ARASTIRMA (Research Report)

FITOHEMAGGLUTININ KONSANTRASYONUNUN DOWN SENDROMLU
VE SAGLIKLI BIREYLERIN LENFOSITLERINDEKI MiTOTIiK
INDEKSLERINE ETKISi
Effect of the Phytohemagglutinin Concentration on the Mitotik Indexes of
Down Syndrome and Healthy Individuals’ Lymphocytes

Nalan IMAMOGLU', Halil DEMIRTAS?

Ozet : Insan periferal kan T-lenfositlerinin mitoza
yonlendirilmesi ve kromozom analizlerinde birim
hacimdeki biiytime ortamina eklenen fitohemagliitinin
(FHE) miktart bir laboratuardan digerine gére énemli
olciide degismektedir. Bunun nedeni bilinmemekte ve
literatiirde de bu konuda yeterli bir bilgiye
ulasilamamaktadwr. Alsilmig periferal kan kiiltiirvii (72
saat) ve kromozom hazirlama iglemi, yaslart 0-8 yil
arasinda degigen Down Sendrom (DS) 'lu hasta (N=30)
ve saghkli  kontrollerinden (N=24) aliman kan
orneklerinin, aym fakat konsantrasyonu gittik¢e artan
sekilde: 0.37 ml, 0.75 ml, 1.48 ml ve 2.21 ml FHE /100
ml’lik ortam’lara ekilmesi ile yapilmislardir. FHE 'nin
dort farkli  konsantrasyonunu igeren dort farkh
ortamdan elde edilen her bir preparatta Mitotik indeks
(MI)’ler, birey ve konsantrasyon basina 5000- 6000
uyarilmis  lenfositler sayilarak yiizde (%) olarak
belirlendi. Hem DS’lu, hem de kontrol gruplarinin
genel ortalamalart alindi. Bireyler arasinda onemli
farkliliklar gériilmesine karsin, kiiltiir ortaminda FHE
konsantrasyonunun artis yoniine dogru (%0.37, %0.75,
%1.48, ve %2.21) lenfositlerdeki MI’lerin genel
ortalamalar: karsilikli olarak; 30 DSlu’da %4.20+1.73,
%4.57+1.31, %4.69+1.19 ve %4.19+1.11 iken 24
kontrolde %4.37+1.67, %5.06+1.60, %5.01+1.47 ve %
4.9841.43 olarak bulundu. Sonugta, Biological
Industries (Israil) iiriinleri kullamildiginda, % 1-1.5
hacim/hacim FHE, hem DS ’lu, hem de kontrollerin kan
kiiltiirleri i¢in optimum (hem etkin hem de tutumlu)
bulundu.

Anahtar kelimeler: Down sendromu, fitohemagliitinin
(FHE), FHE konsantrasyonu, lenfosit, mitotik indeks
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Summary : The amount of phytohemagglutinin (PHA)
amount added to the growing medium in unit volume of
human peripheral blood T-lymphocytes induced mitosis
and at chromosome analysis varies significantly from
one laboratory to another. The reason for this variation
is not known, and in literature adequate information on
this subject is not available. Conventional peripheral
blood culture (72h) and chromosome preparation
procedure have been used except that blood samples
from Down syndrome (DS) patients (N=30) and healthy
controls (N=24), with the age range of 0-8 years, have
been cultivated in the same but gradiently increasing
PHA concentration containing: 0.37 ml, 0.75 ml, 1.48 ml
and 2.21 ml of PHA / 100 ml of medium. Mitotic indexes
(MIs) of each specimen obtained from four separate
media with four different concentrations of PHA were
determined as percentage (%) by screening from 5.000
to 6.000 stimulated lymphocytes per concentration per
individual. Overall means Mls of both DS and control
groups were taken. Although considerable inter-
individual variations were apparent, overall means of
Mils in lymphocytes according to the gradient of PHA
concentration (0.37%, 0.75%, 1.48%, and 2.21%) in
culture medium were found as 4.20+1.73%, 4.57+1.31%,
4.69+1.19%, and 4.19+1.11% for 30 DS patients and
4.37+1.67%, 5.06+1.60%, 5.01+1.47%, and 4.98+1.43%
for 24 healthy individuals, respectively. In conclusion,
When the Biological Industries (Israel) products are
used, 1-1.5 % volume/volume PHA was found optimum
(both effective and economic) for the blood cultures of
both DS patients and healthy controls.

Key words: Down syndrome, [ymphocyte, mitotic index,
phytohemagglutinin (PHA), PHA concentration

Mitojenle lenfosit uyarimi sik kullanilan bir labora-
tuar uygulamasi olmasina karsilik kullanilan uyari-
cinin 6rnegin FHE’ nin derisimi laboratuarlara /
calisma gruplarina gore 6nemli 6lgiide degismekte-

* Bu calisma Erciyes Universitesi Arastirma Fonu tarafindan 01.11.06 nolu proje ile desteklenmistir.
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dir. Bunlardan birkag o&rnek vermek gerekirse;
Morimoto ve arkadaslar1 (1984) % 3 hacim/hacim
(1), Park ve arkadaslar1 (2000) % 2 hacim/hacim
(2), Anderson ve arkadaslart (1988) % 1 hacim/
hacim (3) &lgiilerinde FHE kullanmuslardir. Insan
ve Ozellikle de bebek lenfositlerinin uyariminda
yararlanilabilecek optimum FHE derisimini belirtir
kapsamli bir caligmaya da erisilememektedir. Oysa
koyunlarda (4), sigir at ve kopeklerde (5) bazi kus-
larda (6, 7) kullanilabilecek optimum FHE
derisimleri yeterince galisilmistir.

Ayrica, kullanilan FHE nin tek hedefinin lenfosit-
leri mitoza tesvik olmasina karsilik, bu maddenin
hangi formda ( M formu, P formu..) bulundugu/
bulunacagi da calisan kisilere gore degismektedir.
FHE derisiminin laboratuarlar arasinda standartlas-
tirilmasi bazi analiz sonuglarmin giivenirliligi igin
de gereklidir; ¢iinkii bunlardan bazilarinin 6rnegin
DS’lularin NOR sonuglari, ortamdaki FHE miktari-
na gore degigmektedir (8, 9). Eriskinlerdeki lenfo-
sit aktivitelerine, alkol, sigara, dogum kontrol hap-
lar1 kullanimi, yas, hormonal aktivite farkliliklart
ve bu farkliliklarin dongiisel degisimleri de etki
etmektedirler (3, 10). Bebeklerde bu parametrelerin
hemen hemen tamamu sabittir ve sonuglar da ¢ok
daha giivenilir bulgular olacaktir.

Bu veriler 1s1ginda, FHE konsantrasyonunun
mitotik indekse (MI) etkisi arastirlmis ve hem
DS’lu hem de kontrollerinin kan kiiltiirleri i¢in
optimum FHE konsantrasyonu bulunmaya ¢alisil-
mistir. Boylece, faydasiz ve gereksiz yere fazladan
FHE kullanimi1 6nlenerek ekonomik kazang da sag-
lanmis olacaktir. Mevcut ¢alismada, 0-8 yas arasi
DS’lu (N=30) ve kontrollerinden (N=24) olusma
54 kisinin kanlar1 4 farkli FHE konsantrasyonlu
(0.37 ml, 0.75 ml, 1.48 ml ve 2.21 ml FHE / 100
ml’lik ortam) kiiltiir ortamina ekilerek FHE kon-
santrasyonuna gore her iki grubun Mi’leri bulundu
ve sonuglar literatiir 1s181nda tartigild.

Imamoglu N, Demirtas H

GEREC VE YONTEM

Down sendromlu hasta ve kontrol grublarimin
belirlenmesi : Tibbi Genetik {nitesi ve Pediatri
Anabilim Dali’na Down Sendromu siiphesi ile bag
vuran 0-8 yas arasi bireylerin periferik kanindan
lenfosit kiiltiirii yapild1 ve kiiltiir sonucunda elde
edilen preparatlar G-bandlama yontemi kullanila-
rak analiz edildi. Yapilan analiz sonucunda sadece
47 XX/XY+21 karyotipine sahip olan 30 birey
mitotik indeks yoniinden kontrol grubu ile karsilas-
tirmak tizere secildi. Yine Pediatri Anabilim Da-
lIi’'nda yapilan muayenede hig bir anomalisi buluna-
mayan, G-bandlama ydntemi ile yapilan kromozom
analizi sonucunda da herhangi bir kromozom kusu-
ru goriilemeyen ve 46,XX/XY karyotipine sahip
olan 0-8 yas aras1 24 kisi de kontrol grubu olarak
belirlendi.

DS’lu bireyler 15 kiz ve 15 erkekten, saglikli bi-
reyler ise 14 kiz ve 10 erkekten olugmaktadir.

Kiiltiir ortam, kiiltiir kosullar1 ve preparatlarin
hazirlanmasi Fitohemaglutinin  derigiminin
mitotik indekse etkisini incelemek iizere, 100
ml’lik Ham’s F10 medium (Biological Industries, ,
Kibbutz Beit, Haemek 25115 —Israil, [kisaca BI]
Kat. No: 01-090-1B) igerisine; 30ml Fetal Calf
Serum (BI, Kat. No: 04-001-1B), 1 ml L-Glutamin
(BI, Kat. No: 03-020-1B), 1ml Penisilin-
Streptomisin(BI, kat no: 03- 031-1C) ve Iml
Heparin (nevparin, 5000 [U/ml, M.Nevzat ilag
sanayi A.S)’den sonra her bir ekim ortaminin {ize-
rine 0.5 ml, 1 ml, 2 ml ve 3 ml FHE- M (BI, Kat.
No: 12-006-1H) eklenerek 4 farkli kiiltiir ortami
hazirlandi. Buna goére, FHE nin 4 farkli kiiltiir orta-
mindaki konsantrasyonu (hacim/hacim) sirasiyla;
% 0.37, 0.75, 1.48 ve 2.21 olarak belirlendi.
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Down Sendromlu ve Saglikli bireylerden steril
sartlarda 1/10-1/20 oraninda 2-3 ml heparinize
periferik kan alindi ve 4 farkli kiiltiir ortamina ekil-
di. 37 °C’de 72 saatlik inkiibasyona birakilan len-
fosit kiiltiir ortamina 70. saatte final konsantrasyo-
nu 0.1 pg/ml olacak sekilde kolsisin (Bi, Kat. No:
12-004-1D) eklendi. 72. saatte etiivden ¢ikarilan
kan kiltiirlerine rutin hipotonik ve 3:1 oraninda
metanol:asetik asitten olusan fiksasyon islemleri
uygulandi. Fiksasyon sonucunda elde edilen hiicre
stispansiyonlarindan hazirlanan preparatlar kurutul-
duktan ve gereginde eskitildikten sonra istenilen
bantlama yontemi uygulandi ve kontrollerden sonra
analiz i¢in lamelle kapatilip saklandi.

FHE Konsantrasyonuna Gére Mitotik Indeks
Degisiminin Degerlendirilmesi

FHE konsantrasyonunun mitotik indekse (MI) etki-
sini incelemek tizere FHE derisimleri hacim/hacim
cinsinden % 0.37, % 0.75, %1.48 ve % 2.21 olan 4
farkli kiiltiir ortam1 hazirlandi. 30 DS’lu ile ayni
yas grubundan 24 kontroliin her birinin kanlar1 bu
farkli FHE konsantrasyonundaki ortamlara ekildi-
ler. 70. saatte baslayan rutin islemlerden sonra her
bireyin farkli ortamlardaki Mi’leri, 151k mikrosko-
bu altinda her konsantrasyondan (preparattan)
5000- 6000 uyarilmis lenfosit sayilarak mitoz geci-
ren hiicrelerin % leri belirlendi. Uyarilmig lenfosit-
ler gorsel olarak iki 6zellikleri ile degerlendirildi-
ler: genislemis gekirdek (¢api= > 12p) ve genisle-
mis ¢ekirdekeik. Boylece her iki grubun da FHE
konsantrasyonuna gore Mi’leri bulundu.

FHE konsantrasyonunun Mi’e etkisini belirlemek
icin, hem DS’lu hem de kontrol gruplarinda genel
ortalamalar alinmig ve sonuglarin istatistiksel karsi-
lastirilmasi, gruplar arasinda Student-t testi, gruplar
icinde de tekrarli dlglimlerde Anova testi kullanila-
rak yapilmistir. Dagilimlarin normal dagilim goste-
rip gostermedigi (can egrisine uyup uymadigi) ista-
tistiksel olarak One-Sample Kolmogorov-Smirnov
testi kullanilarak analiz edilmis ve dagilimlarin
normal dagilima uygunluk gosterdigi saptanmustir.

BULGULAR

Calismamizda, FHE konsantrasyonunun Mi’e etki-
si arastirilmis ve hem DS’lu hem de kontrollerinin
kan kiiltiirleri i¢in optimum FHE konsantrasyonu
bulunmaya ¢alisilmistir. FHE konsantrasyonunun
30 DS’lu ve 24 saglikli kontrollerinin kan lenfosit-
lerinde Mi’e etkisini incelemek icin, her derisim-
den 5000-6000 hiicre sayilmig ve sonucglar % ola-
rak Tablo I ve Tablo II’de karsilagtirmali olarak
verilmistir.

Tablolarda, hem DS’Iu hem de saglikli kontrollerin
genel ortalamalar1 verilmistir. Bireyler arasinda
o6nemli degiskenlik olmakla birlikte, 30 DS’Iu ve
24 saglikli kontroliin 0.37 ml, 0.75 ml, 1.48 ml ve
2.21 ml FHE konsantrasyonlarindaki genel % Mi
degerleri, X+SS olarak karsilikli sekilde sirasiyla;
DS’lularda 4.20%+1.73, 4.57%1.31, 4.69%1.19,
4.19+1.11 ve kontrollerde 4.37+1.67, 5.06+1.60,
5.01£1.47 ve 4.98%£1.43 olarak bulunmustur. Bu
durumda, Biological Indusries (Israil) iiriinleri icin
% 1-1.5 hacim/hacim FHE, hem DSlu, hem de
kontrollerin kan kiiltiirleri i¢in optimum (hem et-
kin, hem tutumlu) bulundu.

Tablo I’de ve Tablo II’de, her iki gruptan alinmig
periferal kan lenfositlerinin FHE derigimine gore
bulunmus % Mi’lerinde ilk gdze garpan ozellik,
hem kontrol hem de DSlu’larda 6nemli derecede
bireysel farkliliklarin olmasidir. Bazilarindaki
Mi’ler FHE derisimine gére diizenli olarak artar-
ken [Tablo I’'de (2)UA, (3)TB, (10)SD; Tablo
II’de (15)HK, (18)FG, (21)RC, ] baz1 bireylerde
hemen hi¢ degismemekte [Tablo I'de (17)AL;
Tablo I’de (2)IH, (3)0Z, (5)YI] bazilarinda ise
diizenli olarak azalmaktadir [Tablo I’de (7)iU,
Tablo II’de (12)TC, (17)MU].

Bu diizenli artma, sabit kalma ve azalmanin diginda
belli bir FHE konsantrasyonundan sonra da diisiis-
ler goriilebilmektedir. Tablo II’de (14)IM ve (17)
MU, %2.211lik FHE derisiminden itibaren, SM
(23) ve FN (24), %1.48 den itibaren, SC (22)’de %
0.75’den itibaren diisiis goOstermektedir. FHE
derisiminin herhangi bir degerinden itibaren basla-
yan Mi’lerdeki bu azalmalar, Tablo I‘deki DS’lu
grubu i¢in de gegerlidir.
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Tablo 1. 30 DS’luda FHE konsantrasyonuna gére MI degerleri (%)

Imamoglu N, Demirtas H

Hasta Yas Cins % MIi (ml FHE / 100 mP’lik ortam)
0.37 ml (%) 0.75 ml (%) 1.48 ml (%) 2.21 ml (%)
1) KT 8 aylik E 2.66 3.88 6.73 4.68
2) UA 2 aylik E 1.15 247 3.15 4.16
3)TB 13 giinlik K 2.18 2.22 2.83 3.53
4) BK 1 aylik K 2.86 5.49 7.14 5.14
5)IK 1 aylik E 2.68 4.28 4.46 4.49
6) MK 5.5 aylik E 3.42 4.20 3.77 2.90
7 10 1 aylik E 5.12 4.94 4.62 4.20
8) KB ~1 aylik K 4.04 4.60 5.52 4.43
9) AS ~1 yil K 1.87 3.55 3.74 2.61
10) SD ~1 yil K 5.41 enfeksiyon 6.89 7.81
1) LT 2 aylik K 4.65 4.29 4.47 3.43
12) DB Premature K 4.37 4.30 4.95 4.52
13) SC 1yl K 4.72 5.26 5.58 5.59
14) KT ~1 yil K 1.18 341 3.46 2.97
15) SE 6 aylik E 1.56 5.31 5.57 2.73
16) LG 6 aylik K 3.52 4.01 3.50 3.50
17) AL ~2 aylik E 343 3.51 3.59 3.66
18) FP 8 yil E 5.78 5.50 5.18 5.19
19) KK 3yl K 3.23 4.14 3.91 3.64
20) EP 18 giinliik E 6.41 4.16 4.63 4.20
21) EB ~1 aylik E 4.85 3.30 3.40 3.44
22) FE 13 aylik E 5.49 3.92 4.07 4.11
23) FK 4 aylik K 3.71 4.83 4.02 3.17
24) BE 6 aylik K 5.31 391 3.99 4.00
25) BN 1.5yl K 6.21 5.65 5.44 543
26) YD 9 aylik E 4.45 5.00 4.97 4.33
27) AT 3 aylik E 6.34 4.64 4.14 3.27
28) MB 3.5 aylik E 5.25 5.73 3.95 343
29) SN 10 aylik K 5.73 7.57 6.29 5.59
30) MS 9 aylik E 8.27 8.55 6.74 5.60
Genel Ortalama 4.20+1.73 4.57+1.31 4.69+1.19 4.19+1.11

Her satirdaki rakamlar, FHE konsantrasyonuna gore her bir konsantrasyondan yaklagik 5000-6000 bireysel olarak sayil-
mig hiicre ortalamalarini géstermektedir. Genel ortalamalar en alt satirda X + standart sapma seklinde verilmistir.
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Tablo II. 24 kisilik kontrol grubunda FHE konsantrasyonuna (% v/v) gore Mi degerleri (%)

FHE derisimine gore ( v/v) Mi degerleri

Hasta Yas Cins
% 0.37 % 0.75 % 1.48 % 2.21
1) KB ~1 ayhk K 6.49 6.45 5.08 5.15
2) iH 2yl K 4.73 4.56 4.68 4.55
3)0z 14 giinliik K 2.62 2.49 2.66 2.62
4) BT 6 aylik K 5.76 5.37 5.64 5.56
5) Yi 12 giinlitk E 5.25 5.17 5.00 4.92
6) BC 5 aylik K 3.81 4.39 4.14 4.20
7) AH 10 aylik E 2.75 3.69 2.95 3.67
8) SB 1 aylik K 3.34 2.82 2.58 241
9) CO ~1 ayhk K 5.81 5.24 4.57 5.24
10) AG ~1 ayhk K 3.75 4.34 433 3.51
11) AB 3 aylik E 4.75 3.84 3.72 3.30
12) TC 10 giinlitk K 6.50 6.38 5.54 4.57
13) FZ 14 aylik E 3.90 5.68 7.08 6.83
14) im 2yl E 425 4.89 5.96 3.91
15) HK 1.5 aylik K 1.24 2.96 478 5.10
16) YA 8 yil K 3.95 7.96 7.99 8.15
17) MU 8 yil E 8.64 8.60 8.30 7.67
18) FG 1yl E 2.61 477 5.89 6.56
19) MR 5 aylik K 2.55 3.75 3.76 4.86
20) HU 3yl K 4.77 6.66 Apopt. 6.10
21) RC 1.5 aylik E 2.67 3.07 4.75 5.76
22) SC 5yil E 6.35 5.47 5.58 5.47
23) SM 9 aylik E 4.08 6.87 4.80 427
24) FN 7yl K 4.20 6.13 5.41 5.13
Genel Ortalama 4.37+1.67 5.06+1.60 5.01+1.47 4.98+1.43

Her satwrdaki rakamlar, FHE konsantrasyonuna gére her bir konsantrasyondan 5000-6000 uyarilmis lenfosit
sayilarak, metafazlart % olarak verilmistir. Genel ortalamalar en alt satirda X+ standart sapma seklinde go-
riilmektedir.
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30 DS’lu ve 24 Saglikli bireyin, FHE konsantras-
yonuna gére MI degerlerinin genel ortalamalari
yiizde (%) olarak Tablo III’de verilmistir.

Tablo III, 30 DS’Iu ve 24 saglikli bireyde bulunan
Mi genel ortalamalarinin, kiiltiir ortamindaki FHE
konsantrasyonu ile birlikte dnemli lgiide artmadi-
gin1 gostermektedir. Mi’lerin genel ortalamalar
kontrollerde % 0.75’lik FHE konsantrasyonundan
itibaren bir plato olusturmakta ve bu plato hafif

Imamoglu N, Demirtas H

azalarak da olsa % 2.21’lik FHE konsantrasyonuna
kadar siirmektedir. DSIu’larda ise genel ortalamalar
bir gesit ¢an egrisi gostermekte ve maksimum MI,
FHE nin % 0.75 lik ile % 1.48 lik degerleri arasinda
bulunmaktadir. Grup i¢i yapilan istatistiksel deger-
lendirme sonucunda, DS’lu ve saglikli bireylerde
FHE’nin en diisik konsantrasyonu ile en yiiksek
konsantrasyonu arasinda MI agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamuigtir (p>0.05).

Tablo III. DS’lu ve saglikli kontrollerinin her bir FHE konsantrasyonuna gére genel MI ortalamalari

(ml FHE/100 mI’lik ortam’da)

0.37 ml FHE (%) 0.75 ml FHE (%) 1.48 ml FHE (%)

2.21 ml FHE (%)

Grup N (X + SS) (X £SS) (X £8S) (X £8SS) Foop
DS 30 4.20+1.73 4.57+1.31 4.69£1.19 4.19£1.11 0.010 0.921
Kontrol 24 4.37+1.67 5.06+1.60 5.01+1.47 4.98+1.43 1.162 0.284
N: Birey sayisi. t=0.366 t=1.232 t=0.871 t=2.275

"p<0.05 p=0.715  p=0.224  p=0388  'p=0.027

Gruplar aras1 yapilan istatistiksel degerlendirmede olarak sirasiyla 30 DSlu’da % 4.20+1.73,

ise, DS’lu ve saglikli bireylerin MI genel ortalama-
lari, FHE nin her bir konsantrasyonunda karsilasti-
rilmig ve FHE’nin % 0.37, 0.75 ve 1.48’lik kon-
santrasyonlarmnda MI acisindan iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunama-
mistir (p>0.05). % 2.21°1ik FHE konsantrasyonun-
da ise, saglikli bireylerin DS’lu bireylere gére daha
fazla MI artis1 gosterdigi ve bu artigin istatistiksel
olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05).

TARTISMA

Insan lenfositlerinin mitoza y&nlendirilmesi ve
kromozom analizlerinde birim hacimdeki biiyiime
ortamina eklenen FHE miktar1, bir laboratuardan
digerine gore onemli dlglide degismektedir. Bunun
nedeni bilinmemekte ve literatiirde de bu konuda
yeterli bir bilgiye ulasilamamaktadir. Bireyler ara-
sinda onemli farkliliklara karsilik, FHE’nin %
0.37,0.75, 1.48 ve 2.21°1ik (hacim/hacim) konsant-
rasyonlarinda artis yoniine dogru siralandiginda, %
mitotik indekslerinin genel ortalamalart karsilikli

4.57£1.31, 4.69+1.19, 4.19£1.11 iken 24 kontrolde
% 4.37+£1.67, 5.06+£1.60, 5.01+£1.47 ve 4.98+1.43
olarak bulunmustur. FHE konsantrasyonunun belli
bir degerinden itibaren gériilen Mi azalmalar;, FHE
reseptorlerinin bu noktada doymus olmalar1 ve daha
fazla FHE nin bu birey lenfositlerine olasi toksik
etkileri ile aciklanabilir. FHE artisindan fazla etki-
lenmeden sabit MI gosteren hiicrelerin davranislari-
na da bireysel farkliliklardan baska bir agiklama
getirememekteyiz.

Anderson ve arkadaglari (1988), trisiumlu timidin
ve FHE- P ( bazen de FHE-R ve hig birinin 6zellik-
leri ve treticisi belirtilmemis) kullanarak 4 eriskin
bireyde 46-48. saatten itibaren 18 saat igindeki
timidin tutulumunun 1-5 ml/ml arasindaki FHE
derisiminde maksimum oldugunu bulmusglardir (3).
Ancak kullanilan yontemin baskaligi, bizim kullan-
digimiz FHE nin M formundan farkli olarak P ve R
formlarinin  kullanilmis olmasi, optimum FHE
derisimini bulmada kullanilan birey sayisinin (4
kisi) yetersizligi, sonuglarin bizim bulgularimizla
karsilastirilmasina engeldir. Yine de 106 kisinin
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sadece bir tek FHE derigsimindeki (1ml/ml) timidin
tutulumunun bireyler arasinda 5-6 katina varan
degismeler gdstermesi, ancak bireysel farkliliklarla
agiklanabilir.

Farrant ve arkadaslar1 (1980), trisiumlu timidin
derisimi, spesifik radyoaktivite yogunlugu, hiicre
yogunlugu, FHE derisimi gibi parametreleri ¢alis-
muglarsa da (11) bir kisinin belli bir siiredeki DNA
sentez hizi ile 54 kisinin 72. saat sonundaki
MI’lerin dogrudan karsilastirilmasi ne uygun ne de
inandirict olabilir. Ayrica bu caligmada bireysel
farkliliklara yeterince deginilmemistir. Oysa hindi
lenfositlerinde FHE ye karsi bireysel farkliliklar
goriilmiistiir (6). Ayni durum tavuklar igin de ge-
cerlidir (7).

Kan/lenfosit  kiiltlirinde  kullanilan  mitojen
derisiminin standartlastirilmas: bazi sitogenetik
analizler icin de gereklidir. Ornegin ayni bir
DSIu’nun metafaz hiicrelerindeki aktif NOR tagi-
yan kromozom sayist (8) ve interfaz ¢ekirdekgikle-
rindeki NOR ifadesi (9) beklenilmedik bir sekilde
ortamdaki FHE derisimine goére degismektedir.
FHE derisimi belli bir deger i¢inde artikca AgNOR
la boyanan akrosantrik kromozom sayisi da 7-8 den
11 e dogru artmaktadir (12).

Sonug olarak, 6zellikleri gere¢ ve yontemde belirti-
len medium, fetal dana serumu ve FHE kullanilma-
st durumunda, kontrollerde % 0.75 derisimindeki
FHE kromozom analizleri i¢in yeterli metafaz sik-
ligim1 saglarken, DSlu’larda bu optimum (hem et-
kin hem de tutumlu) derisim % 0.75 ile % 1.48 v/v
arasinda bulunmaktadir. O halde gere¢ ve yontem-
de ozellikleri verilen 100 ml’lik komple bir
medium i¢in 1 ile 1.5 ml arasindaki FHE, hem
DSlu, hem de diger/saglikli bireylerin kan kiiltii-
riinde kullanilabilecektir. Daha fazla FHE kullani-
minin faydasi olmayacagi gibi, gereksiz kullanim
nedeniyle ekonomik zarari (israf) da olacaktir.
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