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ANTIMITOTIK OLDU GU DUSUNULEN BAZI K IMYASALLARIN RET iKULOEN-
DOTEL IAL SISTEM (RES) UZERINE ETKILERI

Mustafa UYANOGLU?®, Melih ZEYTINOGLU?

oz

Gunumuzde dgal ya da yapay bir cok kimyasal iigin antimitotik etkisinin bilinmesine kam, et-
ki mekanizmalari hakkinda oldukca az bilgiye rastlaniimaktadir. Antimitotikgaldulinen kimyasal bir
bilesen model alinarak sentetik yolla elde edjinulan Bis tetrathiafulvalene tirevlerinin, mitotik
inhibitor etkili olabilecgi dusinulmdstir. Bu yolla yapay olarak sentez edilen ve T3, T5 olarak kodlan-
mis maddelerin formul yapisindan yola cikilarak antimitotik olabgealistiniimis ve calsmamizin
kimyasal deney materyalini afturmustur. Yasam boyu mitotik aktivite gdsteren hicreler iceren
retikiloendotelial sistem (RES)’ deki bazi dokular tzerine olasi etkilegiial@istir. Sentez edilen bu
kimyasallarin, in vivo olarak test edilmesine ydnelik olan busgeda kullanilan test materyallerinin
olasi etkilerini gosterebilmek amaciyla kan, kemi ilie dalak dokulari incelengwe bu konuda bir test
yontemi de gedtiriimeye calsiimistir. Kimyasal maddelerin hedef dokular tizerindeki antimitotik etkileri,
kontrol gruplari ile deney gruplari kalastirilarak degerlendirilmitir. Yapilan cagmanin sonucunda, test
edilmis olan kimyasal maddelerin antimitotik etkili oilu sGylenebilir.

Anahtar Kelimeler: RES, Kan, Kemik ilgi, Dalak, Antimitotik maddeler, Bis tetrathiafulvalene.

EFFECTS OF SOME CHEMICAL AGENTS WHICH MAY HAS
ANTIMITOTIC EFFECTS ON RETICULOENDOTHELIAL SYSTEM (RES)

ABSTRACT

Nowadays, many natural or artificial chemicals are known as mitotic inhibitors but the information
about their effect mechanisms is very little. Bis tetrathiafulvalene strains, which were synthesized by
using an antimitotical chemical compound as a model, were thought to have mitotic inhibitor effects.
Thus, chemicals with codenames T3 and T5, were synthesized with the way mentioned above and the
chemicals became the main chemical materials of our research . Possible effects of these chemicals w
investigated on some tissues of reticuloendothelial system (RES) which includes particular cells showin
mitotic activitiy for the life. In this study, which was devoted to in vivo testing of the synthesized
chemicals, to investigate the effects of test materials, blood, bone marrow and spleen tissues we
examined and also a test method were tried to be developed about this subject. The antimitotic effects
the chemical materials on target tissues were evaluated comperatively both between test groups a
between control groups. As a result of this study, it can be concluded that the tested chemical materic
have antimitotic effects.
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1. GIRIS

Genel olarak mitoz boéliinme, organizmayistu
ran hem normal hem de transform hiicrelerde gézlenen
bir casalma sekli olarak gosterilmektedir. Hiicre don-
gusu olarak belirtilen mitoz bolinmenin, sinir ve retina
hiicresi gibi 6zellgmis bazi hicrelerde gérilmez iken
deri, kemik iligi, epitel hiicreleri ve daha pek ¢ok hiic-
re tipinde sikhkla goroldgii aciklanmaktadir
(Demirsoy, 1991). Hicre dongusiinde mikrotibullerin
rol oynadg “karyokinez” adi verilen ¢ekirdek boliin-
mesinin hemen ardindan aktin mikrofilamentleri araci-
hgiyla “sitokinez” adi verilen sitoplazma bdélinmesi
gerceklamektedir (Ozban, 1998).

Mikrotibdller, a ve B tubulin proteinlerinin
polimerlemesiyle olgurlar (Correia, 1991; Iwasaki,
1993). Hucreseklinin korunmasi, hicreici hareketle-
rin sgglanmasi ve mitotik g iplik¢iklerinin yapisini
olusturmasi gibi temel goérevleri olan mikrotubdaller,
0zgun antimitotik maddelere kar duyarhdirlar.
Tubulin polimerlemesi-nin engellenmesiyle mitoz
bolinme engellenebilmektedir. Aktin mikrofilament-
lerinin de mikrotibdller gibi 6zgiin antimitotik mad-
delerden etkilenerek depolimerize olabildikleri, boy-
lece sitoplazma bolinmesinin durdurulabil&cbe-
lirtilmi stir (Albert vd. 1989; Ozban, 1998).

Hucreleri mitoza iten pek ¢ok faktor olglu ifa-
de edilm§ ve bunlar sitoplazma / ¢ekirdek oraninin
artmasi ve hicrenin, hacim / yilizey alani oraninin
bozulmasi, radyasyon, yiiksek basing, mutajenik fak-
torler, onkojenik DNA ve RNA virlsleri, pH ¢és-
meleri, sicaklik, hiicre ici ve dikimyasal uyaricilar
seklinde genellegdir (Demirsoy, 1991; Cande,
1986). Hicre mitozunun kontrol altinda tutulamama-
SI, gunamuzin ¢ozilemegnproblemi olan kanser
hastaliklarinin nedeni olarak gosterilmektedir. Kanser
etkeni olarak belirtilen kimyasal faktorler @anlukla
polisiklik ve heterosiklik aromatik hidrokarbon bile-
sikleri, aromatik amin ve amidler, dal, bitkisel ve
mikrobiyal kokenli kimyasal Griinler ve tim bu kim-
yasal bilgiklerin tiurevleri olarak belirtiimektedir
(Kumar ve Rob-bins, 1990). Kanser hastaliklarinin
erken tehisinde, tedavi amach olarak, kontrolsiz
bolinmeye bgayan ve “neoplastik hiicre” adi veri-
len hicrelerin inaktive edilmesinde “antineoplastik”
ilaclar kullanilmaktadir. Ancak, antimitotik etkili bu
ilaclar, kanserli hicrelerin mitozunu durdurmakla
birlikte, organizmada normal bolinme periyodu gos-
teren hdcrelerin g@almalarini da olumsuz yodnde
etkilemektedirler. Kayaalp (1989) tarafindan mitotik
inhibitorlerin, mitozun strekli oldgu lenfoid doku-
tonsillalar) germinatif hiicrelerin galmalarini dur-
durarak hiicresel ve humoral immuniteyi bloke ettik-
leri bildirilmistir. Yapilan ¢ok sayidaki agarmalar
ile bazi antimitotik ajanlarin lenfotoksik etkileri orta-
ya konulmaya calilmistir (Teerenhovi vd., 1985;
Cozon vd., 1991).
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1.1. Antimitotik Maddelerin Etki Mekanizmalari

Farkli kimyasal organizasyona sahip maddelerin,
canlilar Uzerindeki etki mekanizmalari, “antimitotik”
olarak tanimlanan kimyasal maddeler de dahil olmak
Uzere farkh ya da benzer olabilmektedir (Cozon vd.,
1991). Herhangi bir kimyasal maddenin etki meka-
nizmasi ya da etki derecesinin, in vivo ve in vitro
kosullarda da farkli sonuclar verebilegeildirilmi s-
tir (Darroudi ve Natarajan, 1994).

Kanser kemoterapilerinin ganda antimitotik a-
janlarin - kullanildgl  bilinmektedir (Hanauske vd.,
1994). Bilinen anti-mitotik maddelerin go dgzal yol-
dan sentez edilmikimyasallardir. Bunlar icinde, gi-
nimizde en vyaygin kullanilan “kolgisin” ve
“nokodazol” olarak adlandirilan antimi-totik maddele-
rin, mikrotiibul olyumunu engelleyerek etki gostetdi
bilinmektedir (Manfredi ve Horwitz, 1984; Diez vd.,
1987; Peyrot vd., 1992). Yaygin olarak kullanilan bir
baka kimyasal olan sitokalasin, hiicrede aktin
polimerlgmesini 6nlemektedir (Bowman ve Rand,
1980; Ozban, 1998). Podofillotoksin ise tubulin
heterodimer yapilanmasini gigirerek etkili oldwgu
belirtilmistir (Correia, 1991). Antitim6r madde olarak
yaygin sekilde kullanilan vinblastin ve vinkristin’ in
mikrotibulleri stabilize ederek etkili olduklar aciklan-
maktadir (Jordan vd., 1992). Vinka alkaloidleri’ nin,
tubulin proteinlerine bdlanarak ya da transform hiicre-
lerin zarlarindaki biyime faktorlerini engelleyerek,
hicre bolinmesini  bloke ettikleri  belirtiligtir
(Manfredi ve Horwitz, 1984; Hanauske vd., 1994).
“Taksol” adi verilen bir dier antimitotik maddenin ise
mikroti-bdl dimerlerinin  birlgmesine engel olarak,
mikrotlbul sentezini engelledi ortaya konmstur
(Manfredi ve Horwitz, 1984; Alberts vd., 1989). Lee
(1996) tarafindan taksol'in antimitotik etkisi vinblastin
ve kolcisin ile kagilastirlmis ve taksol’ Gin daha etkili
oldugu ortaya konmgtur. Taksol'in, ovaryum ve me-
me kanserlerinin tedavisinde olumlu etki gosigrdi
bildirilmi stir (Makowski, 1995). Bir bgka antimitotik
ajan olan kolsemid'in etki mekanizmasinin, taksol’iin
etki mekanizmasi ile benzerlik gostererek, mikrottbil
polimer yapilarini kararli hale getigdi bildirilmi stir
(Levasseur ve Brown, 1987). Merkaptoeta-nol, hiicrede
mitotik merkezlerden sentriol-lerin  duplikasyonunu
Onleyen bir antimitotik madde olarak Dbelirtiktn
(Alberts vd., 1989).

Gundmizde uygulanan kanser tedavilerinde, hiicre
proteinlerinin fonksiyonlari tizerinde etkili olarak kulla-
nilan antimitotik maddelerin bkcalarinin alkilleyici
maddeler, antimetabolitler, antibiyotikler ve sisplatin
oldugu belirtiimektedir. Bunlar icinde
biskloretilaminler, etilenimler ve me-tilmelaminler ola-
rak gruplandininy alkilleyici antimitotik maddeler
MRNA ve DNA Uzerinde kiriimalara ve bazzdgnele-
rine neden olarak etki gostermektedir (Coley, 1997,
Paci vd., 2001). Folik asit, purin ve pirimidin
antimetabolit gruplarini ofturan, antimitotik etkili
kimyasal maddeler ise DNA, RNA ve protein gibi temel
hiicre molekullerinin sentez basamaklarinda en-zimleri
inhibe ederek etkili olmaktadirlar. Antibiyotik nitgiin-
de bulunan antimitotik maddelerden kloramfenikol’ Un,
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protein sentezinde gérev yapan enzimlerin aktivitesini;
daktinomisin’ in ise, hem DNA yapisini bozarak hem
de mRNA sentezini engelleyerek antimitotik etki gds-
terdigi aciklanmgtir (Bowman ve Rand, 1980). Antibi-
yotik  Ozellikteki antimitotik maddelere ayrica
doksorubusin, epirubisin, mitomisin, aklarubusin ve
daunorubusin de ¢rnek olarak gosteriimektedir
(Kayaalp, 1989). Kanser tedavilerinde kullanilan
sisplatin’ in DNA c¢ift zincirine capraz Iganarak
antimitotik aktivite gosterdi bilinmektedir (Abel,
2000; Wozniak vd., 2004).

Ancak, antimitotik maddeler ile yap! benzgrli
gosteren pek ¢ok kimyasal kiigin henlz etki me-
kanizmalar bilinmemektedir. Ozellikle kemoterapide
geni kullanim alanina sahip antimitotik maddeler ile
ilgili calismalar, giiniimiizde 6nem kazasgimi

1.2.Antimitotik Oldu gu Dustntlen Kimyasal
Maddeler

Antimitotik etki gosteren dgal kimyasal ajanlarin,
kimyasal yol ile sentez edilgnolan turevlerinin de bu
ajanlar gibi antimitotik etki gosterip gostermediklerini
saptamak amaciyla deneysel gablar yapiimaktadir.
In vitro yapilan bir argirma sonucunda MDL 27048
isimli  maddenin antimitotik oldgu, etki meka-
nizmasinin ise bilinen antimitotik maddelerden, kolgisin
ve podofillotoksin’ in etki mekanizmalariyla benzerlik
gosterdgi saptannytir (Peyrot vd., 1992). Bir kka
calsmada ise antimitotik oldiw bilinen kimyasal mad-
delerin analoglari sentez edilerek, bu analoglarin tu-
bulin aktiviteleri Gzerindeki etkileri gosterilgtir
(Iwasaki, 1993). Kolgisin, vin-blastin ~ ve
podofillotoksin’ in kimyasal yapilarina benzer olan,
sentetik ve dgal olarak elde edilngiantimitotik madde
tirevlerinden ¢gunun mitotik inhibitdr oldgu sonucu-
na ulgiimistir. Taksol analgu olan kimyasal bilgkle-
rin de taksol gibi davranarak mikrottibilleri stabilize
ettigi ortaya konmgtur (Voegelein, 1991).

Antimitotik etkisi nedeniyle yaygin olarak kullani-
lan ve deniz siingerlerinden elde edilegaddir bilesen
madde model alinarak, kimyagerler tarafindan
laboratuvar kgullarinda sentezlengtir. Yapay yolla
sentezlenen bu bgenin iki degisik tirevi, calgmami-
zin kimyasal test materyalini glurmustur (Sekil 1).

Bu calgmada, antimitotik etkisi ve kimyasal ya-
pisi ¢ok iyi bilinen kolgisin’ e yapi benzetiiolan bu
kimyasal maddeleririn vivo kosullarda olgturabile-
cegi antimitotik etkilerinin belirlenmesi de amacimizi
olusturmustur.

Bu amaca yonelik olarak yam boyu mitotik ak-
tivite gosteren kan hiicrelerinin glum ve olgunlg-
ma vyeri olan, ayni zamanda RES’ de yer alan
hemapoietik dokulardan, dalak ve kemilkgilhedef
secilmitir. Hemapoietik dokular Gzerindeki olasi
etkilerini ortaya koymak acisindan ayrica kan dokusu
inceleme mataryeli olarak seciltir.

Kolgisin

B

T3
H:GC o
X H—s
HC 0o S
S

T5

Sekil 1 Antimitotik etkisi bilinen maddelerden
kolcisin ve Bis tetrathiafulvalene ti-
revlerinin acik kimyasal formulleri.

2. MATERYAL VE METOT
2.1 Deney Hayvanlari

Deneysel cajmamizda 12-15 haftalik, ortalama
agirh g 250-300 gr. olan ergin Wistar cinsi toplam 40
adet sican kullanilgtir. Cinsiyet ayrimi olmaksizin
deney hayvani olarak kullanilan tim sicanlar standart
sican yemi ile beslengierdir (Orhan, 1988).

2.2 Kimyasal Maddeler

Calsmamizda TUBTAK Marmara Argtirma
Merkezi' nde yapay olarak sentez edimbis
(ethylenedithia)  tetrathiaful-valane  (BEDT) ve
tetrathiafulvalene (TTF) turevi olan T3 ve T5 kodlu
kimyasal maddeler kullanilgtir (Bryce, 1995). Kati
haldeki bu maddelerin, deney hayvanlarina enjeksiyon-
larini sglamak amaci ile dimetil-stulfoksit (DMSO)
icinde ¢Ozlilmesi gganmstir (Levasseur ve Brown,
1987). Deney sonuclarini kdastirmak Uzere pozitif
kontrol olarak kolgisin (Hopkin & Williams Ltd. 3298)
kullanilmistir. Coziicti maddenin alturabilecgi sonug
ile diger kimyasal maddelerin gliwrabilecgi sonuclar
arasindaki kontroll gamak amaci ile saf olarak
DMSO (Merck) kullanilmgtir. Negatif kontrol olarak
kullanilan hayvanlarin, madde enjeksiyonu i¢in kullani-
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lan deney hayvanlari ile aynigkdlari ve stresi ygama-
lari amaciyla fizyolojik su enjeksiyonu yapiktm.
Boylece cakmamizda kullanilan tim hayvanlardan iki
temel grup olgturulmustur:
1. Kontrol grubu; (n= 25)

1a) Fizyolojik su, negatif kontrol grubu,

1b) DMSO kontrol grubu,

1c) Kolgisin, pozitif kontrol grubu,

2. Deney grubu; (n= 15)
2a) T3 maddesi uygulangrdeney grubu,
2b) T5 maddesi uygulangeney grubu,

On calgmalarimizda etkili dozu bulmak icin
kolgisin, T3 ve T5 maddelerinin herbiri icin Gger sican-
dan olgturulmus Gcer deney grubu alwrulmustur.
Deney gruplarindaki hayvanlaringidiklarina oranla
herbir kimyasal maddenin 0.1 mg/guin, 0.2 mg/gin ve
0.4 mg/gun’ lik dozlari 2.51. DMSO icinde ¢6-
zUlmiglerdir. Cozeltiler serum fizyolojik ile 0.5 ml'ye
tamamlanarak enjekte ediktii. 0.4 mg/gun Kolcisin
verilen grupda 2. enjeksiyondan sonra; 0.2 mg/gin
kolgisin verilen grupda 5. enjeksiyondan sonra tim
hayvanlarin oldikleri goralirken, 0.1 mg/giin kolgisin
verilen grupda 7. enjeksiyondan sonra da tim hayvanla-
rin yagadiklari gorialmsiar. T3 ve T5 maddesi uygula-
nan gruplardaki hayvanlarda ise 7. enjeksiyondan sonra
da 6lim meydana gelmegtii. Ancak 0.4 mg/giin T3
ve T5 verilen gruplarin hayvanlarinda 5. enjeksiyondan
sonra davragl ve dg gorunamlerinde bozukluklar
gordlmigtir. Tum bu veriler dgrultusunda kolgisinin
pozitif kontrol olarak kullanilaga deneysel cajima-
mizda bu madde esas alinarak ginlik enjeksiyon igin
her bir kimyasal deney materyalinden ginliik 0.2 mg
olmak tizere dort enjeksiyon yapilmasi planlaggtimi

Doért giin siren uygulamalarda, kimyasal deney
materyali intraperitonal olarak, her bir deney hayva-
nina 0.5 ml/giin enjekte edilghr (Ravid vd., 1985;
Sarkar vd., 1993; Ashby vd., 1993).

2.3 Doku Orneklerinin Alinmasi

Kullanilan sicanlarin tiimiinden, kalbin karincik
bolgesinden antikoagtlan (%3.8 sodyumsitrat) ¢ozeltisi
icine kan orngi alinmstir (Berkarda ve Eyilu,
1983; Cozon vd., 1991). Tum kani alinarak oldirilen
deney hayvanlarinin dalaklari tamamen cikarilarak 0,5
cnt lik parcalara boliinmiive taze olarak hazirlangni
Bouin fiksatifi icine aktarilmgtir (Prophet, 1992).
Miyeloid doku incelemeleri icin deney hayvanlarinin
femural kemik ilgi ahnmstir (Leung vd., 1985).

2.4 Mikropreparatlarin Hazirlanmasi
2.4.1 Kan Preparatlarinin Hazirlanmasi

Deney hayvanlarindan alinan kan drneklerinin her
birinden bir seri yayma preparat yapgtm (Berkarda
ve Eylbglu, 1983). Preparatlar saf metil alkol icinde 5
dakika bekletilerek fikse edilgierdir. May-Griinwald
boyamanin ardindan, Giem-sa [0.6 g Giemsa (Fluka),
50 ml metil alkol, 25 ml. gliserin] boyasi ile 20-25 da-
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kika kadar boyanmir (Hayhoe ve Flemans, 1982;
Sobti vd., 1991; Henderson vd., 1993).

Calsmamizda her bir deney grubuna ait kan or-
neklerinde hemositometrik yéntem ile Thoma lami
kullanilarak hticre sayimi yapilgr (Tamer vd.,
1989; Onur, 1991). Ornekleme ydntemi ile secilen
kanlara ait parametreler hiicre sayici ile yapilan kan
sayimlari ile desteklenstir.

2.4.2 Kemikiligi Preparatlarinin Hazirlanmasi

Deney hayvanlarindan alinan kemik ilikleri, icinde
0.5 ml RPMI 1640 (Sigma) bulunan 2 ml.’ lik polietilen
tipler icine alinarak 6nce 1000 devir/dakika (rpm)’da
10 dakika santrifiij edilngir. Stipernatant atilip yerine
0.5 ml fosfat tuzu tampon c¢ozeltisi (PBS) ilave edilerek
ikinci kez 1000 rpm'de 10 dakika santrifiij edit.
Siupernatant tekrar atilip yerine absoli metanol
glasiyal asetik asit kgrmindan (3:1) 0.5 ml ilave edile-
rek santrifilj tekrarlanmgiir. Stpernatant atilip yerine
absolii metanol : glasiyal asetik asit gam tekrar ilave
edilmistir (Faroogi vd., 1993). Her tupteki dokudan
birer seri yayma preparatlar hazirlagimi(Rooney ve
Czepulkowski, 1992). Preparatlar May-Griinwald
(Sigma) ile 3-5 dakika, sonra da Giemsa ile 5-10 dakika
sure ile boyanmtuir (Clark, 1981; Amer ve Aboul,
1985).

2.4.3 Dalak Preparatlarinin Hazirlamasi

Bouin fiksasyonundan sonra doku parcalari
%50'lik etanol icinde bekletilerek yikangfardir. Do-
kularin  dehidratasyonu ve parafinizasyonu
mamlandiktan sonra parafin bloklar giwrulmustur
(Prophet, 1992). Mikrotom (Mikrom HM 310) ile 5’er
mikrometre (im) kalinlginda doku kesitleri alinrgtar.
Kesitler, Hematoksilin & Eosin ile boyangtr
(Gridley, 1954; Banchroft ve Stevens, 1977; Bills vd.,
1992).

ta-

3. BULGULAR
3.1 Kan Dokusu

3.1.1 Kontrol Grubu Hayvanlarin Kan
Parametreleri

Negatif kontrol grubu hayvanlarinda kan sayimlari
yapildginda toplam lokosit sayisinin en yiksek (6333
adet/mm3), DMSO uygulanan kontrol grubu hayvanla-
rinda daha az (5083 adet/mm3) ve pozitif kontrol grubu
hayvanlarinda da en gik sayida (2250 adet/mm3)
oldugu saptanmtir (Tablo 3.1Sekil 3.1).

Eritrosit sayisinin negatif kontrol grubu hayvan-
larinda en dgilk sayida (8 800 000 adet/mm3),
DMSO uygulanmy kontrol grubu hayvanlarinda
daha fazla (9 533 000 adet/mm3), kolcisin uygulan-
mis pozitif kontrol grubu hayvanlarin kanlarinda ise
en yuksek sayida (10 000 000 adet/mma3) @idu
tespit edilmgtir (Tablo 3.1;Sekil 3.1).
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3.1.2 Deney Grubu Hayvanlarin Kan Parametre-
leri

Deney grubu hayvanlarina ait lokosit sayim
sonuclarindan elde edilen @eler kendi aralarinda
karsilastiriidiginda T3 (4325 adet/minve T5 (4216
adet/mm) maddesinin  uygulangi hayvanlarin
perife-rik kanlarindaki I6kosit sayilari arasinda fark
saptanmangtir (Tablo 1;Sekil 2).

Deney grubundaki hayvanlarin kanlarinda eritro-
sit sayimi yapildiinda ise hicre sayilarinin 7 800
000- 9 000 000 adet/mindezerlerinin arasinda gs-
tigi ve aralarinda dgr olarak biyuk farklarin olma-
digi saptanmtir (Tablo 1;Sekil 2).

Tablo 1.Kontrol ve deney grubu hayvanlarina ait kan
sayimlarinin ortalama derleri.

GRUPLAR HSAX\\(/Q\' LOKOSIT | ERITROSIT
) (adet/mn?) | (adet/mn?)

F'Zy;’l'f“k o 6333 8800000

DMSO 9 5083 9533000

Kolgisin 8 2250 10000000

T3 8 4325 8533000

T5 7 4217 7933000

1000

900

800

700

600

500

400

3000-

200

100

Lokosit

DMSO

Kolgisin
T3
T5

Fizyolojik su

Sekil 2. Kontrol ve deney grubu hayvanlarina ait kan
sayimlarinin ortalama derlerini gosteren
grafik. [Lokosit: (adet/mr), Eritrosit: (a-
det/mnf)X1000]

3.1.3 Lokosit Hicrelerin Morfolojisi

Tum hayvanlarin periferal kan preparatlari ince-
lenmi ve granilosit serisine ait hiicrelerden bazofil
ve eosinofil hicrelerine hi¢ rastlanmatm Bu seri-
ye ait olan nétrofil hiicrelerinin, negatif kontrol grubu
hayvanlarin yayma kan preparatlarinda en fazla
(CP619), pozitif kontrol grubunda ise en azgdele
(CPA7) olduyzu tespit edilmgtir. DMSO uygulanmy
kontrol grubunda bulunan sicanlarin nétrofil hiicrele-
rinin hipertrofi gosterdii, cekirdek yapilarinda da
hipersegmentasyon bulungly ancak bu segment
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biyudkliklerinde dgisme olmadgl gozlenmsgtir (Se-

kil 4). Pozitif kontrol grubu hayvanlarin kanlarindaki
notrofil hicrelerin caplarinda ggme olmamasina
karsin cekirdek segmentlerinin sayisinda azalma,
bayudkliklerinde ise artma olgu belirlenmgtir (Se-

kil 5). Notrofil hicrelerin sitoplazmalarinin, DMSO
ve pozitif kontrol grubu hayvanlarinda zayif
eosinofili gosterdii tespit edilmgtir. Agrantlosit
serisine ait kan hiicrelerinden lenfositlerin sayica en
fazla DMSO ([620), ikinci olarak serum fizyolojik
(CPo17), en az ise kolgisin verilyi((P014) kontrol
gruplarinda bulunduklari tespit ediktir. Tim kont-

rol gruplarinda go6zlenen lenfosit buytkluklerinin
desismemis olmasina kagin, pozitif kontrol grubun-
daki lenfosit cekirdeklerinin sitoplazmayi tamamen
kaplamsg oldugu (Sekil 5), diger gruplarin lenfositle-
rinde ise az da olsa sitoplazmanin gorgidibelir-
lenmitir. Ayni seride yer alan monositlerin sayica en
fazla olarak DMSO uygulangikontrol grubu hay-
vanlarinin (%20) ve pozitif kontrol grubu hayvanla-
rinin (P419); en az olarak ise negatif kontrol grubu
hayvanlarin kanlarindal®614) bulunduklari tespit
edilmigtir. Monosit hicrelerinin buytklukleri ince-
lendiginde ise sadece negatif kontrol grubunda sayi-
lar1 yaklgik %0.5 olan geni ¢caph hicreler oldgu
saptanmtir (Sekil 3).

Nétrofillerin kan preparatlarindaki ganlugunun
T3 ve T5 maddelerinin uygulari@glihayvanlarda nega-
tif kontrol grubundakilere gore daha sdi oldusu
saptanmtir. Notrofil hiicrelerinin ¢aplari negatif kont-
rol grubuna oranla, T3 ve T5 maddelerinin uygulandi-
g1 gruplarda daha kicuk olgu gozlenmgtir. T3 mad-
desinin uygulanga gruptaki noétrofillerin ¢ekirdekle-
rinde segment sayisinda azalriakfl 6), buna kann
T5 maddesinin veril@di gruptaki nétrofillerde cekir-
deklerin band formunda ve segmentasyonun oldukca
az oldgu ayrica sitoplazmalarinin daha eosinofilik
boyandiklari gézlenrgiir (Sekil 7).

T3 kimyasal maddesinin uygulagdgrupta bulu-
nan ve agranilosit serisine ait gidu distntlen
monosit benzeri hiicrelerdeki cekigiie hemen hemen
tiim hicreyi kaplangioldugu tespit edilmtir (Sekil 6).
Kanda bulunan granilstiz hiicrelerden lenfositlerin,
deney gruplan arasinda farklilik gésterngediulun-
mustur. Lenfosit hiicreleri blydklik veekil agisindan
incelendginde, T5 maddesi uygulangnigrupta T3
maddesi uygulanmigruba gére yakiak %20-30 daha
kiicik olduklari saptansgtir (Sekil 7).

3.1.4 Eritrosit Hicrelerinin Morfolojisi

Negatif kontrol grubu hayvanlarinin tim kan
preparatlarindaki eritrositlerin yakik %5 oraninda
oval ya da g bicimli olduklarn saptanngiir.
Preparatlarda gozlenen eritrositlerin ygitaolarak
%1’ inin hedef hiicreleri oldtu belirlenmgtir (Sekil
3). DMSO uygulanmi hayvanlar ile pozitif kontrol
grubu hayvanlarinin kanlarindaki oval ya gaicimli
eritrositlerin, negatif kontrol grubundakilere oranla
daha az oldgu tespit edilmitir (DMSO[P62,
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Sekil 3 Fizyolojik su uygulanmnginegatif kontrol grubu hayvanlarina aitgdgk doku ve organ preparatlarinin X330
blayutmedeki goranimleri. (A) Lenfositler. (B) Bluyuk monosit hiicresi. (C) Monosit ve notrofil. (D) Kemik
ili gi yayma preparatinin ayrintili gérinamda. (E) Dalak preparatinda beyaz pulpa ve merkezi arterin goru-
nimu. (F) Dalak preparatinda kirmizi pulpa ve kiicik gruplatuimus, koyu bazofilik hicrelerin goéri-

nimda.

negatif kontralP67). Buna kagin, pozitif kontrol
grubunda bulunan eritrositlerin, yakila %5’inin
cikintih zar yapisina ve yildizsi gérinime sahip
olduklari tespit edilmsitir (Sekil 5). Tam kontrol
gruplarindaki eritrositler kadastirildiginda hticre
bayukliklerinin dgismedigi saptanmytir.

T3 maddesi uygulanan grupta %12 ve T5 madde-
sinin uygulandil grupta %2 oranlarinda daha kuguk
capl eritrositlere rastlangtir. Ayrica T3 kimyasali-
nin uygulandil hayvanlarda yakigk %20 oraninda
deforme olmy eritrositler tespit edilmgtir. TS5 kim-
yasal maddesinin test edilihayvanlarda eritrosit
deformasyonunun daha az ofdy ayrica hedef hiic-
relerinin  oldgu ve pozitif kontrol grubu
preparatlarindaki hedef hticrelerinin oranlariyla para-
lellik gbsterdgi tespit edilmgtir. Ancak T3 maddesi-
nin test edildii deney hayvanlarinin periferik kanla-
rindaki hedef hiicre oranlarinin T5 deney grubu hay-
vanlarindan daha fazla olgiu ve DMSO uygulanngi
kontrol grubundaki hedef hicrelerinin sayilariyla
benzerlik gosterdi saptanmytir.

3.2 Miyeloid Doku (Kemik ili gi)
3.2.1 Kontrol Grubu Hayvanlarin Miyeloid Dokulari

Pozitif kontrol grubu hayvanlarinin kemikgin-
de yapilan incelemeler, bu grupta bulunan eritrosit
oncullerinden normoblast hicrelerinin en yiksek
deserde (%65) oldgunu ortaya cikarngtir. Ancak
normoblastlarin, DMSO uygulanan kontrol grubunda
daha az[(?630), negatif kontrol grubu hayvanlarinda
ise en diuk ((P620) dgerde bulundgu belirlenmg-
tir. Pozitif kontrol gruplarinda normoblast ¢ekirdekle-
rinin diizgiin oval olmagdi, desisik boyutlarda ve
loba benzer cikintilarin bulungu tespit edilmitir
(Sekil 5).

Negatif kontrol grubu hayvanlarinin kemikgili
preparatlarindaki noétrofil metamiyelosit hiicrelerinin
sayisina [(P640) oranla, DMSO uygulangkontrol
gruplarinda daha gquk ((P625) old@gu saptannstir.
Pozitif kontrollerin miyeloid doku preparatlarinda
notrofil metamiyelosit hiicrelerine hi¢ rastlanmami
tir. DMSO uygulanny  grubun notrofil
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Sekil 4 DMSO uygulanngi kontrol grubu hayvanlarina ait glgik doku ve organ preparatlarinin X330 buyttmede-

ki goruanumleri. (A) Lenfositler.

(B) Acik bazofilik monosit.

(C) Hipertrofi ve c¢ekirdek

hipersegmentasyonu goéstegmnmotrofil. (D) Kemik iligi yayma preparatinda diizgin halkasal ve koyu
bazofilik ¢ekirdekli noétrofil metamiyelositler. (E) Dalak preparatinda beyaz pulpa ve daragrkezi ar-
terin gérinamu. (F) Dalak preparatinda kirmizi pulpa ve kicik grupkguotws, koyu bazofilik hiicrele-

rin goérinima.

metamiyelosit hiicre cekirdeklerinin, negatif kontrol
grubundakilere oranla daha diizgiin ve oval bigimli
oldugu tespit edilmitir (Sekil 4).

3.2.2 Deney Grubu Hayvanlarin Miyeloid
Dokulari

T5 maddesinin test edilgli grupta normoblast
hiicre ygunluklarinin yaklaik %10-12 oraninda
oldugu saptanmtir. Ancak T3 maddesinin test edil-
digi grupta bu oranin %10-13 daha da artgoril-
mistir. Bigim olarak, normoblast hiicrelerinin oval
ve dairesel gorinimli cekirdeklerinin, T3 ve T5
kimyasal maddelerinin uygularg hayvanlarda az
oranda deforme olgw, hicrelerin boyanma 6zellik-
lerinin ise ayni oldpu tespit edilmjtir.(Sekil 6, 7).

Deney grubu hayvanlarindaki notrofil
metamiyelosit hiicre sayilarinin yagla %4-5 ora-
ninda oldgu tespit edilmjtir. T3 test maddesinin
uygulandgl grupta, notrofil metamiyelosit ¢cekirdek-
lerinin halkasalsekillerinin deforme oldgu saptan-
mistir. Ayrica, notrofil metamiyelosit hicrelerinin

[P630'unda cekirdeklerin  yumaldmis olduklari
goralmigtar (Sekil 6). T5 maddesinin uygulargi
grupta ise nétrofil metamiyelositlerin ¢ekirdeklerinin
asiri bant kalinlamasi gostergi belirlenmitir (Sekil
7).

3.3 Dalak Morfolojisi
3.3.1 Kontrol Grubu Hayvanlarin Dalak Dokulari

DMSO gruplarinda eosinofilik alanlarin dallana-
rak nodullerin aralarina ve yer yer nodul iclerine
kadar uzandiklari belirlengtir. Negatif kontrol hay-
vanlarinin dalak kesitlerinde, bazofilik adaciklarin
kiicik ve sayica ¢ok olgu, DMSO kontrol grubun-
da ise bu adaciklarin biyik ve sayica az @idsap-
tanmgtir. Dalaktaki toplam lenf nodult sayilari agi-
sindan, negatif kontrol ve DMSO uygulagrgrupla-
ra gore, pozitif kontrol gruplarinin nodul sayilarinda
azalma oldgu tespit edilmjtir. Pozitif kontrol gru-
bunda nodul caplarinin, gir kontrol gruplarina o-
ranla kiguldgu tespit edilmgtir. Ayrica negatif ve
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Sekil 5 Kolgisin uygulanmy pozitif kontrol grubu hayvanlarina ait glgik doku ve organ preparatlarinin X330
blayutmedeki goranimleri. (A) Koyu bazofilik lenfosit. (B) Koyu bazofilik monosit ve ok ile gosterilen yil-
dizsi goranamla eritrositler. (C) Hipertrofik nétrofil. (D) Kemikgiliyayma preparatinda zar cikintili
normoblastlar. (E) Dalak preparatinda beyaz pulpa, koyu eosinofilik arter ve koyu bazofilik hiicreler ile a-
ralarindaki gesibacsluklar. (F) Dalak preparatinda kirmizi pulpa ve gdagluklar.

DMSO kontrol gruplarinin  dalaklarindaki lenf
noddllerinin ¢gunda merkezi acik boyangrdairesel
bir alan gozlenirken, pozitif kont-rollerde benzer bir
yapiya rastlanmartir.

DMSO ve kolgisin uygulanmikontrol gruplarina
ait dalak preparatlarinda gorilen lenf nodullerindeki
arter caplari, gérsel olarak negatif kontrol ileskasti-
riidiginda, DMSO uygulanmi gruba oranla yakjak
yari yariya kiguk, pozitif kontrole oranla ise yakia
iki kat buyudk oldgu tespit edilmitir. Ayni zamanda,
sadece DMSO grubunda arter limeninin belirleneme-
yecek kadar daralarak kapagmidugu da tespit edil-
mistir (Sekil 4). Pozitif kontrol grubundaki arter duvari-
nin diger kontrol gruplarina oranla ¢ok daha gesdu-
gu ve koyu eosinofilik boyanma 0zgjli gosterdgi
belirlenmitir (Sekil 5). Ayrica endotel hicrelerinin
bicimsel bozukluk ve deformasyon gostererek limene
dogru cikintilar yapng olduklari saptanmgtir. Bununla
birlikte media tabakasi getemis olarak goziken pozi-
tif kontrol grubu arterlerinin dicevresinde dizgiin ve
dairesel dizili, oval cekirdekli hiicrelerin var ofgu
dikkati cekmitir (Sekil 5).

Dalak kesitlerinin beyaz pulpalarindaki hiicreler a-
rasi bgluklarin, negatif ve DMSO kontrol gruplarinda
diizensiz, homojen ve az, bunaskarpozitif kontrol
grubunda tek yonli ve daha c¢ok aidubulunmutur.

Bu bdlgedeki sayisal hiicre ganluklarinin, negatif
kontrol grubuna oranla, pozitif kontrol gruplarinda az,
DMSO uygulanny grupta ise daha gan oldigu tespit
edilmistir. Negatif kontrol ve DMSO kontrol gruplarin-
da koyu bazofil ¢ekirdekli, kiiglik ve oval bicimli hiicre-
lere rastlanilngi olup bu tip hiicrelerin pozitif kontrol
grubu dalaklarinda daha da fazla sayida gldgoze
carpmgtir. Acitk boyanmy, kicik, ovalsekilli hiicre
sayllarinin DMSO ve pozitif kontrol gruplarinda, nega-
tif kontrole gore azalmioldugu belirlenmgtir. Fizyolo-

jik su ve DMSO kontrol gruplarinin beyaz pulpalarinda
bulunan acik boyangiblyiik oval ¢ekirdekli hicrele-
re, diger grupta hig rastlanmagtr.

Kontrol grubunda kirmizi pulpadaki hiicregda
limlarinin homojen olmadiklari, kolgisin uygulargmi
grupta ise bu bolgedeki hicreleringgmlukla defor-
me olduklari dikkati cekngtir (Sekil 5). Sekil bozuk-
lugu gosteren bu hicrelerin  sirall  gibi
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Sekil 6 T3 kimyasal maddesi uygulargieney grubu hayvanlarina aitgtkek doku ve organ preparatlarinin X330
blayutmedeki gorinumleri. (A, B) Lenfositler. (B) Monosit benzeri hiicre. (C) Biyuk grandllii monosit
benzeri hiicre ve ¢ekirgeaz segmentli nétrofil. (D) Kemik i yayma preparatinda ¢ekirgleyumakias-
mis notrofil metamiyelositler. (E) Dalak preparatinda beyaz pulpa ve arterin gérinimi. (F) Dalak
preparatinda kirmizi pulpa ve bazofilik hiicreler ile aralarindaki koyu eosinofilik glamilarin gorinima.

gorulen dizilimde olduklari, silindirik ¢ekirdekli hiic-
relerin ise bu dizilimin yonine dik olarak farkli bir
dizilim gosterdikleri tespit edilmtir. Fizyolojik su
uygulanmg grupta koyu bazofilik ¢cekirdekli hiicrele-
rin kicuk gruplar meydana getirgnolduklar Sekil

3), DMSO grubunda bulunan ayni tip hicrelerin ise
blyuk ve ygun gruplar olgturduklari, bu hicre
gruplar1 aralarindaki alanlarda ise gebisluklarin
olustugu dikkati cekmgtir (Sekil 4).

3.3.2 Deney Grubu Hayvanlarin Dalak Dokulari

T3 ve T5 maddesi uygulangngruplarin dalak
kesitlerinde kiicik goriinen ve sadece kirmizi pulpada
yer almg kanal bicimli yariklarin oldgu tespit edil-
mistir. Deney grubu hayvanlarinin dalak kesitlerinin
karsilastirilmasi sonucunda, kesitlerin genel gérinti-
lerinde saptanmgiolan lenf nodilt sayilarinin birbiri-
ne sayica benzerlik gostegdsonucuna varilngtir.

Dalak kesitlerinde, lenf nodillerinin merkezine
yakin bolgelerde lokalize olmumerkezi arterlerin cap
geniligi acisindan, T3 maddesinin test e@jidirupda

daralmg oldugu saptanmg; ancak T5 kimyasalinin test
edildigi deney grubunda ise daha da daralarak arter
[Gmeninin gorulemeyecek duruma geéldidzlenmgtir
(Sekil 7). T5 maddesi uygulangnhayvanlarin dalak
preparatlarinda, arter endotelinde, limengragikin-

t1 yapmsg bazofilik hicrelerin bulunduklari tespit e-
dilmistir (Sekil 7). T3 ve T5'in test edildg grubun
merkezi arterlerin media tabakalarinin eosinofilik 6zel-
likte oldugu belirlenmgtir (Sekil 6, 7). T3 deney gru-
bunda media tabakasi icinde, damar limenine paralel,
ig bicimli ve yer yer ovakekilli koyu bazofilik bo-
yanmg hiicrelere rastlanilim(Sekil 6), T5 uygulanng
deney grubunda ise bu hicrelere seyrek olarak rastla-
nilmistir.

Dalak kesitlerinde, beyaz pulpadagdan goste-
ren hicrelerin T5 deney grubunda, sayicguyove
hiicrelerarasi btuklarin az oldgu tespit edilmitir
(Sekil 7). T3 maddesi uygulanan grupda, dalaklarin
beyaz pulpasinda koyu bazofil ¢ekirdekli, kiicik ve
oval bicimli hicreler tespit edilgtir. Buna kagin,

T5 maddesi uygulanan grupda, bu tip hiicre sayi
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Sekil 7 T5 kimyasal maddesi uygularngrdeney grubu hayvanlarina aitgtkek doku ve organ preparatlarinin X330
blayutmedeki gortinimleri. (A) K¢k monosit. (B) Monosit. (C) Kiguk lenfosit ve eosinofil sitoplazmall
notrofil. (D) Kemik iligi yayma preparatinda az deforme ofrmormoblastlar ve c¢ekirge bant kalinla-
mas! gosterminotrofil metamiyelositler. (E) Dalak preparatinda gdvasluklu beyaz pulpa ve daralgyi
eosinofilik merkezi arter. (F) Dalak preparatinda kirmizi pulpa ves dpegliuklar ile boya almangihticre-

sel yapilar.

larinin belirgin bicimde az olgw saptanmtir. T5
maddesi uygulanmigrupda gozlenen ¢ok sayida acik
boyanms, kiigiik ve ovakekilli hiicrelerin, T3 mad-
desi uygulanngi deney grubunda sayica ¢ok daha az
oldugu tespit edilmitir. Acik boyanmy, buyik ve
oval ¢cekirdekli hiicrelerin, T5 maddesinin test edildi-
gi grupda daha fazla oldu da gozlennstir.

T3 maddesinin test edilgli grupta eosinofilik a-
lanlarin geni yer kapladt tespit edilmgtir (Sekil 6).
Benzer alanlarin, TS5 deney grubunda da bulgadu
ancak eosinofilik olmag¢h gozlenmgtir (Sekil 7). T3
uygulanmg grubun kirmizi pulpalarinda farkl boyut-
larda, koyu bazofilik, yuvarlak ve oval hiicrelerin yer
aldigi tespit edilmgtir. Acgik bazofilik boyanmy,
blyuk hacimli ve kiguk cekirdekli polimorf hiicrele-
rin, T3 maddesinin test edigdigrupda az, T5 gru-
bunda ise daha fazla sayida d@dubelirlenmitir.
Sari renkte boyanmihicrelerin ise oransal olarak T3
grubunda az, T5 grubunda ¢ok daha az olduklari goz-
lenmitir. Ayrica, T5' in test edildii grubun kirmizi
pulpalarinda hi¢ boya almagnicekirdekleri olmayan

ya da goziukmeyen, siki yapida dokustlour goéri-
nimde hiicresel yapilara da rastlarngtm(Sekil 7).

4. TARTISMA ve SONUC

Hucrelerde mitozu durdurucu etkisi ofglu bili-
nen kolgisin gibi maddelerin ¢ok hiicreli organizma-
lara uygulandiinda, mi-totik aktivite gdsteren tim
hiicrelerin bu aktivitelerini olumsuz olarak etkileye-
cegi dusinulmektedir. Teerenhovi ve arkagtiai
(1985) ile llfeld ve arkadgari (1986) tarafindan,
kolcisin uygulanmy deney hayvanlarinin kanlarinda-
ki lenfosit sayisinin azalgioldugu belirtilmistir.
Calsmamizda kolgisin uygulanan tim hayvan grup-
larinin kan sayimlari ve yayma kan preparat incele-
meleri ile kemik ilgi ve dalak preparatlarina ait bul-
gularin tumiinde, mitotik aktivite gosteren hiicrelerin,
genelde sayica azaldik-lari saptagimi Negatif
kontrol grubunda-ki hayvanlar ile kalastirildiginda,
pozitif kontrol grubu hayvanlarin kanlarindaki lenfo-
sit ve notrofillerin 2/3 oraninda azalmasi, gammi-
zin en carpict sonuclarindan birisidir. Yguotniz
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calsma daha once yapilan gahalar ile bu acidan
paralellik gosternsiir.

Kolgisinin Iokositler tizerindeki bu olumsuz etki-
si, calsmamizin kemik ilgi preparatlarinda nétrofil
metamiyelosit hicrelerinin bulunmamasiyla paralel
degerlendirilebilir. DMSO organik ¢ozicusinin can-
I yapilara uygun olmags, yapilan cakmalar ile
kanitlanmgtir (Hayashi vd., 1994). Lokositer seriye
ait hucrelerin yapimi, organizmalarda birden fazla
doku ve organda gerceklaektedir (Paker, 1990).
Bu nedenle organizmadaki sayilari fazla olmasi gere-
kirken, calgmamizda DMSO kontrol grubu hayvan-
larin I6kositlerinde azalma, DMSO’nun gahalarda
sozu edilen toksik etkisinin olgunu gosterir nitelik-
tedir (Correia, 1991). Camamiz ve daha 6nce veri-
len bilimsel ¢cakmalar, deney hayvanlarina uygula-
nan bir mitotik inhibitériin etkisinin, I6kosit sayilari-
na bakilarak ortaya konulabilegei goster-mektedir.
T3 ve T5 maddelerinin, negatif kontrole oranla, 16ko-
sit hiicre sayilarinda bir azalmaya neden @ldalan
hucrelerde-ki mitotik aktivite Uzerine olumsuz bir
etki yaptgl soylenebilir. Kolgisin uygulanmihay-
vanlarin dalgl genelde bazofilik boyanma 6zgili
gostermy ve ayrintili incelemelerde de lenfositlerin
lenfoblastlara oranla sayica argmioldugu ve
nodillerin klasik goruntilerinin  kaybolmasina da
neden oldgu goralmitir. Bu durum, Kkolgisinin
etkisiyle lenfoblast Gretiminin durgunu, bunun
sonucu olarak dalakta acik sitoplazmali, olggnla
mams lenfoblast sayisinin azafgni gostermektedir.
Calsmamizda, dalak goruntilerinin periferik kandaki
Iokosit parametrelerini destekleyen bu gorintisu
yaninda lenf nodullerinin kiigilmesi ve diffiize olarak
belirgin gorintisini kaybetmesi de bigeti destek-
leyici unsurdur. Kolgisin uygulangi hayvanlarin
dalak preparatlari ayrintili incelegthde, negatif
kontrole gore hiicre sayisinda vesigede belirgin
azalma yaninda, hucrelerin belirli galtuda dizilim
gosterdikleri dikkat cekmektedir. Cainamizda da T
kodlu maddelerin uygulangh hayvan dalaklarinda,
normal gorinamld, belirli capta, sinirlari belirgin,
aclk ve koyu alanlarin gorilgu nodullerin tespit
edilememesi, bu hayvanlarda lenf yapim ve olgun-
lasmasinin olumsuz olarak etkileglin bir gosterge-
sidir. T3 maddesinin uygulangi hayvanlarin dalak
kesitlerinde tespit edilrpi ve acgik boyanmi geni
alanlardaki htcrelerin eritrositler olgu disinal-
mektedir. Bu dgiince, dolam kaniyla gelen eritro-
sitlerin, azalan lenfositlerin ofturdugu bgluklari
doldurmasiyla aciklanabilir. Ancak bu ghaklarin
blyuklik ya da gegiigi disinuldigiinde, sadece
eritrositlerin bu beluklari doldurmasini dilinmek
yanilgi olur. Organizmada hticre ve dokular arasi tim
boluklarin bg ve destek dokulariyla kapl olduklari,
bu dokularda hiicre sitoplazmalari gekilsiz ara
maddelerinin genel olarak eosinofilik boyanma 6zel-
ligi gosterdgi bildirilmektedir (Cireli, 1993; Erbengi,
1987; Akay, 1996). Bu bilgilersiginda T3 uygulan-
mis hayvanlarin dalaklarinda, hiicreler arasglide
larda y@un olarak gdziken eosinofilik alanlarin,gba
dokusu oldgu distintlmektedir. Ayrintili inceleme-
lerde gdzlenen uzun, oval ya ggbicimli cekirdekle-
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re sahip ve hadokusu hicrelerinin 6zeflini goste-
ren yapilardaki ar§) bu gorigu desteklemektedir.

Dalak kesitlerinde bir bulgu olarak, antimitotik
etkili olan kolgisinin, arter limeni ve media tabakasi-
ni genglettigi ortaya cikmgtir. T kodlu maddelerin
uygulandgl hayvanlarin dalak arterleri tGizerine etki-
lerinin kolgisine benzemesi nedeniyle, anti-mitotik
etkili olduklar1 séylenebilir. Ancak bu maddelerin
I6kosit hiicre sayilarina etkileri, DMSO grubu l6kosit
sayllariyla paralellik gostermektedir. Bu maddelerin,
DMSO icinde ¢o6zilerek hayvanlara uygulaghdydz
Ondnde tutuldgunda, l6kosit sayilarindaki azalma-
nin, uygulanan kagim icindeki DMSO etkisiyle
olabilecgi de diunulebilir. Bu yaklaim goézardi
edilerek, mitotik aktivite Uzerine etkileri test edilen
T3 ve T5 kodlu maddelerin I6kosit sayilarina etkileri
karsilagtirmali olarak incelenip, organizmanin tim
hiicrelerine genelgirildi ginde etkili mitoz durduru-
cu madde olduklari ortaya ¢ikmaktadir. Kemilgiili
preparatlarindaki I6kositer seriye ait notrofil
metamiyelosit hiicrelerinin sayica incelenmesi sonu-
cu elde edilen % 4-5 oranindan T3 ve T5 maddeleri-
nin etkili olduzu acikhk kazanmtir. Ayrica,
Ib6kositer seriye ait hicrelerin dramatik hiekilde
azalmasina yo6nelik bu bulgu, periferik kandaki
Iokositer seriye ait hiicrelerdeki azalmanin, bu mad-
delerin ¢ozucusi olarak kullanilan DMSO etkisi ne-
deniyle olmadiinin da bir kaniti olarak kabul edile-
bilir.

Normoblast hicrelerinin sayisi, kolgisin uygu-
lanmg olan hayvanlarda yuksek bulungtwr. Bu
hayvanlarda periferal kana bakgdda, sayica yuk-
sek oldgunu goérdigimuz eritrositlere kam, l6ko-
sitlerin  digtik oldusu saptanmtir. Ayni deney gru-
bunun kemik ilgi  preparatlarinda  notrofil
metamiyelositlere hi¢ rastlaniimagnr. Bu durumda
periferal kanda eritrosit yarilanma émudrlerinin, 16ko-
sitlere oranla uzun olgu (Kayaalp, 1989) diiintle-
rek, kemik iliginde Gretimi durdurulmuttim hicreler
arasinda normoblastlarin sayicagynluk gosterns
olmasi, olasi bir durum olarak kdanmstir. Benzer
olarak, bulgularimizda negatif kontrole oranla,
kolcisin uygulanan pozitif kontrol grubu hayvanlarin,
periferik kanlarindaki eritrosit miktarindaki agti
kolcisinin dalak tzerindeki olumsuz etkileriyle acgik-
lanabilir.  Calgmamizdaki dalak incelemeleri,
kolcisin uygulanmy hayvanlarda, dagan kiculerek
dumura gradgl ve buna bgi olarak fonksiyonunu
yapamaz hale gelgini distindirmektetir. Dalan
eritrosit yikici bir organ oldgu belirtiimektedir (Ka-
yali, 1984; Paker, 1990; Akay, 1996). Bu durumda
kolgisinin etkisiyle, fonksiyonunu yitiren dala sa-
hip pozitif kontrol grubu hayvanlarin periferik kanla-
rindaki 6mrunt doldurmueritrositler, blyik oranda
yok edilmedginden, total eritrosit sayisinda bir arti
olarak kendini gostermektedir. Pozitif kontrol grubu
hayvanlarin periferik kan eritrosit incelemelerimizde,
deforme olmyg ve sekil bozuklyzu gosteren eritrosit-
lerin varligl da, bu yaklgmi destekler niteliktedir.
Deney grubu hayvanlarinin kemikgilipreparatlarina
bakildginda, kolgisin uygulanmi gruplarin kemik
iligine oranla normoblastlarin sayica en fazla T3,
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kolcisin grubuna yakin olarak da T5 uygulagrde-
ney grubunda bulunduklari gorulgtir. Bu bulgular
T3 ve T5'in normablastlar Gzerine kolgisine benzer
bir etki gosterdiini distindirmitir. T3 ve T5 uygu-
lanmg gruplarin kemik ilgi normoblastlarinda daha
bazofilik boyanma 0Ozelii tespit edilmgtir. Ayrica
normoblastlarda gorilen bicimsel bozukluklar bu
maddelerin kolcisine yakin etkilerde ofgwnun bir
kaniti olarak gosterilebilir. Yagiimiz bu tarygmalar
T3 ve T5 maddelerinin etkili oldwnu ortaya koyar
niteliktedir.

Yapilan cagmalar, kolgisin gibi antimitotik etkili
maddelerin kimyasal yapilarinda, metil (-gHjru-
bunun sayica artmasinin, maddenin mitoz durdurucu
etkisini arttirdgini gostermjtir (Iwasaki, 1993). Ca-
lismamizda test edilen ve mitozu engelleyici madde-
lerden biri olan T5 kodlu maddenin kimyasal yapisi-
na bakildginda, iki adet metil grubunun olgdu gorui-

[Gr. Bu durumda T5’in antimitotik etkisinin, yapisin-
daki metil gruplarindan kaynaklanabilgcesdylene-
bilir. Calismamizda ortaya cikan etkili gbr bir
antimitotik ajan olan T3 maddesinin kimyasal yapi-
sinda, bggen ve altigen olmak tzere dort adet kim-
yasal halka icerdi gorulur. Calgmalarla antimitotik
etkileri kanitlanmy, 6rnegin podofillotoksinve tirev-
leri gibi maddelerin yapilarinda da benzer halkalarin
¢oklugu ortaya konmgtur (lwasaki, 1993; Peyrot
vd., 1992). Bu durumda mitotik inhibitorlerin kimya-
sal yapilarindaki bu halkalarin sayica fazla olmasi,
etkilerini arttiracg! distincesini dgurur.

Test edilen maddelerin kimyasal yapilarinda, bir-
birine kormyu olmayan iki kiikirt elementinin (S) yer
aldigi ve bir bggen halkasinin vagi ortak bir 6zel-
lik olarak dikkati cekmektedir. Bu ortak yap! nede-
niyle bu test maddelerinin etkileri de benzer olarak
beklenir ve bulgularimiz da bu gilmltudadir. T kod-
lu maddelerin sentezinde model olarak kullanilan ana
maddeninBis tetrathiafulvaleneoldugu bildirilmigtir
(Williams vd., 1985; Bryce, 1995). Ancak literattr
taramalarimizda, ayni ya da benzer yapiya sahip hi¢
bir antimitotik kimyasal madde yapisina rastlanil-
mamestir.

Bulgularimiza gore test maddelerinin antimitotik
olduklari ve kanser hucreleri Gzerinde de bu etkiyi
gOsterebilecekleri diinilmektedir. Ancak farkli
tumor hicreleri Gzerine in vitro cahnalar ile bu
disincemiz desteklenmeli ve gahamizda oldgu
gibi in vivo uygulamalar ile test edilmelidir.

Sonug olarak, organizmanin mitotik aktiviteleri
Uzerinde etkili oldgu distintlen herhangi bir mad-
denin, yap@iimiz calsmaya benzer ve Onerilen bi-
¢imde test edilebile@ ve bu nedenle, konunun de-
gisik calismalara gik tutaca& inancindayiz.
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