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Yil: 2016, Sayfa sayisi: 68

Jiri  : Prof. Dr. Eyyiip RENCUZOGULLARI
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Yrd.Dog.Dr.Deniz TASTEMIR KORKMAZ

Bu calisma Doripenem (DRP)’in genotoksik etkisinin hem sitogenetik hemde
molekiiler yontemlerle arastirilmasi amaciyla yapilmistir. Sitogenetik yontem olarak kisa
siireli genotoksisite testleri olan kromozom anormalligi (KA) ve mikroniikleus (MN)
testleri kullanilmis, molekiiler ydntemlerden ise RAPD-PCR teknigi uygulanmistir. insan
periferal lenfositleri 100 pug/ml, 200 pg/ml ve 400 pg/ml DRP ile 24 ve 48 saat boyunca
muamele edilmiglerdir. DRP kromozom anormalligi ve mikroniikleus frekanslarini
artirmamis, ayrica sitotoksik etki de gostermemistir. Fakat RAPD-PCR c¢alismasinda elde
edilen polimorfik band sayilarini artirmis ve genomik kalip stabilite (GKS) oranlarini
Ozellikle 48 saatlik muamele siiresinde diistirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Kromozom anormalligi, mikroniikleus, genotoksisite, RAPD PCR
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The aim of this study was to investigate the genotoxic effects of doripenem (DRP)
using both cytogenetic and molecular test systems. The chromosome aberration (CA) and
micronucleus (MN) methods were used as the cytogenetic tests and RAPD-PCR method
was used as the molecular test. The human peripheral lymphocytes were treated with 100
pug/ml, 200 pg/ml and 400 pg/ml concentrations of DRP for 24 and 48 hours treatment
periods. DRP did not induce the chromosome aberrations and micronucleus frequencies
at all concentrations and treatment periods and it was not showed any cytotoxic effect.
However, DRP increased the polymorphic bands and decreased the ratio of genomic
template stability especially at 48 hour treatment period.
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1. GIRIS

Enfeksiyon hastaliklar ylizyillardir insanoglunun yasamini tehdit eden en biiyiik
tehlikelerden biri olmustur. Binlerce yildir insanlar, enfeksiyon hastaliklarini tedavi
edebilmenin yolunu aramuslardir. 1991 yilinda, Avusturya-italya siniridaki Otztal
Alplerinde dogal olarak mumyalanmus, 5300 yil énce yasamis Otzi adaminin ¢antasinda
hus agact mantar1 (Piptoporus betulinus) bulunmustur. Arastirmacilar bu mantarin
antibakteriyel ve kan durdurucu etkisinin oldugunu bildirmislerdir (Capasso 1998).
Sentetik antibiyotiklerin kesfedilmesinden dnceki yilizyillarda da sarimsak, sogan gibi
bitkiler antibiyotik 0zelliklerinden dolay1r insanlar tarafindan kullanilmiglardir.
Sarimsakta bulanan organo-siilfiir bir bilesik olan allicin'in, antibakteriyel etkinligi tespit
edilip enfeksiyon hastaliklarda kullanilmak iizere izole edilmistir (Cavallito ve Bailey
1944).

Gilinlimiizde kullanilan antibiyotikler ilk olarak 1928 yilinda Alexander Fleming
tarafindan; Staphylococcus sp. bakterilerini iiretirken petri kaplarinin kiiflii bolgelerinde
bakterilerin 6ldiiglinii gérmesi ve Penicillium notatum mantariin iirettigi bir kimyasal
olan penisilinin bu duruma neden oldugunu kesfetmesi sonucu bulunmustur (Fleming
1929). 1940 yilinda iki arastirmaci tarafindan penisilin saflastirilip 1941 yilinda
aragtirmacilardan biri tarafindan ilk klinik kullantiminin yapilmasi ile penisilinin seri
tiretimi yapilmistir (Florey 1945). Penisilinin tedavide kullanimindan 6nce 1932 yilinda
bir siilfonamid olan prontozil kesfedilmis ve agiz yoluyla alinan ilk antibiyotik olmustur
(Iyer 2008). Ancak siilfonamidler, penisilin kadar iyi bir aktiviteye sahip olmamaislardir.
Penisilin biyolojik artik maddelerden, stilfonamidler gibi etkilenmemistir. Penisilinin bu
basarisi sebebiyle antibiyotik arastirmalarinin 6nii agilmistir (Florey 1945). Giinliimiizde
antibiyotikler yar1 sentetik veya sentetik olarak iiretilebilmektedirler. Bakterisidal ve
bakteriyostatik olmak iizere antibiyotiklerin iki ¢esidi vardir. Bakterisidal antibiyotikler
bakterileri Oldiirerek etki ederler, bakteriyostatik antibiyotikler ise bakterilerin
¢ogalmalarin1 durdurarak etki ederler (Finberg ve vd. 2004).

La Roche Ltd Co (1990) ve Giilhan (1991) tarafindan bildirildigine gore ideal bir
antibiyotigin sahip olmasi gereken 6zellikler sunlardir:

1- Bakterisidal olmalidir.

2-  Agz yoluyla verilebilmelidir.



3- Dar spektrumlu olmalidir.

4- Tedavi giicli yiiksek olmalidir.

5- Pahali olmamaldir.

6- Viicut sivilarini etkilememelidir.

7- Diger ilaglarla uyumlu olmalidir.

8- Alerjik olmamalidir.

9- Direng gelisimine egilimli olmamalidir.

10- Etkisi ¢gabuk baglayip uzun siire devam etmelidir

Antibiyotikler, daha ¢ok bakteriyel enfeksiyonlar i¢in kullanilsalar da diger
mikroorganizmalara kars1 da kullanilabilmektedirler. Etki ettigi mikroorganizma grubuna
gore antibiyotikler; antibakteriyel, antiviral, antifungal, antiparaziter, antimikobakteriyel
olmak iizere bes cesittirler. Etki spektrumuna gore antibiyotikler; dar spektrumlu, orta
derecede genis spektrumlu ve genis spektrumlu olmak iizere ii¢ cesittirler.
Immiinmodiilatér etkilerine gore antibiyotikler; konak immiin savunmasina belirgin
etkileri olmayanlar, immiin sistemle sinerjik davrananlar, immiin fonksiyonlar1 deprese
edenler, immiin fonksiyonlar1 siddetlendirenler olmak iizere 4 cesittirler (Gemmell 1993).

Antibiyotiklerin, mikroorganizmalar iizerindeki etki mekanizmalar1 sunlardir;

e Protein sentezinin engellenmesi.

e Niikleik asit sentezinin engellenmesi.

e Hiicre duvari sentezinin engellenmesi.

e Hiicre membran geg¢irgenliginin bozulmasi.

e DNA replikasyonu ve transkripsiyonun engellenmesi.

Protein sentezini inhibe eden ajanlar; ribozomun 30S ve 50S alt birimlerin A ve P
alt linitelerine baglanarak peptidil-tRNA translokasyonunu inhibe ederler (Sekil 1.1). Bu
durum proteinin uzamasini engeller. Prokaryot ve dkaryot hiicrelerin ribozomlar1 farkl
biiyiikliikte oldugu icin (prokaryot ribozomu 30S ve 50S alt birimlerinden, 6karyot
ribozomu 40S ve 60S alt birimlerinden olusur), protein sentezini inhibe eden
antibiyotikler Okaryot hiicrelerin ribozomlarina baglanmazlar. Bu nedenle protein
sentezini inhibe eden antibiyotik, enfekte olmus konak Okaryot canliya zarar vermez

(Brodersen ve vd. 2000, Selmer ve vd. 2006).
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Sekil 1.1. Antibiyotigin (doksisiklin) ribozomun A alt iinitesine baglanip, protein
sentezini inhibe etmesi.

Niikleik asit sentezini inhibe eden ajanlar; PABA (para aminobenzoik asit)'dan
folik asit sentezlenmesinde gorev alan dihidrofolat rediiktaz (DHFR) enzimini inhibe
ederler (Sekil 1.2). Folat sentezinin durmasi piirin ve timin sentezini durdurur, boylece
bakteri biliyliyemez. Niikleik asit sentezini engelleyen antibiyotikler bakteriyostatik
Ozellik gosterirler (Brogden ve vd. 1982).

FH> Dihidrofolat
DHFR )1(4— INHIBITOR

FH4
4 Tetrahidrofolat™

5,10 CHo FHy 10 CHOFH,
dUMP—= dTMP Plrin sentezi
sentetaz DNA

Sekil 1.2. Dihidrofolat rediiktaz enziminin inhibisyonu.



Hiicre duvan sentezini inhibe eden ajanlar; Gram-pozitif bakterilerin disinda
bulunan duvarin ana bileseni olan peptidoglukanin sentezinin son agamasinda, N-asetil
muramik aside bagli amino asitler arasinda peptit bag1 kurulmasinda gorev alan DD-
Transpeptidaz enzimini inhibe ederler (Sekil 1.3 ve Sekil 1.4). DD-Transpeptidaz enzimi
Penisilin Baglayic1 Protein (PBP) olarak da bilinir. Penisilinler, monobaktamlar,
karbapenemler ve sefalosporinler molekiiler yapilarinda bir f-laktam halkasi igerirler. -
laktam halka PBP'nin aktif yerindeki Serso3 rezidiisiine geri doniistimsiiz olarak baglanir.
PBP'nin inhibisyonu sonucu bakteri hiicre duvari sentezlenemez. Bu durumda bakterinin

ici, dig ortamdan daha yogun oldugu i¢in bakteri hiicresi patlar (Fisher ve vd. 2005).

o
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Sekil 1.3. DD-Transpeptidaz enziminin amino asitler arasinda peptid bagi kurmasi
(www.proteopedia.org).
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Sekil 1.4. B-laktam halkanin DD-Transpeptidaz enzimine geri doniistimsiiz baglanmasi
(www.proteopedia.org).



Hiicre-membran gegcirgenligini bozan ajanlar; hiicre zarindaki ergosterole
baglanarak membranda kutuplu gozenekler olustururlar. Bu gdzeneklerden hiicrenin
yasami i¢in gerekli olan K* ve H' iyonlarinin ve diger molekiillerin digar1 s1izmasi sonucu

hiicreyi oldiirerek etki ederler (Sekil 1.5) (Ellis 2002).
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Sekil 1.5. Hiicre membran gegirgenligini bozan (Amfoterisin B) antibiyotiklerin etki
mekanizmasi.

Potasyum ve diger kigik
molekitllerin pordan digan sizmast
sonucu hiicre ol

DNA replikasyonunu ve transkripsiyonu engelleyen ajanlar; DNA girazi inhibe
ederek etki ederler (Sekil 1.6). DNA giraz iki alt birimden olusur; her iki alt birim de, 2A
ve 2B alt birimlerinden olusur. A ve B alt birimlerindeki ATPaz enziminin inhibisyonu
sonucu DNA giraz aktivitesi durur. Boylece fazla gerilen DNA parcalanir ve bakteri 6liir
(Castora ve vd. 1983, Bergan 1988).

Antibiyotiklerin, ¢ok fazla ve gereksiz yere alinmalar1 bir¢ok mikroorganizmada
antibiyotik direnci gelismesine neden olmustur (Goossens ve vd. 2005). Gram-negatif
bakteriler, yogun bakim {initesinde baskin katil bakteriyel patojenler arasindadir.
Antibiyotik direnci hastane ortaminda bir tehdit haline gelmistir (Torres ve vd. 2007).
Diinya Saglk Orgiiti (WHO) tarafindan Nisan 2014'te yaymlanan raporda;

mikroorganizmalarda gelisen antibiyotik direnci nedeniyle 21. yiizyilda c¢ok uzak



olmayan bir gelecekte, insanlarin en ufak bir yaralanma sonucu enfeksiyon kapip

olebilecegi bildirilmistir (WHO 2014).
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Sekil 1.6. DNA giraz1 inhibe eden ajanlarin etki mekanizmasi.

Giliniimiizde direng gelistiren mikroorganizmalara kars1 yeni antibiyotikler
tiretilmektedir. Bunlardan biri de bu ¢alismada kullanilan B laktam sinifindan, grup 2
karbapenemlerden olan doripenemdir. Doripenem (DRP), Shionogi & Co. Ltd.
(Osaka,Japonya) tarafindan bir arastirmayla kesfedilmis olup, Amerika Birlesik
Devletleri'nde Peninsula Pharmaceuticals, Inc. (Alameda, California) tarafindan sistemik

bakteriyel enfeksiyonlar nedeniyle hastanede yatan hastalar i¢in gelistirilen parenteral 13-




metilkarbapenemdir (Iso ve vd. 1996). Karbapenemler, enfeksiyon hastalig1 olan agir
hastalarda veya ¢ogul direncli bakteri enfeksiyonu siiphesi tasiyan hastalarda son ¢are
antibiyotik olarak kullanilmaktadirlar (Bradley ve vd. 1999; Paterson, 2000; Paterson ve
Bonomo 2005; Torres ve vd. 2007). DRP, penisilinazlar ve safalosporinazlar da dahil
olmak iizere, Gram-negatif ve Gram-pozitif mikroorganizmalar tarafindan iiretilen beta-
laktamazlara dayaniklidir (Mori ve vd. 1996). Antipsddomonal etkinlige sahip olan DRP,
komplike intra-abdominal enfeksiyonlar, komplike iiriner sistem enfeksiyonlari ve
nozokomiyal pnémoni tedavisinde kullanilmaktadir (Bhavnani ve vd. 2005; Mandell
2009). DRP'in antimikrobiyal spektrumu, ertapenemden daha ¢ok imipenem ve
meropeneme benzerdir. Bu nedenle, Enterobacteriaceae (genislemis spektrumlu beta-
laktamaz iireten suslar dahil), Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter sp., Bacteroides
fragilis, streptokoklar ve metisiline duyarl stafilokoklara kars1 anlamli in vitro aktiviteye
sahiptir (Paterson ve Depestel 2009) ve penisline direncli streptokoklara karsi en aktif
karbapenemdir (Jones ve vd. 2004). DRP, Streptococcus pneumoniae, viridans (yesil)
grubu streptokoklar ve beta-hemolitik streptokoklara karsi test edilmis en giiclii ajanlar
arasindadir (Fritsche ve vd. 2005). Ayrica yapilan ¢alismalarda, nozokomiyal pndmoni
tedavisinde doripenemin tercih edilmesi daha az bakteri direnci, daha az yan etki ve daha
kisa siirede tedavi etmesiyle hasta ve hastane i¢cin ekonomik ve klinik fayda gosterdigi
bildirilmistir (Merchant ve vd. 2008, Kongnakorn ve vd. 2010).

DRP, hastaneden edinilmis pndmoni vakalarinda 8 saatte bir 1 saat stire ile 500
mg doz intravendz inflizyon seklinde uygulanir. Etkisi siireye baglhidir (Bhavnani ve vd.
2005; Mandell 2009). DRP hiicre duvar sentezini inhibe ederek bakterisidal etki gosterir.

DRP; bas agrisi, nobetler, dokiintii, prurit, Stevens-Johnson sendromu, bulantt,
diyare, oral kandidiyazis, vulvomikotik enfeksiyon, bobrek fonksiyon bozuklugu, bébrek
yetmezIligi, anemi, I6kopeni, notropeni, trombositopeni anafilaksi, artmis karaciger
enzimleri gibi yan etkilere neden olabilmektedir (www.drugs.com).

DRP dahil diger tiim antibiyotiklerin tedavi edici amagla kullanilmalarinin yani
sira bu kimyasallarin insanlarda mutasyona neden olup olmadiklarinin ortaya ¢ikarilmasi
son derece dnemlidir. Giiniimiizde bir maddenin genotoksik olup olmadigini belirlemek
icin bircok genotoksisite testi vardir. Kisa siireli testler olarak tanimlanan ve kromozom
diizeyinde yapilan genotoksisite testleri; kardes kromatid degisimi (KKD) (Galloway ve

Evans 1975, Perry ve Evans 1975), kromozom anormallikleri (KA) (Chromosome



Aberration; CA) (Evans 1984, Carrano ve Natarajan 1988, Bonassi ve vd. 2004) ve
mikroniikleus (MN) (Micronucleus) (Fenech ve Morley 1985, Heddle ve vd. 1991,
Hagmar ve vd. 1998, Fenech 2000, 2002) yontemleridir. Bu testlere ilave olarak
molekiiler diizeyde yapilan ve baz degisimi mutasyonlar1 saptamaya yaran PCR temelli
testler de gilivenilir sonuglar vermektedir. Bu testlerin birisi de RAPD-PCR testidir.

KA testi ise kromozomal yap1 ve sayr anormalliklerini saptamaya yarayan bir
testtir. Dolayisiyla test maddelerinin hem klastojenik hem de anojenik etkilerinin
saptanmasinda etkindir. Theodor Boveri, 20. yiizyil basinda kanser patogenezine KA'ni
baglayan mekanizma {izerinde kapsamli bir arastirma yolu a¢cmistir. Bu ¢abanin bir
sonucu olarak, insanlarda kanserin erken agamalarinda sitogenetik hasar iligskilendiren
saglam teorik ve deneysel kanitlar elde edilmis ve saglikli bireylerde yliksek seviyedeki
KA'nin kanser riskini artirdig1 iddia edilmistir. KA'nin kanser riski belirleyicisi olarak
dogrulanmasin1 amagclayan ilk epidemiyolojik arastirma 1990'larin  basinda
gerceklestirilmistir (Bonassi ve vd. 2004). KA olusum mekanizmasinin farkli dokularda
benzer olmasi nedeniyle, lenfositlerdeki kromozomlarin anormallik seviyesinin, kansere
egilimli dokulardaki anormallik seviyesini gosterdigi ve bu nedenle kanser riskinin
gostergesi oldugu diisliniilmektedir (Albertini ve vd. 2000, Bonassi ve vd. 2000, 2004,
2005). Kromozom anormallikleri sayisal ve yapisal anormallikler olarak 2 ana gruba
ayrilir. Trizomi 21 (Down sendromu) ve monozomi (Turner sendromu) en ¢ok bilinen
sayisal anormalliklerdir (Dearce ve Kearns 1984, Sutherland 1984, Antonarakis 1998).
Duplikasyonlar, delesyonlar, translokasyonlar, inversiyonlar ve ring kromozomlar
yapisal anormalliklerdir (Turpin ve Lejeune 1969, Yunis 1977, Wilkins ve vd. 1980).

MN, asentrik kromozom veya kromatid kiriklarindan, bir veya birka¢ kromozom
ya da kromatidin anafazda geri kalmasindan dolay1 telofazda meydana gelen esas
niikleusun disinda olusan kiiclik ¢cekirdeklerdir (Surrallés ve vd. 1995). Ayrica multipolar
(¢ok kutuplu) anafaz ve telofaz sathalart da MN olusumuna sebep olmaktadir (Topaktas
ve Renciizogullar1 1996). Dolayisiyla MN testi de KA testi gibi hem klastojenik hem de
anojenik etkiyi saptamaya yarayan bir testtir.Fakat, KA testinin aksine anormallik direkt
olarak degil, mikroniikleus olarak saptanabilmektedir. MN olusumuna neden olabilen
kromozom kaybi1 ya da kromozomlarin ayrilmamasi (nondisjunction), kanser ve
yaslanmada rol oynayan 6nemli olaylardan biridir. Bu durum, muhtemelen ig ipliklerinde

ve sentromerde bozulma veya metafazdan 6nce kromozom yapisinin yogunlasmasi



nedeniyle olugmaktadir (Dellarco ve vd. 1985). Boylece, in vitro MN testi; basit, hizli ve
objektif mikroskobik analiz ile mekanik bilgi saglayan bir sitogenetik testtir (Kirsch-
Volders ve vd. 1997, Norppa ve Falck 2003). Fenech ve vd. (1999) tarafindan yapilan bir
arastirmada insanlarda MN ile kanser arasinda bir iliskinin oldugu bildirilmistir.

Genotoksisite arastirma yontemleri siirekli olarak gelisme gostermistir (Noel ve
Rath 2006). Son yillarda molekiiler genetikg¢iler genotoksisiteyi belirlemek i¢in birkag
yeni, hizli ve giivenilir yontem gelistirmislerdir (Zhiyi ve Haowen 2004, Swaileh ve vd.
2007). Bunlardan biri de RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA, Rastgele
Artirilmis Polimorfik DNA) yontemidir (Ferrero ve vd. 1998, Swaileh ve vd. 2007). Son
on yil i¢inde, polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) dayali RAPD teknigi, DNA
markerlar1 (belirteg) gelistirmek i¢in kullanilan en yaygin molekiiler tekniklerden biri
olmustur. RAPD belirtecleri sayesinde gen haritalama, populasyon genetigi, molekiiler
evrimin genetigi, bitki ve hayvan islahinda genis bir uygulama yelpazesi olusmustur
(Kumar ve Gurusubramanian 2011). Williams ve vd. (1990) tarafindan agiklanan RAPD
analizi genetik polimorfizm calismalarinda yaygin olarak kullanilan bir molekiiler
belirtectir.

RAPD teknigi; DNA hakkinda 6n bilgi gereksiniminin olmamasi, restriksiyon
enzimleriyle muameleye tabi tutulmamasi, southern hibridizasyonu ve transferine gerek
duyulmamasi, elde edilen polimorfik band sayisinin yiiksek olmasi, elde edilen band
Ozelliginin baskin olmasi ve maliyetin diislik olmas1 gibi avantajlara sahiptir (Devrim ve
Kaya 2006).

RAPD teknigi bir¢ok ¢aligmada kullanilmaktadir. Bunlar;

e Genetik cesitlilik / polimorfizm.

e Germplazma karakterizasyonu.

e Populasyonlarin genetik yapisi.

e Evcillestirme.

e Somaklonal varyasyon tespiti.

e (esitlilik tanimlama.

e Hibrid saflig.

¢ Genom haritalama.

e SOz konusu bir 6zellikle baglantili genetik isaretleyiciler gelistirilmesi.

e Niifus ve evrimsel genetik.



¢ Bitki ve hayvan 1slahi.

e Hayvan, bitki, mikroorganizma etkilesimleri.

e Pestisit/herbisit direnci

RAPD yonteminin asamalari su sekilde 6zetlenebilir:

1. PCR isleminde kullanilacak olan primerlerin niikleotid dizileri belli bir kriter
olmaksizin rastgele segilir ve sentezi yapilir.

2. Rasgele secilen bu primerler kullanilarak arastiritlan genomik DNA'da PCR
uygulamasina baslanir. PCR islemi esnasinda primerler genomik DNA'da
simetrigi olan bolgelere yapisir ve bu bolgeler geometrik olarak ¢ogalir.

3. Cogalan bu DNA parcaciklari, elektroforez islemiyle agaroz jelde yiiriitiiliir.

4. Etidyum bromid ya da radyoaktif maddelerle boyanarak molekiil
bliyiikliiklerine gore siralanan ve bandlasma gosteren DNA pargaciklar
degerlendirilerek DNA iizerindeki genetik polimorfizm belirlenir (Williams ve
vd. 1990, Scott ve vd. 1992, Morgan ve vd. 1993).

Cevresel kontaminantlarin sahip oldugu genotoksik etkileri belirlemek igin,
baslangicta tarama yontemi olarak RAPD yontemini kullanmak, daha sonra DNA
adduktlar1 (DNA katimlari, kanserojen bir bilesigin DNA’ya kovalent olarak
baglanmasi), gen mutasyonlarini ya da sitogenetik etkileri lgen daha spesifik yontemleri
uygulamak giiclii bir stratejidir (Atienzar ve Jha 2006). Yiriitilen PCR 6rneklerinin
hepsinde bulunan RAPD bandlar1t monomorfik olarak kabul edilmektedir. Bazi bireylerde
bulunmayanlar veya degisken mobiliteye (gé¢ hizina) sahip olan DNA fragmentlerinin
bandlar1 ise polimorfik olarak kabul edilmektedir. Elde edilen RAPD bandlarinda
gbzlenen polimorfizmlerin genetik iligkilerin belirlenmesinde 6nemli oldugu kabul
edilmistir (Devrim ve Kaya 2006).

RAPD-PCR yontemi, genotoksik etkileri belirlemek i¢in ¢ok sayida avantaja
sahiptir. RAPD-PCR yoOntemi, mutasyonlarin (nokta mutasyonlari, DNA kiriklar1 ve
yeniden diizenlenmeler) yani sira ¢ok sayida DNA hasarin1 (DNA adduktlar1 gibi)
belirleme potansiyeline sahiptir. Kanser arastirma alanlarinda RAPD yontemi ve iliskili
yontemler, degismis bolge hakkinda 6n bilgi gerektirmeksizin genomik degisikliklerin
ayni zamanda klonlanmasi ve belirlenmesine izin verir. Kanserli (malignant) hiicrelerdeki
nokta mutasyonlari, genomik ve kromozomal yeniden diizenlenmeleri, delesyon ve

insersiyon gibi molekiiler olaylar1 kapsayan genomik kararsizliklari belirlemek i¢in fayda
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saglar (Atienzar ve vd., 2002, Atienzar ve Jha 2004, Atienzar ve Jha 2006, Biiyiikleyla
2013).

Yapilan ¢alismalarda antibiyotiklerin bir kisminin genotoksik oldugu bir kisminin
da genotoksik olmadig1 saptanmistir (Jaju ve vd. 1984, Renciizogullar1 ve vd. 2002,
Agarwal ve vd. 2004, Venkatesh ve vd. 2007, Renciizogullar1 ve vd. 2009, Rocco ve vd.
2012, Cui ve vd. 2012).

Yapilan literatiir taramasinda DRP’in genotoksisitesi ile ilgili hi¢bir calismaya
rastlanmamistir. Bu nedenle DRP’in genotoksik etkiye sahip olup olmadigi in vitro insan
periferal lenfositlerinde kromozom aberasyonu (KA), mikroniikleus (MN) ve RAPD-

PCR yontemleriyle arastirilmasi amaglanmaistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

DRP bir beta-laktam ailesinden grup 2 karbapenem grubu antibiyotiktir.
Dolayisiyla bu bashk altinda hem diger antibiyotiklerin hem de bu gruba dahil olan
antibiyotiklerin genotoksik etkileri kronolojik olarak belirtilecektir.

2.1. Nitroimidazol Tiirevi Antibiyotiklerle Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Fahrig ve Engelke (1997), tarafindan yapilan calismada iki insandan alinan
periferal kan lenfositlerinde metronidazoliin (MTZ) genotoksik etkisi aragtirilmistir. 5-8
giin boyunca 3x500 mg/giin, 3x750 mg/giin MTZ ile muamele edilen lenfositlerin
muamele edilme Oncesi ve sonrasi incelenmistir. Her bir hasta i¢in 400 c¢ekirdek
incelenmistir. Sonugta MTZ'in KA ve DNA kirigmi indiikledigi ve genotoksik
kanserojen oldugu bildirilmistir.

Ornelas-Aguirre ve vd. (2006), sican vajinal mukozal hiicrelerinde
metronidazoliin (MTZ) MN frekansimi artirip artirmadigini degerlendirmislerdir. Bes
gruba ayrilan sicanlardan; bir grup negatif kontrol muamelesiz, ti¢ grup 30, 50, 100 mg/kg
dozlarda vajinal olarak MTZ ile muamele edilmis ve bir grup da pozitif kontrol olarak 5-
florourasil (2.5 mg) ile muamele edilmistir. 30 ve 50 mg/kg dozlarla muamele edilen
farelerin vajinal smear hiicrelerinde MN frekansinda anlamli bir degisiklik goriilmezken,
100 mg/kg dozda MTZ ile muamele edilen farelerin hiicrelerinde MN frekanslarini
onemli olgiide artirdigr goriilmiistiir. Boylece, MTZ'lin yiiksek dozlarda sican vajinal
mukoza hiicrelerinde genotoksik oldugu bildirilmistir.

Celik ve Aras (2006), metronidazoliin (MTZ) in vitro mutajenik ve sitotoksik
dozlarinda genotoksik ve sitotoksik etkilerini degerlendirdikleri ¢alismada; MTZ ile
muamele edilmis insan periferal kan lenfositlerinde kontrol grubuna goére mitotik indeks
ve replikasyon indeksinde (RI) diisiis, KKD frekansinda da artis oldugu bildirilmistir.

Lopez ve Carballo (2008), 2. nesil 5-nitroimidazol tlirevi olan tinidazoliin
terapotik dozlarla (0.1, 1, 10 ve 50 pg/ml) kiiltiirlenmis insan lenfositlerinde sitotoksik ve
genotoksik etkilerini degerlendirmek icin MI, RI, KKD ve KA parametrelerini

incelemislerdir. Incelemeler sonucunda MI'de anlamli bir diisis, KKD ve KA
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frekanslarinda artis gézlenmistir. RI'de higbir degisiklik bulunamamistir. Tinidazoliin
sitotoksik ve genotoksik oldugu bildirilmistir.

Talapatra ve vd. (2010), Channa punctatus (Yilanbas balig1)’un periferik
eritrositlerinde metronidazoliin (MTZ) O©nemli seviyede mikroniikleus frekansini
indiikledigini bildirmislerdir.

Ikbal ve vd. (2011), Entemoeba histolytica ile enfekte 32 hastanin lenfositlerinde
ornidazoliin genotoksik etkisini KKD ve MN yontemiyle arastirmislardir. Her bir hastaya
10 gilin boyunca 1000 mg/giin ornidazol verilmistir. Tedavi 6ncesinde ve sonrasinda KKD
ve MN frekanslart incelenmistir. Ornidazol tedavisi sonrasinda KKD ve MN

frekanslarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlendigi bildirilmistir.

2.2. B-laktam Antibiyotiklerle Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Jaju ve vd. (1984), in vitro insan periferal lenfositlerini terapdtik dozlarinda
ampisilin ve karbenisilin antibiyotikleri ile tek tek 72 saat boyunca muamele etmislerdir.
Sonucta her iki antibiyotigin KA, KKD ve MI frekanslarini indiiklemedikleri yani
nonklastojenik ve nontoksik etki gosterdikleri bildirilmistir.

Zavarise ve vd. (1984), kloksasilinin tedavi edici dozlarinda DNA'ya zarar
vermedigini, KA ve KKD sayisini indiiklemedigini fakat yiiksek konsantrasyonlarda
kromozom degisiklilerine neden oldugunu bildirmislerdir.

Koseoglu ve vd. (2004), yaptiklar ¢alismada dokuz saglikli bireyden elde edilen
lenfositleri 0.002, 0.02 ve 0.1 pg/ml benzatin penisilin G (BPG) ile 72 saat boyunca
muamele etmiglerdir. Tiim gruplar karsilagtirildiginda KKD frekansinin énemli oranda
degismedigi yani BPG’nin KKD frekansini artirmadigi saptanmaistir.

Istifli ve Topaktas (2010), gram-pozitif ve gram-negatif mikroorganizmalara
karsi, genis spektrumlu bakterisidal etkiye sahip penisilin olan amoksisilinin farkli
dozlarini (400, 600, 800 ve 1000 pg/ml) metabolik aktivatdr varliginda ve yoklugunda
insan periferal lenfositleri ile muamele etmislerdir. Metabolik aktivator varliginda ve
yoklugunda amoksisilinin KA ve KKD frekansini indiiklemedigini, sadece metabolik
aktivator yoklugunda ve 24 saatlik bir muamele peryodunda RI'ni diisiirdiigiinii, MI’i

etkilemedigini, bununla birlikte ne MN frekansini ne de niikleer bdliinme indeksini
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etkiledigini bildirmislerdir. Sonug olarak amoksisilinin genotoksik risk tagimadigini rapor

etmislerdir.

2.3. Makrolid Grubu Antibiyotiklerle Yapilan Genotoksisite Calismalari

Amacher ve vd. (1993), tarafindan yapilan Ames testinde Salmonella tyhimurium
TA1535, TA1537, TA98 ve TAI100 suslarinda azitromisinin mutajenik olmadigi
saptanmistir. Oral olarak 200 mg/kg doz uygulanan farelerin idrarinda da mutajenik
etkiye sahip metabolitlere rastlanmadigi tespit edilmistir. Sitotoksik doz olan 240 pg/ml
seviyesine kadar test edildiginde, L5178Y/TK hiicrelerinin timidin kinaz lokusundaki
mutasyon sikliginda herhangi bir artisa neden olmadigi bildirilmistir. 24 saat siire ile 2.5-
7.5 ng/ml dozlar1 arasinda ve 3 saat siire ile 30.0-40.0 pg/ml konsantrasyonlarda sican S9
varliinda muamele edilen insan lenfositlerinde KA frekansim1 6nemli derecede
artirmadigini sadece hiicre boliinmesini baskiladigini bildirmislerdir. Tek doz olarak oral
200 mg/kg verilen erkek ve disi farelerde 6, 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde bile
azitromisinin herhangi bir genotoksik ve sitotoksik etkisine rastlanmadigi rapor
edilmistir.

Renciizogullar1 ve vd. (2002), insan lenfositlerinde spiramisin ile yaptiklar
calismada spiramicinin 24 ve 48 saat muamele siirelerinde, 200 pg/ml ve 400 pg/ml
konsantrasyonlarda KA ve KKD frekanslarini artirmadigini, MI’1 diistirmedigini, sedece
48 saatlik muamele siiresinde RI’ini diisiirdiiglinti bildirmislerdir.

Rocco ve vd. (2012), Zebra balig1 (Danio rerio) eritrositlerinde eritromisin,
linkomisin ve ikisinin kombinasyonunun MN frekansini artirip artirmadigini test
etmiglerdir. Baliklar 14 saat 151k, 10 saat karanlik fotoperiyotta; 80 L, 7.6 pH ve 28°C
sicakliktaki suda tutulmustur. NH3; konsantrasyonu 0.01 mg/L'den az tutulan suda
baliklar, tetramarin ile giinliik olarak beslenmistir. Giin arasinda zebra baliklarina 100
mg/L eritromisin uygulanmistir. Secilen bu konsantrasyonda MN frekansinda negatif
kontrole gore 7. gilinlin sonunda % 3.3, 14. giiniin sonunda % 4.4, 28. giiniin sonunda %
8.0 ve 42. giiniin sonunda % 10.4 ortalama bir artis tespit edilmistir. Muamele kesildikten
200 giin sonra MN frekansinda % 0.8 gibi anlaml1 bir diislis olmustur. Linkomisin ile 100
mg/L muamele edilen zebra baliklarinin MN frekansinda 7. gilinlin sonunda % 0.8, 14.

giiniin sonunda % 2.7 ve 28. giinlin sonunda % 6.9 ortalama bir artis gozlenmistir.
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Muamele kesildikten 200 giin sonra % 1.3 gibi anlaml1 bir diisiis oldugunu bildirmislerdir.
Dolayistyla her iki antibiyotigin baliklarda hem genotoksik hem de mutagenik etkiye
sahip olduklar1 agiklanmistir.

Singh ve vd. (2014), klinik agidan esdeger doz olan 14.2 mg/kg ve bir alt doz olan
10 mg/kg eritromisinin prenatal ve postnatal evredeki farelerde hem periferal kan
hiicrelerinde hem de kemik iligi hiicrelerinde MN frekansinda anlamli bir artisa neden

oldugunu gozlemislerdir.

2.4. Kinolon Grubu Antibiyotiklerle Yapilan Genotoksisite Calismalari

Shimada ve vd. (1992), levofloksasinin mutagenik ve genotoksik etkisini Ames
Testi, HPGRT mutasyon testi, in vitro Chinese hamster hiicrelerinde ve in vivo fare kemik
iliginde MN ve KKD testi, sican hepatosit hiicrelerinde programsiz DNA sentezi
(unscheduled DNA synthesis) testi ile farelerde dominant letal testleri kullanilarak
arastirmiglardir. Levoflokasasinin higbir testte pozitif olmadig1 ve dolayisiyla mutagenik
ve genotoksik etkisinin olmadigini belirtmislerdir.

Takahashi ve vd. (1994), tarafindan yapilan calismada; 24 saat boyunca
nadifloksasinle (NDFX) muamele edilmis Cin hamster akciger hiicrelerinde; NDFX'in S
enantiomerinin KA'ne neden oldugu ancak, R enantiomerinin KA'ne neden olmadigi
belirtilmistir.

Gorla ve vd. (1999), sekiz saglikli donérden aldiklar1 insan periferal kan lenfosit
kiiltiirlerinde enrofloksasinin ve ana metaboliti olan siprofloksasinin KA'ya neden olup
olmadigin1 aragtirmiglardir. Her iki muamelede de kromatid ve kromozom kiriklari
gorilmistiir. Kontrol kiiltiirleri analizinde 100 hiicre basina 3.6+0.6 kromozom anomaligi
varken sirasiyla 5 ve 50 ug/ml enrofloksasin ile muamele edilen kiiltiirlerde 8.3+0.8 ve
9.6+1.2 anomali gozlenmistir. 5 ve 25 pg/ml antimikrobiyal konsantrasyondaki
siprofloksasin ile muamele edilen kiiltiirlerde 100 hiicre basina sirasiyla 5.6+1.3 ve
7.7£3.5 anomali bulunmustur. 50 pg/ml konsantrasyonda siproflokasasin, mitotik
indekste azalma ve anormal metafaz oranlarinda artisa neden olmustur.

Herbold ve vd. (2001) Ciprofloxacin’in in vivo kemiricilerde genotoksik

olmadigini ve uzun siireli muamelelerde kanserojenik etki gdstermedigini bildirmislerdir.
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Khadra ve vd. (2012), kontamine topraklarda Vicia faba bitkilerini nalidiksik asit,
siprofloksasin ve enrofloksasin ile tek tek ve karigim halinde muamele ederek kok ucu
hiicrelerinde MN frekansini incelemislerdir. Her bir antibiyotigin 0.01, 0.1, 1 ve 10 mg/kg
dozlar1 ile nalidiksik asitin 0.05, 0.5, 5, 10 mg/kg dozlar1 kullanilmistir. Tim
antibiyotiklerin en yiiksek iki dozu V.faba kok ucu hiicrelerinde MN frekansini 6nemli
derecede artirirken diisiik dozlarda herhangi bir artisin olmadigi bildirilmistir. Ug
bilesigin karisim halinde uygulandigi calismalarda ise tiim dozlarda MN frekansinda artis
oldugu saptanmistir.

Aksoy ve vd. (2012), ofloksasin(OFX) ile yaptiklar1 ¢calismada; saglikli iki erkek
ve iki kadindan alinan periferik kan 6rneklerini MN testi i¢in 68 saat kiiltiire almislardir.
Kiiltiirleri 30, 60 ve 120 pg/ml konsantrasyonlarda 48 saat siire ile OFX'le muamele
etmiglerdir. OFX’in sadece en yiiksek dozda (120 pg/ml) MN artisina neden oldugunu
fakat niikleer boliinme indeksini (NBI) ise tiim dozlarda anlamli bir sekilde diisiirdiigiinii
saptamiglardir. Bu sonuclara dayanarak OFX'in yiiksek dozlarda sitotoksik oldugu ancak

MN testinin sonuclar1 degerlendirildiginde genotoksik etkisinin olmadig1 belirtilmistir.

2.5. Rifamisin Grubu Antibiyotiklerle Yapilan Genotoksisite Calismalari

Attia (2007), rifampisinin MN olusumu {lizerine etkisini fare kemik iliginde
incelemistir. Fareler 10-320 mg/kg doz araliklarinda rifampisin ile muamele edilmistir.
Rifampisin’in 160 ve 320 mg/kg dozlar1 ile muamele edilen farelerin kemik iliginde
mikroniikleuslu polikromatik eritrositlerin frekanslarinin  6nemli Olclide arttig1
belirtilmistir. Ayrica, rifampisinin yiiksek dozda eritroblast ¢ogalmasini da ciddi bir
sekilde azaltmistir. Fare minor satellit probu kullanilarak FISH teknigi ile MN olusum
mekanizmalart incelendiginde Attia (2007) mikroniikleuslarin %58.1’inin sentromer
negatif oldugu yani klastojenik etkiden dolayr MN olusumunun gézlendigini, geri kalan

% 41.9’unun ise anojenik etki sonucu olustugunu saptamistir.

2.6. Sefalosporin Grubu Antibiyotiklerle Yapilan Genotoksisite Calismalari

Agarwal ve vd. (2004), iiciincii nesil sefalosporin olan sefotaksimin mutagenik

etkisinin olup olmadigimi mikrozomal fraksiyon varliginda ve yoklugunda Salmonella
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typhimurium'un TA97a, TA98, TA100, TA102 ve TA1535 mutantlarinda denemiglerdir.
S.typhimurium ihtiva eden plakalara; 0.62, 1.85, 5.56, 16.67 ve 50 pg/plaka
konsantrasyonlarda sefotaksim ilave edildiginde revertant sayisinda her hangi bir artisin
goriilmedigi saptanmustir. Ayni arastiricilar, 2x10° yogunlugundaki Cin hamster ovaryum
(CHO) hiicrelerini metabolik aktivator varliginda ve yoklugunda 11.25, 22.5 ve 45 mg
konsantrasyonlarda sefotaksim ile 18 saat muamele etmislerdir. Sonugta CHO
hiicrelerinde CA sayisinin artmadigl goriilmiistiir. Bu ¢alismalar sonucu sefotaksimin
Ames testinde mutajenik olmadigi ve ayrica in vitro klastojenik olmadigi da bildirilmistir.

Cui ve vd. (2012), sefuroksimle bir dizi genotoksisite testleri yapmiglardir.
Karaciger mikrozomal enzimleri varliginda ve yoklugunda sefuroksim ile muamele
edilen ¢esitli Salmonella typhimurium suslarinda (TA97, 98, 100 ve 102) sefuroksimin
revertant koloni sayisin1 artirmadigini yani mutajenik olmadigini saptamiglardir. Ayrica
125, 250 ve 500 mg/kg dozunda sefuroksim verilen farelerde MN ve KA oraninda
herhangi bir artigin gerceklesmedigi bildirilmistir.

Metovic ve vd. (2013), seftriaksonun 0.15, 0.25 ve 0.50 mg/ml konsantarsyonlari
ile 48 saat muamele edilen insan periferal kan lenfositlerinde konsantrasyonlar arttik¢a
KA frekansinin artigini tespit etmislerdir. Seftriaksonun en yiiksek konsatrasyonunda
(0.50 mg/ml) andjenik faaliyet gosterdigi, yani 0.5 mg/ml dozu ile muamele edilmis
kiiltiirlerde sayisal anomalilerin sikliginda anlamli bir fark oldugu bildirilmistir.

Istifli ve Topaktas (2015), kanser tedavisinde folat sentezini inhibe eden bir ilag
olan pemetrexed (PMX) ve {iciincii nesil sefalosporin olan cefixime (CFX) ile yaptiklari
calismada  swrasiyla  12.5+450, 25+800, 37.5+1150 ve 50+1500 pg/ml
konsantrasyonlardaki karigimlar ile 24 ve 48 saat siire ile muamele edilen insan periferal
kan lenfositlerinde bu karisimlarin MN, KA ve KKD frekanslarin1 uyarmadigini
bildirmislerdir. Bununla birlikte kombinasyonun sitotoksik etki gésterdigini ve bu etkinin

sinerjik olarak insan periferal kan lenfositlerinde sitotoksisiteyi artirdigi bildirilmistir.
2.7. Tetrasiklin Grubu Antibiyotiklerle Yapilan Genotoksisite Calismalari
Dimitrijevic ve vd. (2006), Chlamydia trachomatis bakterisi enfeksiyonlarinin

tedavisinde kullanilan azitromisin ve doksisiklin antibiyotiklerinin standart dozlarinin

hasta bayanlarin periferal kan lenfositlerinde MN freakansini artirip artirmadigini
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arastirmiglardir. MN siklig1, genital C.trachomatis enfeksiyonu tanisi konulmus 38
bayanin lenfositlerinde Ol¢lilmistiir. Periferik kanlar, 38 hasta grubu ve 50 saglikli
kontrol grubundan tedavi 6ncesi ve sonrasi alinmistir. Tedavi 10 giin boyunca oral yolla
giinde iki defa 100 mg (2x100 mg) doksisilin, baska bir 10 giinde de giinde 1x100 mg
doksisilin ve tek bir doz 1 g azitromisin olarak yapilmistir. Cytochalasin B ile sitokinez
bloklama yontemine gore hazirlanan preparatlarda doksisiklin ile tedavi edilen hastalarin
lenfositlerinde MN frekansinda 6nemli bir artis saptanmisken, azitromisin ile tedavi
edilen hastalarin lenfositlerinde MN frekansinin artmadigi bildirilmistir.

Xie ve vd. (2011) 0.25-300 mg/ml konsantrasyon araliinda tetrasiklin ile 24, 48
ve 72 saat boyunca muamele edilen bugday (7riticum aestivum L.) kok ucu meristem
hiicrelerinde tetrasiklinin genotoksik etkisini arastirnmiglardir. Sonuglarda, daha diistik
konsantrasyonlarda (0.25-1 mg/l) tetrasiklinin hiicre mitoz boliinmesini uyardigi fakat
daha yiiksek konsantrasyonlarda (50-300 mg/1) ise mitotik indekste (MI) azalmaya neden
oldugu belirtilmistir. Ayrica tetrasiklin diisiik dozlarda bugday kok uglarinda MN, KA ve
KKD sikliginda hafif bir artisa neden olurken yiliksek konsantrasyonlarda ise tiim
paremetreleri 6nemli derecede ve doza bagl olarak artirmistir.

Sekeroglu ve vd. (2012), doksisiklini 48 saat siire ile 2, 4, 6 pg/ml
konsantrasyonlarda KA, MN, mitotik indeks (MI) ve niikleer bdliinme indeksi (NDI)
tizerine etkileri yoniinden incelemislerdir. Doksisilin tiim dozlarda MI diisiiriirken sadece
yiiksek dozlarda NDI frekansim1 oOnemli Olgiide azaltmistir. Fakat test edilen
konsantrasyonlarda doksisilin KA ve MN oranmi ise indiiklemedigini, sonu¢ olarak
doksisiklinin sitotoksik etkiye sahip oldugunu ama genotoksik etkiye sahip olmadigini

bildirmislerdir.

2.8. Antrasiklin Grubu Antibiyotiklerle Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Venkatesh ve vd. (2007), antineoplastik ila¢ olan doksorubusinin (DOX)
genotoksik etkisini MN testiyle degerlendirmislerdir. Bes gilin boyunca giinde iki defa
oral olarak distile su verilmis farelere bir saat sonra intraperitoneal yolla 5, 10 ve 15
mg/kg viicut agirligit DOX verilmistir. Hayvanlar DOX ile 12, 24, 48 ve 72 saat muamele
stiresinden sonra Oldiiriilmiglerdir. DOX'in farkli dozlartyla muamele edilen farelerin

kemik iligi hiicrelerinde MNCE (mikroniikleuslu norkromatik eritrosit) oraninda doza

18



bagli bir artig gézlenmis, MNCE sayisinin ise en fazla 15mg/kg DOX dozunda saptandigi
bildirilmistir.

Manjanatha ve vd. (2014), comet assay, MN ve gen ifadesi profilleme yolu ile
F344 sicanlarinda doksorubusinin (DOX) genotoksik etkisini arastirmislardir. DOX’un
genotoksik etkisinin arastirmak i¢in 7 haftalik erkek F344 sicanlarina intravenoz yolla 1,
2 ve 3 mg/kg dozlar verilmis ve 0, 24, 48 ve 69 saat sonra ise akis sitometrisi kullanilarak
DOX’un periferal kan eritrositlerinin MN degerine etkisinin olup olmadigini, ayrica kalp,
karaciger, bobrek ve testislerde mutageniteyi saptamak icin ise comet assay teknigini
uygulamislardir. Comet assay sonuclarina gére DOX’un kalp dokusunda oksidatif DNA
hasarinda doza bagli nemli bir artig gézlenmistir (P<0.05). Karacigerde sadece iist dozda
oksidatif DNA hasarinda 6nemli bir artis goriilmiistiir (P<0.05). Siddetli toksisite
nedeniyle MN'a bakilamamistir. DOX'in kalpte reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi yoluyla

genotoksik etkiye ve DNA hasarina neden olmus olabilecegi bildirilmistir.

2.9. Antileprotik Antibiyotiklerle Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Roy ve Das (1988), antileprotik ila¢ dapsonun in vivo fare kemik iligi ve testisinde
genotoksisitesini degerlendirmislerdir. Yetigkin erkek fareler farkli doz (20, 40 ve 80
mg/kg/giin; 4 hafta i¢in) ve farkli periodlarda (40mg/kg/giin; 2, 4 ve 8 hafta i¢in) dapson
ile muamele edilmislerdir. Bu farelerden hem kemik iligi hem de testisler alinmistir.
Ayrica farelerin ayr1 bir grubu 20, 40 ve 80 mg/kg/giin konsantrasyonlarinda dapson ile
2 hafta boyunca muamele edilmislerdir. Bu gruptan da MN testi yapilmistir. Sonugta
dapsonun kemik iligi hiicrelerinde kromozom anormalligi oranint doza bagli olarak
indiikledigi, MN oraninda da artis saptanmasina ragmen doz-etki iliskisi goriilmedigi
saptanmistir. Mayotik hiicrelerde de ayni sekilde KA oraninin 6zellikle yiiksek dozda
onemli 6l¢iide arttig1 bildirilmistir.

Das ve Roy (1990), antileprotik ila¢ olan klofazimin in vivo fare kemik iligi ve
spermatositlerde genotoksik etkisinin arastirmak icin yaptiklar1 c¢alismada yetiskin
farelere 40mg/kg dozda klofazimin ilacini 1, 2 ve 4 hafta boyunca, ayrica geng farelere
de 4, 20 ve 40 mg/kg/giin dozlarindaki ilac1 7 giin boyunca vermislerdir. Tiim gruplarda

KA sayisinda 6nemli artiglarin oldugu saptanmastir.
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Roy ve Das (1990), klofazimin fare kemik iligi eritrositlerinde MN frekansinin
yiiksek oranda indiiklendigini, 6zellikle polikromatik eritrositlerin yani sira rejenere
hepatositlerde de ilacin pozitif klastojenik etkisinin var oldugunu bildirmislerdir.

Dash ve vd. (1991), farelerede klofazimin genotoksik etkisini KKD analizi ile
degerlendirmislerdir. Ug farkli doz ile (4, 20 ve 40 mg/kg) 15 giin boyunca giinde bir kez
muamele edilen farelerde tiim dozlarda KKD frekanslarinda anlamli bir artisin oldugu

bildirilmistir.

2.10. Antitiiberkiiloz Antibiyotiklerle Yapilan Genotoksisite Caliymalari

Anitha ve vd. (1994), bir antitiiberkiiloz ila¢ olan pirazinamidin genotoksisitesini
degerlendirmislerdir. Pirazinamidin farelere ve tavsanlara sirasiyla her biri terapotik
dozun 5, 10 ve 20 kat1 olan 125, 250 ve 500 mg/kg olmak iizere ii¢ doz ve ii¢ farkl
muamele siirelerinde (3, 6 ve 24 saat) intraperitoneal olarak verilmistir. incelemeler
sonucunda MI’in dustiigii, KA frekansinin da arttigr saptanmistir. Bu gozlemler

sonucunda pirazinamidin zayif genotoksik oldugu bildirilmistir.

2.11. Antifungal Antibiyotik Olan Aurefungin ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Mujumdar ve vd. (1994), tarimda antifungal ajan olarak kullanilan aureofunginin
(ARF) genis bir doz araliginda (1-1000 pg/ml) Ames Salmonella TA97a, TA98, TA100
ve TA102 suslarinda metabolik aktivasyon varlifinda ve yoklugunda mutagenik etkisini
incelemislerdir. Aureofunginin TA102 susunda mutagenik oldugunu fakat TA97a, TA98
ve TA100 suglarinda mutagenik olmadigini saptamiglardir. Ayni arastiricilar
aureofunginin genotoksik etkisini Swiss farelerinde in vivo MN testi ile dominant letal
mutasyon testi ile de calismislardir. Aureofunginin kemik iliginde mikroniikleuslu
polikromatik eritrositlerinin frekansin1 énemli derecede indiikledigini ve dominant letal

mutasyonlarmi artirdigini bildirmislerdir.
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2.12. Glikopeptid Antibiyotik Olan Bleomisin ile Yapilan Genotoksisite Calismalar

Promchainant (1975), tedavi edici konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1.0, 10 ve 50
pug/ml) bleomisin ile muamele edilmis insan periferal 16kositlerinde bleomisinin hem
kromozom hem de kromatid tipi anomalileri indiikledigini gozlemistir. Daha biiyiik
kromozom gruplar1 diger kromozom gruplarina gore daha ¢ok etkilenmistir. 0.1-10 pg/ml
dozlarda anlamli bir fark goriilmezken 50 pg/ml'lik dozda mitotik indeks ve kromozom

anomalisinde anlamli bir artig oldugu bildirilmistir.

2.13. Siilfametoksazol Ve Trimetoprim ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Abou-Eisha ve vd. (1999), tarafindan trimetoprimin genotoksik etkisi insan
periferal kan lenfositlerinde KKD ve MN testleri ile degerlendirilmistir. iki dondrden
aliman ve 1-100 mg/ml arasinda degisen trimetoprim konsantrasyonlar: ile muamele
edilen kan hiicrelerinde KKD ve MN frekanslarinin arttigi, trimetoprimin hem sitotoksik
hem de genotoksik etkilerinin var oldugu bildirilmistir.

Abou-Eisha ve vd. (2004), insan periferal kan lenfositlerinde siilfametoksazoliin
genotoksik etkisini KKD ve MN testleri ile aragtirmiglardir. Saglikli iki dondrden alinan
kan ornekleri 10-500 pg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda siilfametoksazol ile
muamele  edilmistir.  Incelemeler  sonucunda  siilfametoksazoliin  yiiksek
konsantrasyonlarda KKD ve MN frekanslarinda hafif bir artig gosterdigini, sonug olarak
zay1f genotoksik etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

2.14. Kloramfenikol ile Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Sbrana ve vd. (1991), kloramfenikoliin genotoksik olup olmadigini insan
lenfositlerinde, fare kemik iliginde ve Cin Hamster hiicrelerinde (V79) incelemislerdir.
Incelemeler sonucunda kloramfenikoliin insan periferal lenfositlerinde ve Cin hamster
V79 hiicrelerinde KKD sayisini zayif bir sekilde indiikledigi, fare kemik iligi hiicrelerinde
ise giiclii sitotoksik ve genotoksik etkiye sahip oldugu bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calismada materyal olarak saglikli ve sigara igmeyen 2 bayan ve 2 erkekten

alinan periferik kan ve test maddesi olarak DRP kullanilmstir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlar:

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

3.1.1.1. Doripenem

3.1.1.1.1. Doripenem'in kullanim alanlari

DRP, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan karbapenem
sinifina ait parenteral 1p-metilkarbapenem grubu bir antibiyotiktir (Iso ve vd. 1996; Ortho
McNeil Janssen Pharmaceuticals. 2008).

Karbapenemler, enfeksiyon hastaligi olan agir hastalarda veya c¢ogul direncli
bakteri enfeksiyonu siliphesi tasiyan hastalarda son c¢are antibiyotik olarak
kullanilmaktadirlar (Bradley ve vd. 1999, Paterson 2000, Paterson ve Bonomo 2005,
Torres ve vd. 2007). DRP, penisilinazlar ve safalosporinazlar da dahil olmak {izere,
Gram-negatif ve Gram-pozitif mikroorganizmalar tarafindan iiretilen beta-laktamazlara
dayaniklidir (Mori ve vd. 1996). Etkisi siireye baglidir (Bhavnani ve vd. 2005, Mandell
2009).

Antipsodomonal etkinlige sahip olan DRP, komplike intra-abdominal
enfeksiyonlar, komplike {iiriner sistem enfeksiyonlar1 ve nozokomiyal pnomoni
tedavisinde kullanilmaktadir. DRP hastaneden edinilmis pndomoni vakalarinda 8 saat
arayla bir saatlik siire boyunca 500 mg doz intravendz inflizyon seklinde uygulanir. DRP
hiicre duvar sentezini inhibe ederek bakterisidal etki gosterir. DRP'in antimikrobiyal
spektrumu, ertapenemden daha ¢cok imipenem ve meropeneme benzerdir. Bu nedenle,
Enterobacteriaceae (genislemis spektrumlu beta-laktamaz {ireten suglar dahil),
Pseudomonas aeruginosa (direngli Gram-negatif bir bakteridir), Acinotobacter sp.,

Bacteroides fragilis, streptokoklar ve metisiline duyarh stafilokoklara kars1 anlamli in
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vitro aktiviteye sahiptir (Paterson ve Depestel 2009) ve penisline direncli streptokoklara
kars1 en aktif karbapenemdir (Jones 2004). DRP, Streptococcus pneumoniae, viridans
(yesil) grubu streptokoklar ve beta-hemolitik streptokoklara karsi test edilmis en giiclii

ajanlar arasindadir (Fritsche ve vd. 2005).

3.1.1.1.2. Doripenem'in biyolojik metabolizmasi

DRP'in plazma proteinlerine baglanmas1 diisiiktiir (%8.1) ve plazmada ilacin
konsantrasyonlar1 bagimsizdir. DRP'in tahmini eliminasyon yar1 dmrii 0.95 saattir. Renal
dehidropeptidaz enzimi ile hidrolize olmaz (Anderson 2006). DRP, tek major inaktif
metabolit olan agik B-laktam halkasi1 degismeden bobreklerden elimine edilir. DRP esas
olarak, %68-80 oraninda degismeden idrarla atilmaktadir. %1 oraninda safra yoluyla atilir

(Keam 2008).

3.1.1.1.3. Doripenem'in ozellikleri

Kimyasal adi IUPAC): (4R, 58S, 6S)-6-[(1R)-1-hydroxyethyl]-4-methyl-7-oxo-
3-[(3S, 5S5)-5-[(sulfamoylamino) methyl]|pyrrolidin-3-yl]sulfanyl-1-azabicyclo[3. 2. 0]
hept-2-ene-2-carboxylic acid.

Kapah formiilii: C15sH24N406S2

Acik formiilii:

Molekiil agirhigi: 420.50426 g/mol
CAS No: 148016-81-3

3.1.1.2. Etil metan siilfonat (EMS)

EMS, bu c¢alismada mikroniikleus, kromozom aberrasyon ve RAPD-PCR
testlerinin 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde pozitif kontrol olarak kullanilmistir

(Sigma M08S0).
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Kimyasal ad1 (IUPAC):1-Methylsulfonyloxyethane
Kapal formiilii: CH3SO3C2Hs
Acik formiilii:

X
Molekiil agirhigi: 124.16 g/mol

Erime noktasi: <25°C

CAS No: 62-50-0
3.1.1.3. Sodyum azid (SA)

Sodyum Azid nokta mutasyonuna neden olan bir mutajendir. Sodyum Azid
(Sigma, S2002), bu ¢alismada RAPD-PCR testinin 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde
pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Diger Isimleri: Azid, Azium, Sodyum tuzu, hidrazoik asit

Kapah formiilii: NaN3

Acik formiilii:

Na

N—=Nt=N"-

Molekiil agirhigi: 65.0099 g/mol
Erime noktasi: 275°C
CAS No: 26628-22-8

3.1.1.4. Kromozom medyumu
Bu calismada Gibco firmasinin iirettigi PB-Max besi yeri (cat. no. 12552-013),

hiicre kiiltiirii i¢in kullanilmistir. PB-Max igerisinde Fetal Bovine Serum, L-glutamine,

Gentamicin sulfate ve Phytohemagglutinin bulunmaktadir.
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Bu medyum steril kiiltiir tliplerine 2.5 ml olacak sekilde paylastirilmis ve bu

miktarlarda kullanilmistir.

3.1.1.5. Kolsisin

Kolsisin (Colchicine, Sigma, C9754), preparatlar hazirlanirken mitozu durdurucu
ajan olarak kullanilmistir. Kolsisin eriyigi steril saf su i¢inde hazilanarak, kromozom
medyumunun her mililitresinde 0.06 pg olacak sekilde 2.5 ml'lik kromozom medyumuna
ilave edilmistir.

Kimyasal adi IUPAC): N-[(7 S)-1, 2, 3, 10-tetramethoxy-9-o0x0-5, 6, 7, 9-
tetrahydrobenzo[a]heptalen-7-yl]acetamide

Kapah formiilii: C22H25NOg

Acik formiilii:

Molekiil agirhgi: 399.4 g/mol
Etil asetat icerigi: %3.4
Kloroform igerigi: < %0.1

CAS No: 64-86-8
3.1.1.6. Hipotonik eriyik

Hipotonik eriyik olarak %0.4'lik KC1 (Merck) kullanilmistir. Hipotonik eriyik
bidistile su i¢inde stok halinde hazirlanip, agz1 kapali cam sise icinde buzdolabinda

+4°C'de saklanmistir. Her preparasyonun iki saat dncesinde yeterli miktarda hipotonik

eriyik alinip, 37°C'deki inkiibatorde 1sitilarak kullanilmistir.
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3.1.1.7. Fiksatif

KA deneylerinde, 1 kisim glasiyal asetik asit ve 3 kisim metil alkol karistirilarak
hazirlanan fiksatif kullanilmistir.

MN deneyleri igin ise iki farkl fiksatif karigimi kullanilmistir. Birinci fiksatif, 1
kisim glasiyal asetik asit, 5 kisim metil alkol olarak hazirlanmistir. Daha sonra bu fiksatif
1/1 oraninda %0.9 NaCl ile karistirilarak ikinci fiksatif hazirlanmistir.

Fiksatif kullanilmadan 2 saat 6nce hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmistir. Her

preparat yapim igsleminde 2 saat dnce taze olarak hazirlanarak kullanilmistir.

3.1.1.8. Sorenson tamponu

Bu eriyik, tampon A ve tampon B olmak {izere iki stok ¢ozelti olarak hazirlanmig
ve bu ¢ozeltiler calismanin amacina uygun olarak birbirleri ile karistirilarak (4 ml
Tampon A, 4 ml Tampon B) kullanilmistir.

Sorenson tamponunun hazirlanisi:

Tampon A i¢in 11.34 g KH2PO4 250 ml saf suda eritilmistir (pH=4.8).

Tampon B icin 14.83 g Na,HPO4.12H>0 250 ml saf suda eritilmistir (pH=9.3).

Sorenson tamponu, MN ve KA'ni incelemek i¢in preparat yapimi sirasinda 4 ml
Tampon A, 4 ml Tampon B ve 4 ml Giemsa ile karistirilip 80 ml'ye gelecek sekilde saf

su eklenerek preparatarin boyanmasi i¢in kullanilmistir.
3.1.1.9. Giemsa

Giemsa boyas1 Merck firmasindan (Merck, Cat. No. 1.09204.0500) temin edilip,
deneylerimizde Sorenson tamponu ile karistirilarak elde edilen %5'lik boya eriyigi KA
ve MN deneylerinde kromozomlari ve ¢ekirdekleri boyamak i¢in kullanilmistir.

3.1.1.10. Entellan

Hazirlanan preparatlart daimi hale getirmek amaciyla lam ve lameli birbirine

yapistirmak i¢in kullanilan seffaf yapiskan sividir (Merck, Cat. No. 7961).
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3.1.1.11. Nitrik asit (HNO3)

Lamlan temizlemek amaciyla 1IN HNOs3 ¢ozeltisi kullanilmistir. Cam sisede

saklanarak her defasinda tekrar tekrar kullanilmistir.

3.1.1.12. Sitokalasin B

MN testinde, hiicre boliinmesi sirasinda sitokinezi engellemek ve iki niikleuslu
hiicreler olusturmak i¢in kullanilmistir (Sigma, C6762). 6 pg/ml olacak sekilde %50 etil
alkol ile hazirlanmastir.

Kimyasal adi: Cytochalasin B

Kapah formiilii: C20H37NOs

Acik formiilii:

Molekiil agirhigi: 479.6 g/mol
Erime noktasi: 218-223°C
CAS No: 14930-96-2

3.1.2. Kullamilan deney ekipmanlar:

3.1.2.1. Hassas terazi

Kimyasallarin tartilmasinda, hava akimlarina karg1 cam paravanlarla korunan ve

0.0001 g hassasiyetindeki OHAUS PIONEER marka terazi kullanilmigtir.
3.1.2.2. Santrifiij
Rotor ¢ap1 21 c¢cm olan ve 4000 rpm’e kadar yiikselebilen devir hizi, 99 dk.’lik

zaman ayarlayici, agilabilir bashiga sahip ve 16 tiip kapasiteli NUVE NF 400 marka

santrifiij bu ¢aligmalarda kullanilmistir.
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3.1.2.3. Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan OLYMPUS marka binokiiler 11k

mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda kullanilmastir.

3.1.2.4. inkiibator

Hiicrelerin 37°C’de inkiibe edilmesi icin NUVE EN 120 marka inkiibator

kullanilmistir.
3.1.2.5. Steril kabin

Hiicre kiiltiirii tliplerine kromozom medyumunun konulmasi, kan ekiminin
yapilmasi, test eriyiklerinin hazirlanmasi ve kiiltiir tiiplerine ilave edilmesi esnasinda
steril bir ortam olarak, %99.999 partikiil tutma 6zellikli filtreye sahip, UV ve floresan
ampulii bulunan ESCO CLASS II BSC marka flow kabin kullanilmistir.

3.1.2.6. Otoklav

Malzemelerin ve suyun sterilizasyonunda dijital kronometreli WITEG DAIHAN
WISECLAVE marka otoklav kullanilmustir.

3.1.2.7. PCR cihaz1

RAPD caligsmalar1 i¢in 96 hazneli APPLIED BIOSYSTEMS marka PCR cihazi

kullanilmistir.

3.1.2.8. Jel goriintiileme cihazi

Jel, VILBER LOURMAT marka INFINITY 1100 model jel goriintiileme

cihaziyla goriintiilenmistir.
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3.1.2.9.Elektroforez sistemi

Thermo marka elektroforez sistemi DNA oOrneklerini jelde yiirlitmek amaciyla

kullanilmastir.

3.1.2.10.DNA miktarimni 6l¢gme cihazi

Genomik DNA miktar1 Qubit fluorometer cihazi kullanilarak ng/ul cinsinden

Olciilmiistiir.

3.2. Lamlarin temizlenmesi

Kiiltiir siiresinin bitiminden iki giin once etiketli olan lamlar saleye dizilerek
tizerlerini iyice Ortecek sekilde 1 N nitrik asit konmustur. Salenin agzi kapatilarak bu
sekilde 24 saat bekletilmistir. Siire bitiminde lamlar yarim saat akan ¢esme suyunda iyice
yikanmigtir. Lamlar 3-4 defa saf sudan gegirildikten sonra sale saf su ile doldurularak

buzdolabinda saklanmuistir.

3.3. Genotoksisite Calismalari

3.3.1. Insan periferal lenfositlerinde kromozom anormalligi (KA) ve mikronukleus

(MN) olusumunu saptamak amaciyla hiicre kiiltiiriiniin yapilmasi

3.3.1.1. Kromozom anormallig¢ini saptamak amaciyla hiicre kiiltiiriiniin yapilmasi,

test maddelerinin Kkiiltiire ilave edilmesi ve preparatlarin hazirlanmasi
3.3.1.1.1. Hiicre Kkiiltiiriiniin yapilmasi ve test maddelerinin kiiltiire ilave edilmesi
Kromozom anormalliklerini saptamak amaciyla hiicre kiiltiiriiniin yapilmas1 ve
preparatlarin hazirlanmasi Evans (1984), Perry ve Thompson (1984)’un metodlarina

uygun olarak gerceklestirilmistir. Ayni1 yaslarda, saglikli ve sigara igmeyen 4 kisiden (24
ve 25 yaslarinda 2 erkek, 23 ve 25 yaslarinda 2 kadin) alinan 1/10 oraninda heparinize
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edilmis periferal kan 2.5 ml'lik kromozom medyumlarina steril sartlarda 0.2 ml olacak
sekilde ekilmistir (Topaktas ve Rencilizogullari, 2010). Hiicre kiiltiirii inkiibatorde
37£1°C’de 72 saat inkiibe edilmistir.

DRP'in etkisini incelemek i¢in, kiiltiir siiresinin bitimine 24 ve 48 saat kala DRP'in
On calisma ile belirlenen ve toksik olmayan 3 konsantrasyonu (100, 200 ve 400 pg/ml)
kiiltlir tiiplerine ilave edilmistir. 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde pozitif kontrol
olarak EMS (0.2 pg/ml) kullanilmistir. Kiiltiir siiresinin bitiminden 2 saat dnce (kiiltiiriin
70. saatinde) her tiipe daha onceden hazirlanan kolsisin (0.06 pg/ml) eriyiginden ilave
edilmis ve tlipler hafif¢e sallanarak iyice karistirilmistir. Hiicreler 2 saat siiresince
(37°C'de) kolsisin ile 6n muameleye tabi tutulmustur.

Kiiltiir siiresi olan 72. saatin bitiminde kiiltiir tiipleri 1200 rpm'de 10 dk. santrifiij
edilip, siipernatant atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0.5-0.7 ml'lik siv1 iyice
kanstirildiktan sonra tiiplere, etiivde 37°C'de tutulan hipotonik eriyik (KCI) ilave
edilmistir. Her tiipe 10 ml hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tiipler, agz1 kapatilarak
inkiibatorde 6 dk. hipotonik eriyik ile 37°C'de muamele edilmistir. Siirenin sonunda tiipler
10 dk. 1200 rpm'de santrifiij edilerek, siipernatant atilmistir. Bir sonraki agamada her tiipe
10 ml olacak sekilde soguk fiksatif ilave edilmistir. Oda sicakliginda 20 dk. fiksatif ile
muamele edilen hiicreler 10 dk. 1200 rpm’de santrifiij edilmis ve siipernatant atildiktan
sonra tliplere tekrar fiksatif ilave edilmistir. Her fiksatif ilavesinden sonra tiipler santrifiij
edilerek iisteki sivi atilmistir. Bu islem 3 defa tekrarlanmistir. Son santrifiijden sonra dipte
0.5-0.7 ml siv1 kalacak sekilde silipernatant atildiktan sonra preparat yapma islemine
gecilmistir. Tiiptlin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale
getirilmistir. Pasteur pipeti ile daha once temizlenmis ve saf su icerisinde buzdolabinda
saklanmig lamlarin iizerine, farkli alanlara 1'er damla olmak iizere hiicre slispansiyonu
damlatilarak (her lama 3-4 damla) hiicrelerin ve dolayisi ile kromozomlarin lam {izerinde
yayillmast saglanmistir. Hiicre silispansiyonunun lamlara damlatilmasi esnasinda

damlalarin iist liste diismemesine dikkat edilmistir.

3.3.1.1.2. Preparatlarin boyanmasi

Kromozomlarin boyanmasi igin % 5'lik Giemsa boya eriyigi hazirlanmistir. %5'lik

Giemsa boyasi; 4 ml Tampon A, 4 ml Tampon B ve 4 ml Giemsa boyasi karigtirilarak
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tizerine 68 ml saf su eklenerek 80 ml'ye tamamlanmasi ile hazirlanmigtir. Daha sonra
boya dik sale icerisine filtre kagitlari ile siiziilmiistiir. Kurumus preparatlar dik salelere
yerlestirilip 10-15 dk. bekletilip boyanmalar1 saglanmistir. Siire sonunda boyanan
preparatlar ii¢ ayr1 kaptaki saf sudan gegirilerek boyanin fazlasindan kurtulmasi
saglanmis ve ardindan preparatlar dik konumda kurumaya birakilmistir. Kurumus
preparatlar entellan ile lamelin kapatilmasi sonucu daimi hale getirilmistir. Entellan

kuruduktan sonra daimi preparatlarda mikroskobik incelemeler yapilmistir.

3.3.1.1.3. Mikroskobik inceleme

Hazirlanan daimi preparatlardaki kromozom anormallikleri OLYMPUS marka
binokiiler mikroskopta immersiyon objektifi ile (10x100=1000 kez biiyiitiilerek)
taranmigtir.

Her bir kisiden hazirlanan preparatlardan iyi dagilmis kromozomlara sahip toplam
100 metafaz plagt KA’ni saptamak amaciyla incelenmistir. Bu hiicreler iginde
gbzledigimiz yapisal ve sayisal kromozom anormallikleri Uluslararasi Insan Sitogenetik
Adlandirma Sistemine (ISCN= International System for Human Cytogenetic
Nomenclature) uygun olarak degerlendirilmis ve adlandirilmistir (Paz-y-Mino ve vd.
2002). Bu calismada gaplar kromozom anormalligi olarak degerlendirilmemistir (Mace

ve vd. 1978).

3.3.1.2. Mikronukleus (MN) olusumunu saptamak amaciyla hiicre Kkiiltiiriiniin
yapilmasi, test maddelerinin Kkiiltiire ilave edilmesi ve preparatlarin

hazirlanmasi
3.3.1.2.1. Hiicre Kkiiltiiriiniin yapilmasi ve test maddelerinin kiiltiire ilave edilmesi
Mikroniikleus sayisini saptamak i¢in Fenech (2000) ile Kirsch-Volders ve vd.
(2003) tarafindan gelistirilen metod modifiye edilerek kullanilmistir. Ayni1 yaslarda,

saglikli ve sigara igmeyen 4 kisiden (2 erkek, 2 kadin) alinan 1/10 oraninda heparinize

edilmis periferal kanin 0.2 ml’si 2.5 ml'lik kromozom medyumlarina steril sartlarda
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ekilmistir (Topaktas ve Rencilizogullari, 2010). Hiicre kiiltiirti inkiibatérde 37£1°C’de 68
saat inkiibe edilmistir.

DRP'in etkisini incelemek i¢in kiiltiir siiresinin bitimine 24 ve 48 saat kala DRP'in
on c¢aligma ile belirlenen ve toksik olmayan 3 konsantrasyonu (100, 200 ve 400 pg/ml)
kiiltlir tiiplerine ilave edilmistir. 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde pozitif kontrol
olarak EMS (0.2 pg/ml) kullanilmistir. Iki niikleuslu hiicre olusumunu saglamak icin
kiiltiir bitimine 24 saat kala biitiin tiiplere 6 pg/ml olacak sekilde sitokalasin B
(Cytochalasin B, Sigma, C6762) ilave edilmistir. . Kiiltiir sliresi olan 68. saatin bitiminde
kiltiir tiipleri 1200 rpm'de 15 dk. santrifiij edilerek slipernatant atilmistir. Dipte kalan ve
hiicreleri ihtiva eden 0.5-0.7 ml’lik siv1 iyice karigtirildiktan sonra tiiplere, 37°C’de
tutulan hipotonik eriyik ilave edilmistir. Her tiipe 5 ml hipotonik eriyik ilave edildikten
sonra tilipler, agz1 kapatilarak inkiibatérde tutulmustur. Hiicreler 2 dk. hipotonik eriyikte
37°C’de muamele edilmistir. Siirenin sonunda tiipler 10 dk. 1200 rpm’de santrifiij
edilerek, stipernatant atilmistir. Bu sefer her tiipe 5 ml olacak sekilde soguk fiksatif ilave
edilmistir. Ilk fiksatif 1 kisim asetik asit 5 kistm metil alkol karistminin 1/1 oraninda %0.9
NaCl ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Oda sicakliginda 20 dk. fiksatif ile muamele
edilen hiicreler 1200 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmis ve siipernatant atildiktan sonra
tiiplere tekrar fiksatif ilave edilmistir. Bu islem 2 kere tekrarlanmis ve ilk fiksatiften farkl
karigimlar kullanilmistir (1 kisim asetik asit 5 kistm metil alkol). Her fiksatif ilavesinden
sonra tiipler santriflij edilerek iistteki sivi atilmistir. Son santrifiijden sonra dipte 0.5-0.7
ml s1v1 kalacak sekilde slipernatant atildiktan sonra preparat yapma islemine gegilmistir.

Tiipiin dibinde toplanan hiicreler pastor pipeti ile karistirilarak homojen hale
getirilmis ve daha dnce temizlenmis ve saf su igerisinde buzdolabinda saklanan lamlarin
tizerine farkli alanlara 1’er damla olmak tizere hiicre siispansiyonu damlatilarak (her lama
3-4 damla) hiicrelerin lam iizerinde yayilmasi saglanmistir. Bu sekilde hazirlanacak

preparatlar kurumak iizere 24 saat oda 1sisinda bekletilmistir.
3.3.1.2.2. Preparatlarin boyanmasi
Mikroniikleuslarin boyanmasi i¢in % 5'lik Giemsa boya eriyigi hazirlanmistir.

%S35'lik Giemsa boyasi; 4 ml Tampon A, 4 ml Tampon B ve 4 ml Giemsa boyasi

karistirilarak ve iizerine 68 ml saf su eklenerek 80 ml'ye tamamlanmasi ile hazirlanmistir.
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Daha sonra, boya dik sale icerisine filtre kagitlari ile siiziilmiistiir. Kurumus preparatlar,
dik salelere yerlestirilip 10-15 dk. bekletilip, boyanmalar1 saglanmistir. Siire sonunda
boyanan preparatlar ii¢ ayr1 kaptaki saf sudan gecirilerek boyanin, fazlasindan kurtulmasi
saglanmis ve ardindan preparatlar dik konumda kurumaya birakilmistir. Kurumus
preparatlar entellan ile lamelin kapatilmasi sonucu daimi hale getirilmistir. Entellan

kuruduktan sonra, daimi preparatlarda mikroskobik incelemeler yapilmistir.

3.3.1.2.3. Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar Olympus marka binokiiler 151k mikroskobunda
40’Iik objektif (10x40=400 biiylitmede) ile incelenmistir. Bu incelemeler sirasinda her
bir kisiden hazirlanan preparatlardan 2000 tane iki nukleuslu (biniikleer) hiicre sayilmais,
bu iki nukleuslu hiicreler igerisinden mikronukleuslu olanlar saptanmistir. Mikronukleus
bulunan iki nukleuslu hiicrelerin toplam hiicre sayisina oranlamasi ile mikronukleuslu
biniikleer hiicre oran1 hesaplanmistir. Bintikleer hiicre ve mikronukleus ayrimi Titenko-
Holland ve vd. (1997) ve Fenech (2000)'e gore yapilmistir:

1-Hiicreler iki niikleusa sahip olmalidir.

2-Hiicreler belirgin sitoplazmasi ile yuvarlak veya oval goriiniimlii olmalidir.

3-Niikleuslar belirgin nukleus zari ile ¢evrili yuvarlak veya oval goriiniimlii
olmalidir.

4-Mikronukleus cap1 ana nukleusun 1/3" kadar ya da daha kii¢iik olmalidir.

5-MN'ler ana niikleus kadar boyanmig olmalidir.

6-Yalnizca bir nukleus boliinmesi geciren hiicrelerde MN sayimi esas alinmalidir.

7-MN'ler ana nukleustan bariz bir sekilde ayrilmis olmali ya da MN sinirlar1 ana
nukleusun smirlarindan ayirt edilebilir olmalidir.

Ayrica ayni kisiden hazirlanan preparatlardan 1000 tane hiicre sayilarak, bu
hiicreler arasindan bir, iki, li¢ ve dort nukleuslu olanlarin oran1 saptanmistir (Sekil 3.1).
Bu orandan yola ¢ikarak Nukleer Boliinme Indeksi (NBI) (Nuclear Division Index = NDI)
hesaplanmistir (Fenech, 2000). Hesaplama asagidaki formiile gore yapilmistir.

NBi= (1xN;+2xNo+3xN3+4xN4)/n

Ni : 1 nukleuslu hiicre sayis1

N2 : 2 nukleuslu hiicre sayis1
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N3 : 3 nukleuslu hiicre sayis1
N4 : 4 nukleuslu hiicre sayis1

n : Toplam hiicre sayis1

"

G
Sekil 3.1. Bir (a), iki (b), li¢ (¢) ve dort (d) niikleuslu hiicreler

3.3.2. Insan periferal lenfositlerinde RAPD-PCR yo6ntemi icin hiicre Kiiltiiriiniin

yapilmasi

3.3.2.1. RAPD-PCR i¢in lenfosit hiicre Kkiiltiiriiniin baslatilmas1 ve besiyerinin

uzaklastirilmasi

Yaglar1 ayn1 ve sigara icmeyen bir erkek ve bir bayandan alinan fakat heparinize
edilmeyen periferal kan hizli bir sekilde ve steril sartlarda 3 ml’lik besi yerine 10 damla
(0.33 ml) olacak sekilde ekilmis, hiicre kiiltiirliniin 37+0.5°C’deki inkiibatérde 72 saat
boyunca inkiibe edilmesi saglanmustir. Inkiibasyon sirasinda DRP’in ii¢ farkli dozu (100,

200 ve 400 pg/ml) 24 ve 48 saat muamele siiresi i¢in besiyerine ilave edilmis ve periferal
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lenfositlerin kimyasal ile muamele edilmesi saglanmistir. Calismanin bu kisminda hem
EMS (0.2 pg/ml) hem de sodyum azid (SA, 2 pg/ml) pozitif mutajen olarak kullanilmistir.

RAPD-PCR ¢alismasi icin DNA izolasyonundan 6nce kiiltiirdeki besiyerinin
uzaklastirmak amaciyla kiiltiir siiresi olan 72. saatin bitiminde kiiltiir tiipleri 4000 rpm'de
10 dk. santrifiij edilerek lenfositlerin dibe ¢okmesi saglanmistir. Siipernatant atildiktan
sonra 10 ml %0.9 NaCl ilave edilmis ve tiipler karistirilarak homojenize edilmistir.
Ornekler 2000 rpm'de 5 dk. santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir. Bu islem iki defa

tekrarlanarak ortamdaki besiyerinin uzaklagtirilmasi saglanmistir.

3.3.2.2. Lenfosit kiiltiiriinden DNA izolasyonu

Lenfosit kiiltiirinden DNA izolasyonu Roch marka kit ile yapilmistir (Roche
Diagnostics GmbH,Man-nheim,Germany)(www.roche-applied-science.com). Eppendorf
tiipe 200 pl baglayici tampon ve 40 ul proteinaz K eklenmis ve iizerine 200 pl muameleli
kan ilave edilmistir. Karisim 70°C derecede 10 dk. inkiibe edilmistir. Inkiibasyon bittikten
sonra 100 pl isopropanol eklenerek iyice karistirilmis ve karisim daha sonra, filtre tiipiine
aktarilmistir. 8000 g’de 1 dk. santrifiij edilmis, santrifiij bittikten sonra, koleksiyon tiipii
atilip yeni bir koleksiyon tiipiine konulmustur. 500 pl inhibitdr removal tamponu eklenip,
8000 g'de 1 dk. santrifiij edilmistir. Her santrifiijden sonra koleksiyon tiipleri
yenilenmistir. Santriflij bittikten sonra 500 pl yikama tamponu eklenip, 8000 g'de 1 dk.
santrifiij edilmistir. Bu islem iki kez tekrar edilmistir. Santrifiij bittikten sonra 13000 g'de
10 sn. santrifiij edilmistir. En sonunda yeni bir tiipe aliman DNA’y1 baglamig olan
filtrelerin iizerine 70°C'de 1sitilmis 200 pl elution tamponu konulmustur. Filtreler 8000
g'de 1 dk. santrifiij edilmis ve DNA filtrelerden kurtarilarak elution soliisyonunda

toplanmustir.

3.3.2.3. izole edilen DNA érneklerinin konsantrasyonunun belirlenmesi ve uygun

konsantrasyonlarinda DNA eriyiklerinin hazirlanmasi
DNA orneklerinin konsantrasyonunun belirlenmesinde Qubit fluorometer cihazi

kullanilmustir. Bir eppendorfa her bir 6rnek i¢in, 199 pl Quant-iT tamponu ve 1 pl Quant-iT

reaktifi eklenip ¢alisma ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden 190 pl alinip, tizeri 10 pl
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gDNA ile tamalanarak Qubit ile DNA miktar1 saptanmigtir. Daha sonra M ;xVi= MzxV,

formulu kullanilarak istenilen konsantrasyonlarda DNA hazirlanmigtir.

3.3.2.4. izole edilen DNA érneklerinden RAPD-PCR’1n gerceklestirilmesi

Bu calismada 10 bg¢ uzunlugunda ve toplam 10 adet alfa DNA primeri
kullanilmistir. Primerlerin 5°-3” niikleotid siralar1 ¢izelgedeki gibidir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Bu ¢alismada kullanilan RAPD-PCR primerleri

Primerler Sekanslar (5°-3”) G+C%  Cat.no

PM1 5’-GTTTCGCTCC- 3° 60 OPB-01

PM2 5’-GTAGACCCAT- 3’ 50 Buyukleyla, 2013
PM3 5’-AAGAGCCCGT- 3’ 60 Buyukleyla, 2013
PM4 5’-TTGGCACGGG- ¥’ 70 OPD-07

PMS5 5’-AACGCGCAAC- 3’ 60 Buyukleyla, 2013
PM6 5’-GGTGACGCAG- 3’ 70 OPB-07

PM7 5’-GGGTAACGCC- 3’ 70 OPA-09

PM8 5’-CCCGTCAGCA- 3’ 70 Buyukleyla, 2013
PM9 5’-TCCGATGCTG- 3’ 60 OPS-07

PM10 5’-CTGCGCTGGA- 3’ 70 OPU-16

RAPD-PCR’1 yapilacak her bir DNA 6rnegi i¢in Cizelge 3.2°de goriilen bilesenler
ve miktarlar kullanilarak flow kabinde gerekli hazirliklar buz iizerinde yapilmistir.
Hazirlanan bu o6rnekler RAPD-PCR reaksiyonlarini gergeklestirmek {izere Thermal
Cycler cihazma yerlestirilerek belirtilen PCR sicaklik, siire ve dongiilerde DNA

orneklerinin polimerizasyon islemleri baglatilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.2. RAPD-PCR’da kullanilan kimyasallar ve hacimleri

PCR Bilesenleri Hacim (uL)
ddH>O 11.5

10X Taq Buffer 2.5

MgCl; (25 mM) 3.0

dNTP mix (25mM) 0.5

Primer (5 pmol) 4.0

Taq DNA Polimeraz(500 Unite/pL) 1.0

DNA (5 ng/ml) 2.5

Toplam hacim 25
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Cizelge 3.3. RAPD tekniginin uygulanmasinda PCR sicaklik ve dongii kosullar

Program No | Islem Sicaklik (0C) | Siire (dk) | Dongii Sayisi
1. On denatiirasyon 95 5 1
2.1 Denatiirasyon 95 1 35
2.2 Primerin DNA’ya
2.3 baglanmasi 34 1
Uzama sathasi 72 2
3. Son uzama sathasi 72 10 1
4. Sogutma 4 00

3.3.2.5. Agaroz jelin hazirlanmasi

PCR o6rneklerinin yiiriitiilmesi i¢in %1.8'lik agaroz jel hazirlanmistir. 10X TBE
cozeltisinden 50 mL alinarak 1000 mL'ye saf su ile tamamlanmistir. Béylece 0.5X TBE
cozeltisi elde edilmistir. %1.8'lik agaroz jel hazirlamak icin; 1.8 g agaroz, hassas terazide
tartilip erlene konulup, iizerine 100 mL 0.5X TBE c¢ozeltisi eklenmistir. Erlen mikrodalga
firina konulup ¢ozelti seffaf olana kadar kaynatilmistir. Uygun sicakliga kadar sogutulup,
tarak yerlestirilmis plaga dokiilmiistiir. Donan jel tanka konulup tarak ¢ikartilmistir. Bu

sekilde PCR orneklerini yiiklemek i¢in %1.8'lik agaroz jel hazirlanmistir.

3.3.2.6. RAPD-PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

PCR ile amplifiye olmus DNA molekiillerinin ayristirilmasinda %1.8'lik agaroz
jel kullanilmistir. PCR 6rneklerinden 25 pl alimip 3 pl 6X DNA loading dye ile
karistirilip, jeldeki kuyucuklara yiliklenmistir. Yiiklenen ornekler, 150 voltta 75 dk.

yiriitilmistiir.
3.3.2.7. Jeldeki RAPD-PCR iiriinlerinin goriintiillenmesi

Elektroforez yapilan jeller, 1 dk etidyum bromiir (5 pg/ml) ile boyanmis, boya
artiklarindan temizlenmesi i¢in ise 30 dk. saf suda bekletilmistir. Daha sonra, kullanilmis

primerlerle elde edilmis, RAPD profillerinde amplifikasyonun olup olmadigini 6grenmek

icin jel goriintiileme cihazi ile fotograflari ¢ekilmistir.
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3.3.2.8. Elde edilen RAPD profillerinin degerlendirilmesi

Elde edilen RAPD profillerinde yeni bandlarin olusup olusmadigi; band kaybinin
olup olmadigi, kontrol gruplar ile karsilastirilarak puanlama yapilmistir. Orneklerin
puanlamasi yapilirken RAPD profilindeki kontrolde herbir band i¢in, gézlenen farklilik
(yeni bir band olusumu veya band kaybi) varsa "1", farklilik yoksa "O" olarak
degerlendirmeye alinmistir. Puanlama sonucunda elde edilen doneler c¢izelge haline
getirilerek t testiyle istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Istatistiksel degerlendirme
ortalama polimorfik band sayisinin hesaplanmasi temeline dayanmaktadir. Hesaplama,
herbir muamele grubuna iligkin toplam polimorfik band sayisi, o grup i¢in primerlerin
hepsiyle elde edilen toplam (polimorfik+monomorfik) band sayisina boliinerek
yapilmistir. Genotoksik tesir, ayrica genomik kalip stabilite (GKS) yiizdeligi (%GTS:
Genomic Template Stability) 100 - 100.(a/n) formiiline gore hesaplanarak
degerlendirilmistir. "a" degeri muamele edilen herbir numunedeki belirlenmis olan
polimorfik band sayisini, "n" degeri ise kontroldeki toplam band sayisin1 ifade etmektedir
(Atienzar ve vd. 1999). Kontrol numunesinin GKS yiizdesi 100 olarak kabul edilmistir.
Herbir primer i¢in hesaplanan yiizde GKS degerleri kullanilarak erkek ve disi fertler
birlikte degerlendirilerek istatistiki analizler yapilmistir. Muameleli numunelerin GKS
yiizde degeri kontroliin GKS yiizde degerinden ne kadar azalirsa, yapilan islem

sonucunda olusan genotoksik etki de o derecede artmaktadir.
3.4. Mikroskopta Fotograf Cekme

KA ve MN'larin fotograflari, LEICA DM750 marka trinokiiler mikroskoba bagli
fotograf makinesinde 1000 biiyiitmede ¢ekilmistir. Cesitli kromozomal anormallik i¢eren
hiicreler ile iki niikleuslu (¢cekirdekli) hiicreler i¢inden mikroniikleusa sahip olanlarin
fotagraflar ve bir, iki, li¢ ve dort ¢ekirdekli hiicrelerin fotograflar ¢ekilmistir.

3.5. istatistik Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Mikroskobik inceleme sonunda, muameleli gruplardan elde edilmis KA, anormal

hiicre (AH), MN, MI ve NBI degerleri ile kontrol degerleri karsilastirilarak arasindaki
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farkin 6nemli olup olmadigi t-testiyle arastirilmistir. Doz ve etki arasindaki iliskiyi ortaya
koymak amaci ile regresyon ve korelasyon analizleri yapilmistir. Bununla birlikte,
mikroskobik incelemelerden elde edilmis sonuglar ¢izelgeler seklinde verilmistir.
Ortalama polimorfik band sayis1 ve yiizde genomik kalip stabilite (GKS) degerleri
de t-testi ile analiz edilerek kontrol degerleri ile muameleli gruplarin degerleri arasindaki

farkin 6nemli olup olmadig1 saptanmastir.
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4. BULGULAR

DRP’in in vitro ortamda insan periferal lenfositlerinde genotoksik ve sitotoksik

etkisinin arastirilmasi amaciyla gercgeklestirilen bu c¢alismada, DRP’in ii¢ farkli dozu

(100, 200 ve 400 pg/ml) 24 ve 48 saat boyunca insan periferal lenfositleri ile muamele

edilmistir. Genotoksik etki kromozom anormalligi (KA) ve anormal hiicre (AH) yiizdeleri

ile mikrontikleus frekansinin saptanmasi ile arastirilmistir. DRP’in sitotoksik etkisi ise

mitotik indeks (MI) ve niikleer boliinme indeksi (NBI)’nin hesaplanmasi ile saptanmistir.

Ayrica RAPD-PCR yontemi ile DRP’in DNA baz degisimine sebep olup olmadig: da

saptanmistir.

Cizelge.4.1. Degisik dozlarda doripenem ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde yapisal kromozom anormallikleri ile anormal hiicre yiizdesi

Test Siire  Konsant Anormallik Yapisal Anormal
. " gesitleri+ KA=£SE (%)  hiicre+SE (%)
maddesi  (saat) (pg/ml)
B, B’ 2 P
Kontrol - - 5 1 3 1.50+0.64 2.00+0.70
EMS 24 0.2 64 26 22.50+4.85 18.754+3.81
DRP 24 100 7 1 5 2.00+£0.57 3.25+1.03
“ 24 200 20 1 3 5.25+0.47**  5.50+0.86*
“ 24 400 11 2 3.25+1.79 3.25+1.79
EMS 48 0.2 100 75 43.75+9.89 26.25+6.75
DRP 48 100 11 3 3.50+1.84 3.50+1.84
“ 48 200 19 2 5.25+1.65 4.50+1.50
“ 48 400 12 7 4.75+1.43 4.25+1.18

+B’, Kromatid tipi kirik; B’’, kromozom tipi kirik; P, poliploidi
Kontrol ile karsilastirmada fark onemli; *: P<0.05; **: P<0.01

Yapilan incelemer sonucunda DRP, hem KA hem de AH yiizdesini istatistiksel

anlamda onemli derecede artirmamustir (Cizelge 4.1). Cizelge incelendiginde DRP’in
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sadece 200 pg/ml’lik muamele dozunda ve 24 saatlik muamele siiresinde her iki
anormalligi onemli derecede indiikledigi goriilmektedir. Fakat diger dozlarda KA ve AH
yiizdeleri artirilmis olsada istatistiki anlamda 6nemsiz bulunmustur. Ayrica korealsyon
ve regresyon analizlerine gére herhangi bir doz-etki ilskisine de rastlanmamustir.

Bu ¢aligmada daha ¢ok kromatid tipi kirik goriiliirken (Sekil 4.1, 4.2 ve 4.3a), daha
az olarak da kromozom tipi kirik (Sekil 4.3b) ve poliploidi (Sekil 4.4) gézlenmistir.

o 3

Sekil 4.1. Kromatid kirig1 (DRP, 400 pg/ml, 48 saat)
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Sekil 4.3. Kromatid kirig1 (a) ve kromozom kirig1 (kromatid degisimi, chromatid
exchange)(b) (EMS, 0.2 pg/ml, 24 saat)
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Sekil 4.4. Poliploid hiicre (DRP, 100 pg/ml, 24 saat)

MN iki niikleuslu (biniikleer) hiicrelerde incelenmistir (Sekil 4.5). DRP tim
dozlarda ve muamele siirelerinde insan periferal lenfositlerinde MN frekansini istatistiki
anlamda artirmamustir (Cizelge 4.2). Cizelge incelendiginde her iki muamele siiresinde

ve en yiiksek dozda MN frekansinin artmis oldugu gozlense de istatisksel olarak 6nemsiz

bulunmustur.
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Cizelge 4.2. Degisik dozlarda doripenem ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde mikroniikleuslu biniikleer hiicre yiizdesi

Test Siire (saat) Konsantrasyon Mikroniikleus’lu biniikleer
) i}

maddesi (ng/ml) hiicre (%) +SE
Kontrol - - 0.39+0.10
EMS 24 0.2 1.02+0.12
DRP 24 100 0.76+0.13

“ 24 200 0.84+0.24

“ 24 400 1.08+0.29
EMS 48 0.2 1.42+0.24
DRP 48 100 0.81+0.19

“ 48 200 0.90+0.28

“ 48 400 1.08+0.23

Kontrol ile karsilastirmada fark énemli; *: P<0.05; **: P<0.01

- g

a
Sekil 4.5. Mikroniikleuslu biniikleer hiicre
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Cizelge 4.3 te goriildiigii gibi DRP, kullanilan tiim dozlarinda hem MI hem de

NBI oranlarini indiiklememis, dolayisiyla sitotoksik etki gostermemistir.

Cizelge 4.3. Degisik dozlarda doripenem ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde MI ve NBI frekanslari

Test Stire Konsantrasyon
. MIZSE (% NBI£SE
maddesi (saat) (ng/ml) (%)
Kontrol - - 7.89+0,71 1.62+0.12
EMS 24 0.2 5.13+0.48 1.31+0.08
DRP 24 100 7.60+0.49 1.43+0.09
“ 24 200 7.80+0.19 1.51+0.09
“ 24 400 7.08+0.31 1.42+0.08
EMS 48 0.2 5.21+1.16 1.59+0.08
DRP 48 100 8.18+0.40 1.67+£0.05
“ 48 200 7.50+0.64 1.56+0.05
“ 48 400 7.18+0.27 1.61+£0.10

RAPD-PCR c¢alismalar1 sonucu yapilan elektroforez ¢alismalarinda ¢esitli band
profilleri saptanmustir (Sekil 4.6). Elde edilen band profilleri analiz edilerek cizelge 4.4
ve ¢izelge 4.5’te verilmistir. Caligma sonucunda erkek DNA’sinin 10 primer ile
amplifikasyonunda kontrol grubunda toplam 106 band, bayan DNA’sinin amplifikasyonu
sonucunda da kontrol grubunda toplam 88 band sayilmistir. Kontrol ile kiyaslanarak her
muamele grubunda tesbit edilen polimorfik band sayilarinin toplam sayis1 hesaplanmis

ve tablolarda sunulmustur.
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Sekil 4.6. Bayan birey DNA’sinin band profilleri (PM6). 1: Kontrol, 2: EMS 0.2 ug/ml
24 h; 3: SA 2 pg/ml 24 h; 4: DRP 100 pg/ml 24 h; 5: DRP 200 pg/ml 24 h; 6: DRP 400

pug/ml 24 h; 7: EMS 0.2 pg/ml 48 h; 8: SA 2 pg/ml 48 h; 9: DRP 100 pg/ml 48 h; 10:
DRP 200 pg/ml 48 h; 11: DRP 400 pg/ml 48 h; 12: Marker (100 bg)

Cizelge 4.4. Doripenem ile muamele edilen erkek birey DNA’sinin her bir primere ait
RAPD profillerinin kontroldeki band sayilari ve muameleli gruplarin kontrolle

kiyaslanmasi sonucunda elde edilen polimorfik band sayilari

Kontrolden farkli olarak gézlenen polimorfik band sayisi

24 saat muamele pg/ml

48 saat muamele pg/ml

EMS DRP |DRP |DRP [EMS DRP |DRP |DRP

Primer | Toplam | 0.2 SA 2 100 |200 |[400 (0.2 SA2 |100 |200 |400

KBS* | ug/ml|pg/ml | pg/ml|pg/ml|pug/ml|pg/ml | pg/ml | pg/ml|pg/ml | pg/ml
PM1 |8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PM2 |8 0 0 0 0 0 1 1 1 1 2
PM3 |11 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
PM4 |11 1 0 0 1 0 0 1 0 1 1
PM5 |11 1 1 0 0 0 2 2 0 0 0
PM6 |12 2 2 0 0 1 0 0 0 1 1
PM7 |11 1 2 1 0 1 1 1 1 0 0
PM8 |12 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1
PM9 |9 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1
PM10 |13 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0

*KBS. Kontroldaki band sayis1

46




Cizelge 4.5. Doripenem ile muamele edilen bayan birey DNA’sinin her bir primere ait
RAPD profillerinin kontroldeki band sayilart ve muameleli gruplarin kontrolle
kiyaslanmasi sonucunda elde edilen polimorfik band sayilari

Kontrolden farkli olarak gbzlenen polimorfik band sayis1

24 saat muamele pg/ml 48 saat muamele pg/ml

EMS DRP |DRP |DRP |EMS DRP | DRP |DRP
Primer|Toplam |0.2 |[SA2 |100 |[200 |400 |0.2 |[SA2 |100 |200 |400

KBS* | pug/ml|pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml

PM1 |10 1 0 0 0 1 2 1 0 1 0
PM2 |10 3 0 0 0 1 2 1 1 1 0
PM3 |10 1 0 0 0 0 0 3 2 0 4
PM4 |8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PM5 |10 2 2 0 1 1 4 3 2 0 1
PM6 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0
PM7 |5 1 1 1 1 1 2 2 1 1 1
PM8 |6 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1
PM9 |8 1 1 0 0 1 0 2 0 0 1
PM10 |13 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0

*KBS. Kontroldaki band sayis1

DRP ile 48 saat muamele edilmis erkek lenfosit DNA’larinda polimorfik band
sayisinin sadece en yliksek iki dozda artmis oldugu saptanmistir (Cizelge 4.6). Halbu ki
bayan DNA’s1 band profilleri incelendiginde DRP, 48 saatlik muamele grubunda tiim
dozlarda polimorfik band sayisini artirmis, ayrica 24 saatlik muamele siiresinde 400
pg/ml dozunda da band sayisinin arttigi saptanmistir. Ortalama band sayist
incelendiginde DRP’in polimorfik band sayisin1 24 saat muamele siiresinde en yiiksek

dozda (400 pg/ml) ve 48 saat muamele siiresinde de tiim dozlarda artirdig1 goriilmiistiir.
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Cizelge 4.6. Doripenem ile muamele edilen erkek ve bayan DNA’sinin RAPD-PCR

primerleri ile amplifikasyonu sonucu elde edilen ortalama band sayisi

Konsant. Siire Ortalama band
Erkek DNA+SE Bayan DNA+SE
(nug/ml) (saat) +SE

Kontrol -- - 0.000+0.000 0.000+0.000 0.000+0.000
EMS 0.2 24 0.094+0.028***  (0.113+£0.034*** (0.103+0.021***
SA 2.0 24 0.056+0.022* 0.056+0.024** 0.056+0.012***
DRP 100 24 0.009+0.008 0.011+£0.010 0.010+0.007
DRP 200 24 0.009+0.006 0.022+0.015 0.015+0.008
DRP 400 24 0.018+0.013 0.056+0.024** 0.036+0.013**
EMS 0.2 48 0.056+0.022* 0.113+£0.034***  (0.082+0.019***
SA 2.0 48 0.056+0.021* 0.147+£0.038***  (0.097+0.021 ***
DRP 100 48 0.018+0.013 0.068+0.027%** 0.041+0.014**
DRP 200 48 0.037+0.018* 0.056+0.024** 0.046+0.015%**
DRP 400 48 0.066+0.024** 0.090+£0.030***  (0.077+£0.019***

Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001

GKS vyiizdesi daha once belirlenen formiile gore hesaplanmistir (Cizelge 4.7).

Bunun i¢in kontrolden elde edilen bandlar %100 olarak kabul edilmistir. Cizelge 4.4. ve

Cizelge 4.5’te verilen degerler kullanilarak GKS yiizdesi hesaplanmistir. Bu degerler

istatistiki analize tabi tutulmus ve GKS oranlar1 elde edilmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.7. Doripenem ile muamele edilen erkek ve bayan periferik kan lenfositlerinden
elde edilen DNA ile uygulanan RAPD-PCR sonucu saptanan polimorfik bandlardan

yararlanarak hesaplanan genomik kalip stabilitesi (GKS) yiizde degerleri
Erkek Kontrolden farkli olarak gozlenen polimorfik band sayisi
24 saat muamele pg/ml 48 saat muamele pg/ml
EMS DRP |DRP |DRP |EMS DRP |DRP |DRP

Primer | Kontrol |0.2 SA2 (100 [200 [400 (0.2 SA2 |100 |200 |400

(%) pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
PM1 |100 100 (100 |100 |100 |100 |100 |100 |100 |100 |100
PM2 | 100 100 (100 (100 (100 |100 |87,5 |87,5 |87,5 |87,5 |75
PM3 | 100 90,9 (90,9 (100 |100 |100 |100 |100 |100 |100 |100
PM4 |100 90,9 |100 |100 90,9 |100 |100 {90,9 |100 {90,9 |90,9
PM5 |100 90,9 (90,9 (100 |100 |100 |81,81|81,81 100 |100 |100
PM6 | 100 83,33 183,33 {100 | 100 |91,66 |100 |100 |100 |91,66 |91,66
PM7 | 100 90,9 |81,81 /90,9 |100 |90,9 90,9 90,9 90,9 |100 |100
PM8 | 100 91,66 | 100 100 |100 |100 |91,66 91,66 |100 |100 |91,66
PM9 | 100 88,88 1100 |100 |100 |100 |88,88 100 |100 |100 |88,88
PM10 | 100 84,61 1100 |100 |100 {100 {100 {100 |100 |100 |100
Bayan
PM1 |100 90 100 (100 |100 |90 80 90 100 |90 100
PM2 | 100 70 100 (100 |100 |90 80 90 90 90 100
PM3 | 100 90 100 {100 100 |100 |100 |70 80 100 |60
PM4 | 100 100 (100 |100 |100 |100 |100 |100 |100 |100 |100
PM5 |100 80 80 100 |90 90 60 70 80 100 |90
PMé6 |100 100 (100 |100 |100 |100 |100 |87,5 |100 |87,5 |100
PM7 | 100 80 80 80 80 80 60 60 80 80 80
PM8 | 100 100 83,33 /100 |100 |100 |100 |100 |100 |83,33 83,33
PM9 | 100 87,5 87,5 |100 |100 |87,5 |100 |75 100|100 |87,5
PM10 | 100 92,3 92,3 |100 |100 |100 |100 |100 |100 |100 |100

24 saatlik muamele siiresinde sadece 400 ng/ml dozunda DRP ile muamele edilen
grupta GKS oranlar1 diismiistiir (Cizelge 4.8). Bununla birlikte 48 saatlik muamele

siiresinde DRP, GKS oranlarin1 tiim dozlarda diistirmiistiir.
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Cizelge 4.8. Doripenem ile muamele edilmis insan lenfositlerinde genomik kalip

stabilitesi (GKS) (genomic template stability, GTS) oranlar

Konsantrasyon Siire (saat)

Genomik kalip stabilitesi

m ortalamaz+
(ng/ml) 1 SE
Kontrol - - 100,00+0.00
EMS 0.2 24 90.09+1.77***
SA 2.0 24 93.50+1.79%*
DRP 100 24 98.54+1.07
DRP 200 24 98.04+1.15
DRP 400 24 96.00+1.34**
EMS 0.2 48 91.03+2.88**
SA 2.0 48 80.26+2.71***
DRP 100 48 95.42+1.71%*
DRP 200 48 95.04=+1.49**
DRP 400 48 01.94+2 .41 **

Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001
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5.TARTISMA

Bu calisma DRP’in genotoksik etkisinin hem sitogenetik hem de molekiiler
yontemlerle arastirilmasi amaciyla yapilmistir. Sitogenetik yontem olarak kisa siireli
genotoksisite testleri olan kromozom anormalligi (KA) ve mikroniikleus (MN) testleri
kullanilmis, molekiiler yontemlerden ise RAPD-PCR teknigi uygulanmistir.

DRP KA ve MN frekanslarini artirmamais, ayrica sitotoksik etki gostermemistir.
Fakat DRP, RAPD-PCR c¢alismasinda elde edilen polimorfik band oranlarinmi 6zellikle 48
saat muamele siiresinde artirmig ve genomik kalip stabilite (GKS) oranlarimi ise
distirmustir.

Bu ¢alismada kullanilan yontemler ksenobiyotiklerin hem kromozom yapi ve say1
anormalliklerini hem de DNA baz degisimlerini saptamamiza yaramaktadir. KA ve MN
metodlar1 mikroskobik diizeyde saptanabilen kromozom ve kromatid tipi kiriklari ve
bunlardan koken alan diger kromozomal hasarlari (fragmen, translokasyon, kardes
kromatid birlesmesi, delesyon) incelememize imkan verirken (Turpin ve Lejeune 1969,
Yunis 1977, Wilkins ve vd. 1980, Kirsch-Volders ve vd. 1997, Norppa ve Falck 2003),
RAPD-PCR yontemi ise DNA primerlerin baglanmasini engelleyecek tip niikleotid
degisimlerini (baz siibstitlisyonu, baz delesyonlar1 veya adisyonlar1) saptamamiza
yaramaktadir (Atienzar ve Jha 2006, Biiyiikleyla 2013). GKS degerlerinin diismesi de
Ozellikle kimyasalin toksik oldugunu ve direkt olarak DNA zararinin boyutunu veya
DNA tamir ve replikasyonuna etkilerini gosterir (Atienzar ve Jha, 2006).

Dolayisiyla EMS gibi kimyasallar ¢ogunlukla kromozomal hasarlar
olusturabilirken, SA gibi bazilar1 niikleotid degisimlerine neden olmaktadirlar. Bizim bu
calismamizda da DRP kullanilan dozlarda kromozomal anormallikler olusturmazken
DNA diizeyinde baz degisimlerine neden olarak mutajenik etki yapmis oldugu
goriilmektedir. Fakat DRP tedavi amaciyla intravendz olarak 500 mg/kisi/giin dozunda
kullanilmaktadir (Bhavnani ve vd. 2005; Mandell 2009). Normal olarak bir kiginin
ortalama 60 kg oldugu kabul edilirse bu doz 0.0083 pg/mg/giin dozuna tekabiil
etmektedir. Bu doz bizim bu calismada kullandigimiz dozlardan ¢ok daha diisiiktiir.
Dolayisiyla en diigiik doz olan 100 pg/ml’lik dozda DRP sadece 48 saatlik muamele

stiresinde GKS oranlarini diislirmiistiir. Biitiin bunlar bir biitiin olarak dikkate alindiginda
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ve tedavi amagli DRP’in bu kadar yiiksek dozda kullanilamayacagi da gbz Oniine
alindiginda DRP’in genotoksik ve mutajenik risk tasimayacagi sdylenebilir.

DRP sitotoksik bir etkiye de sahip degildir. Mitotik indeksi ve niikleer boliinme
indeksini azaltmamistir. Dolayisiyla hem hiicre iizerinde hem de DNA replikasyonu
tizerinde herhengi bir baski olusturmadig1 sonucuna varilabilir.

Bu c¢alismada tedavi amagh kullanilan dozun ¢ok {istiinde deneysel dozlar
kullanilmistir. Clinki DRP suda ¢oziinmektedir. Madle ve vd. (1993) aciklamalarinda
suda ¢oziinmeyen ve herhangi bir sitotoksik etki gostermeyen kimyasallarin in vitro test
sistemlerinde 5 mg/ml dozuna kadar kullanilabilecegini belirtmistir. Burada amag¢ suda
¢Oziinen ve sitotoksik olmayan kimyasallarin ¢ok yiiksek dozlarinda olasi genotoksik
etkilerinin gosterilmesi ve olasi kazalarda kimyasalin belirlenen dozundan ¢ok daha fazla
dozda alinmasi durumunda muhtemel etkilerinin 6ngdriilmesidir. Bizim bu ¢calismamizda
DRP 400 pg/ml (0.4 mg/ml) dozunda kullanilmistir. Giinlilk doz 0.0083 pg/mg/giin
olarak disiiniildiigiinde Doripenem’in bu kadar yliksek dozda kullanilmayacagi acik bir
sekilde anlasilmaktadir.

Ayrica DRP’in metabolizmasi da hizlidir. Yar1 6mrii yaklasik 1 saattir. DRP’nin
yaklagik %80°’1 degismeden idrarla atilir. Geri kalan kismi ise agik B-laktam halkasina
metabolize olur ve bobreklerden elimine edilir (Keam 2008).

Yapilan literatiir taramalarinda DRP’nin genotoksisitesi ile ilgili hi¢bir ¢calismaya
rastlanmamuistir. Bu yilizden bizim bu ¢alismamiz DRP’nin genotoksisitesi ve mutajenitesi
hakkinda ilk ¢alisma olma 6zelligindedir. Dolayisiyla DRP’nin bagka canlilarda veya
farkli test sisteminde genotoksik risklerini karsilastirma imkani séz konusu degildir.
Fakat DRP’nin de i¢inde yer aldig1 B-laktam grubu antibiyotikler ile yapilan genotoksisite
caligmalarinda bu antibiyotiklerin genotoksik olmadigi ve hiicre bdoliinmesini
etkilemeyerek sitotoksik etki gostermedikleri rapor edilmistir (Jaju ve vd. 1984, Koseoglu
ve vd. 2004, Istifli ve Topaktas 2010).

Zavarise ve vd. (1984) yayinladiklar1 ¢alismalarinda kloksasilinin tedavi edici
dozlarinda kromozomal anormalliklerin meydana gelmedigini fakat yiiksek dozlarda bazi
kromozomal hasarlarin olustugunu bildirmislerdir.

Ayn1 durum bizim bu ¢alismamizda da gozlenmistir. DRP tedavi edici dozun ¢ok
iistiindeki dozlarda mutasyona neden olmaktadir. Bu sonug antibiyotikler de dahil hemen

hemen tiim sitotoksik olmayan kimyasallarin yiiksek dozlarda genotoksik risk
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dogurabilecegi sdylenebilir. B-laktam grubu diger antibiyotikler ile yapilan genotoksisite

caligmalarinda da herhangi bir etki goriillmemistir.
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6.SONUC VE ONERILER

Sonug olarak DRP antibiyotigi tedavi edici dozlarda herhangi bir genotoksik risk
gosterememistir. Hizli metabolize edilmesi de onun giivenli bir antibiyotik olabilecegini
gostermektedir. Fakat herhangi bir kimyasalin genotoksik olup olmadig1 ancak bir test
grubu ile calisildiktan sonra belirlenebilir. Bu test gruplar1 arasinda hem in vitro insan
periferal lenfositlerinin hem de in vivo hayvan kemik iligi hiicrelerinin kullanildig: kisa
siireli genotoksisite testleri yer alirken ayrica bakteriyel reversiyon testinin de
kullanilmas: gerekmektedir. Biitiin bu testlerden elde edilecek sonuglara gore karar
verilmelidir.

Bu c¢alismadan ¢ikan ve daha 6nceki calismalardan da desteklenen en Onemli
sonuglardan bir tanesi sitotoksik olmayan herhangi bir kimyasalin yiiksek dozlarda
genotoksik risk tasiyabilecegidir. Bu yiizden antibiyotik kullanirken kullanim ve doz
asimi uyarilarina uyulmas tavsiye edilir. Bu vesileyle ancak birey hem kendi genetik

yapisini korur hem de gelecek nesillerin daha saglikli olmasina katki saglayabilir.
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