir. Bu agamalar1 gegiren bir hiicrenin, mitoz bélinme siirecine
girdigi bildirilmigtir, Mitoz bgliinme “profaz”, “metafaz”, “anafaz” ve “telofaz”
seklinde birbirini takip eden, biyokimyasal gelismelerin meydana geldigi bir siireg
olarak tamimlanmigtir [3]. Mitoz boéliinmenin profaz asamasinda, nukleus membrani
kaybolurken, kromozomu olusturan kromatid ¢iftlerinin belirginlestigi ve kutup
bolgelerine yerlesen sentrioller arasinda, karsilikli olarak ig fibrillerinin uzandiklari
belirtilmektedir. Metafazda, iki katina c¢ikarilan kromozomlarin, hiicrenin ekvator
diizleminde daginik olarak dizildikleri ve kromozomal ig iplik¢iklerinin, kromozomlar:
olusturan kromatidlere sikica baglandiklari agiklanmaktadir. Anafazde, mikrotubiil
yapisinda olan kromozomal i§ iplikgiklerinin, baglanmis olduklari kromatidleri ayn
kutuplara ¢ektigi bildirilmektedir. Paker [4] tarafindan telofazda, ig iplikgiklerini
olusturan mikrotubiillerin depolimerize olduklari saptanmustir. Farkli kutuplarda
yogunlasan kromatidlerin, “kromozom” adin1 alarak nukleus membrani ile kusgatilarak
“karyokinez” adi verilen gekirdek bolinmesinin tamamlanmis oldugu ve hemen
arkasindan “sitokinez” ad: verilen sitoplazma bolinmesinin gergeklestigi bildirilmistir,

Sitoplazma bolinmesinin, aktin mikrofilamentleri araciligt ile gergeklestigi



bilinmektedir. Ozban’a [5] gore mikrofilamentler, hiicre sitoplazmasimin ortadan
bogumlanarak iki kisma aynlmasim  saZlamaktadirlar.  Sitokinezde  aktin
mikrofilamentlerinin 6nemi oldugu kadar, karyokinezde de mikrotubiillerin &nemli
oldugu agiktir. Hiicre iginde nukleus etrafindan sitoplazmaya dogru radyal olarak
uzanan mikrotubiiller, o ve B tubulin proteinlerinin polimerlesmesiyle olusurlar [6, 7].
Hiicre seklinin korunmasi, hiicre i¢i hareketlerin saglanmasi ve mitotik ig iplikgiklerinin
yapisini olusturmast gibi temel gorevleri olan mikrotubiiller, 6zgiin antimitotik
maddelere kargi duyarlilik gosterirler. Ozgiin antimitotik maddelerin etkisiyle, tubulin
polimerlesmesinin engellenmesi ya da mikrotubiillerin depolimerizasyonun sitimiile
edilmesiyle, mitoz boliinme engellenebilmektedir. Aktin proteinlerinin polimerizasyonu
ile meydana gelen aktin mikrofilamentlerinin, hiicre sitoplazmasina dagilmis olarak
bulunduklan agiklanmugtir. Aktin mikrofilamentleri de mikrotubiiller gibi 6zgin
antimitotik maddelerden etkilenerek depolimerize olabilmekte ve sitoplazma boliinmesi
bloke edilebilmektedir. Hiicrede, karyokinez meydana gelirken sitokinezin bu sekilde
engellenmesinin, hiicrede nukleus sayisinin  artmasiyla  sonuglanabilecegi
belirtilmektedir [5, 8].

Arastincilar, hicreleri mitoza iten pek g¢ok faktor oldugu konusunda
birlegmektedirler. Bunlardan, sitoplazma / nukleus oraninin artmasi ve hiicrenin, hacim /
yiizey oraninin bozulmasi, en gok sozii edilen mitotik faktorler olarak bilinmektedir [2].
Radyasyon, yiikksek basing, mutajenik faktorler, pH degismeleri, sicaklik, hiicre igi ve
dis: kimyasal uyaricilar gibi daha pek ¢ok etkinin de hiicreyi mitoza ittigi bildirilmistir
[9]. Hiicrelerin, siirekli olarak gelisip mitoz ile gogalmalarina karsin, mitozun kontrol
altinda tutulmasi, canli organizma aktivitesi agisindan son derece onemlidir. Mitoz
boliinmenin kontrol disina ¢ikmasinin ise, organizma igin onemli problemlere yol
acabilecegi bildirilmektedir. Ginimiizin g¢ozilememis problemi olan kanser
hastaliklari, bu problemin en 6nemli 6rnegi olarak gosterilmektedir. Kansere neden
olan pek gok faktérden soz edilmektedir. Bunlar, giinlik yasamda stk sik karsilagilan
fiziksel ve kimyasal faktorlerdir. Ayrica, onkojenik DNA ve RNA viriislerinin de kanser
etkenleri oldugu ortaya konmusgtur. Kanser etkeni olarak belirtilen kimyasal faktorler
cogunlukla polisiklik ve heterosiklik aromatik hidrokarbon bilesikleri, aromatik amin ve

amidler, dogal, bitkisel ve mikrobiyal kokenli kimyasal triinler ve tiim bu kimyasal
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bilesiklerin tiirevleri olarak belirtilmektedir [10]. . Gunliik yasamda siklikla karsilagilan
baglica kimyasal kanserojenlere temizlik maddeleri, deterjanlar, alkol, sigara, hava
kirliligi, besinlerde bulunan kimyasal maddeler ve boyalar omek olarak
gosterilmektedir. Kansere yol acan fiziksel faktorlerden baglicalart ise radyasyan, uv
isinlar, stres, beslenme ve ortam kosullani olarak belirtilmektedir. Omek olarak
gosterilen tim kanserojen faktorlerin ilk hedeflerinin hiicre DNA’ s1 oldugu
belirtilmektedir. Normal bir hiicrenin DNA’ sinda ¢esitli nedenlerle meydana
gelebilecek mutasyonlar, DNA’ min, kontrol mekanizmas: disina ¢ikarak, hiicrenin
anormal boliinme davramsi gostermesine neden olabilmektedir. Giiniimiizde, bu yolla
olugmus ve klinik teshisi yapilmis olan ¢ok sayida kanser tiiriiniin oldugu bilinmektedir.
Kanserin cesitlili§i yaninda, meydana getirdigi olim olaylarinin, diger nedenlerin
olusturdugu o6lim olaylarina oranla, ¢ok daha yiiksek oldugu aciklanmaktadir. Alberts
ve arkadaglar [11] tarafindan kanser kaynakli 6liim oranlar1 arastirilarak istatistiksel
sonuclar elde edilmistir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. 1993 yilinda ABD.’de gézlenen kanser sikligi, gesitleri ve 6liim oranlar

(Alberts ve arkadaglar1 (1994)° den degistirilerek alinmigtir)

KANSER TIPI YILLIK YENI OLGULAR (%) | YILLIK OLUM ORANI (%)
TOPLAM KANSERLILER (sayica) 1.170.000 (sayica) 528.300
Epitel kanserleri (karsinomalar) 85 79
Oral yol ve farinks 03 01
Sindirim organlan (toplam) 20 23
Kolon ve rektum 13 11
Pankreas 02 05
Mide 02 03
Karaciger ve safra yollan 01 02
Solunum sistemi (toplam) 16 29
Akciger 15 28
Gogiis 16 09
Deri (toplam) - 02

| Malingnant melenoma 03 01
Ureme sistemi 21 11
Prostat 14 07
Ovaryum 02 03
Uterus girisi 01 01
Uterus (endometriyum) 03 01
Uriner organlar 07 04
Mesane 04 02
Hemopoietik ve immun sistem 08 09
Merkezi sinir sistemi ve goz 02 02
Bag dokusu (kas ve damar) 01 01
Diger 05 08




Canli dokularindaki tek bir hiicrenin normalden daha hizli mitoz gegirerek asin
¢ogalmasi, kanserin baglangict kabul edilmektedir. Bu nedenle kanser hastaliklarinin
erken teshisinde, tedavi amagh olarak, kontrolsiiz béliinmeye baslayan ve “neoplastik
hicre” adi verilen hiicrelerin inaktive edilmesinde “antineoplastik” ilaglar
kullamimaktadir. Ancak, antimitotik etkili bu ilaglarin kullanimi da kisitli olmaktadir.
Ciinkii antimitotik maddeler, kanserli hiicrelerin mitozunu durdurmakla birlikte,
organizmada normal bolinme periyodu gosteren hiicrelerin gogalmalarimi da olumsuz
yonde etkilemektedirler. Tedavi amagh olarak kullanilan bu antimitotik ilaglar, 6rnegin
spermatogenez ve oogenezin inhibe olmasi, endokrin sistem bozukluklarinin baglamast,
gebelerde diigiiklerin meydana gelmesi, embriyonel gelisme aksakliklarinin ortaya
cikmast gibi pek g¢ok yan etkilere neden olabilmektedirler. Ayrica antimitotik
maddelerin lenfotoksik ve immiinosupresyonik etkili olduklari da bilinmektedir.
Kayaalp [12] tarafindan mitotik inhibitorlerin, mitozun siirekli oldugu lenfoid
dokulardaki (dalak, kemik iligi, lenf digimleri, timus, tonsillalar) germinatif hiicrelerin
cogalmalarini durdurarak hiicresel ve humoral immuniteyi bloke ettikleri bildirilmisgtir.
Yapilan aragtirmalar ile bazi antimitotik ajanlarin lenfotoksik etkileri ortaya konulmaya
caligilmistir [13, 14]. Bu nedenle antimitotik kimyasallarin kanser kemoterapisinde
kullanilmasinda, yukanda belirtilen dezavantajlarinin da g6z Oniinde tutulmasi
gerekmektedir. Kanser tedavisi i¢in uygulanacak mitotik inhibitorlerin, kanser tiirine
gore dikkatli segilip uygulanmas: gerekmektedir. Bu amaca yonelik olarak yapilan
calismalar, giiniimiizde daha ¢ok antimitotik sitimiilatorlerin galiyma prensipleri ve etki

mekanizmalan Gzerinde yogunluk kazanmigtir.

1.1. Antimitotik Maddeler ve Etki Mckanizmalar:

Bir ¢ok kimyasal maddenin, canliya ve onu olusturan hiicreler iizerine etkileri
bilinmektedir. Ayrica, farkli kimyasal organizasyona sahip maddelerin, canlilar
iizerindeki etki mekanizmalar: farkli ya da benzer olabilmektedir. Bu gesit etkiler,
“antimitotik” olarak tamimlanan kimyasal maddeler i¢in de s6z konusu olmustur [14].
Antimitotik kimyasallarin canlilardaki, mitozu durdurucu sonuglart benzer olmasina

ragmen, etkilerinde farkli mekanizmalar rol oynayabilmektedir. Herhangi bir kimyasal

>



maddenin etki mekanizmas: ya da etki derecesinin, in vivo ve in vitro kogullarda farkls
sonuglar verebilecegi bildirilmistir [15]. Mitotik inhibitoriin hiicrede nereye baglandig,
hangi biyokimyasal olaylar sitimiile ya da inhibe ettigi, etkinligini ne sekilde gosterdigi
gibi sorularin cevaplarini ortaya ¢ikaracak ve etki mekanizmalarimi agiklamaya yonelik
olacak ¢aligmalara ihtiyag duyulmaktadir.

Bilinen antimitotik maddelerin gogu dogal yoldan sentez edilmis kimyasallardir.
Bunlar icinde, giiniimiizde en ¢ok kullamilan “kolsisin” ve “nokodazol”  olarak
adlandirilan antimitotik maddelerinin, hiicre iskeletinin bir iyesi olan mikrotubiil
formasyonunu inhibe ederek etki gosterdigi bilinmektedir [16-18]. Hiicre i¢i proteinleri
tizerine etkili olan antimitotik maddelerin, gogunlukla aktin ve mikrotubiil yapilar
tizerinde etki gosterdigi de bilinmektedir. Aktin iizerine etkili olan sifokalasin, hiicrede
aktin proteinine baglanarak ve glukoz tansportunu engelleyerek aktin polimerlesmesini
onlemektedir [S, 19]. Podofillotoksin bilesiginin ise tubulin heterodimer yapilanmasimi
degistirerek etkili oldugu belirtilmigtir [6]. Mitoz bolinmenin metafaz safhasinda,
kromozomlar kutuplara ¢eken ig iplikgiklerinin yapisimi olusturan mikrotubiillerin, bu
sekilde inhibisyonu sonucunda, hiicrenin mitoz gegirmesi engellenmis olmaktadir [5].
Bu sekilde, hiicrede tubulin monomerlerinin polimerlegsmesi engellendiginden, hiicre
stoplazmasinda artan, tubulin protein sentezinin Feed-back ile baskilandig1 da
bildirilmistir [20]. Podofillotoksin ile “vinka alkaloidler” olarak bilinen vinblastin ve
vinkristin’ in etki mekanizmalarinin da kolgisin’ in etki mekanizmasina benzerlik
gosterdigi belirlenmigtir. Ancak mikrotubiiller Uizerine etkili olan vinblastin ve vinkristin
antimitotik maddelerinin, mikrotubiilleri stabilize ederek etkili olduklari agiklanmaktadir
[21]. Vinka alkaloidleri’ nin, tubulin proteinlerine baglanarak ya da transform hicrelerin
membranlarindaki buylime faktorlerini inhibe ederek, hiicre bolinmesini bloke ettikleri
belirtilmigtir [22]. “Taksol” adi verilen bir diger antimitotik maddenin ise mikrotiibul
dimerlerinin birbirleri ile birlegsmesine engel olarak, mikrotubiil sentezini inhibe ettigi
ortaya konmustur [8, 16]. Bu sebep ile tubulin sentezi baskilanmadig: halde mikrotubiil
dimerlerinin miktarlan hiicre stoplazmasi iginde artiy géstermektedir [20]. Lee [23]
tarafindan faksol’iin antimitotik etkisinin vinblastin ve kolsisin ile karsgilastirildiginda, bu
antimitotik ajanin daha etkili oldugu ortaya konmustur. Bir baska antimitotik ajan olan

kolsemid’in etki mekanizmasinin, faksol’iin etki mekanizmasi ile benzerlik gostererek,



mikrotubiil polimer yapilarim kararli hale getirdigi bildirilmistir [24]. Hiicrede mitotik
merkezlerden sentriollerin duplikasyonunu 6nleyen diger bir antimitotik madde ise
merkaptoetanol’ dur. Bu bilesigin mitozu engellemesi, mitotik merkezlerin
duplikasyonunu bloke etmesi seklinde oldugu belirtilmigtir [11]. Ozet olarak, hiicre
iskeletini etkileyerek mitozu engelleyen antimitotik maddelerin kolsisin, kolsemid,
nokodazol, vinblastin, vinkristin, taksol, sitokalasin, podofillotoksin, ustiloksin, ve bu
kimyasallarin tiirevlerinin oldugu belirtilmektedir.

Giiniimiizde uygulanan kanser tedavilerinde, hiicre proteinlerinin fonksiyonlari
tizerinde etkili olarak kullamlan antimitotik maddelerin baslicalarinin alkilleyici
maddeler, antimetabolitler, antibiyotikler ve sisplatin oldugu belirtilmektedir. Bunlar
iginde biskloretilaminler, etilenimler ve metilmelaminler olarak gruplandiriimig
alkilleyici antimitotik maddeler, mRNA ve DNA iizerinde kirilmalara ve baz
degismelerine neden olarak etki gosterdigi agiklanmistir. Folik asid, purin ve primidin
antimetabolif gruplarim olusturan, antimitotik etkili kimyasal maddeler iss DNA, RNA
ve protein gibi temel hiicre molekiillerinin sentez basamaklarinda, genellikle enzimleri
inhibe ederek etkili olmaktadirlar. Antibiyotik niteliginde bulunan antimitotik
maddelerden kloramfenikol’ iin, protein sentezinde gorev yapan enzimlerin aktivitesini;
daktinomisin’ in ise, DNA bazlarina baglanip, hem DNA yapisim1 bozarak hem de
mRNA sentezini inhibe ederek antimitotik etki gosterdigi agiklanmigtir [19].
Antibiyotik oOzellikteki antimitotik maddelere ayrica doksorubusin, epirubisin,
mitomisin, aklarubusin ve daunorubusin de 6rnek olarak gosterilmektedir [12]. Kanser
tedavilerinde kanserin tiiriine gore kullamilan bir diger antimitotik madde olarak
“sisplatin” bilinmektedir. Bu kimyasalin DNA ¢ift zincirine capraz baglanarak
antimitotik aktivite gosterdigi bilinmektedir.

Kayaalp [12] tarafindan, bilinen baglica antimitotik maddelerin genel etki

mekanizmalar, asagidaki gibi sematik olarak gosterilmistir (Sekil 1.1)
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Sekil 1.1. Antimitotik etki gosteren bazi kimyasal maddeler ve etkili oldukian
#rzaiin balgeler (Kayaalp, 1989)

Yukarida etki mekanizmalarindan kisaca soz edilen antimitotik maddelerin
kimyasal yapilari ve Ozellikleri genel olarak bilinmektedir. Asagida, bilinen baglica
antimitotik maddeler ve bunlarin kimyasal tirevierinin formilleri gosterilmektedir {6, 7,
19,25 ,26] (Sekil 1.2).
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Antimitotik maddeler ile yap: benzerligi gosteren pek ¢ok kimyasal bilesigin ise
heniiz etki mekanizmalari bilinmemektedir. Ozellikle kemoterapide genis kullamm
alamina sahip antimitotik maddeler ile ilgili caligmalar, giniimiizde biyik ©nem

kazanmugtir.

1.2. Antimitotik Maddelerin Onemi

Kanser kemoterapilerinin gogunda antimitotik ajanlarin kullanildigi bilinmektedir
[22]. Kullamlan antineoplastik ilaglar, viicut iginde patolojik bigimde ¢ogalan transform
hiicreleri yok ettigi, bununla birlikte hizli cogalma gosteren normal viicut hiicrelerinin
bolinme periyotlarini da 6nemli 6lgiide etkiledigi agiklanmaktadir. Buna karsin bazi
otoimmun ve cilt hastaliklarinin tedavisinde, antimitotik ilaglar kontrolli ve yaygin
olarak kullamlmaktadir. Antimitotik oldugu bilinen kimyasal maddelerden bazilarinin
ozellikle doku ve organ nakillerinde kullamldig: bildirilmektedir [12]. Ornegin kemik
iligi transplantasyonunda, antimitotik ajanlarin kullamimasiyla olumlu sonuglar
almmugtir [27]. Deri enfeksiyonlarinda, tedavi amagli olarak antimitotik maddelerin
kullanildigi da bilinmektedir [28]. Yapilan arastirmalar, gut hastalii tedavisinde,
antimitotik ajan olan kolgisin’in oldukga etkili oldugunu ortaya koymustur [7, 29]. Lee
[23] tarafindan faksol ile yapilan bir ¢aligmada ise bu antimitotik maddenin, ovaryum
kanserinin tedavisinde olumlu sonug¢lar verdigi saptanmugtir. Arastiricilar, faksol’n,
ovaryum kanserinin tedavisinde oldugu kadar meme kanserlerinin tedavisinde de olumlu
etki gosterdigini bildirmiglerdir [30]. “Vinblastin” ve “vinkristin” adli antimitotik
maddelerinin, klinikte, antitimor maddeler olarak yaygin bir sekilde kullamidig:
bildirilmigtir [16]. Cogunlugu tedavi amacina yonelik olarak kullanilan antimitotik
maddeler ¢ok ¢esitli olup, bunlarin kullanimi ve etki mekanizmalar tzerindeki

¢aligmalar hizli bir sekilde devam etmektedir.

1.3. Antimitotik Oldugu Diisiiniilen Kimyasal Maddeler

Antimitotik maddelerin kimyasal yap: ve etkilerine benzerlik gosteren bir ¢ok

bilesigin, canlilar izerinde etkilerinin nasil olduklari da giinimiizde galigma konusu
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olmugtur. Antimitotik etki gosteren dogal kimyasal ajanlarin, kimyasal yol ile sentez
edilmis olan tarevlerinin de bu ajan gibi antimitotik etki gosterip gostermedikierini
saptamak amacityla deneysel caligmalarin siirdirildiigi bilinmektedir. Yapilan bir
caligmada, MDL 27048 isminde, yeni sentez edilmis kimyasal bir maddenin
mikrotubiiller iizerine etkili olabilecegi diisiiniilerek in vifro kosullarda arastirmasi
yapilmistir [18]. Arastirma sonucunda MDL 27048 isimli maddenin antimitotik oldugu,
etki mekanizmasmin ise bilinen antimitotik maddelerden, kolsisin ve podofillotoksin® in
etki mekanizmalartyla benzerlik gosterdi§i saptanmustir. Bir bagka ¢aligmada,
antimitotik oldugu bilinen kimyasal maddelerin analoglari sentez edilerek, bu
analoglarin tubulin aktiviteleri Gzerindeki etkileri arastinlmistir [7]. Kolsisin, vinblastin
ve podofillotoksin’ in kimyasal yapilarina benzer olan, sentetik ve dogal olarak elde
edilmig antimitotik madde tiirevlerinden gogunun mitotik inhibitér oldugu sonucuna
ulasiimistir. Taksol analogu olan kimyasal bilesiklerin mikrotubiiller {izerine etkilerinin
aragtirildigi bir caligmada, bu bilesiklerin de taksol gibi davranarak mikrotubilleri
stabilize ettigi ortaya konmustur [31].

Guniimiizde, klinikte tedavi amagli olarak kullanilan pek ¢ok antimitotik etkili
kimyasal madde oldugu bilinmektedir. Bunlarin diginda heniiz etkisi bilinmeyen ancak
kimyasal yap1 yoniinden antimitotik maddelere benzerlikleri nedeniyle antimitotik etkili
olabilecegi diigiiniilen ¢ok sayida kimyasal maddenin oldugu da agiktir. Yapilmis ve
yapilmakta olan bir gok galigmanin konusunu bu tiir maddelerin olusturdugu, yukarida
anlatilan galigmalar ile drneklendirilmeye galigilmistir. Gegmiste yapilan bu ¢aligmalar
yoluyla edinilen bilgilerden yola ¢ikilarak, bilinen antimitotik kimyasal madde
tiirevlerinin, mitotik aktivite Uzerine olasi etkileri, aragtirma konumuzun temelini
olusturmustur. Bu c¢alisma ile, antimitotik olabilecegi diistiniilen pek ¢ok kimyasal
maddenin in vivo kosullarda da test edilmesine olanak saglayabilecek “deneysel test
yontemi” gelistirilmeye caligiimigtir.

Antimitotik etkisi nedeniyle yaygin olarak kullanilan ve deniz siingerlerinden elde
edilen dogal bir bilesen model alinarak, laborotuvar kogsullarinda bu bilesenin degisik
tirevleri sentez edilmistir (TUBITAK Marmara Aragtirma Merkezi) (Sekil 1.3). T2, T3,
T4, T5 ve T7 olarak kodlandinnlmig bu kimyasal tiirevler, ¢aligmamizin kimvasal

materyalini olusturmugtur.
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 Sekil 1.3. Bis tetrathiafulvalene tiirevlerinin agik kimyasal formiilleri

Sentetik olarak elde edilmis olan bu kimyasal maddelerin, in vivo kosullarda
oiusturabilecegi antimitotik etkilerinin goézlenebilmesi igin, retikiiloendotelial sistem
(RES)’ de gérev yapan hemapoietik dokulardan dalak ve kemik iligi hedef segilmigtir.
RES’ deki bu dokular, yagam boyu mitotik aktivite gosteren kan hiicrelerinin olusum ve
olgunlagma yeri oldugu igin tercih edilmistir. Mitotik aktivite uzerine etkili oldugu
diigiiniilen herhangi bir maddenin, RES’ de gérev yapan hemapoietik dokular tizerindeki
olast etkilerini ortaya koyma diisiincesinden yola ¢tkilarak bu dokulardan kemik iligi ve
dalak, ayrica kan dokusu inceleme materyali olarak kullamlmistir. En saglikli sonucun

bu dokulalarin karsilagtinlmasiyla elde edilebilecegi diigiinilmiigtir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Deney Hayvanlar:

Caligmamizda ireme peryodu hizhi, bakimi kolay, laboratuvar kosullarina
uygunlugu ve deneysel caligmalarda anatomik vapilarinin insana c¢ok benzemes
gozoniinde tutularak Wistar cinsi ratlar kullanilmigtir. Deney hayvam olarak kullanilan
tiim ratlar %23 ham protein, %3 ham yag, %7.5 ham kiil ve %13 su igeren hazir ticari
yem ile beslenmisglerdir [32]. Igme sulari kaynatilip sogutularak verilmis ve kafeslerin
giinliilk temizlikleri itina ile vyapilmis zefiran ile dezenfekte edilmistir. Deneysel
caliymamizda 12-15 haftalik, ortalama agirligi 250-300 gram olan ergin ratlar
kullanilmugtir. Deney baglangicindan 30 giin 6nce erkek ve disi ratlar farkli kafeslere

koyularak ¢iftlesmelerine engel olunmustur.

2.2. Dencklerde Kullamlan Kimyasal Maddeler

Caligmamizda laboratuvar kosullarinda (TUBITAK Marmara Arastirma
Merkezi) yapay olarak sentez edilmis bis (ethvlenedithia) tetrathiafulvalane (BEDT) ve
tetrathiafulvalene (TTF) tirevi olan T2, T3, T4, T5 ve T7 kodlu kimyasal maddeler
kullanilmigtir. Bu maddeler tuz halde sentez edilmislerdir [33]. Adi gegen maddelerin
deney hayvanlarina enjeksiyonlarini saglamak amaci ile dimetilsiilfoksit (DMSO) iginde
¢ozilmesi saglanmigtir [24, 34]. Deney sonuglarint kargilagtirmak tizere pozitif kontrol
olarak kolsisin (Hopkin & Williams Ltd. 3298) kullamilmistir. Coziici maddenin
olusturabilecegi sonu¢ ile diger kimyasal maddelerin olusturabilecegi sonuglar
arasindaki kontrolii saglamak amaci ile saf olarak DMSO (Merck) kullamlmustir.
Negatif kontrol olarak kullanilan hayvanlarin, madde enjeksiyonu igin kullanilan deney
hayvanlar1 ile aym kosullari ve stresi yasamalari amaciyla serum fizyolojik su
enjeksiyonu yapilmigtir. Boylece caligmamizda kullanilan tim hayvanlardan iki temel
grup olusturulmustur:

1. Kontrol grubu;

i) Fizyolojik su enjeksiyonu yapilan negatif kontrol grubu,
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i) DMSO enjeksiyonu yapilan kontrol grubu,

i) Kolsisin enjeksiyonu yapilan pozitif kontrol grubu.

2. Deney grubu; test edilecek “T” kodlu bes farkli kimyasal maddenin uygulandig:
hayvan grubu.

Deney hayvam olarak kullanilan ratlanin agirliklarina oranla, giinlitk enjeksiyon
icin her bir kimyasal deney materyalinden 0.2 miligram kullamlmigtir. Kimyasal
materyaller 2.5” sar mikrolitre DMSO iginde ¢oziilmislerdir. Cozeltiler serum fizyolojik
ile 0.5 mililitre’ye tamamlanarak enjeksiyona hazir duruma getirilmiglerdir.

2.3. Kimyasal Maddelerin Enjeksiyonu

Hazirlamig oldugumuz her bir maddenin uygulanmasi igin, iki erkek ve bir disi
olmak tizere ti¢’er rat kullamlmigtir. Dort giin siiren uygulamalarda, her enjeksiyondan
once deney hayvanlan dietileter ile anestezi edilmislerdir [14, 35]. Enjeksiyon igin 1
mililitre” lik steril (dispossibl) enjektorler kullamlmigtir. Giin agin 0.5 mililitre kimyasal
deney materyali intraperitonel olarak, her bir deney hayvanina enjekte edilmigtir [36-
38].

2.4. Diseksiyon ve Doku Orneklerinin Ahnmasi
2.4.1. Kan érneklerinin ahnmasi

Deneyde kullamilan hayvanlanin tiimii anesteziden hemen sonra Kkarin
bolgesinden baglanarak, gogiis bosluguna kadar operasyon makasi ile agilmis ve énce
kalbe ulasilmistir. Kalbin karincik bolgesinden 1 mililitre’lik steril enjektor yardimiyla
0.8 mililitre kan 6meg alinmigtir [14]. Almnan 6mek kan, i¢inde 0.2 mililitre
antiquagiilan (%3.8 sodyumsitrat) ¢ozeltisi bulunan kapakl: tiipe transfer edilmistir [39,
40]. Kan omeginin konuldugu tiip yavasga hareket ettirilerek igindeki kan ve
antiquagiilan maddenin kanigmas: saglanmig ve 4-6°C” de buzdolabinda diseksiyon
tamamlamincaya kadar saklanmigtir [2]. Daha sonra deney hayvaninin tiim kam, kalpten
enjektor yardimiyla gekilerek hayvan ext edilmistir.
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2.4.2. Dalak orneklerinin aliInmas:

Calismamiz i¢in oncelikle dis morfolojik ve anatomik incenlemesi yapilacak
olan ve temel &mek materyal kabul edilen dalak, pens ve makas yardimiyla
zedelenmeden alinmugtir. Dalak 6rnegi taze olarak hazirlanan Bouin (750 cc. Distile su,
kristal pikrik asit, 250 cc. %37-40” lik formaldehit ve 50 cc. Glasiyal asetik asit )
fiksatifi igine konularak 10 saat siire ile tespit edilmistir [41].

2.4.3. Kemik iligi 6rneklerinin alinmas:

Deney hayvanlaninin arka bacaklarindaki femur kemigini saran kas tabakas,
bistiiri ucu ile kemikten ayrilarak, femur kemigi ortaya ¢ikanilmistir. Femur kemiginin
ekleme yakin kismi, keskin bir makas yardimiyla kesilmis ve kemik iginden, transfer

ignesi yardimuyla, femural kemik iligi incelenmek iizere alinmugtir [42].

2.5. Mikropreparatlarin Hazirlanmas:

2.5.1. Kan preparatlarinin hazirlanmasi

Deney hayvanlarindan alinan ve antiquagiilan ile kangtinilarak buzdolabinda
saklanan kan 6rneklerinin her birinden, birer damla kan ayn ayn temiz lamlar iizerine
damlatilmig ve bir lamel kullanilarak yayma yapilmistir [40]. Kan yaymalan yapilirken
kullanilan lam, lamel ve kan damlatiimasinda yararlamlan mikropipet uglan, her kan
ommegi i¢in temizleriyle degistirilmisgtir.

Yayma preparatlar 20-30 dakika havada kurutulup, absolii metil alkol i¢inde 5
dakika bekletilerek fikse edilmislerdir. Fiksasyondan sonra havada tekrar kurutulan kan
yaymalari, 6nce hazir May-Griinwald (Sigma) boyas: ile cam sale iginde3-5 dakika
muamele edilmigtir. Preparatlar, May-Griinwald boyamanin ardindan , Giemsa (0.6
gram kuru Giemsa (Fluka), 50 cc.absolii metil alkol, 25 cc. saf gliserin) boyast ile 20-25
dakika kadar sale i¢inde boyanmustir [43-45]. ikili boyamalari yapilan yayma
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preparatlann fazla boyalari, akar su ile uzaklagtirilarak mikroskop altinda incelenebilir
hale getirilmigtir.

Deney hayvanlarna ait kan érneklerinin sayimlari, hemositometrik yéntem ile
Thoma lami kullamlarak yapilmistir [46, 47]. Ornekleme yontemi ile secilen bir kag kan

ornegine ait parametreler hiicre sayici ile yapilan kan sayimlart ile desteklenmisgtir.

2.5.2. Kemik iligi preparatlarinin hazirlanmasi

Deney hayvanlarindan alinan kemik iligi, 0.5 cc. RPMI 1640 (Sigma) igine
alnip 6nce 1000 devir/dakika’da 10 dakika santrifiij edilmistir. Siipernetant atilip yerine
0.5 cc. phosphate buffer saline (PBS) ilave edilerek ikinci kez 1000 devir/dakika’da 10
dakika santrifiij edilmistir. Stipernetant tekrar atilip yerine absolii metanol : glasiyal
asetik asit kangimuindan (3:1) 0.5 cc. ilave edilerek santrifiij tekrarlanmigtir. Siipernetant
atilip yerine absolii metanol : glasiyal asetikasit karigimindan (3:1) tekrar ilave edilerek
miyeloid doku émneginin fiksasyonu saglanmistir [48]. Iginde fikse edilen kemik iligi
orneginin bulundugu tiip calkalanarak, bir damlas: alinan miyeloid doku. temiz bir lam
tizerine froti edilmistir [49]. Havada 20-30 dakika kurutulan slaytlar, May-Grinwald
(Sigma) ile 3-5 dakika siire ile boyanmigtir. Boyanan orneklerdeki boyanin yaris: alinip
kalan yarisina distile su ilave edilerek 1-2 dakika daha boyanmas: saglanmigtir. May-
Griinwald ile boyamanin ardindan distile su ile yikanan 6rnekler, ikinci olarak Giemsa
ile 5-10 dakika siire ile boyanmustir [50, 51]. Preparatlar musluk suyu ile yikamp havada
iyice kurutulduktan sonra, entellan ile kapatilarak incelenmeye hazir, daimi preparat

haline getirilmigtir.
2.5.3. Dalak preparatlarmn hazirlanmasi

Deneklerden inceleme materyali olarak alinan dalak dokularinin otolize
olmamas: igin, Bouin fiksatifi ile tespit edilmeleri saglanmistir. Tespitin hizli ve etkili

olmasini kolaylastirmak amaciyla, dalak dokulan keskin jilet kullamlarak yarimgar

santimetre kiipliik pargalara bolinmiigtiir.
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2.5.3.1. Dalak orneklerinin takibi

Dalak pargalar: 10 saat siire ile Bouin fiksatifi iginde tutulmustur. Fiksatiften
alman doku pargalarimin histolojik takibine baslanmadan énce 3 kez 10°ar dakika
%50’lik etanol serilerinde bekletilerek yikanmuglardir. Daha sonra dokular 5 saat siire
ile %70’1ik, 60°ar dakika %80’lik, %90’lik etanollerde ve 30°ar dakika %96’lik ve 2
kez deZistirmek suretiyle absolu etanol iginde bekletilerek dehidratasyon saglanmaya
cabigiimigtir. Doku 6rnekleri geffaflastiriimak tizere 2 kez degistirilerek 20°ser dakika
saf ksilol (Merck) soliisyonlarinda bekletilmistir. Daha sonra dalak pargalar, 3 kez
degistirilmek suretiyle etiiv iginde 65 °C’de eritilmis parafinlerde (Sigma) iki kez 30 ar
ve bir kez de 60 dakika siirelerle bekletilmisglerdir. Takibi tamamlanmg olan dalak
pargalari, ayr1 aymn parafine gomiulerek, parafin bloklar halinde kesit alinmaya hazir

duruma getirilmislerdir [41].

2.5.3.2. Kesit alma

Parafin bloklarnin ve mikro kesitlerin almmasinda kullamlacak mikrotom
bigaginin buzdolabinda sogutulmasinin ardindan, mikrotom (Mikrom HM 310) aracilif
ile 5’er mikrometre kalinliginda doku kesitleri alinmistir. Kesitlerin 45°C’de su
banyosunda agilmalari saglanarak temiz lamlar {izerine alinmasindan sonra etiiv i¢inde
70°C’de 1 saat siire ile bekletilmeleri saglanmistir. Preparatlar, iki kez degistirilerek 1°er
saat sire ile saf ksilolde sale iginde tutulup deparafinizasyon saglandiktan sonra,

boyama agamasina getirilmigtir.

2.5.3.3. Boyama

Kesitlerin boyanmasinda Hematoksilin-Eosin ikili boyasi kullanilmigtir [35]. Bu

amagla Harris Alum Hematosilin ve alkollii Eosin boyalan hazirlanmagtir.
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i) Harris Alum Hematoksilin bovasmm hazirlanmas:

5 gram kristal Hematoksilin (Merck) boyasimin 50cc.absolii etanol iginde
¢oziinmesi saglanmistir. Toz haldeki, 100 gram Ammonium alum kimyasalinmn 1 litre
distile su iginde 1sitilarak gozillmesi saglandiktan sonra, bu iki ¢ozelti kangtirilip hizh
olarak alevde kaynatilmigtir. Alevden alinan boya soliisyonuna 2.5 gram civa oksit ilave
edilerek boya rengi koyu menekse oluncaya kadar kanstirilmistir. Soguk su banyosunda
sogutulan boyaya %4 asetik asit (Merck) ilave edilerek, boya, kullanima hazir duruma
getirilmigtir [52, 53].

ii) Eosin boyasmm hazirlanmasi

1 gram Eosin Y (Merck), 80cc. %96’°lik etanol ve 20cc. distile su karistirilarak
stok soliisyon hazirlanmigtir. 20cc. stok boya soliisyonu 60cc. %80’lik etanol ile
kanstinlip lcc. glasiyal asetik asit (Merck) ilave edilerek, kullanima uygun Eosin

boyasi hazirlanmugtir [53].

2.5.3.4. Dalak kesitlerinin boyanmasi

Deparafinizasyonu yapilmis olan dalak kesitleri 5’er dakika siirelerle absoli,
%9611k, %9011k, %80’1lik, %70’lik, %50’lik etanollerde ve distile suda bekletilmigtir.
Kesitler, Hematoksilin ile 3 dakika muamele edilip distile sudan gegirilerek, 10 dakika
Eosin ile boyanmislardir. Musluk suyu ile fazla boyas: alinan kesitler, alkol serilerinden
hizla gegirilerek dehidratasyona ugratilmis, iki ayn ksilolde 30’ar dakika tutularak
seffaflagtinlmiglardir. Dalak mikro preparatlari, bu asamadan sonra entellan ile

kapatilarak mikroskop altinda incelenmeye hazir duruma getirilmislerdir.

2.6. Mikroskopi ve Mikrofotografi

Bu c¢aligmamizda hazirlanan tiim preparatlar, Olympus BX50 arastirma

mikroskobu altinda ve degisik bityiitmelerde incelenmislerdir. Preparatlarin, tamaminda

18



yapilan inceleme sonucunda, belirlenen deney sonuglarina ait kisimlar: belgelendirilmek
tizere rastgele segilerek fotograflandiriimiglardir. Preparatlarin, mikroskop altinda

saptanan uygun gériintiilerinin fotograflari, Olympus PM-30 otomatik fotomikrografi
araci kullanilarak cekilmistir.
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3. BULGULAR

Caligmamizda kullanilan tim hayvanlardan alinan doku ornekleri, “periferik

7

kan”. “miyeloid doku” ve “dalak™ olarak gruplandirilmig ve karsilastirmali olarak
degisik bitytitmelerde dikkatlice incelenmistir. Incelemelerimizden elde edilen bulgular

asagida verilmistir.
3.1. Kan Dokusu

Kontrol ve deney gruplarimi olusturan bitin hayvanlarin 6nce periferik
kanlarinin hemositometrik sayimlari yapilmig, ardindan May Griinwald-Giemsa
histolojik boya ikilisi ile boyali yayma preparatlarina bakilarak, kan hiicrelerinin

morfolojik yap: 6zellikleri mikroskop altinda incelenmistir.

3.1.1. Periferik kan parametreleri

3.1.1.1. Kontrol grubu hayvanlarin kan parametreleri

Kontrol grubunu olusturan hayvanlarin kan sayimlar1 yapildiginda toplam
lokosit sayisimin, negatif kontrol grubu hayvanlarinda en yitksek (6333 mm’/adet),
DMSO uygulanan kontrol grubu hayvanlarinda daha az (5083 mm®/adet) ve pozitif
kontrol grubu hayvanlarinda da en diisitk sayida (2250 mm?®/adet) oldugu saptanmistir
(Cizelge 3.1, Sekil 3.1).

Ayni kontrol grubundaki hayvanlarin kanlarinda eritrosit sayimi yapildiginda ise
rakamsal degerlerin, 16kosit sayimlarindan elde edilen rakamsal degerler ile tam tersi bir
sonug verdigi belirlenmistir. Eritrosit sayisinin negatif kontrol grubu hayvanlarinda en
diisik (8800000 mm®/adet), DMSO uygulanmis kontrol grubu hayvanlarinda daha fazla
(9533000 mm’/adet), kolsisin uygulanmuis pozitif kontrol grubu hayvanlarinin
kanlarinda ise en yiiksek (10000000 mm’/edet) sayida oldugu tespit edilmistir (Cizelge
3.1, Sekil 3.1).
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Cizelge 3.1. Kontrol grubu hayvanlarina ait kan parametreleri

KONTROL GRUBU HAYVANLARI

MADDELER GRUPLAR | LOKOSIT (mm’/adet) | ERITROSIT (mm*/adet)

I 4750 9400000
Fizyolojik su 2. 6375 9200000
(Negatif kontrol) 3. 7875 7800000
Ortalama 6333 8800000
1. 2375 10800000
DMSO 2, 5500 9800000
3 T37D 8000000
Ortalama 5083 9533000
1 2250 10000000

Kolsisin 2: - -

(Pozitif kontrol) 3. - -
Ortalama 2250 10000000

10000

Fzydojik su  pAvO Kasisin

Likosit |
Eritrosit \

Sekil 3.1. Kontrol grubu hayvanlarina ait kan sayimlarini gosteren grafik
[Eritrosit: (mm®/adet)X1000, Lokosit: (mm®/adet)]

W

ALy LY ye il
Aol

{ ‘4&:?.':"‘ :p‘ avy
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Cizelge 3.2. Deney grubu hayvanlarina ait kan parametreleri

DENEY GRUBU HAYVANLARI

MADDELER GRUPLAR | LOKOSIT (mm’/adet) | ERITROSIT (mm’/adet)
I 3750 8200000
T2 Kimyasal 2. 8500 8800000
maddesi 3. 6500 8000000
Ortalama 6250 8333000
1. 2875 8300000
T3 Kimyasal 2. 3375 7800000
maddesi 3. 6725 9000000
Ortalama 4325 8533000
i 2125 10400000
T4 Kimyasal 2. 7125 6800000
maddesi 3. 6100 7600000
Ortalama 5116 8266000
1. 2000 9000000
T5 Kimyasal 3 5125 8000000
maddesi 3. 5525 6300000
Ortalama 4217 7933000
1. 3500 8600000
T7 Kimyasal N 6125 8400000
maddesi 3 6000 6300000
Ortalama 5208 7933000

3 T4

T5 7

Lokosit |

Eritrosit |

Sekil 3.2. Deney grubu hayvanlarina ait kan sayimlarini gosteren grafik
[Eritrosit: (mm®/adet)X1000, Lokosit: (mm’/adet)]
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3.1.1.2. Deney grubu hayvanlarin kan parametreleri

Deney grubu hayvanlarina ait 16kosit sayim sonuglarindan elde edilen rakamsal
degerler kendi aralarinda karsilastirildiginda, T2 maddesinin uygulandigi hayvanlarin
periferik kanlarindaki 16kosit sayisimin en yiiksek (6250 mm®/adet), T4 ve T7
maddelerinin uygulandig1 hayvanlarin kanlarinda daha disik (5116-5208 mm®/adet),
T3 ve T5 maddelerinin uygulandii hayvanlarin periferik kanlarinda ise en diisiik
degerde (4325-4216 mm’/adet) oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.2, Sekil 3.2).

Deney grubundaki hayvanlarin kanlarinda eritrosit sayim1 yapildiginda ise hiicre
sayilarinin 7900000-8500000 (mm’/adet) degerlerinin arasinda degistii ve aralarinda
rakamsal deger olarak biiyiik farklarin olmadig: saptanmigtir (Cizelge 3.2, Sekil 3.2).

3.1.2. Periferik kan hiicrelerinin morfolojisi

Kontrol ve deney grubu hayvanlarin May Griinwald-Giemsa ile boyanmis olan
periferal kan yayma preparatlarinin, mikroskop altinda degisik biiyiitmelerde yapilan
incelemeleri sonucunda, kan hiicrelerine ait saptanan morfolojik ozellikler asagida

belirtilmigtir.
3.1.2.1. Lokosit hiicrelerin morfolojisi

Tim hayvanlarin periferal kan preparatlar1 6zel bir 6zen ile incelenmis ve
graniilosit serisine ait hiicrelerden bazofil ve eosinofil hiicrelerine hi¢ rastlanamamuigtir.
Bu seriye ait olan nétrofil hiicrelerinin, negatif kontrol grubu hayvanlarin yayma kan
preparatlarinda en fazla (=%19), pozitif kontrol grubu hayvanlarinin kan preparatlarinda
ise en az degerde (=%7) oldugu tespit edilmistir. DMSO uygulanmis kontrol grubu
hayvanlarinin kan preparatlarinda bulunan nétrofil hiicrelerinin hipertrofi gosterdigi,
cekirdek yapilarinda da hipersegmentasyon bulundugu ancak bu segment
biiyiikliiklerinde degisme olmadig1 goézlenmistir (Sekil 3.4.D). Pozitif kontrol grubu
hayvanlarin kanlarindaki nétrofil hiicrelerin g¢aplarinda degisme olmamasina karsin

nukleus segmentlerinin sayisinda azalma, biyikliklerinde ise artma oldugu
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belirlenmigtir ($ekil 3.5.D). Notrofil hiicrelerin sitoplazmalarinin, DMSO ve pozitif
kontrol grubu hayvanlarinda boyanma o6zelligi olarak zayif eosinofili gosterdigi tespit
edilmistir. Agraniilosit serisine ait kan hiicrelerinden lenfositlerin sayica en fazla DMSO
(2%20), ikinci olarak serum fizyolojik (=%17), en az ise kolsisin verilmis (=%14)
kontrol grubu hayvanlarinin periferal kan preparatlarinda bulunduklar: tespit edilmigtir.
Tim kontrol grubu hayvanlarin kan preparatlarinda gozlenen lenfosit bityiikliiklerinin
degismemis olmasina kargin, pozitif kontrol grubundaki lenfosit g¢ekirdeklerinin
sitoplazmay: tamamen kaplamis oldugu (Sekil 3.5.C), diger gruplarin lenfositlerinde ise
az da olsa sitoplazmanin gorildiigi belirlenmistir. Boyanma 6zellikleri agisindan tim
kontrol gruplarinin lenfositleri karsilastirildiginda, pozitif kontrole ait kanlardaki
lenfositlerin diger gruplara oranla koyu bazofilik ozellik gostermis olduklari tespit
edilmigtir (Sekil 3.5.C). Ayni seride yer alan monositlerin sayica en fazla olarak DMSO
uygulanmus kontrol grubu hayvanlarinin (2%20) ve pozitif kontrol grubu hayvanlarinin
(=%19); en az olarak ise negatif kontrol grubu hayvanlarimn kanlarinda (=%14)
bulunduklan tespit edilmistir. Monosit hiicrelerinin buiyiklikleri incelendiginde ise
sadece negatif kontrol grubu hayvanlarin kanlarinda sayilar yaklasik %0.5 olan genis
¢aplt hiicreler oldugu saptanmustir (Sekil 3.3.B). Pozitif kontrol grubu hayvanlarinin
kanlarindaki monosit hiicrelerinin koyu bazofilik boyanmis olmalarina karsin, DMSO
uygulanmig hayvanlarin monosit hiicrelerinin daha agik boyanmig olduklari gorilmustiir
(Sekil 3.5.B, Sekil 3.4.B).

Deney grubundaki hayvanlarin periferal kan yayma preparatlan incelendiginde,
graniilosit serisi hiicrelerinden nétrofillerin T2, T3, T4 ve T5 maddelerinin uygulandigi
hayvanlarda, sayisal olarak bir farkliigin olmadig: tespit edilmistir. Ancak bu test
maddelerinin uygulanmis oldugu hayvanlarin kan preparatlarindaki notrofillerin sayisal
degerlerinin negatif kontrol grubu hayvanlarin kanlanindaki nétrofillerin sayisal
degerlerinden daha diisitk oldugu saptanmigtir. T7 maddesinin uygulandig: deney grubu
hayvanlarin kanlarindaki nétrofillerin, hem negatif kontrol hem de diger test
maddelerinin uygulandifi hayvanlarin kanlarinda gozlenenden sayica daha az oldugu
belirlenmistir. Negatif kontrol olarak kullamlan hayvanlarin kan preparatlarinda
bulunan notrofil hiicrelerinin ¢aplarina oranla, T2 maddesinin uygulandi3s hayvanlarin

kanlarindaki nétrofillerin kiigiik oldugu, T3, T4, TS5, ve T7 maddelerinin uygulandig:
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hayvanlarin nétrofil g¢aplarinin ise daha kiigik oldugu goézlenmisti. T3 ve T7
maddelerinin uygulandig1 hayvan grubunun kanlarindaki nétrofillerin, gekirdeklerinde
segment sayisinda azalma (Sekil 3.7.D, Sekil 3.10.D), buna karsin T4 ve T5
maddelerinin verildigi grublarin kanlarindaki nétrofillerde ¢ekirdeklerin ise band
formunda oldugu ve segmentasyonun olduk¢a az oldugu gozlenmigtir (Sekil 3.8.C,
Sekil 3.9.C). Tim deney gruplarina ait yayma kan preparatlarindaki nétrofillerin
boyanma o&zellikleri arasinda ise biiyiik bir farka rastlanmamistir. Ancak T4 ve TS5
maddelerinin uygulandif: gruplardaki nétrofil sitoplazmalarinin daha eosinofilik
boyandiklar dikkati gekmistir (Sekil 3.8.C, Sekil 3.9.C).

Bitiin deney hayvanlarina ait kan preparatlaninda incelenen monosit
hiicrelerinin, sayisal degerler olarak biiyilkk farkhilik go&stermedigi ancak hiicre
sekillerinde, deney gruplan arasinda farkliliklar tespit edilmistir. T3 kimyasal
maddesinin uygulandig1 grupta bulunan monosit benzeri hiicredeki nukleusun, koyu
bazofilik olup hemen tiim hiicreyi kaplamis oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.7.B). T4
maddesinin verildigi grupta ise yine monosit benzeri baz1 hiicrelerin bulundugu, ancak
bu hiicrelerin sitoplazmasinda biiyiik graniillerin yer aldigi goriilmiigtiir (Sekil 3.8.B).
Deney grubu hayvanlarin periferal kanlarinin yayma preparatlarinda gozlenen
monositlerin, boyanma ozellikleri arasinda bir farkin olmadig: tespit edilmistir. Kanda
bulunan graniilsiiz hiicrelerden lenfositlerin, deney gruplann arasinda, sayica fark
gostermedigi bulunmustur. Lenfosit hiicrelerinin biiyiiklik ve sekil agisindan T3, T4 ve
T7 kimyasal maddelerinin uygulanmis oldugu deney grubu hayvanlarimin kan
preparatlarindaki lenfositler arasinda 6nemli farklilik gézlenmemesine kargin, T2 ve TS
maddelerinin uygulanmis oldugu hayvanlanin kanlarindaki lenfosit hiicrelerinin
birbirine benzer bigimde ancak dier deney gruplarindaki lenfosit hiicrelerinden
yaklagik %20-30 daha kigiikk olduklan saptanmustir (Sekil 3.6.C.D, Sekil 3.9.C).
Lenfosit boyanma 6zelliklerinin tiim deney grublaninda benzer oldugu gozlenmistir.

3.1.2.2. Eritrosit hiicrelerinin morfolojisi

Negatif kontrol grubu hayvanlarinin kan preparatlarindaki eritrositlerin yaklagik

%5 oraninda oval ya da ig bigimli olduklan saptanmigtir. Dikkatli incelemeler
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sonucunda, preparatlarda gozlenen eritrositlerin yaklagik olarak %1’ inin target
hiicreleri oldugu belirlenmistir ($ekil 3.3.B.C.D). DMSO uygulanmis hayvanlar ile
pozitif kontrol grubu hayvanlarinin kanlarindaki oval ya da ig bigimli eritrositlerin,
negatif kontrol grubu hayvanlarimin kanlarindakilere oranla daha az oldugu tespit
edilmigtir (DMSO=%2, negatif kontrol=%7). Buna kargin, pozitif kontrol grubu
hayvanlarin kanlarinda bulunan eritrositlerin, yaklasik %5’inin ¢ikintii membran
yapisina ve yildizsi goriinime sahip olduklan tespit edilmistir (Sekil 3.5.B). Tum
kontrol grubu hayvanlarin kanlarindaki eritrositler kargilagtirildiginda  hiicre
bityiikliiklerinin degismedigi ancak, DMSO kontrol grubundaki eritrositlerin, negatif
kontrol grubundakilere gére daha koyu, pozitif kontrol grubundaki eritrositlerin ise daha
agik eosinofilik boyandiklar saptanmustir.

Tuim deney grubu hayvanlarinin kan preparatlaninda yapilan incelemeler,
eritrosit sayilarinin bu gruplar arasinda sayica benzer oldugunu ayrica negatif kontrol
hayvanlarinin kanlarindaki eritrosit sayilariyla paralellik gosterdigi tespit edilmistir.
Deney gruplarina ait kan preparatlarimin tim alanlan incelendiginde, T2 maddesi
uygulanan grupta %7, T3 maddesi uygulanan grupta %12, T4 maddesi uygulanan
grupta %6, T5 maddesinin uygulandifi grupta %2 ve T7 maddesinin uygulandig:
hayvan gruplarinda %3 oranlarinda, daha kiigiik ¢aph eritrositlere rastlanmistir. Deney
gruplarimin tamamina ait tim preparatlarda genel olarak eritrosit sekillerinde, T2
kimyasalimn uygulandig: hayvanlarda yaklastk %6 oraminda, T3 kimyasalimin
uygulandigi hayvanlarda yaklagik %20 ve T4 kimyasalinin uygulandigi hayvanlarda
yaklasik %13 oraninda deforme olmug eritrositler tespit edilmistir. TS ve T7 kimyasal
maddelerinin test edildigi hayvanlarin periferik kan yayma preparatlarinda, énemli
oranda eritrosit deformasyonuna rastlanmamustir. T2, T4, TS5 ve T7 kimyasal test
materyallerinin uygulandifi deney grubu hayvanlarimin kan preparatlarinda sayica
yaklasik oranlarda, target hiicrelerinin oldugu ve pozitif kontrol grubu preparatlarindaki
target hiicrelerinin oranlaniyla paralellik gosterdigi tespit edilmistir. Ancak T3
maddesinin test edildigi deney hayvanlaninin periferik kanlarindaki target hiicre
oranlarinin diger deney gruplarindan daha fazla oldugu ve DMSO uygulanmig kontrol

grubundaki target hiicrelerinin sayilartyla benzerlik gosterdikleri saptanmigtir. Tim
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deney grubu hayvanlarinin kan preparatlarinda yapilan gozlemler. eritrosit hiicrelerinin

sitolojik olarak boyanma 6zellikleri arasinda fark olmadigim gostermistir
3.2. Miveloid Doku (Kemik iligi)

Caliymamizda kullantlan tiim hayvanlann kan preparatlart incelendiginde
eritrosit ve lokositer seriye ait bazi hiicrelerin, hem sayisal hem de morfolojik
farkhiliklar gosterdigi saptanmustir. Kontrol grubu hayvanlarin  periferik  kan
preparatlarinda yapilan incelemelerin, pozitif kontrol gruplarinda, sadece eritrosit
sayisinin artmasina kargin, notrofil hicrelerin sayica belirgin olarak azalmis oldugu
bulgusunu vermesi, sadece bu iki cesit hiicrenin, kemik iliginde incelenmesi geregini
dogurmustur. Bu gereklilik nedeniyle tiim hayvanlarin kemik iliklerinde incelemeler

yapilmis ve asagidaki bulgular elde edilmistir.

3.2.1. Kontrol grubu hayvanlarin miyeloid dokular:

Pozitif kontrol grubu hayvanlarimin kemik iliginde yapilan incelemeler, bu
grupta bulunan eritrositer seri dnciillerinden normoblast hiicrelerinin sayisal olarak en
yuksek degerde (=%65) oldugunu ortaya ¢ikarmigtir. Ancak normoblastlarin, DMSO
uygulanan kontrol grubu hayvanlarin miyeloid doku preparatlarinda, sayica daha az
(2%30), negatif kontrol grubu hayvanlarda ise en disiik (=%20) degerde bulundugu
belirlenmistir. Pozitif kontrol gruplarinin kemik iliindeki normoblast nukleuslarinin
diizgiin oval olmadigi, degisik bityiiklik ve uzunlukta, loba benzer ¢ikintilarin
bulundugu tespit edilmigtir (Sekil 3.5.E). Negatif kontrol grubu hayvanlarin miyeloid
doku preparatlarinda gozlenen normoblastlara oranla, pozitif kontrol grubu hayvanlara
ait normoblastlarin daha koyu bazofilik boyanma 6zelligi gosterdigi belirlenmistir.

Negatif kontrol grubu hayvanlarinin kemik iligi preparatlarinda yapilan
incelemelerden, notrofil metamiyelosit hiicrelerinin sayica degerlerine (=%40) oranla,
DMSO uygulanmis kontrol gruplarinda bu degerin daha disik (=%25) oldugu
saptanmuigtir. Pozitif kontrol olarak gruplandirilmig hayvanlarin miyeloid doku

preparatlarinda noétrofil metamiyelosit hiicrelerine hi¢ rastlanmamistir. Notrofil
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metamiyelosit hiicrelerinin nukleus yapilan incelendiginde, DMSO uygulanmis grubun
kemik iliklerindeki notrofil metamiyelosit hiicre nukleuslarinin, negatif kontrol gruouna
ait kemik iligi preparatlarindaki notrofil metamiyelositlerin nukleuslarina oranla daha
diizgiin ve daire bigimli halkasal olduklar, ayrica daha bazofilik olarak boyandig: tespit
edilmistir (Sekil 3.4.E).

3.2.2. Deney grubu hayvanlarin miyeloid dokular

Deney grubu hayvanlarina ait kemik iligi preparatlari, mikroskop altinda
incelenmis ve normoblast hiicre sayilarinin T2 ve TS5 maddelerinin test adildigi hayvan
gruplarinda yaklasik %10-12 oraninda oldugu saptanmistir. Ancak T3 ve T4
maddelerinin test edildigi hayvan grublarinda bu oramin %10-13 olarak arttig:
gorilmiigtiir. Bigim olarak, normoblast hiicrelerinin oval ve dairesel goriinimli
nukleuslarimin, T3 ve T5 kimyasal test materyallerinin uygulandigi hayvanlarda az
oranda deforme oldufu (Sekil 3.7.E, Sekil 3.9.E) ancak T2 kimyasalinin test edildigi
grubun normoblast hiicrelerinde bu deformasyonun daha fazla oldugu gozlenmistir
(Sekil 3.6.E). T4 kimyasalmin test edildigi gruplarda, normoblast hiicre nukleuslarinin
cikintili ve yildizs1 gorinimde olduklann saptanmistir (Sekil 3.8.E). Normoblast
hiicrelerin boyanma &zelliklerinin, T2 ve T4 maddelerinin test edildigi hayvanlarin
miyeloid doku preparatlarinda bazofilik oldugu, buna karsin T3, T5 ve T7 maddelerinin
test edildigi hayvanlarin miyeloid doku preparatlannda, daha koyu bazofilik ozellik
gosterdigi tespit edilmigtir.

Kimyasal maddelerin uygulanmig oldugu deney grubu hayvanlarimin kemik iligi
preparatlarinda gozlenen nétrofil metamiyelosit hiicrelerinin oransal olarak sayilan
tespit edilmigtir. Bu oranlarin, T3 ve T5 kimyasal maddelerinin test edildigi gruplarin
kemik iligi preparatlarinda yaklasik %4-5 arasinda oldugu, ancak T2, T4 ve T7
maddelerinin test edildifi gruplarin kemik iligi preparatlarinda %25-35 arasinda
degisiklik gosterdigi sonucuna varilmistir. Farkli deney gruplarina ait miyeloid doku
preparatlarinda yapilan gézlemler sonucunda T2 ve T3 test maddelerinin uygulandig:
gruplarda, notrofil metamiyelosit gekirdeklerinin halkasal sekillerinin deforme oldugu
saptanmustir (Sekil 3.6.E, Sekil 3.7.E). Ancak T3 maddesinin test gruplarindaki nétrofil
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metamyelosit hiicrelerinin =%30’unda ¢ekirdeklerin yumaklagmis olduklar: gorillmiistir
(Sekil 3.7.E). T2, T4 ve T7 kimyasallanmin test edildifi hayvanlarda. nétrofii
metamiyelosit hiicre gekirdeklerinin hipersegmentasyon gosterdigi bulunmustur (Sekil
3.6.E, Sekil 3.8.E, Sekil 3.10.E). Bununla birlikte T4, T5 ve T7 maddelerinin
uygulandigi gruplarin doku preparatlarinda gorillen nétrofil metamiyelositlerin
nukleuslarmnin agiri bant kalinlagmas: gosterdigi belirlenmistir (Sekil 3.8.E, Sekil 3.9.E,
Sekil 3.10.E). Nétrofil metamiyelositlerin T2 ve T3 test gruplarinda koyu bazofilik, T4,
TS5 ve T7 maddelerinin test edildigi gruplarda ise zayif bazofilik boyanma o6zelligi

gosterdikleri belirlenmistir.

3.3. Dalak Morfolojisi

Caligmamuzda kullanilan hayvan gruplarina ait dalak organlar: genel olarak ve
kargilagtirmali bicimde incelendiginde, kolsisin uygulanan gruptaki hayvan dalaklarinin
tiimiinde hacimce bir kiiclilme oldugu saptanmugtir. Tiim kontrol gruplarmin dalak

kesitlerine ayni biiyiitme ile bakildiginda da kiigiilmiis oldugu agikca goriilmiistiir.

3.3.1. Kontrol grubu hayvanlarin dalak morfolojisi

Negatif kontrol ve DMSO grubu hayvanlarin dalak kesitlerinin genel
goruntiisiinde, eosinofilik boyanma 6zelligi gosteren yapilarin yaygin bigimde genis bir
alan kaplayarak lenf nodiillerine kadar uzandid: goriilmesine karsin (Sekil 3.3.F, Sekil
3.4F), kolsisin uygulanan hayvanlarin dalak kesitlerinde, eosinofilik alanlarin kisa
seritler halinde olduklari gézlenmigtir (Sekil 3.5.F). DMSO gruplarinda bu alanlara
dikkatlice bakildiginda, bu alanlarin dallanarak nodiillerin aralarina ve yer yer nodil
i¢lerine kadar uzandiklari belirlenmistir (Sekil 3.4.F). Negatif kontrol hayvanlarinin
dalak kesitlerinde, bazofilik adaciklarin kiigilk ve sayica ¢ok oldugu (Sekil 3.3.F),
DMSO’da ise bu adaciklarin biiyiik ve sayica az oldugu saptanmistir. Negatif kontrol
ve DMSO grublarinda rastlanmayan ancak, sadece kolgisin grubu hayvanlarda yag
dokusuna benzer ve yaklasik nodiil biyuklagiinde ve kapsille cevrili yapilara

rastlanmigtir (Sekil 3.5.F). Tim kontrol grubu hayvanlarin genel dalak kesitleri



kargilagtinldiginda, pozitif kontrol grubu hayvan dalaklanmin, tim kesit alanindaki
hiicreler arast bosluklarda belirgin bigimde artig oldugu tespit edilmistir. Dalaktaki
toplam lenf nodiili sayilan agisindan kontrol grubu hayvanlariin dalaklan
incelendiginde, pozitif kontrol grublarinin dalaklarindaki nodiil sayilarinda, negatif
kontrol ve DMSO uygulanmi§ gruplara gore azalma oldugu tespit edilmistir. Benzer
olarak, pozitif kontrol grubu dalaklarindaki nodiil gaplarinin, diger kontrol gruplarinin
lenf nodiil gaplarina oranla kiigtildigii de tespit edilmistir. Ayrica negatif ve DMSO
kontrol gruplarimn dalaklarindaki lenf nodiillerinin ¢ogunda merkezi agik boyanmuis
dairesel bir alan gozlenirken (Sekil 3.4.F), pozitif kontrol grubu dalaklarimin lenf
nodiillerinin hig birinde benzer bir yapiya rastlanmamustir.

Bu genel incelemenin ardindan tiim kontrol grubu hayvanlarinin dalak kesitleri
tizerindeki ayrintii incelemeler, lenf nodiili merkezi olarak kabul edilen sentral
arterlerden baslanarak digann dogru sirasiyla, ak pulpa ve kirmizi pulpa bélgeleri
tizerinde yapilmugtir.

DMSO ve kolsisin uygulanmig kontrol gruplarna ait dalaklarda goriilen lenf
nodiillerindeki arterlerin toplam caplari, negatif kontrol ile kargilastirildiginda, DMSO
uygulanmis gruba oranla yaklagik yan yariya kiigiik, pozitif kontrole oranla ise yaklagik
iki kat biiyiik oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda, sadece DMSO grubunda arter
liimeninin belirlenemeyecek kadar daralarak kapanmis oldugu da tespit edilmistir (Sekil
3.3.G). Yapilan dikkatli incelemelerden, pozitif kontrol gruplarindaki arter duvarinin
diger kontrol gruplarina oranla ¢ok daha genis oldugu ve koyu eosinofilik boyanma
ozelligi gosterdigi belirlenmigtir (Sekil 3.5.G). Ayrica damar i¢ yiizeyini orten endotel
hiicrelerinin bi¢imsel bozukluk ve deformasyon gostererek limene dogru cikintilar
yapmis olduklari saptanmistir. Bununla birlikte media tabakas: genislemis olarak
goziiken pozitif kontrol grubu arterlerinin dis ¢evresinde diizgiin ve dairesel dizili, oval
¢ekirdekli hiicrelerin var oldugu dikkati gekmistir ($ekil 3.5.G).

Kontrol grubunu olusturan hayvanlarin dalak kesitlerinde ak pulpaya genel
olarak bakildiginda hiicrelerin, negatif ve DMSO kontrol gruplarinda diizensiz ve
homojen dagildig1, pozitif kontrol gruplarinda ise dagilimin boyle olmadig: ve tek yonlii
dizilimin oldugu saptanmistir. Ak pulpada hiicreler aras: bogluklarin, negatif ve DMSO

kontrol gruplarinda az, buna karsin pozitif kontrol gruplarinda daha gok oldugu



bulunmustur. Bu bolgedeki sayisal hiicre yogunluklarinin, fizyolojik su uygulanmig
negatif kontrol gruplarina oranla, pozitif kontrol gruplarinda az, DMSO uygulanmis
gruplarda ise daha yogun oldugu tespit edilmistir. Negatif kontrol ve DMSO kontrol
gruplarinda koyu bazofil g¢ekirdekli, kiigiik, yuvarlak ya da oval bigimli hiicrelere
rastlamlmig olup bu tip hiicrelerin pozitif kontrol grubu dalaklarinda daha da fazla
sayida oldugu goze carpmusgtir. Agik boyanmig, kiigiik, yuvarlak ya da oval gekilli hiicre
sayilarinin DMSO ve pozitif kontrol gruplarinda, negatif kontrole gére azalmig oldugu
belirlenmistir. Fizyolojik su ve DMSO enjekte edilmis kontrol grubu hayvanlarinin
dalak preparatlarimin ak pulpalarinda bulunmus olan agik boyanmig, bilyitk oval
cekirdekli hiicrelere, diger grupta hi¢ rastlamlmamistir. Ancak mitotik figiirlii, hacimce
bityiik hiicreler, negatif kontrol digindaki kontrol gruplarinda hig gozlenmemistir.

Kontrol grubu hayvanlarin dalak kesitlerine bakildiginda, kirmizi pulpadaki
hiicre dagilimlarinin homojen olmadiklar1 ayrica, kolsisin uygulanmis grupta, kirmizi
pulpadaki hiicrelerin ¢ogunlukla deforme olduklan dikkati ¢ekmistir (Sekil 3.5.H). Sekil
bozuklugu gosteren bu hiicrelerin sirali gibi goriilen dizilimde olduklar ancak, silindirik
nukleuslu hiicrelerin bu dizilimin ydniine dik olarak farkli bir dizilim gosterdikleri tespit
edilmigtir. Hicreler arast bogluklarin da bu dizilime uygun olarak genis kanallar
bi¢ciminde oldufu gozlenmistir. Buna kargin fizyolojik su uygulanmis negatif grupta
koyu bazofilik gekirdekli hiicrelerin kiigitkk gruplar meydana getirmis olduklari (Sekil
3.3.H), DMSO grubunda bulunan aym tip hiicrelerin ise buyik ve yogun gruplar
olusturduklari, bu hiicre gruplan aralarindaki alanlarda ise genis bosluklanin olustugu
dikkati ¢ekmistir (Sekil 3.4.H). Hiicreler arasi bosluklarin negatif kontrol grup
dalaklarindaki kirmizi pulpada, kiigiik ancak gok sayida ve agirlikli olarak eosinofili
gosterdigi belirlenmigtir (Sekil 3.3.H).

3.3.2 Deney grubu hayvanlarin dalak morfolojisi
Calismamizda kullamlan deney grubu hayvanlarimin dalak preparatlar
mikroskop altinda kiiciik bilyiitmede incelendiginde, tiim deney grublarinda eosinofilik

alanlarin var oldugu ancak, T2 ve T3 maddelerinin uygulanmis oldugu gruplarda bu

alanlarin daha koyu eosinofili gosterdigi saptanmistir (Sekil 3.6.F, Sekil 3.7.F). T2 ve
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T5 kimyasallarimuin test edildigi gruplanin dalak kesitlerinde, kiigitk bazofilik hiicre
adaciklanna rastlamilmig ve TS5 grubundaki dalak kesitlerinde adacik sayisinin, T2 test
gruplarina oranla daha gok oldugu tespit edilmigtir (Sekil 3.6.F, Sekil 3.9.F). Diger
maddelerin uygulandigi gruplarin doku kesitlerinde ise bazofilik hiicre adaciklarinm
daha biiyiik ve sayica daha az oldugu gozlenmistir. Sadece T2 maddesinin uygulandig
hayvanlarin dalak kesitlerinde biiyitk, ancak T3 ve T5 maddesi uygulanmis grubun
dalak kesitlerinde daha kiigiikk gériinen ve sadece kirmizi pulpada yer almis kanal
bigimli yariklarm oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.6.F, Sekil 3.7.F, Sckil 3.9.F). Deney
grubu hayvanlanin tamamimin dalak kesitlerinin kargilagtinlmas: sonucunda, kesitlerin
genel goriintiilerinde saptanmis olan lenf nodiilii sayilarinin, T2 uygulanmis grupta, az
ancak, birbirine sayica benzerlik gdsteren diger deney gruplarinda ise daha fazla oldugu
sonucuna varilmistir. Aym sekilde tiim deney hayvanlarimin dalak kesitlerinin genel
goriintilerinde belirlenen lenf nodiili caplarimin, farkli gruplar arasinda biyiikliik
agisindan farklilik gostermedikleri tespit edilmistir.

Dalak kesitlerinde, lenf nodiillerinin merkezine yakin bolgelerde lokalize olmus
sentral arterlerin ¢ap genisligi acisindan, en genis arterin T7 maddesinin test edildigi
gruplarda oldugu saptanmustir (Sekil 3.10.G). T4 maddesinin uygulandifi gruplarda
sentral arter ¢aplarinin, T7 grubuna oranla yaklasik 1/3 kadar daha dar oldugu, T2 ve T3
maddelerinin verildigi deney gruplarinda ise bu oranin yaklasik yart yariya oldugu
saptanmig, ancak TS5 kimyasalinin test edildigi deney gruplarinda ise sentral arter
capinin daha da daralarak arter liimeninin goériilemeyecek duruma geldigi gozlenmistir
(Sekil 3.9.G). T2 ve T5 uygulanmis hayvanlarin dalak preparatlarinda, sentral arter
endotelinde, limene dogru ¢ikintt yapmug bazofilik hicrelerin bulunduklar: tespit
edilmigtir (Sekil 3.6.G, Sekil 3.9.G). T3 ve T5’in test edildigi gruplarin sentral arterlerin
media tabakalarinin eosinofilik 6zellikte oldugu belirlenmistir (Sekil 3.7.G, Sekil
3.9.G). Media tabakasi geniglemis olan T4 deney grubunda ise bu tabaka iginde, damar
liimenine paralel, ig bigimli ve yer yer oval sekilli koyu bazofilik boyanmig hiicreler
saptanmugtir (Sekil 3.8.G). Aymi bigimli ve konumlu hiicrelere, TS uygulanmig deney
gruplarimin  dalaklarindaki sentral arterlerin diginda tiim deney gruplani sentral

arterlerinde de rastlaniimigtir.



Dalak kesitlerinde, dokuyu olusturan ve sentral arter g¢evresinde yer alan ak
pulpaya ait bolgeler incelendiginde, hicre dagilimlarinin tim deney grubu dalak
kesitlerinde benzer sekilde homojen oldugu gézlenmis, benzer bigimde hiicrelerin de
daginik dizilim gosterdikleri belirlenmistir. Ak pulpada dagilim gosteren hiicrelerin TS
kimyasal maddesinin test edildigi gruplar digindaki tiim deney gruplarinda, sayica
yogun ve hiicreler arasi bosluklarin az oldugu tespit edilmigtir (Sekil 3.9.G). Bu
hiicrelerden koyu bazofil ¢ekirdekli, kiigiik, yuvarlak ya da oval bigimli olanlari T2, T3,
T4 ve T7 maddeleri uygulanan grup dalaklarinin ak pulpasinda bulunmasina kargin, T5
maddesi uygulanan grupta, bu tip hiicre sayilarmin Dbelirgin bi¢imde az oldugu
saptanmigtir. T5 maddesi uygulanan grupta, ¢ok sayida bulunan agik boyanmis kigiik,
yuvarlak ya da oval sekilli hiicrelerin, diger deney gruplarindaki sayilarinin ¢ok daha az
oldugu tespit edilmistir. Incelemelerimiz sonucu agik boyanmus, biiyikk ve oval
cekirdekli hiicrelerin, T5 maddesinin test edildigi gruplarda daha fazla oldugu ancak T7
maddesinin test edildigi gruplarda ise daha az oranda bulundugunu gostermistir. Deney
grubu hayvanlarinin dalak kesitlerinde yapilan incelemelerde, ak pulpalarda mitotik
figiirli hig bir hiicreye rastlanilamamuistir.

Kimyasal maddelerin, test i¢in uygulandiklari deney hayvan dalaklarindaki,
kirmizi pulpa bolgelerinde, hiicrelerin dagilim diizenlerinin, tiim deney gruplarinda
homojen olmadiklari, yapilan incelemeler ile ortaya konmustur. T7 grubu digindaki tiim
test gruplarinda, hiicreler arast bosluklarin ise digerlerine oranla fazla oldugu
saptanmustir (Sekil 3.10.H). T3 maddesinin test edildigi gruplarin dalak preparatlarinda,
kirmizi pulpa bolgesinde, eosinofilik alanlarin genis yer kapladigi tespit edilmistir
(Sekil 3.7.H). Benzer alanlarin, TS deney gruplarinda da bulundugu ancak eosinofilik
olmadigi goézlenmistir (Sekil 3.9.H). T3 ve T4 uygulanmig gruplarin kirmizi
pulpalarinda irili ufakli, koyu bazofilik, yuvarlak ve oval hiicrelerin yer aldigi tespit
edilmistir. Bu tip hiicrelerin diger deney gruplarinda ise az oranda bulunduklan
belirlenmistir. Agik bazofilik boyanmus, biiyitk hacimli ve kigiik gekirdekli polimorf
hiicrelerin, T3 maddesinin test edildigi gruplarda az ancak, diger deney gruplarinda
daha fazla sayida oldugu belirlenmistir. Sar1 renkte boyanmig hiicrelerin ise oransal
olarak T2 gruplarinda en g¢ok (Sekil 3.6.H), T3 ve T7 gruplarinda az, T4 ve T5

gruplarinda da daha az olduklarn gozlenmistir. Ayrnica, TS5 in test edildigi gruplarin



dalak kesitlerinin kirmuzi pulpalarinda hi¢ boya almamis, nukleuslari olmayan ya da
gozitkmeyen, sikit yapida doku olusturur goriiniimde hiicresel yapilara da rastlanilmigtir
(Sekil 3.9 H).
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Sekil 3.3. Fizyolojik su uygulanmug negatif kontrol grubu hayvanlanna ait degisik doku
ve organ preparatlariun géranumleri. (A) May Griinwald-Giemsa ile boyanmig
kan yayma preparatimin genel goriniimi X66. (B) Buyiik monosit hiicresi
X330. (C) Lenfositler X330. (D) Monosit ve notrofil X330. (E) May
Griinwald-Giemsa ile boyanmus kemik iligi yayma preparatinin ayrnintih
gorunimii X330. (F) Hematoksilin-Eosin ile boyannus dalak kesit preparatinin
genel gorinimi X33. (G) Dalak preparatinda ak pulpa ve merkez arterin
gorinimii X330. (H) Dalak preparatinda kirmuzi pulpa ve kiigiik gruplar
olusturmus, koyu bazofilik hiicrelerin goriinima X330

33



Sekil 3.4. DMSO uygulanmig kontrol grubu hayvanlarna ait degisik doku ve organ
preparatlannin  gériinimleri. (A) May Griinwald-Giemsa ile boyanmis kan
yayma preparatinin genel gorinimi X66. (B) Agik bazofilik monosit X330.
(C) Lenfositler X330. (D) Hipertrofi ve nukleus hipersegmentasyonu
g6stermis nétrofil X330. (E) May Griinwald-Giemsa ile boyanmis kemik iligi
yayma preparatinda diizgin halkasal ve koyu bazofilik g¢ekirdekli notrofil
metamiyelositler X330. (F) Hematoksilin-Cosin ile boyanmus dalak kesit
preparatimin genel gorinimi X33. (G) Dalak preparatinda ak pulpa ve
daralmig merkez arterin goriinimii X330. (H) Dalak preparatinda kirmizi
pulpa ve kiigiik gruplar olusturmus, koyu bazofilik hiicrelerin gériniimi X330
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Sekil 3.5. Kolsisin uygulanmis pozitif kontrol grubu hayvanlarina ait degisik doku ve
organ preparatlarinin gériinimleri. (A) May Griinwald-Giemsa ile boyanmis
kan yayma preparatinin genel goriinimii X66. (B) Koyu bazofilik monosit
X330. (C) Koyu bazofilik lenfosit X330. (D) Hipertrofik notrofil X330. (E)
May Griinwald-Giemsa ile boyanmis kemik iligi yayma preparatinda membran
¢tkintih normoblastlar X330. (F) Hematoksilin-Eosin ile boyanmis dalak kesit
preparatimin genel goriinimi X33. (G) Dalak preparatinda ak pulpa, koyu
eosinofilik arter ve koyu bazofilik hiicreler ile aralarindaki genis bosluklar
X330 (H) Dalak preparatinda kirmizi pulpa ve genis bosluklar X330
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Sekil 3.6. T2 kimyasal maddesi uygulanmug deney grubu hayvanlanna ait degisik doku
ve organ preparatlarinin goriiniimleri, (A) May Griinwald-Giemsa ile boyanmig
kan yayma preparatinin genel goriinimii X66. (B) Monosit X330. (C,D)
Lenfosit ve hipersegmentasyon gostermis nétrofiller X330. (E) May Griinwad-
Giemsa ile boyanmug kemik ilifi yayma preparatinda deforme olmus
normoblastlar ve kalin bantlagma gostermis notrofil metamiyelositler X330. (F)
Hematoksilin-Eosin ile boyanmis dalak kesit preparatimin genel goérinimi
X33. (G) Dalak preparatinda ak pulpa ve merkez arterin gorinimu X330. (H)
Dalak preparatinda kirmizi pulpa ve koyu eosinofil boyanmis genis alanlarin
goriinimi X330

38



Sekil 3.7. T3 kimyasal maddesi uygulanmig deney grubu hayvanlarna ait degisik doku ve
organ preparatlarinin gorinamleri, (A) May Grinwald-Giemsa ile boyanmis
kan yayma preparatinin genel goriinimii X66. (B) Monosit benzeri hiicre
X330. (B,C) Lenfositler X330. (D) Buyiik granilli monosit benzeri hiicre ve
cekirdegi az segmentli nétrofil X330. (E) May Griinwald-Giemsa ile boyanmis
kemik iligi yayma preparatinda normoblaslar ve ¢ekirdegi yumaklagnus nétrofil
metamiyelositler X330. (F) Hematoksilin-Eosin ile boyanmus dalak kesit
preparatinin genel gortiinimii X33. (G) Dalak preparatinda ak pulpa ve arterin
goriniimii X330. (H) Dalak preparatinda kirmizi pulpa ve bazofilik hiicreler ile
aralarindaki koyu eosinofilik genis alanlarin gériiniimii X330
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Sekil 3.8. T4 kimyasal maddesi uygulanmis deney grubu hayvanlarina ait degisik doku ve
organ preparatlarinin goriiniimleri, (A) May Grinwald-Giemsa ile boyanmis
kan yayma preparatimn genel goriinimt X66. (B) Buyiik ve granillii monosit
X330. (C) Lenfosit ve sitoplazmas: eosinofilik, segmentsiz halkasal ¢ekirdekli
notrofil X330. (D) Notrofil X330. (E) May Grinwald-Giemsa ile boyanmis
kemik iligi yayma preparatinda membran ¢ikintili normoblastlar ve gekirdegi
kalin bantlagma gosteren noétrofil metamiyelositler X330. (F) Hematoksilin-
Eosin ile boyanmis dalak kesit preparatinin genel goriiniimii X33. (G) Dalak
preparatinda ak pulpa ve arterin gorinimi X330. (H) Dalak preparatinda
kirmizi pulpamn gériinimi X330
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Sekil 3.9. T5 kimyasal maddesi uygulanmis deney grubu hayvanlarma ait degisik doku ve
organ preparatlarimin gorinimleri, (A) May Griinwald-Giemsa ile boyanmug
kan yayma preparatinin genel gérinimi X66. (B) Monosit X330. (C) Kiigiik
monosit X330. (D) Kiigiik lenfosit ve eosinofil sitoplazmal nétrofil X330. (E)
May Griinwald-Giemsa ile boyanmis kemik ili§i yayma preparatinda az
deforme olmus normoblastlar ve gekirdegi bant kalinlagmasi gostermis nétrofil
metamiyelositler X330. (F) Hematoksilin-Eosin ile boyanmis dalak kesit
preparatiin genel goriiniimi X33. (G) Dalak preparatinda genis bosluklu ak
pulpa ve daralmig, eosinofilik merkez arter X330. (H) Dalak preparatinda
kirmizi pulpa ve genis bosluklar ile boya almamug hiicresel yapilar X330
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Sekil 3.10. T7 kimyasal maddesi uygulanmig deney grubu hayvanlarina ait degisik doku
ve organ preparatlarinin gériintimleri, (A) May Griinwald-Giemsa ile boyanmis
kan yayma preparatinin genel goriuniimi X66. (B) Biyitk monosit X330. (C)
Lenfositler X330. (D) Biiyik monosit ve ¢ekirdegi az segmentlesmis
nétrofiller X330. (E) May Griinwald-Giemsa ile boyanmig kemik iligi yayma
preparatinda normoblast ve noétrofil metamiyelositlerin goraniimii X330. (F)
Hematoksilin-Eosin ile boyanmus dalak kesit preparatinin genel gdriinimi
X33. (G) Dalak preparatinda ak pulpa ve g¢api geniglemis merkez arterin
goriniimii X330. (H) Dalak preparatinda kirmizi pulpa ve hiicreler arasi genis
bosluklarn gériintimii X330
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4. TARTISMA ve SONUC

Hiicrelerde mitozu durdurucu etkisi oldugu bilinen, 6rmegin kolsisin gibi
maddeler ¢ok hiicreli organizmalara uygulandiginda, organizma iginde mitotik aktivite
gosteren tim hiicrelerin bu aktivitelerini olumsuz olarak etkileyecegi diisiiniiliir.
Caliymamizda da kullandifimiz yiiksek organizmali deney hayvanlarina antimitotik
etkisi bilinen kolsisin uygulandifinda, yasam boyu mitotik aktivite gosteren kan
hiicreler1 iizerinde olumsuz etki yapmasi, bu disiinceyi dogrular niteliktedir.
Caligmamizda kolsisin uygulanan tiim hayvan gruplarinin kan sayimlari ve yayma kan
preparat incelemeleri ile kemik iligi ve dalak preparatlarina ait bulgularin tiimiinde,
mitotik aktiviteleri yavaslayan hiicrelerin, genelde sayica azaldiklari saptanmugtir.
Negatif kontrol grubu hayvanlan ile kargilagtinldiginda, pozitif kontrol grubu
hayvanlarin kanlarindaki 16kosit seriye ait, 6rnegin lenfosit ve nétrofillerin 2/3 oraninda
azalmasi, ¢alismamizin en garpici bir sonucu olup, bu ani diisiiste 1okositlerin ortalama
6 saatlik yarilanma omiirlerinin [12] etkisi buiyliktur. Teerenhovi ve arkadaglar1 [13]
tarafindan, kolsisin uygulanmis deney hayvanlarnimin kanlarindaki lenfosit hiicre
sayisinin azalmig oldugu belirtilmistir. Ilfeld ve arkadaslari [54] tarafindan yapilmis
olan bir diger calismada ise, deney hayvanlarina bir hafta siire ile kolsisin uygulanmis
ve siire sonunda yapilan kan sayimlarinda, lokositer seriye ait tiim hiicrelerin sayisal
olarak belirgin bigimde azalmig olduklar tespit edilmistir. Daha Once yapilan tiim bu
galigmalar, yaptigimiz galigma ile paralellik gostermis olup, kolsisinin mitotik inhibitér
oldugunu ortaya koyan kanitlar niteligindedir.

Kolsisinin lokositler tizerindeki bu olumsuz etkisi ¢alismamizin kemik iligi
preparatlarinda, en belirgin taminma 6zelligi olan I6kosit serisine ait onciillerinden
noétrofil metamiyelosit hiicrelerine bakildiginda sayisal degerinin sifir bulunmasi,
kolsisinin antimitotik etkili oldugunun bir diger kanit1 olarak kabul edilebilir. Lokositer
seriye ait hiicrelerin yapimi organizmalarda birden fazla doku ve organda
gerceklesmektedir [4]. Bu nedenle organizmadaki sayilari fazla olmas: gerekirken,
calismamizda DMSO kontrol grubu hayvanlarin Iokositlerinde sayica azalma,
DMSO’nun ¢alismalarda sozii edilen toksik etkisinin oldugunu gosterir niteliktedir [6].

Bu neden ile DMSO organik ¢oziiciisiiniin, canli yapilara uygun olmadigi, yapilan



calismalar ile kanitlanmigtir [55]. Calismalanimiz ve daha 6nce drnek olarak verilen
bilimsel caligmalar, deney hayvanlarina uygulanan bir mitotik inhibitériin etkisinin,
16kosit sayilarina bakilarak ortaya konulabilecegini gostermektedir. Bu yaklasimla
negatif, DMSO ve pozitif kontrol grubu hayvanlar ile, T kodlu maddelerin uygulandig:
hayvanlarin kan parametreleri caligmamizda karsilagtirmali olarak incelenmistir. T
kodlu maddelerin uygulandigi hayvanlarin kanlarindaki 16kosit sayilan da
kargilastirmal1 olarak incelendiginde, bu maddelerden, 6zellikle T3 ve TS5 maddelerinin,
negatif kontrole oranla, lokosit hiicre sayilarinda bir azalmaya neden oldugundan
olumsuz bir etki yaptig1 tespit edilmistir. Hiicre gogalmas: iizerine olumsuz etkisi kesin
olarak bilinen kolsisin uygulanmig hayvanlarin dalagi genelde bazofilik boyanma
ozellig1 gostermis, ayrintili incelemelerde de lenfositlerin lenfoblastlara oranla artmig
oldugu gorilmustiir. Olgun lenfositlerdeki bu artis, dalak kesitlerindeki nodiillerin
klasik goriintiilerinin kaybolmasina da neden olmustur. Bu durum, kolsisinin etkisiyle
lenfoblast iiretiminin durdugunu, bunun sonucu olarak dalakta acik sitoplazmals,
olgunlagmamis lenfoblast sayisinin azaldigini gostermektedir. Calismamizda, dalak
gorintiilerinin periferik kandaki 16kosit parametrelerini destekleyen bu goriintiisii
yaninda lenf nodiillerinin kiigiilmesi ve diffiize olarak belirgin goriintiisiinii kaybetmesi
de bir diger destekleyici unsurdur. Kolsisin uygulanmig hayvanlarin dalak preparatlar
ayrintili incelendiginde,, negatif kontrole goére hiicre sayisinda ve gesitinde belirgin
azalma yaninda, hiicrelerin belirli dogrultuda dizilim gosterdikleri dikkat ¢cekmektedir.
Kolsisinin dalak tizerindeki bu carpici etkileri, test edilen bazi T kodlu maddeler
uygulandiginda da gériilmustir. Calismamizda da tiim T kodlu maddelerin uygulandig:
hayvan dalaklarinda, normal goriiniimlii belirli ¢apta, simirlari belli, agik ve koyu
alanlarin gorildiigi nodiillerin tespit edilememesi, bu hayvanlarda lenf yapim ve
olgunlagmasinin olumsuz olarak etkilediginin bir ifadesidir. T2, T3 ve T7 maddelerinin
uygulandig: hayvanlarin dalak kesitlerinde tespit edilmis ve bulgularimizda “sar1 boya
almis” olarak tanimladigimiz alanlarin, eritrosit hiicreleri oldugu diistinilmektedir. Bu
diisiince, dolagim kaniyla gelen eritrositlerin, azalan lenfositlerin olusturdugu bosluklar
doldurmasiyla agiklanabilir. Ancak, T2 ve T3 maddeleri uygulanmig hayvanlarin dalak
kesitlerinde oldugu gibi olusan bu bosluklarin biyiklik ya da genisligi

diisiiniildiigiinde, sadece eritrositlerin bu bosluklari doldurmasimi diisinmek yanilg:



olur. Organizma bedeninde hiicre ve dokular arasi tiim bogluklarin bag ve destek
dokulartyla kaphi olduklari ve bu dokularda hiicre sitoplazmalann ve amorf ara
maddelerinin genel olarak eosinofilik boyanma 6zelligi gosterdigi bildirilmektedir [1, 3,
56]. Bu bilgiler is18inda T2 ve T3 uygulanmig hayvan dalaklarinda, hiicreler arasi
bosluklarda yogun olarak goziiken eosinofilik alanlarin, bag dokusu oldugu
dusintilmektedir. Aynintili incelemelerde gézlenen uzun, oval ya da ig bigimli
¢ekirdeklere sahip ve bag dokusu hiicrelerinin 6zelligini gdsteren yapilardaki artig bu
goriisii  desteklemektedir. Antimitotik maddelerin damar yapilan iizerine etkileri,
kolsisin uygulanmig ve negatif kontrol grubu hayvanlarin dalak arterleri kargilagtirilacak
olursa, antimitotik etkili olan kolsisinin, arter limeni ve media tabakasin1 genislettigi,
bir bulgu olarak galiymamizda ortaya ¢ikmugtir. Caligmamizin devaminda, hemen tiim T
kodlu maddelerin uygulandig: hayvanlarin dalak arterleri iizerine etkilerinin kolsisine
benzemesi nedeniyle, antimitotik etkili olduklann sodylenebilir. Ancak, tiim bu
yaklagimlar 1s1§inda antimitotik etkileri test edilen T kodlu maddeler, kendi aralarinda
karsilagtirmali olarak degerlendirildiklerinde, en etkili antimitotik olarak T3 ve TS
maddelerinin oldugu sdylenebilir. Ancak bu maddelerin, rakamsal olarak I6kosit hiicre
sayilarina etkileri, DMSO grubu Iokosit sayilaryla paralellik gostermektedir. Bu
maddelerin, DMSO i¢inde ¢oziilerek hayvanlara uygulandig1 géz 6niinde tutuldugunda,
lokosit sayilarindaki azalmanin, uygulanan karigim igindeki DMSO etkisiyle olabilecegi
de disiiniilebilir. Bu yaklasim gézardi edilerek, mitotik aktivite iizerine etkileri test
edilen tim T kodlu maddelerin lokosit sayilarina etkileri kargilagtirmali olarak
incelenip, organizmanin tiim hiicrelerine genellestirildiginde, T3 ve T5 maddelerinin en
etkili mitoz durdurucu madde olduklari ortaya ¢ikmaktadir. Kemik iligi
preparatlarindaki 16kositer seriye ait nétrofil metamiyelosit hiicrelerinin incelenmesi ile
ortaya ¢ikan 4/5 oram diger T kodlu maddelerle karsilastinldiginda en fazla azalma
oranim gosterdiginden T3 ve TS5 maddelerinin en etkili oldugu ortaya ¢ikar. Aynca,
l6kositer seriye ait hiicrelerin dramatik bir gekilde azalmasina yonelik bu bulgu,
periferik kandaki 16kositer seriye ait hiicrelerdeki sayisal azalmamin, bu maddelerin
¢oziiciisii olarak kullamlan DMSO etkisi nedeniyle olmadiginin da bir kanit1 olarak
kabul edilebilir.
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Caliymamizda, eritrosit yapim merkezi olan miyeloid dokular incelendiginde,
eritrosit prekiirsorii olan normoblast hiicrelerinin sayisi, kolsisin uygulanmis olan
hayvanlarda yiiksek bulunmustur. Kolsisin uygulanmis hayvanlarda periferal kana
bakildiginda, sayica yiltksek oldugunu gordiigimiiz eritrositlere karsin, l6kositlerin
digik oldugu saptanmistir. Aym deney grubunun kemik ilii preparatlan
incelendiginde, Iokositer seri onciillerinden nétrofil metamiyelositlere hig
rastlamlmamigtir. Bu durumda periferal kanda eritrosit yanlanma Omiirlerinin,
Iokositlere oranla fazla oldugu [12] disiiniilerek, kemik iliginde iiretimi durdurulmusg
tim hiicreler arasinda normoblastlarin sayica yogunluk gostermis olmasi, olasi bir
durum olarak karsilanmustir. Benzer olarak, bulgularimizda negatif kontrole oranla,
kolsisin uygulanan pozitif kontrol grubu hayvanlann, periferik kanlarindaki eritrosit
miktarindaki artig, kolsisinin dalak tizerindeki olumsuz etkileriyle agiklanabilir.
Calismamizdaki dalak incelemeleri, kolsisin uygulanmig hayvanlarda, dalagin kiigiilerek
dumura ugradif1 ve fonksiyonunu yapamaz hale geldigini gostermistir. Daha &nceki
caligmalar, en Onemli gorev olarak dalagin, eritrosit yikici bir organ oldugunu
belirtmektedir [4, 56, 57]. Kolsisinin etkisiyle, fonksiyonunu yitiren dalaga sahip pozitif
kontrol grubu hayvanlarin periferik kandaki omrinii doldurmus eritrositler, biiyiik
oranda yok edilmediginden, total eritrosit sayisinda bir artiy olarak kendini
gostermektedir.  Pozitif kontrol grubu hayvanlanin  periferik kan eritrosit
incelemelerimizde, deforme olmus ve sekil bozuklugu gosteren eritrositlerin varlig da,
bu yaklagimi destekler niteliktedir. Deney grubu hayvanlannin kemik iligi
preparatlarina bakildiginda kolsisin uygulanmg gruplarin kemik iligine oranla
normablastlarin sayica en fazla, T3 ve T4 kolsisin grubuna yakin olarak da T2 ve T5
maddelerinde bulunduklan gérillmiigtiir. Bu bulgular T2, T3, T4 ve T5’in normablastlar
iizerine kolsisine benzer bir etki gosterdigini diigiindurir. Ancak, bu dort madde
arasindan T3 ve T5 uygulanmis grubun kemik iligi normoblastlarinda, diger test grubu
kemik iliklerine oranla, daha bazofilik boyanma &zelligi ve gorillen bigimsel
bozukluklar bu maddelerin normoblastlarin olgunlagmas: izerine olumsuz etkili
oldugunun ve dolays: ile digerlerine oranla kolsisine daha yakin etkilerinin oldugunun

bir kanit1 olarak gésterilebilir. Yaptiimiz bu tartigmalar, T kodlu maddeler i¢inde T3 ve



T5 maddelerinin diger T kodlu maddelere oranla daha etkili oldugunu ortaya koyar
niteliktedir.

Yapilan ¢aligmalar, kolsisin gibi antimitotik etkili maddelerin kimyasal
yapilarinda, metil (-CHj3) grubunun sayica artmasi. maddenin mitoz durdurucu etkisini
artirdigini gostermigtir [7]. Caligmamizda test edilen ve mitozu engelleyici en etkili
maddelerden biri olan T5 kodlu maddenin kimyasal yapisina bakildiginda (Sekil 1.3),
diger test maddelerinde olmayan iki adet metil grubunun oldugu gériiliir. Bu durumda
T5’in antimitotik etkisi, yapisindaki metil gruplarindan kaynaklanabilecegi soylenebilir.
Caligmamizda ortaya ¢ikan en etkili diger bir antimitotik madde olan T3 maddesinin
kimyasal yapisinda, besgen ve altigen olmak tizere, diger test maddelerinin hig birinde
gorilmeyen dort adet kimyasal halka igerdigi gorilir (Sekil 1.3). Caligmalarla
antimitotik etkileri kamitlanmis 6rnegin, podofillotoksin ve tirevleri gibi maddelerin
yapilarinda da benzer halkalarin goklugu ortaya konmustur [7, 18]. Bu durumda mitotik
inhibitorlerin kimyasal yapilarindaki bu halkalarinin sayica fazla olmasi, etkilerinin
arttiracag: diisiincesini dogurur.

Test edilen maddelerin timinin kimyasal yapilarinda, birbirine komsu olmayan
iki kukart elementinin (S) yer aldigi ve bir beggen halkasinin varhig: ortak bir 6zellik
olarak dikkati ¢ekmektedir (Sekil 1.3). Bu ortak yapi nedeniyle bu test maddelerinin
etkileri de benzer olarak beklenir ve bulgularimiz da bu dogrultudadir. T kodlu
maddelerin sentezinde model olarak kullanilan ana maddenin Bis tefrathiafulvalene
oldugu bildirilmistir [33, 58]. Ancak literatiir taramalarimizda, aym ya da benzer yapiya
sahip hi¢ bir antimitotik kimyasal madde yapisina rastlanilmamigtir. Tim T kodlu
maddelerin etkileri, kolgisine benzerlik gostermesine ragmen, bazi farkli bulgularin
ortaya ¢tkmasi, kimyasal yapilarinda, sozini ettigimiz farklilik nedeniyle oldugu
diisiiniilebilir. Diger tarafian, gogu test maddelerinin ¢ogunun yapisinda bulunan (Sekil
1.3) cift baglh kitkiirt (=S) elementi, sozii edilen farkh etkilerin ortaya ¢ikmasina neden
oldugu dasinulebilir.

Kimyacilarin sentez ettikleri ve kendi yontemleriyle antimitotik etkili olduklarini
iddia ettikleri, T kodlu maddeler, galismamizda bu iddiay: hepsi igin kesin olarak
dogrular nitelikte bulunmamistir. Kontrol grubu caligmalari, ortaya koydugumuz ve

calismamizda uyguladigimiz yontemin givenilirligini gosterdiginden, benzer testler igin
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uygulanabilir niteliktedir. Cozilebilir ozellige sahip olan maddelerin, organizmaya
enjeksiyonu sonucu, etkilerinin RES’e ait doku ve organlardan dalak ve kemik iliginde
aranmast bigiminde uyguladifimiz yontemimizde T kodlu maddelerin, iddia edilen
etkilerinden sapmasinin, asagida Dbelirtecegimiz nedenlerden kaynaklandigim
diisinmekteyiz.

Deneyimizde, kullandifimiz T kodlu maddeler, sadece DMSO’da
¢Ozilebilmektedir. Bu nedenle, zararhi etkisi kanitlanmig bu ¢oziiciiniin [6] hiicreler
tizerindeki etkisi, deneyin sonucunu da olumsuz etkileyebilmektedir. Oysa ki
kimyacilarin yonteminde kullanilan araglarin, saf maddeyi test ettigi bildirilmistir. Bu
olumsuzlugun giderilmesi, organizmaya =zararli etkileri olmayan bir ¢éziiciiniin
kullanilmas: ya da oral yol ile verilmesi gibi farkli bir ydntem uygulanmasiyla miimkiin
olabilir.

Kimyacilarin aksine, canli organizmada etkilerini gosterebilmek igin belirli cins,
yas, agirlik gibi ozelliklerin dikkat ederek kullandigimiz deney hayvanlarinin biyolojik
savunma mekanizmalar, maddelerin antimitotik etkileri iizerinde degisikliklere neden
olabilir. S6zii edilen bu olumsuz etkinin giderilmesi, hedef organ, doku ya da hiicrelerin
saf kultiirleri kullamilarak iz vitro yontemler kullanilarak en aza indirilebilir.

Test edilen maddenin sterilizasyonu, hedef organa direk olarak verilmesi, test
edilecek maddeyi igeren soliisyonun enjekte edilen total miktari, enjeksiyon siiresi ve
toplam deney siiresi organizmadaki etkilerini degistirebilecek nedenler olarak
distintilebilir.

Sonuglan etkileyebilecek diger faktorler arasinda, uygulanan maddelerin
etkilerini ortaya koyabilecek (lenf bezleri, peyer plaklan, tonsilla, apendiks, timus,
karaciger, deri ...v.b.) tim organ ve dokularin incelenmesi ve uygun preparasyon
tekniklerinin hatasiz kullanilmasi sayilabilir.

Bu yaklagimla, sahip oldugumuz olanak ve bilgiler dogrultusunda, 6zel 6zen
gostererek siirdirdiigiimiiz galigmalanimiz bes degisik yapida T kodlu maddelerin
etkileri, tez metnimizin degisik yerlerinde soziinii ettigimiz bigimde, net olarak ortaya
konmustur.Sonu¢ olarak, organizmamin mitotik aktiviteleri {izerinde etkili oldugu
disiiniilen herhangi bir maddenin, yaptigimiz ¢alismaya benzer ve 6nerilen bigimde test

edilebilecedi ve bu nedenle, konunun degisik ¢aligmalara 151k tutacag inancindayiz.
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