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Genetik hasarin bir gostergesi olan mikroniikleusun belirlenmesinde son
yillarda en c¢ok tercih edilen yontem CBMN (sitokinezi engellenmis
mikroniikleus) teknigidir.

Bu tez c¢alismasinda, bazi trimethoprim ve tiirevlerinin genotoksik
aktivitesi, insan periferal kan lenfositlerinde in vitro CBMN teknigi ile
arasgtiritlmistir. Periferal kan O6rnekleri sigara icmeyen saglikli iki erkek bireyden
almmis ve lenfosit kiiltlirleri 24 ve 48 saatlik siirelerde maddelerin 50 ve 25
png/ml’ lik dozlariyla muamele edilmistir. Bu maddelerin insan kan lenfositlerinde
meydana getirdigi mikroniikleus (mn) frekanslar1 tespit edilmis ve CPI (hiicre)
degerleri hesaplanmustir.

Elde edilen verilere gore, trimethoprim ve tiirevlerinin uygulanan dozlara
ve siireye bagl olarak mikroniikleus frekansinda énemli bir artisa sebep oldugu,
CPl degerlerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir artisa yol agmadigi
gorilmiistiir.

Sonu¢ olarak, bu c¢alismada kullanilan test maddelerinin insan kan
lenfositlerinde in vitro CBMN teknigine gore, genotoksik etkili olduklari, ancak

hiicre boliinmesi tlizerinde dnemli bir azalisa neden olmadiklar1 séylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Trimethoprim, Micronucleus, CBMN, Genotoksisite, Insan

lenfositleri
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In recently, CBMN (cytokinesis-blocked micronucleus) technique has
been extensively prefered for detecting micronucleus which is a biomarker of
genetic damage.

In this study, genotoxic activity of some trimethoprim differentiations
were investigated with in vitro CBMN technique in peripheral blood lymphocyte.
Peripheral blood samples were obtained and cultured from two healthy non-
smoking male individuals. Lymphocyte cultures were treated for the last 24 and
48 h with 50 ve 25 ug/ml material doses. MN (micronucleus) frequency which
was created by test materials in peripheral blood lymphocyte was analyzed. CPI (
cell') values was calculated.

According to the values, trimethoprim differentiations caused a
significant dose and time-dependent increase in MN frequency. CPI values didn’t
cause a statistical meaningfulness in lymphocytes.

In conclusion, We can say that these materials which were used this study
have genotoxic effects with in vitro CBMN technique in human peripheral blood

lymphocytes; but didn’t cause an important decrease on cell division.

Key Words: Trimethoprim, Micronuclei, CBMN, Genotoxicty, Human
Lymphocytes
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1. GIRIS

Endiistriyel faaliyetlerle ¢evreye dagilan zararhi gazlar, agir metaller,
pestisitler, radyoaktif maddeler ve bunlarin disinda icki ve sigara kulanimi,
beslenme gibi insan yasam aligkanliklari; ayrica gilinesin zararli X, gama 1sinlari,
ila¢ endiistrisinin gelisimiyle birlikte her gecen giin piyasaya siiriilen yeni ilaglarin
kullanim1 ile g¢evresel ajanlar, insanlara dogrudan ya da dolayli olarak zarar
vermekte ve insanin genetik materyal biitiinliigiinii tehdit etmektedir (Ocak ve
ark., 2002; Akay, 2004; Kulaksiz ve Sancar, 2007; Moller, 2005).

Genetik materyali tehdit eden ve mutajen olarak bilinen bu maddeler,
fiziksel ya da kimyasal, dogal ya da yapay olabilen, DNA’nin yapisini ve diizenini
degistiren (Friedberg ve ark., 1995), direkt ya da dolayli olarak DNA’y1
hedefleyen, proteinlere baglanan ve genomik degisikligin sebebi olan ajanlardir
(Decordier ve Kirsch-Volders, 2006).

DNA ile etkileserek karsinojenik etki gosteren kimyasallara genotoksik
karsinojenler denildigi bilinmektedir (Giiley ve Vural, 1978). Cevredeki kimyasal
mutajenlerin kaynaklari o kadar ¢ok ve ¢esitlidir ki; bunlar tespit etmek kaynagi
bilinen zararli ¢evresel faktorlerden korunmaktan daha da zor olabilmektedir
(Bolsover ve ark., 1997).

Fiziksel ve kimyasal ajanlara maruziyetin en tehlikeli sonucu da kanserdir
(Korkmaz ve Colak, 2000; Kent, 1998). Kanser ve kimyasal ajanlara maruziyet
arasindaki iliski uzun bir siiredir bilinmektedir. ilk olarak 1761°de Hill, tiitiin
kullananlarda yiiksek oranda nasal kanserin goriildiigiine; 1775’de bacalardan
¢ikan kimyasal gazlarin skrotum kanserini tetikledigini 6ne siiren Pott, sonraki 20
yilda da pipo kullaniminin dudak kanseriyle iliskili olduguna isaret etmistir.
1895°de Rehn ise anilin boyasinin mesane tiimoriinii indiikledigini bulmustur (Lu
ve Kacew, 2002).

Insan kanserlerinin %80’den fazlasinin gevresel karsinojenik kimyasallarla
iliskili oldugu bilindigi i¢in (Hoshi ve ark., 2004 ), kimyasallarin mutajenite ve
karsinojenitelerinin arastirilmasi insan sagligi agisindan ¢ok dnemlidir (Dokmeci,
1994; Giiley ve Vural, 1978). Kansere neden olan ajanlarin ¢ogu mutajenik
oldugundan ve mutasyonlar kanser olusumunun baslamasiyla iliskili

olabileceginden, birgok in vitro ve in vivo kisa siireli testler karsinojenik



kimyasallarin 6nceden haber vericisi olarak kullanilmaktadir (Korkmaz ve Colak,
2000). Bu testlerin 6nemi ve gegerliligi uluslararasi isbirligi programiyla da
belirlenmistir (Karabay ve Oguz, 2005).

Genetik toksikoloji disiplini 1960’1 sonlarinda gelistirilmis, 1980’lerde
genotoksisite ve karsinojenite arasindaki iligkinin insan sagligi i¢in ciddi bir tehdit
oldugu goriilmiis ve genotoksik ve nongenotoksik karsinojenlerin belirlenmesi
i¢in ¢aligmalar yapilmistir (Castell ve Gomez-Lechon, 1997).

Kisa siireli genotoksisite testleri, kimyasal maddelerin bakterilerde
mutajenik etkisini, hiicrelerde degismeye neden olup olmadigini, DNA degisim ve
onarimi lizerindeki etkisini ve memelilerdeki mutajenik etkilerini arastirmak gibi
caligsmalar1 kapsamaktadir (Giiley ve Vural, 1978).

Sitogenetik testler kimyasal olarak kromozom yap1 ve sayisindaki
degisiklikleri belirlemek i¢in kullanilmaktadirlar. Kimyasallarin genotoksik
etkilerini belirlemede kromozom aberasyon (CA), kardes kromatid degisimi
(SCE) ve kromozom hasar1 sonucu olusan mikroniikleus (MN) testleri en ¢ok
kullanilan ve tercih edilen in vitro testler arasindadir (Barile, 1994).

Insan periferal lenfositlerindeki CA (kromozom aberasyon), SCE (kardes
kromatid degisimi) ve MN (mikroniikleus) olusumu gibi sitogenetik degisimler,
genotoksik karsinojenlerin erken etkileri ve genotoksik maruziyetin belirtecleri
olarak uzun yillardir kullanilmaktadir (Norppa, 2004).

Modern ilag sektoriiniin gelisimiyle birlikte, bakteriyal enfeksiyonlari
kontrol altina alan bilesiklerin kesfi baslamis, bu bilesikler cesitli enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde kullanilmis ve kullanilmaktadir (Akalin, 1994).
Bunlara ek olarak, fenolik ve metal tuzlari gibi bir ¢ok bilesigin de enfeksiyon
riskinin azaltilmasinda kullanildig1 bilinmektedir (Dougherty ve Projan, 2003).

[lagc kampanyalarinda, ilaglarin gelisim basamaklar1 siiresince ve
sonrasinda olugabilecek genotoksik etkilerin belirlenmesi ic¢in genotoksisite
testleri yapilmakta olup (Rothfuss ve ark., 2006), EPA (Cevresel Koruma
Programi)’ nin ¢evresel risk degerlendirmesi kapsaminda bu {irtinlerin bilimsel
kriterlere gore giivenilirliklerinin belirlenmesinden sonra piyasaya siiriilmesine
izin verilmektedir (Kent, 1998). Bu ilaglarin ticari olarak kullanimindan 6nce

genotoksisite testleriyle incelenmeleriyle ilgili diinya genelinde bir¢ok diizenleyici



kurulusa talimatlar verilmistir. Genetik toksikoloji testlerinin sonuglar1 ilaglarin
gelistirilme siireci boyunca karsinojeniteleriyle ilgili bilgi i¢in, ila¢ degerlendirme
ve arastirllmast amaciyla FDA (besin ve ilag yOnetimi) merkezi tarafindan
kullanilmaktadir ( Snyder ve Gren, 2001).

Mikroniikleus (MN) testi, ¢cevresel kirleticilerle insan saglhiginin direkt ya
da dolayli olarak tehdidini, genetik materyalde olusacak hasarin frekansini
belirlemeye olanak saglayan (Norppa ve ark., 2003; Ulupmar ve ark., 2002) ve
cok farkl hiicre tiplerinde kolaylikla uygulanabilen bir test olmas1 nedeniyle diger
genotoksisite testleri arasinda artan bir dneme sahiptir (Decordier ve Kirsch-
Volders, 2006; Fenech, 1998).

MN testi ile mikroniikleus frekansinin belirlenmesi sadece genotoksik
ajanlara maruziyeti belirlemekle kalmaz, ayn1 zamanda kanser tedavileri i¢in de
bir zemin olusturur. Ornegin koruyucu bir ajan genotoksik hasara kars: etkili ise,
kanserli hiicrelerde MN sikliginda goriilen bir azalis fark edilir ve tedavide bu
durum 6nemli bir belirteg olarak etkili olur (Derafshani, 1997 ).

Bu caligmada kullanilan test maddeleri, temelde bir antibiyotik olan
Trimethoprim’e baz1 bilesiklerin eklenmesiyle olusturulmus, trimethoprim tiirevli
yeni sentezlenmis bilesiklerdir. Bu maddelerle ilgili olarak yapilan literatiir
taramast sonucunda genotoksik etkiye yonelik bir ¢alisma olmadigr goriilmiistiir.
Yeni sentezlenen maddelerin genotoksik etki yoOniinden arastirilmasinda
mikroniikleus testinin siklikla kullaniliyor olmasi ise ¢alismada MN tekniginin
secilmesi konusunda destekleyici olmustur. Bu kapsamda, Trimethoprim ve
tiirevlerinin olas1 genotoksik etkilerinin CBMN teknigi ile arastirilmasi ve elde
edilen bulgularin tlirevler arasinda karsilastirilmasiyla, klastojenik etkiye yonelik

bir degerlendirme yapilmasi amaglanmustir.

1.1. Mutasyonlar

Mutasyon, mutajen denilen fiziksel veya kimyasal ajanlarla uyarilma
sonucu (Sen ve Kar, 2005) veya kendiliginden olusan (Temizkan, 1999) genetik
materyalde meydana gelen rastgele ve ani degisikliklerdir (Basaran,1999;
Fairbanks ve Andersen, 1999; Griffiths ve ark., 1996). Mutasyonlar populasyonda

yeni allel meydana getirebildigi gibi var olan allellerin frekansin1 degistirebilirler



(Sambamurty, 2005). Mutasyonun kendiliginden meydana gelme olasilig1 diisiik
olmasia karsin, mutajenlerin etkisiyle ortaya ¢ikan mutasyon frekansi oldukca
yiikselmektedir (Temizkan, 1994). Mutasyonlar, kromozom diizeyindeki
mutasyonlar ve gen diizeyindeki gen veya nokta mutasyonlar1 olmak {izere iki ana

siifta incelenebilmektedir (Sambamurty, 2005; Pai, 1985; Russel, 1998).

1.1.1. Kromozom mutasyonlari

Kromozom aberasyonlar1 da denilen kromozom mutasyonlari, spontan
olarak veya ¢esitli kimyasal ajanlar ve radyasyon gibi mutajenlerce indiiklenen,
kromozomun yap1 ve say1 degisimleridir. Okaryotik kromozomlarda meydana
gelen bu degisiklikler sitolojik olarak mayoz yada mitoz bdliinme sirasinda gesitli
boyama teknikleri kullanilarak tespit edilebilmektedir ( Russel, 1998; Mateuca ve
ark., 2006).

1.1.1.1. Kromozom yapisindaki degisimler

a) Delesyon

Kromozomun bir segmentinin  kaybi1 seklinde meydana gelen
mutasyonlardir. Delesyon, bir veya birkag gende kiriklar sonucu olusan
kromozomdan kayip seklinde olmaktadir. Bu kiriklar; sicaklik, radyasyon,
viriisler, kimyasallar, transposibil elementler gibi ajanlarca olusabilmektedir.
Homozigos hiicrelerdeki delesyonlar letal olabilmektedir (Russel, 1998; Fairbanks
ve Andersen, 1999; Miglani, 2000). Insanda 5. kromozomun kisa kolundaki
delesyon sonucu olugan “cri du chat” sendromu, bireyde fiziksel kusur ve zeka
geriligine sebep olmaktadir (Temizkan, 1994). Ayrica solid tiimorlerde de

delesyonlar oldugu bilinmektedir (Griffths ve ark., 1996).



b) Duplikasyon

Bir kromozomun, baz1 bolgeleri fazladan tagimasi seklinde meydana gelen
degisimlerdir (Temizkan, 1994; Griffths ve ark., 1996). Duplikasyon seklindeki
mutasyonlar multigen ailelerinin evriminde &nemli bir role sahiptir. Ornegin;
hemoglobin molekiilii a ve B globin polipeptit gibi 2 farkli alt tinitenin kopyasini
icermektedir (Russel, 1998). Duplikasyona en iyi 6rnek, Drosophilada bar (¢ubuk)
seklindeki goz yapisinin meydana gelmis olmasidir (Sambamurty, 2005; Griffths
ve ark., 1996). Bireysel duplikasyonlar gen transfer ve gen yapisi haritalarinda
kullanilmaktadir (Sen ve Kar, 2005).

¢) Inversiyon

Bir kromozomda 2 bolgede olusan kirigin olusturdugu segmentin 180°
donerek tekrar kromozoma ters sekilde yapismasi seklinde meydana gelen
mutasyon tipine inversiyon mutasyon denilmektedir. Bu segment sentromer
iceriyorsa  “perisentrik  inversiyon”, sentromer icermiyorsa ‘‘parasentrik
inversiyon” admi alir (Sen ve Kar, 2005). Perisentrik inversiyonlar yeni
karyotiplerin artmasini  saglarlar  (Sambamurty, 2005). Inversiyon tipi
mutasyonlar, homozigot halde oldiiriicii iken, heterozigot durumlarda fenotipte
degisime yol agarlar. Homozigot inversiyonlu kromozomlu hiicrelerde mayozda

normal kromozom eslesmesi olur (Temizkan, 1994).

d) Translokasyon

Homolog olmayan kromozomlar arasinda, kromozom segmentinin veya
gen dizisinin pozisyonunda meydana gelen bir degisiklik olup, genetik materyalde
bir kazang ya da kayip yoktur (Russel, 1998). Homolog kromozomlar arasinda, bir
kromozomdaki bir parcanin diger kromozomdaki kirik boélgeye yapismasi
seklinde “interkalar (interkromozomal) translokasyon” veya homolog olmayan

kromozomlar arasinda iki kromozomdan kopan pargalarin yer degistirmesiyle



“karsilikli  translokasyon” (resiprokal translokasyon) seklinde meydana
gelebilmektedir (Miglani, 2000; Griffths ve ark., 1996). Translokasyonda
sonuglar1 daha fazla 6nem tasiyan tip, bir kromozomdaki bir kirikla beraber bir
asentrik fragmentin diger homolog olmayan kromozomdaki fragmentle yer
degistirmesi esasina dayanan resiprokal translokasyondur  (Fairbanks ve
Andersen, 1999).

Insanlarda Down sendromlu hastalarda isokromozom 21 veya baska bir
ifadeyle “Robertsonion Translokasyon” da denilen 6zel bir translokasyon tipi
bilinmektedir (Pai, 1985; Griffths ve ark., 1996). Kronik Myelogenous leukemia
ve Burkitt’s lymphoma gibi tiimdrlerde kromozomal translokasyonlarin goriildigi
bildirilmistir. Burkitt’s lymphoma, kromozom 8 ve 14’ teki resiprokal
translokasyon sonucu meydana gelmektedir ( Russel, 1998).

Translokasyonlarin insanda c¢ogu kez fenotipik anormallikler meydana
getirdigi, hamilelikte diisiiklere ya da dogumdan sonra oOliimlere yol agtigi,

yasayanlarda da zihinsel kusurlara sebep oldugu bilinmektedir (Temizkan, 1994).

1.1.1.2. Kromozom sayisindaki degisimler

a) Oploidi

Kromozom takimi sayisindaki degisimler olup, bir takimdaki
kromozomlarin hepsinin sayisinin birden tam katlar halinde artmasi veya
organizmada tek takim kromozom bulunmasidir (Sen ve Kar, 2005). Oploidide
bireyler monoploid, diploid, triploid, tetraploid ve poliploid seklinde artan
kromozom takimlarina sahiptir (Miglani, 2000). Poliploidi genelde memelilerde,
mayoz sirasindaki bir hata sonucu olusmaktadir. Poliploid memeliler ¢ogunlukla
dogumdan 6nce diisiik yapmaktadirlar. Cok nadiren dogum gerceklesmesi halinde
bu yavrular dogumdan kisa bir siire sonra Oliirler (Fairbanks ve Andersen, 1999).
Bir poliploidin sahip oldugu kromozom takimlarinin hepsi ayni tiire aitse bu olaya
otoploidi, birden fazla tiire aitse alloploidi adim1 alir (Griffths ve ark., 1996;
Temizkan, 1994).



b) Anoploidi

Mayoz veya mitozda hiicre boliinmesi ve mitotik iplik aparatusunu
etkileyen anojen ajanlarca kromozom kayb1 ya da eklenmesinin olmasi seklindeki
mutasyonlara anoploidi denilmektedir. Anoploidi, somatik ve germ hiicrelerinde
hiicre boliinmesi sirasinda spontan olarak ya da kimyasallarin indiiksiyonu ile
meydana gelebilmektedir (lamarcovai ve ark., 2006).

Anoploidi hayvanlarda genellikle 6limciil olup, 6lii dogan fetiislerde
saptanabilmektedir (Russel, 1998). Anoploid birey, haploid sayidan bir eksik veya
fazla sayida kromozom tasiyan esey hiicrelerinin dollenmeye katilmasiyla olusur
(Temizkan, 1994). Anormal sentromer yapisi, kinetokor hasarinin bir sonucu olan
anafazda kromozom kayiplari, anafazda kromozom malsegrasyonu, mitotik
kayma, mikroflamentteki kusurlar sonucu sitokinez boliinmesinde olusan hata gibi
mekanizmalar sonucu meydana gelmektedir. Anoploidinin, kanserin erken
asamalarinda ortaya ¢ikabilen bir durum oldugu tahmin edilmektedir. Yapilan
cogu calismada solid timdrlerde anoploidiyle iligkili olan sentromer
anormalliklerinin oldugu tespit edilmistir (lamarcovai ve ark., 2006).

Anopliodinin en ¢ok bilinen formlari trisomi (2n+1), ve monosomi (2n—1)
olup, bunlar disinda nullisomi, polisomi gibi anoploidi ¢esitleri vardir. Down
sendromlu bireylerin otozomal kromozomlarindan 21. kromozomda trizomi
goriilmekte olup, bu bireyler istisnai olarak olarak yetigkinlik ¢cagina kadar hayatta
kalabilmektedirler (Fairbanks ve Andersen, 1999; Miglani, 2000). Otozomal
monosomi  ise  (2n-1), insanlarda  gelisemeden Glen  embriyolarda
saptanabilmektedir (Russel, 1998).

1.1.2. Gen mutasyonlari

Gen mutasyonlari, DNA’daki niikleotid dizisinin, bu dizideki bazlarin
sirasinin ya da oraninin degismesi seklinde meydana gelen ve nokta mutasyonu
olarak da bilinen mutasyonlardir. Bir mutajenle uyarilma sonucu olusuyorsa
indiiklenmis mutasyon, kendiliginden meydana geliyorsa spontan mutasyon

olarak adlandirilir (Russel, 1998). Bir gendeki degisim sonucu yeni bir allel



olusur, bu yeni alleli tasiyan organizmaya mutant adi verilir. Bu mutant allel geri
mutasyona ugrayarak tekrar eski haline donebilir. Fenotipte 6liime yol acacak
kadar siddetli etkiler goriilebilecegi gibi, bazen gendeki mutasyon hi¢ fark
edilmeyedebilir (Temizkan, 1994; Sambamurty, 2005). Gen yapisindaki bir
mutasyon her zaman fenotipe yansimayabilir, o genin iriiniiniin yapisini ve
aktivitesini degistirmeyebilir. Béyle bir durumda bu gendeki bir mutasyon Sessiz
(silent) mutasyon olarak adlandirilir (Yildirim, 2007; Brown, 1992). Ornegin;
UAC tripletinin UAU’ya doniismesi bir nokta mutasyonu olmasina karsin, her iki
triplet de ayni aminoasiti (tirozin) kodladigindan protein {iriiniinde bir degisme
olmaz. Eger tripletlerin yapisinin degisimi yeni bir amino asitin olusumuna sebep
olursa bu nokta mutasyonuna “Yanhs anlamh (missense) mutasyon”
denilmektedir. UAU tripleti tirozini kodlarken, bu UCU’ ya déniisiirse serin
aminoasiti meydana gelir. Bunlarin disinda higbir aminoasiti sifrelemeyen bir
kodon olusursa, dur anlamina gelen UAA, UAG, UGA gibi tripletler tiretilir ve bu
tip mutasyon da “anlamsiz (nonsense) mutasyon” adini alir (Yildirim, 2007;
Friedberg ve ark., 1995).

Gen mutasyonlarini iki ana grupta toplayabiliriz:

a) Baz degisim mutasyonlar1 (Transisyon, Transversiyon)

Bir gen bolgesi i¢indeki bir bazin farkli bir baz ile yer degistirmesi sonucu
meydana gelen mutasyonlardir. Eger bir piirin bazi baska bir piirin baziyla veya
bir pirimidin baz1 diger bir pirimidin baziyla yer degistirirse bu tip mutasyona
transisyon (karsihikh gecis) mutasyonu adi verilir. Diger bir durum, bir pirimidin
bazinin bir piirin baziyla yer degistirmesidir. Bu tiir mutasyona ise transversiyon
(capraz gecis) mutasyon denilmektedir (Yildirim, 2007). AT— GC, GC— AT,
TA—CG, CG—TA seklinde transisyon ve AT—-TA, GC—CG, AT—-CG, GC—
TA seklinde de transversiyon mutasyonlari meydana gelebilmektedir (Russel
1998; Brown, 1992 ). Yapilan bir calismada GC—TA ve GC—CG tipi
transversiyon mutasyonun oksidatif kosullarda ortaya ¢iktigi goriilmiistiir ( Kino

ve Sugiyama, 2001).



b) Cergeve kaymasi (Frame-Shift ) mutasyonlari

Bazi durumlarda DNA’daki niikleotid dizisine 3 veya 3’ {in kat1 olmayan
sekilde baz eklenmesi ve ¢ikarilmasi seklinde mutasyon meydana gelebilir. Bu
durumda tripletlerin yeri degiseceginden sentezlenecek protenin fonksiyonu da
degisir. Bu tiir mutasyonlar c¢ergeve kaymasi (Frame-Shifth) mutasyonlar1 adini
alir. Proflavin gibi interkale edici ajanlarin varliginda bu tip mutasyonun arttig1
bilinmektedir (Friedberg ve ark., 1995).

Insanlarda Duchenne Miiskiiler Distrofi (DMD), pihtilasma faktdrii 1X
eksikligi nedeniyle gelisen hemofili B ve B Talesemi gibi hastaliklarda gerceve

kaymast mutasyonlarinin rol oynadig: belirlenmistir (Yildirim, 2007).

1.2. Genotoksik etkili ajanlar

1.2.1. Fiziksel mutajenler

Radyasyon bilinen ilk mutajenik ajanlardan birisi olup, ilk olarak Muller
ve Stadler tarafindan X 1sinlar1 gibi c¢esitli radyasyonlarin fiziksel mutajen
olduklar1 tespit edilmistir. Bu mutajenleri iyonize ve noniyonize radyasyon olarak
ikiye ayirmak miimkiindiir (Sen ve Kar, 2005; Friedberg ve ark., 1995).

1.2.1.1. Tyonize radyasyon

X, gama, beta 1sinlar1 ve nodtronlar mutasyona yol actigi bilinen iyonize
radyasyonlardir. Iyonize radyasyon suyun serbest radikallerini olusturarak
organizma ve hiicrelerde bir dizi hasara yol agmaktadir. Serbest radikaller ¢ok
aktif olan elektronlar ile DNA’ya, proteinlere ve hiicre lipidlerine baglanarak
bunlarda hasar olusturabilirler. Hiicre boliinmesini bloke ederek hiicrenin

Oliimiine sebep olabilirler (Friedberg ve ark., 1995).
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1.2.1.2. Non iyonize radyasyon

Iyonsuz radyasyona oOrnek olarak verilecek UV 1sinlar1 potansiyel
mutajenik Ozellikteki fiziksel mutajenlerdir. UV 1sinlar1 germ hiicrelerine niifuz
edemezken, deride hiicrelerin DNA’sinda hasara yol agtigi bilinmektedir.
(Bolsover ve ark., 1997).

1.2.2. Kimyasal mutajenler

Bitkilerde bulunan dogal zehirli bilesikler, sentetik besin katki maddeleri,
genotoksik etkili olan endiistriyel kimyasallar vb. ajanlar DNA’y1 farkl sekillerde
etkileyerek yapisini degistirmek yoluyla mutasyona yol agabilmektedirler (Suzuki
ve Knudston, 1990). Bunlardan bazilart baz degisikligine, yanlis baz
eslesmelerine, baz eksilme veya artisina sebep oldugu gibi, bazilar1 da DNA’nin
yapisindaki baglar1 kirarak DNA’ da hasara yol agarlar. Bunlar birer kimyasal
mutajen olarak mutasyonlar tetiklemektedirler (Yildirim, 2007). Genetikgilerin
onem verdigi bir konunun da kimyasallarin mutajenik ve genotoksik etkilerinin
arastirilmasi oldugu bilinmektedir.Yapilan ¢aligmalarda karsinojenlerin ¢ogunun
mutajen oldugu ama tiim mutajenlerin karsinojenik etki gostermeyebilecegi
anlasilmistir (Griffths ve ark., 1996).

Kimyasal maddelerin mutajenik etkileriyle ilgili rapor edilen ilk ¢aligma 1.
ve 2. diinya savaginda kullanilan ve hiicrelerde mutasyona yol agtig1 goriilen
nitrojen mustard gazidir (Friedberg ve ark., 1995). Daha sonra yapilan
caligmalarda gidalarda katki maddesi olarak 2500 kimyasal maddenin bulundugu
ve bunlarin mutajenik etki yapabilecegi tespit edilmistir ( Pai, 1985).

Her yil binden fazla kimyasal iirlinlin piyasaya siiriildiigli, bunlarin
yiizlercesinin mutajenik oldugu, bu mutajenlerin de % 90°dan fazlasinin
karsinojenik oldugu bilinmektedir. Bunlar1 gz 6niine aldigimizda, bu maddelerin
karsinojenik potansiyelleri agisindan test edilmesinin insan sagligi agisindan ne
kadar 6nemli ve gerekli oldugu anlagilmaktadir (Suzuki ve Knudston, 1990;
Boyacioglu, 2004).
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1.2.2.1. Baz analoglan

Bu kimyasallar DNA’nin yapisindaki piirin ve pirimidin bazlaria
benzeyen, DNA replikasyonu sirasinda DNA’ daki bu bazlarin yerine gecebilen
ve mutasyonu tetikleyen molekiillerdir. Bilinen en 6nemli baz analoglari 5-bromo
urasil (5-BU) ve 2-aminopiirin (2-AP)’dir. 5-BU, timin baz analogu olup,
yapisinda metil grubu yerine brom atomu tasimaktadir. Sonugta bu baz analoglar
DNA replikasyonuna katilarak mutasyona sebep olmaktadir. Baz analoglarinin,
transisyon ve spontan tautomerizme yol agtiklari bilinmektedir (Kent, 1998;
Russel, 1998; Brown, 1992).

1.2.2.2. Alkileyici ajanlar

Yapisinda bir ya da fazla sayida reaktif grubu tasiyan, bu gruba gore
mono, bi veya polifonksiyonel alkilleyici ajan olarak adlandirilan kimyasallardir.
Ornegin, epoksid ve etilen amin, monofonksiyonel alkilleyici ajan smifina
dahilken, siilfat ve siilfonatlarin ¢ogu bifonksiyonel alkilleyici ajan sinifina
girmektedir (Miglani, 2000; Friedberg ve ark., 1995).

Bu ajanlarin elektrofilik yapilarmin karsinojenik etki gosterdikleri
bilinmektedir. DNA’nin niikleofilik merkezine baglanarak seker fosfat baglariin
kopmasina sebep olur ve genis lezyonlar olustururlar. Terapotik antikanser
ilaglarinin potansiyel DNA alkilleyici 6zellige sahip oldugu ve karsinojenik etki
gosterebildigi bilinmektedir (Sobol ve ark., 2007; Russel 1998; Friedberg ve ark.,
1995). Etilmetan siilfanat (EMS), hardal gazi, dimetilsiilfonat (DMS),
nitrozoguanin (NG) alkilleyici ajanlar arasinda olup, bu ajanlar ¢ogunlukla
tautomerik kayma sonucu yanlis baz eslesmesi ile transisyon tipi mutasyona yol

agmaktadirlar (Yildirim, 2007).

1.2.2.3. interkale ajanlar

DNA’daki baz ¢iftlerine benzeyen ve bazlar arasina sikigarak giren

ajanlardir. Eger bu interkalasyon, DNA replikasyonu sirasinda olursa inversiyon
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ve delesyon tipi mutasyonlar meydana gelebilmekte; DNA’ nin sarmal yapisinin
genislemesi, baz eklenmesi veya ¢ikmasi sonucunda ise frame-shifth mutasyona
yol agmaktadir (Yildirim, 2007; Fairbanks ve Andersen, 1999; Friedberg ve ark.,
1995). Interkale edici ajan olarak, akridin saris1 ve proflavin gibi akridin boyalari,
laboratuvar c¢alismalarinda boya olarak kullanilan etidyum bromid gibi
kimyasallar 6rnek olarak verilebilir (Fairbanks ve Andersen, 1999; Brown, 1992 ).
Birer alkilleyici ajan olan genotoksik aminlerin, amino florinlerin frame-shifth
mutasyonuna sebep oldugu yapilan caligmalarla gosterilmistir. Bir derlemede

interkale edici ajanlarin insanlar i¢in ciddi bir potansiyel mutajen ve karsinojen

oldugu belirtilmistir (Ferguson ve Denny, 2007).

1.2.2.4. Hidroksile edici ajanlar

Niikleotid bazlarina hidroksil grubu eklerler. En iyi bilinen hidroksile edici
ajan hidroksilamin’dir. Aflotoksin B ise, guanin bazina saldiran ve niikleotidden

bu bazi ¢ikaran giiglii bir mutajendir (Fairbanks ve Andersen, 1999).

1.2.2.5. Diger kimyasal ajanlar

Nitroz asitin (HNO,), DNA’nin yapisindaki adenin ve sitozin bazlarindaki
amino gruplarini, keto gruplarina doniistiirerek deaminasyona sebep oldugu ve
replikasyon sirasinda baz eslesme 6zelliginin degigsmesine yol agcan bir mutajen
oldugu bilinmektedir. Sonucta adenin deaminasyonu ile olusan hipoksantin sitozin
ile eslesirken, sitozinin deaminasyonu ile olusan urasil de adenin ile eslesmektedir
( Miglani, 2000).

Hidrojen peroksit (H20,), hidroksi radikaller (.OH) ve siiperoksit (O gibi
reaktif oksijen tiirlerinin de DNA’ da mutasyona sebep olan diger Onemli
kimyasal ajanlar oldugu bilinmektedir ( Yildirim, 2007).

MMC, aflatoksin B, streptomisin gibi ajanlar da kromozom kiriklar

olusturma 6zelliginde olup mutajenik etkiye yol agmaktadirlar ( Miglani, 2000).
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1.2.2.6. Klastojenik ajanlar

Klastojenler, DNA’da genis delesyonlar olusturarak kromozomlarda
kiriklara sebep olan fiziksel veya kimyasal ajanlardir. Bleomisin, kampotesin, m-
AMSA, 0-AMSA’ nin klastojen ajan oldugu bilinmektedir ( Lynch ve ark., 2008).
Ayrica akridin, aktinomisin D, methotrexate, metil akrilat, S-fluodeoksiiiridin, UV
radyasyon, benzen, benzo(a) pren, MMS (metil metano siilfanat) bilinen
klastojenlerdendir (Kirpnick ve ark., 2005).

Insan yasaminin hemen hemen her alaninda yer alan radyasyon veya
radyoaktif maddelerin diisiik dozlarinin bile insan genetik materyalinde hasara ve
kansere sebep oldugu bilinmektedir (Suzuki ve ark., 1981). Yaygin olarak
kullanilan pestisitlerin ise, biyolojik test sistemleriyle mutajenik ve klastojenik
etkileri ortaya ¢ikarilmistir (Karabay ve Oguz, 2005). Ayrica metilleyici ajanlar da
potansiyel klastojenlerdendir (Sobol ve ark., 2007).

1.2.2.7. Metabolik aktivasyon ile aktive olan ajanlar

Normalde toksik olmayan bir kimyasalin, metabolik aktivasyon silirecine
girdikten sonra, metabolizma enzimleriyle pargalanarak meydana gelen iiriin
formunun aktif 6zellik gosterebilecegi bilinmektedir. Pargalanma sonucu olusan
iirlin, protein veya DNA’ ya elektrofilik veya niikleofilik merkezlerden baglanarak
etkisini gostermektedir. Yani bir bilesigin biyoaktivasyon sonucu toksisitesi,
makromolekiillere ~ baglanmasiyla  ortaya  ¢ikmaktadir.  Ornegin,  3-
hidroksiasetonilid toksik olmasa da, 4-hidroksiasetonilide baglanarak tepkimeye
girebilmektedir. Aflotoksin B1 de, karaciger P-450 enzim sistemince metabolize
olmakta, sonucta olusan metabolizma iiriinii exo epoksit DNA’ya interkale bir

ajan olarak baglanarak aktivasyon gostermektedir (Guengerich ve ark., 2006).
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1.3. Genetik Toksikoloji Testleri

Toksik olan materyallerin in vitro” daki genetik etkilerini 6lgmek igin
kullanilan in vitro genetik toksikoloji testleri, diger tiim in vitro toksikoloji
testlerinin Onciiliidiir (Gad, 2000). Genetik toksikoloji caligmalariyla belirlenen
potansiyel  genotoksik  etkiler, kanser gibi hastaliklarin nedenlerinin
belirlenmesinde kullanilabilmektedirler (Jacobson-Kram ve Keller, 2001). Bu
testler, canlilarin maruz kaldig1 potansiyel riskin hizli bir sekilde tayin edilmesi,
gelistirilmekte olan ilaglarin insanlarda neden olabilecegi riskin 6l¢iilmesi ve
yapilabilecek ek testlerin belirlenmesine yardimci olmak ic¢in kullanilmaktadir
(Gad, 2000).

Mutasyon ve karsinojenik siire¢ arasindaki iligki, karsinojenitenin tahmin
edilmesinde, mutajenite testlerinin evrensel olarak benimsenmesini saglamistir.
Ve giinlimiizde genetik toksikoloji ¢ok Onemli bir disiplini olusturmaktadir
(Castell ve Gomez-Lechon, 1997).

1970’ lerde kurulan gevresel koruma programi (EPA), ¢evrenin ve insan
sagliginin korunmasi amaciyla toksikolojik ve epidemiyolojik ¢alismalardan elde
edilen verileri toplamakta, genetik toksikoloji ¢aligmalari i¢in de dnemli bir veri
taban1 olmaktadir (Kent, 1998).

Genotoksisite testleri, cevresel ajanlarin karsinojenik potansiyelinin
degerlendirilmesinde hizli ve ucuz olmasi, bir kimyasalin gelisiminde erken
asamada in vitro’ da oOl¢limiin uygulanabilir olmasi agisindan tercih edilen
testlerdir (Woolley, 2003; Castell ve Gomez-Lechon, 1997)

Giiniimiizde de bu testler farmakolojik ¢alismalarda siklikla kullanilmakta
olup, iiretilen bir kimyasalin beklenmedik bir genotoksik etkisinin Onceden
belirlenmesi amaciyla 6nem tagimaktadir (Rothfuss ve ark., 2006).

[lk genotoksisite testleri in vivo’ da yapilirken, daha sonra metabolik
aktivasyon sistemlerinin de tamimlanmasiyla in vitro testler gelistirilmistir ( Gad,
2000; Lu ve Kacew, 2002).

Gliniimiizde de genotoksisite ¢aligmalar1 bir¢ok alani1 kapsayacak sekilde
yapilmaktadir. Ornegin gida katki maddelerinin genotoksik etkileri (Canimoglu ve

Renciizogullari, 2006; Sarikaya ve Solak, 2003), havasal kirletici olan egzos
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gazlarinin karsinojenik etkileri (Zhang ve ark., 2007), dis beyazlatici olarak
insanlar tarafindan kullanilan tiriinlerin genotoksik etkileri (Munro ve ark., 2006);
dogadan baz alinarak {iretilen yeni ilaglarin mutajenik ve genotoksik etkileri
(Basaran, 2002) vb. gibi insan sagligini etkileyen genotoksik ajanlarla ilgili bir
¢ok calisma yapilmaktadir.

Dogal bir norotoksin olan TTX (tetrodotoxin)’ in potansiyel
genotoksisitesi in vivo ve in vitro’ da bir grup genotoksisite testleriyle 6l¢iilmiistiir
(Guzman ve ark., 2007).

Piyasadaki ilaglarin genotoksisitesinin arastirilmasi igin hazirlanan bir
calismada, i¢inde antikanser ilaglarin da bulundugu 467 piyasa ilaciyla ilgili
genotoksisite sonuglari rapor edilmistir. Buna gore SCE frekansinda genis oranda
pozitif sonug elde edilirken, memeli mutajenez ¢alismasinda diisiik oranda pozitif
sonu¢ elde edilmistir. Bazi ilaglarin hem genotoksik hem karsinojenik oldugu
belirlenmistir (Snyder ve Gren, 2001).

Bir antibiyotik olan streptozotocin ile yapilan bir calismada, bu ilacin
bakteriyal testlerde ve Okaryotik hiicrelerde mutajenik etkili oldugu, fare bobrek,
karaciger ve pankreasinda tiimor olusumunu indiikledigi goriilmiistiir (Song ve

ark., 2008).

1.3.1. Bakteriyal yontemler

Kisa zamanli test sistemleri i¢inde en yaygin olarak kullanilan testlerden
birisi de bakteriyel testlerdir. Bakteriler, basit iireme ortamlarinda hizli iirerler. Bu
nedenle bakteriyel testler; basit ve cabuk uygulanmalari, maliyetlerinin ucuz

olmasi gibi nedenlerle tercih edilmektedirler.

1.3.1.1. Ames (Salmonella/mikrozom) testi

Salmonella/mikrozom testi; bakteriyal mutasyon testleri i¢inde, detaylar
en iyi bilinen, gegerliligi, uygulanma kolaylig1 ve hassasligi nedeniyle en fazla

kabul goren ve giinlimiizde de siklikla kullanilan bir yontemdir. 1970" lerin
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basinda Prof. Dr. Ames ve Dr. Maron tarafindan gelistirilmistir (Russel, 1998).
Mutajenik potansiyeli belirlemede en ¢ok kullanilan testlerden birisi olup,
kimyasallarin bu testte pozitif sonug¢ verirken, in vivo testlerde negatif sonug
verdikleri de goriilmiistiir (Karabay ve Oguz, 2005).

Binlerce kimyasalin bakterilerde mutasyona yol acip a¢gmadigi Ames
testiyle incelenmektedir. Bu yolla ¢ok sayida potansiyel karsinojen tespit
edilmistir. Ames testiyle yapilan ¢aligmalar sonucu bazi meyve ve sebzelerin
antimutajen bilesikler icerdigi ve diger toksik kimyasallarin hasar verici etkisini
azalttigi anlagilmistir (Bolsover ve ark., 1997). Mc Bann 1975’te Salmonella
Mikrozom testiyle 300 maddenin mutajenitesini arastirmis, bu maddelerin
karsinojenite ve nonkarsinojenitelerini incelemistir. Karsinojenlerin bu testte
%90’  mutajenik oldugu, ¢ok az nonkarsinojenin ise mutajenik etki
gostermedigini rapor etmistir (Lu ve Kacew, 2002).

Heterosiklik birim olan Melox’in potansiyel bir genotoksik karsinojen
oldugu Ames testindeki giiclii mutajeniteyle belirlenmis, Melox iceren genotoksik
karsinojenlerin DNA’daki hasara sebep oldugu yapilan bir c¢aligmayla da
goriilmiistiir (Hoshi ve ark., 2004).

1.3.1.2. SOS (umu) testi

SOS (umu) testi, bakterilerdeki mutasyonlarin genetik ve molekiiler
diizeyde analizinde kullanilan, kisa zamanli bir ileri mutasyon sistemidir.
Mutagenesisle ilgili oldugu diisiiniilen umu operonunun ifade edilme diizeyini
saptamaya dayanir.

Antibiyotiklerin potansiyel mutajenite ve genotoksisiteleriyle ilgili bir
calismada SOS testi kullanilmig ve in vitro’ da DNA hasar1 da Ames testiyle rapor
edilmistir (Isidori ve ark., 2005).
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1.3.1.3. E.coli lac I mutasyon test sistemi

Bakterilerdeki mutasyonlarin tespitinde kullanilan ileri mutasyon sistemi
olan bu test sisteminde; laktoz operonundaki represorii kodlayan lac I geninde
olusan mutasyonun fenotip tizerindeki yansimasl belirlenerek
degerlendirilmektedir. Lac I mutasyonlarini igeren gen bdlgesi bakteriden alinarak
bir plazmite ya da M13 faj1 klonlama vektoriine aktarilarak, vektorler ¢ogaltilip,
cok sayida mutant DNA kopyasi elde edilirek ve dizi analizi yapilmaktadir
(Giiven, 1999).

1.3.2. Sitogenetik yontemler

Sitogenetik testler, kromozom yapisi ve sayisindaki degisimlerin
belirlenmesinde  kullanilan 6nemli testlerdir (Barile, 1994). Sitogenetik
biyomarkirlarin hassasiyeti insan populasyon ¢alismalarinda, kanser riskinin erken
asamada tahmininde ve genotoksik ajanlara maruziyetin Ol¢iilmesinde etkili bir
sekilde kullanilmaktadir (Bonassi ve ark., 2005).

Sitogenetik testler, populasyonlarin maruz kaldigi genotoksik ajanlarin
etkisinin belirlenmesinde (Neri ve ark., 2003; Ulupinar ve ark., 2002; Ocak ve
ark., 2002), radyasyon gibi tehlikeli faktorlerin maruziyetiyle olusan genetik
degisimlerin  biyolojik doz degerlendirilmesinde gilivenilir bir bi¢imde
kullanilmaktadir ( Friedberg ve ark., 1995).

Sitogenetik testler, 151k mikroskobu kullanilarak kesin olarak kromozomal
degisikliklerin tespit edilmesini temel alir. Sitogenetik ¢alismalarda kimyasallarin
meydana getirdigi hasarin ve etkinin belirlenmesinde kardes kromatid degisimi
(SCE), yapisal kromozom bozuklugu (CA) ve mikroniikleus testi (MN) kullanilan
en yaygin sitogenetik yontemlerdir (Barile, 1994; Kirkland, 1990).

1.3.2.1. Yapisal kromozom bozulma (CA) testi

Kromozomal aberasyonlar, spontan olarak ya da kimyasal/radyasyon gibi

mutajenlerin etkisiyle ortaya g¢ikan, kromozomun yapisi ve sayisinda meydana
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gelen degisimlerdir. Kromozomun yapisindaki aberasyonlar; direkt DNA kirigi,
hasarli DNA’nin replikasyonu, DNA sentezinin inhibisyonu veya diger
mekanizmalarla kromozomda degisikliklerin meydana gelmesidir. Kromozom
aberasyon testi, kromozomda meydana gelen bu klastojenezisin belirlenmesini
amaclamaktadir. Bu test, insan periferal lenfositlerinin in vitro’ da once
fitohemoglutinin ile bolinmeye tesvik edilmesi, belirli zamanda kolsisin ve
kolsemid gibi iplik inhibitorlerince hiicrelerin metafazda tutulmasi esasina
dayanilmaktadir. In vitro CA testinde genellikle memeli somatik hiicreleri,
insanda ise lenfositler kullanilmaktadir. Somatik hiicrelerde bu aberasyonlarin
timor yayilimi siirecinde rol oynadiklari diistiniilmektedir (Mateuca ve ark., 2006;
Kirkland, 1990).

1980’lerin sonlarina dogru CA testinin uygulamasi yayginlasmistir. Bu
test, insanlarin maruz kaldig1 ajanlarin olusturdugu kromozomal hasarin tespitinde
onemli bir isleve sahiptir. Ozellikle cevresel ve mesleki maruziyetin hasar
tespitinde siklikla uygulanan bu testle ilgili her y1l ¢cok sayida makale yayinladigi
bilinmektedir (Bonassi ve ark., 2005).

Antifungal bir ilag olan flukunazol ile insan lenfositlerinde yapilan
calismada; bu ilacin kromatid, kromozom kiriklari, poliploidi, disentrik
kromozomlar, kromatid degisimleri, yapisal veya sayisal kromozom
aberasyonlarma yol agti1 tespit edilmistir. Insan lenfositlerinde bu ilacin
klastojenik ve anojenik etkili oldugu sonucuna varilmistir (Yiizbasioglu ve ark.,
2008).

Belirli siire DES (dietilbestrol) uygulanan farelerde, bu kimyasalin
kromozomal anomalileri arttirdigl, uzun siireli maruziyette ise CA frekansinda
artisa yol actig1 tespit edilmistir (Goze ve ark., 2000).

Laboratuvarda calisan kisilerde kimyasallara maruziyete bagli olarak
lenfositlerdeki CA seviyesinde etkili denilebilecek bir artis olmaktadir (Santos ve
ark., 2005). Pestisitlere maruz kalinan bir bolgedeki insanlarla yapilan bir
calismada, CA, SCE ve MN testi birlikte uygulanmis ve bu {i¢ testte de kontrol
gruplariyla karsilastirildiginda CA, SCE ve MN frekansinda belirgin oranda artis
oldugu gozlenmistir (Ergene ve ark., 2007 ).
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1.3.2.2. Kardes kromatid degisimi (SCE) testi

Bir kromozomda, kardes kromatidler arasinda parca degisimi olmasina
kardes kromatid degisimi denir. SCE testi, bu parga degisimi sonucu DNA’da
meydana gelen ve sonra tekrar birlesen kiriklarin tespit edilmesini saglamaktadir.
SCE testinde hiicreler, bir timin analogu olan Brd-U (bromodeoksiiiridin) ile
mitoz sirasinda muamele edilir ve Brd-U’ nun floresan bir parlaklik vermesiyle
kardes kromatid degisimlerinin tespit edilmesini saglanir. Kanser gibi
hastaliklarda, SCE frekansinda artis oldugu bilindigi i¢in, mutajenlere maruziyet
sonucu olusabilecek hasarlarin belirlenmesinde siklikla tercih edilen bir tekniktir.
Cesitli mutajenik maddeler alkilleyici Ozellikleri ile (mitomisin C, nitrojen
mustard gibi) kromatid kiriklarini ve degisimlerini indiiklemektedirler ( Sen ve
Kar, 2005).

Benzin istasyonunda ¢alisan ve sigara kullananlarla yapilan bir ¢alismada,
benzene maruziyet ve sigara i¢giminin genotoksik etkileri incelenmistir. Kontrol
gruplariyla karsilastirildiginda, benzen maruziyeti ve sigara ig¢iminin mitotik
indeks ve replikasyon indeksini azaltict yonde birlikte etkili olduklar1 goriiliirken;
sigaranin ve benzenin CA frekansi iizerinde beraber bir etkisinin olmadigi
anlasilmistir. Sigara ve benzene maruziyette ise onemli derecede SCE frekansi
artist oldugu kontrol gruplariyla karsilastirilarak anlasilmistir (Celik ve Akbas,
2005).

Bir anti kanser ilag¢ olan gemsitabinin belirli dozlarinin lenfositlerde CA ve
SCE frekansinda artisa yol agtig1 bir ¢alismada belirlenmistir. Bu ilacin in vitro’da
doza bagli olarak hem sitotoksik, hem genotoksik oldugu sdylenebilmektedir
(Aydemir ve ark., 2005).

Karaciger kist hidatik tedavisinde kullanilan albendozun genotoksik
etkisinin arastirlldigir bir calismada, tedavi Oncesi ve sonrasi bu ilacin
kromozomlar {izerindeki etkisi incelenmistir. Sonugta, bu ilacin preiferik kan
kiiltiirtiinde SCE frekansinda 6nemli derecede bir artiga sebep oldugu ve muhtemel
bir mutajen olabilecegi sonucuna varilmistir (Altintas ve ark., 2005).

Deksamethasonun insan lenfositlerinde CA ve SCE frekansinda bir artisa

yol agmadigi goriiliirken, kromatid kiriklart ve gaplar olusturdugu goriilmiistiir.
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Bu ilacin in vivo’ da klastojenikken, in vitro’da klastojenik etki yaratmadigi
anlasilmistir (Ahmad ve ark., 2000).

1.3.2.3. Mikronukleus (MN) testi

Mikrontikleus, hiicrenin mitoz bdliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, anafazda
gec kalarak her iki kardes ¢ekirdege dahil olmayan kromozomlardan veya tam ya
da asentrik kromozom fragmentlerinden koken alan genetik materyaldeki hasarin
belirtisi olan, ¢ekirdek orijinli, etrafi niiklear zar ile sarili, ana niikleustan daha
kiiciik olan olusumlardir (Korkmaz ve Colak, 2000; Norppa ve ark., 2003).
Mikroniikleusun icerdigi kromozomal fragmentler; kromozom alt birimlerinde
olusan hasardan, hiicresel fizyolojideki degisimlerden, ig ipligi, kinetokor veya
diger mitotik aparatlardaki fonksiyon kaybindan ve mekanik parcalanmalardan
kaynaklanmaktadir (Fenech, 2000).

Mikrontikleus (MN) olusumu; oksidatif stres, klastojen veya anojen
ajanlara maruziyet, hiicre dongiisii veya DNA tamir genlerindeki genetik hasar
gibi faktorlerin etkisiyle meydana gelmekte olup, MN frekansindaki artis ve
kanser riski arasinda bir iliski oldugu tahmin edildigi ic¢in, mikroniikleus
formasyonu kromozomal hasarin, genom kararsizligi ve kanserin biyomarkiri
olarak kabul edilmektedir (Dorter ve ark. 2003; Moller, 2005; lamarcovai ve ark.,
2008)

MN ilk olarak 1891°de Howell ve Jolly tarafindan insan eritrositlerinde
tanimlanmistir. Bu ylizden “Howell-Jolly cisimcigi” olarak adlandirilmigtir
(Decordier ve Kirsch-Volders, 2006).

1950’lerde  bitki hiicrelerinde kromozomal hasarin  Olc¢lilmesinde
kullanilmigtir. 1970’lerde ise Boller ve Schmidt tarafindan hayvan hiicrelerinde
calisilmis, ilk kez mikrontikleus testi terimi kullanilmaya baslanmis ve g¢evresel
ajanlarin genotoksik potansiyellerini belirleyen bir sistem olarak MN testi kabul
gormiistiir. Daha sonraki yillarda Hedlle ve arkadaslar tarafindan kiiltiire edilmis
insan lenfositlerinde, kimyasal karsinojenleri belirlemeye yonelik bir test olarak

kullanilmaya baslanmistir (Kirsch-Volders ve ark., 2003).
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MN testi, cevresel kirleticilerle insan sagliginin direkt ya da dolayli olarak
tehditini, genetik materyalde olusacak hasarin frekansini belirlemeye olanak
saglayan bir test olmas: (Norppa ve ark., 2003; Ulupmar ve ark., 2002) ve ¢ok
farkli hiicre tiplerinde kullanilabilirligi sayesinde diger genotoksisite testleri
arasinda artan bir 6neme sahiptir (Decordier ve Kirsch-Volders, 2006; Fenech,
1998).

Mikroniikleuslari; agiz, burun, brons ve iiratelyal epitel dokularda
belirlemek ve bu dokularla ¢alismak miimkiindiir. Karsinojenlere maruz kalmis
bireylerde, artan kanser riskini gostermek amaciyla bu dokulardaki morfoloji
bozuklugunu, kromozom kiriklarini, premalign degisikliklerini belirlemek icin
MN testi yapilabilmektedir (Demirel ve Zamani, 2002). Fakat ¢ogunlukla, farkli
genetik hasar tiplerini belirlemek amaciyla kisa zamanli lenfosit kiiltiirii tercih
edilmektedir (Fenech ve ark., 1999).

MN testi, hiicre boliinme kinetigi tam olarak anlasilamadigi igin,
bolinmeyen ya da  bolinen  hiicre  gruplarinda  etkili  olarak
kullanilamayabileceginden; bir hiicre populasyonunda boliinmeyen ve mitoz
geciren hiicrelerin ayirt edilmesi gerekmektedir. /n vivo’ da MN” yi tespit etmek
kolay olsa da, mitozdan sonraki DNA hasarinin indiiksiyonu ex vivo g¢ekirdek
boliinmesini  gerektirdigi i¢in Fenech ve Morley daha yeni ve yaygin
kullanilabilen sitokinezi bloke edilmis mikro niikleus teknigi denilen CBMN
teknigini gelistirmislerdir ( Fenech ve Morley, 1986; Mateuca ve ark., 2006)

Genetik hasarin bir gostergesi olan mikroniikleusun belirlenmesinde son
yillarda en ¢ok tercih edilen teknik sitokinez engelleme mikroniikleus (CBMN)
teknigidir. 1985°de ilk kez Fenech ve Morley tarafindan tanimlanmis olan bu
teknik kromozomal hasarin belirlenmesinde hassas ve giivenilir oldugu i¢in diinya
genelinde birgok laboratuvarda da kabul gérmektedir (Fenech, 1998).

CBMN Teknigi, hiicre boliinmesinin fitohemoglutinin (PHA) ile
uyarilmasmin ardindan ilk c¢ekirdek boliinmesini geciren hiicrelerde, 44. saatte
sitokalasin-B (cyt-B)’ nin ilavesiyle sitokinezin engellenmesi ve ortamdaki iki
cekirdekli (biniiklead, bn) hiicrelerdeki MN’lerin belirlenmesi esasina
dayanmaktadir (Fenech ve Morley, 1985; Norppa ve ark., 2003). Cyt-B, aktin

polimerizasyonunu inhibe eden, Helminthosporium dematiadeum’dan elde edilen
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bir ekstredir. Hiicre boliinmesini, sitokinez evresinde aktin filamentlerinin ucuna
baglanarak ve aktinin polimerize olmasini engelleyerek durdurur.

CBMN tekniginde, her oOrnek icin 1000 iki c¢ekirdekli hiicredeki
mikroniikleuslar sayilir (Fenech, 2000).

CBMN testi sadece mikroniikleuslarin belirlenmesini saglamaz. Ayrica;

e Niikleoplazmik kopriilerin (NPB)

e Gen amplifikasyon belirte¢lerinin (NBUD)

e Hiicre boliinmesi inhibisyonunun

e Niiklear boliinme indeksinin

e Nekrozis ve apoptozisin de belirlenmesini saglamaktadir (Mateuca ve

ark., 2006).

CBMN teknigi, ilk olarak insan lenfosit hiicrelerinde MN’nin tespiti i¢in
gelistirilmesine ragmen, gilinlimiizde tiimdr, kemik iligi hiicresi gibi bir¢ok
hiicrede de uygulanmaktadir (Fenech, 2000). Biyomonitérleme c¢alismalarinda
MN varligi ilk olarak 1985’lerde CBMN tekniginin tanimlanmasiyla
belirlenmistir (Bonassi ve ark., 2005).

Insan Mikroniikleus Projesi (HUMN) adiyla bilinen, insan lenfositlerinde
CBMN sonuglarinin toplandig1 ve karsilastirildigi uluslararasi bir veri bankasi
vardir. Diinya genelinde 30’dan fazla laboratuvardan CBMN teknigi ile ilgili
yapilmig ¢aligmalarin verileri toplanmaktadir (Fenech ve ark., 2003).

MN (mikroniikleus) sayim kriterleri

MN’ler morfolojik olarak tek tip olup, niikleustan daha kiigiiktiir. MN
asagidaki 6zelliklerle karakterize edilebilmektedir:

e Lenfositlerdeki MN c¢ap1 ana ¢ekirdek ¢apmin 1/16” s1 ile 1/3” i arasindaki
degerlerdedir. MN’nin alani, ana c¢ekirdeklerin alaninin 1/256 ile 1/9’u
arasindadir.

e MN’ler oval veya kiireseldir, asla dortgen olmamalidir.

e MN’ler kolaylikla boya gibi artefaklardan ayrilabilirler.

e MN’ler ana niikleusa bagl degillerdir.
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MN’ler ana ¢ekirdege dokunabilirler, eger smirlar ayrilabiliyorsa ana
niikleusun istiinde olabilirler.
MN’ler genellikle ana ¢ekirdekle ayn1 yogunlukta boya alirlar. Fakat bazen

ana niikleus daha koyu boyanabilir.

iki cekirdekli hiicre saymm kriterleri

CBMN tekniginde iki ¢ekirdekli (biniiklead) hiicreleri hesaplama kriterleri

sunlardir:

Hiicreler iki ¢ekirdekli olmali.

Iki ¢ekirdekli hiicrelerdeki ¢ekirdekler bozulmamis bir ¢ekirdek membranina
sahip olmal1 ve ayni sitoplazmik sinirlar i¢inde bulunmali.

Iki ¢ekirdekli hiicrelerdeki ¢ekirdekler yaklasik ayni biiyiikliikte olmalidir. Bu
niikleuslarin boyama yogunlugu da ayni olmalidir.

Iki ¢ekirdekli hiicredeki cekirdekler niikleoplazmik koprii ile baglanmis
olabilir. Bu koprii ¢ekirdek ¢capinin %4 ‘linden daha biiyiik olmamalidir.

Iki cekirdekli hiicredeki gekirdekler birbirine dokunabilir. Ama birbirlerinin
iistiinde olmamasi istenmektedir. Eger ¢ekirdeklerin sinirlar1 belirlenebiliyorsa
bu durumda hesaba alinabilir.

Sitoplazmik sinir veya iki c¢ekirdekli hiicrenin membrant bozulmamis

olmalidir. Komsu hiicrenin sitoplazmik smirindan agikc¢a ayrilabilmelidir

(Fenech ve ark., 2003).

1.3.3. DNA’ daki hasar saptayan diger yontemler

1.3.3.1. Comet (single cell gel elektrophoresis ) testi

Tek hiicre alkali jel elektroforezi olarak da bilinen bu yontem, DNA’da

meydana gelen hasar sonucu olusan kirilmalarin kuyruklu yildiz (comet)

gorinimiinde olmasindan dolayr “Comet” ismiyle de anmilir ve in vitro

genotoksisite ¢alismalarinda yaygin bir kullanim alani olan yontemlerden biridir

(Basaran, 2002).
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Comet testinin alkali versiyonu ilk defa 1988’de Singh tarafindan
bulunmustur. Bu yontem, DNA’ daki tek iplik kirilmalarinin, kararsiz alkali
bolgelerin, DNA-DNA/DNA-protein ¢apraz baglanmalarinin ve onarim
bolgelerindeki hatalarin belirlenmesini saglamaktadir. DNA’daki ¢ok kiiciik
orandaki hasarlarin dahi tespitini saglayabilmesi, ¢esitli hiicre tiplerine
uygulanabilmesi, kolay ve ucuz olmasi, birka¢ giin gibi kisa bir siirede
sonuglanabilmesi gibi bircok avantajdan dolay: tercih edilmektedir. Olas1 insan
mutajen ve karsinojenlerinin tespitine olanak saglamaktadir (Tice ve ark., 2000;
Collins ve ark., 1997)

Bir lam iizerine yayilmis hiicreler, agarozda siispanse edilip, ¢ekirdek
proteinleri ve sitoplazmanin tasinmasini saglayan; Triton-X denilen deterjan ve
yiiksek konsantrasyonlu bir tuz ¢ozeltisinde lizis edilir. Ortamda kalan DNA’ya
alkali olarak yiliksek ph’da elektroforez uygulanir. DNA bu ortamda katodtan
anoda dogru tasmir (Collins ve ark., 2001). DNA’daki hasara gore jel iizerinde
yayllmis DNA parcaciklart kuyruk seklinde florasan ya da nonflorasan
mikroskopta uygun bir boyama yapilarak gozlenebilir. Bu kuyrugun 6l¢iilmesiyle
incelenen kimyasal maddenin DNA’da meydana getirdigi hasarin boyutuyla ilgili
tahmin yapilabilmektedir (Albertini ve ark., 2000).

Akciger kanserli hastalar ve kontrol gruplarinda DNA’daki oksidatif hasar1
6lemek i¢in Comet testi uygulanmis ve kemoterapi dncesi ve sonrasi hastalar ve
kontrol gruplarindaki DNA hasar1 arasinda bir fark olmadigi goriilmiistiir. Bu
sonuclara bagl olarak oksidatif DNA hasarinin akciger kanser riskiyle iligkili
olamayacag1 sonucuna varilmistir (Shama ve ark., 2003). Interkale edici ajan,
alkilleyici ajan ve okside edici ajanlar gibi bazi genotoksinlerin sebep oldugu
genotoksisiteyi belirlemede Comet testinin uygun oldugu bilinirken; ¢apraz
baglayici ajanlarin olusturdugu hasar1 belirlemede bu testin negatif sonu¢ verdigi

bir caligmayla da tespit edilmistir (Henderson ve ark., 1998).

1.3.3.2. Mouse lymphoma testi

Timidin kinaz geninin kullanildig1 fare lymphoma testi, ¢ok genis oranda

kullanilan, tk lokusundaki gen ve kromozomal mutasyonlari belirleyen in vitro
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memeli gen mutasyon testidir. Gen ve kromozom mutasyonlari sonucu olusan
DNA hasarimi belirler (Soriano ve ark., 2007). Kimyasallarca indiiklenen gen
mutasyonu, kromozomal hasar1 belirlemede faydali ama pahali bir testtir. Bu
testte kullanilan hiicreler timidin kinaz lokusu heterozigot olan hiicrelerdir

(Clements, 2000).

1.3.3.3. HPRT gen mutasyon testi

HPRT yontemi, somatik gen mutasyonlarinin, farkli memeli kiiltiir
hiicrelerinde, in vivo’ da veya in vitro ortamda, pozitif olarak segilmesi temeline
dayanmaktadir. DNA’daki baz cifti degisimlerini, biiyiik ya da kiiclik orandaki
delesyonlari, heterolog kromozom rekombinasyonlar1 ve inversiyon gibi genetik
materyalde meydana gelen degismleri biiyiik oranda yansitan, ¢ok genis oranda
kullanilan bir test sistemidir. Hprt geni, biiyiik ya da kiiciik orandaki delesyonlar,
DNA baz cifti degisimleri, heterolog kromozom rekombinasyonlar1 gibi genetik

degisimleri belirtme 6zelligine sahiptir (Albertini ve ark., 2000).

1.3.3.4. Muta mouse / Big blue yontemi

Son zamanlarda gelistirilmis in vivo bir test olan muta mouse/big blue test
sistemi, bakteriyel /lac 1 ve lac z genlerinin, bakteriyofajlar araciligiyla fare
genomuna aktarimini ve ardindan bu genlerin fare genomundaki ifade diizeyini,
meydana gelecek mutasyonlar1 6lgmeyi esas alan bir test sistemidir. Farelere test
ajanlariyla maruziyetinin ardindan bakteri genlerinin aktarimi ve bu genlerdeki

mutasyonlarin saptanmasini saglamaktadir ( Nohmi ve ark., 2000).

1.4. CBMN Teknigiyle Yapilmis Calismalar

Bir antikanser ilag olan doxorubicin ile ilgili yapilan bir ¢alismada CBMN
teknigi sonuclarina bakildiginda, MN frekansinda doza bagli olarak meydana

gelen artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiis; ayrica nekrotik hiicre
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sayisinda da belirgin bir artig gézlenmistir. Bu ilacin klastojenik ve anojenik etkili
oldugu sonucuna varilmistir ( Dhawan ve ark., 2003).

Baska bir c¢alismada CBMN teknigi ile beraber baska testler de
uygulanmistir. Bir estrojen olan katekolestrojenin genotoksik aktivitesi ile ilgili
yapilan in vitro testler sonucunda, CBMN testinde az miktarda MN oldugu,
SCE’de zayif genotoksik aktivitenin desteklendigi, AMES testinde ise mutajenik
bir aktivite olmadigi rapor edilmistir ( Rossi ve ark., 2007).

Bir siilfanomid ailesi {iyesi ve antimikrobiyal bir ilag olan
siilfamethoxazole ile insan periferal lenfositlerindeki genotoksisite calismasinda,
bu ilacin MN frekansinda anlamli bir artisa sebep oldugu goriilmiis, sitotoksik
etkili oldugu ve lenfositlerde zayif kromozomal hasar1 indiikledigi sonucuna
vartlmstir (Abou-Eisha ve ark., 2004).

Dogal bir flavonoid olan apigeninin genotoksisitesi CBMN teknigi ile
arastirillmis ve apigeninin doza bagh olarak insanlar i¢in genotoksik bir tehlike
icerdigi, yliksek dozlarda klastojenik etkili oldugu sonucuna varilmistir ( Noel ve
ark., 2006).

Un beyazlatic1 olarak kullanilan potasyum bromatin genotoksik etkisini
arastirmak ic¢in, SCE, CA ve MN testleri uygulanmis; 24 ve 48 saatlik
periyotlardan sonra CA ve SCE’ nin indiiklendigi, hiicre proliferasyon indeksinin
ve MI (mitotik indeks)’ in azaldig1 goriilmiistiir. 48 saatlik siire¢ boyunca biitiin
dozlarda MN olusumunun meydana geldigi belirlenmis ve in vitro sonuglara gore
potasyum bromatin insan kiiltiir hiicre sisteminde 6nemli bir genotoksisiteye sahip
oldugu sonucuna varilmigtir ( Kaya ve Topaktas, 2007).

Baska bir ¢alismada ise, hastanede calisan ve ultrasound’a maruz kalan
kisilerin lenfositlerindeki MN frekansin1  6lgmek icin CBMN  teknigi
uygulanmigtir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda bu bireylerde MN
frekansinda istatistiksel olarak anlamli onemli bir artis oldugu goriilmistiir
(Garaj-Vrhovac ve ark., 1999).

CBMN tekniginin uygulandigi goglis kanserli hastalarda iyonize
radyasyonun DNA hasar1 iizerindeki etkisi MN frekansindaki artis ile
gosterilmistir (Fenech, 2002).
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Cevresel ajanlara maruz kalan ¢cocuklarda MN frekansinin yagla ilgisinin
olup olmadigi ile ilgili bir arastirmada, 0-18 yas arasi gen¢ ve ¢ocuklarda MN
testi ile yapilmis calismalar incelenmis, bu yas grubu aras1 genclerde cevresel
kimyasallara maruziyetle MN seviyesi arasinda bir iliski oldugu ve cocuklarin
cevresel ajanlara karsi hassasiyetinin MN frekansini arttirdigi goriilmiistiir (Neri
ve ark., 2003).

Saglikli, sigara igmeyen, bleomisin ile muamele edilen donérlerden alinan
kandaki lenfositlerde MN frekansi CBMN teknigi ile 6l¢iilmiis ve bleomisinin
genotoksik etkili oldugu goériilmiistiir ( Maffei ve ark., 2008).

Carla (2006), antitiimoral aktiviteye sahip bir bilesik olan violacein denilen
antibiyotigin genotoksisitesini dort farkli hiicre tipi kullanarak Comet ve MN
testiyle incelemistir. Comet testinde violaceinin DNA’da meydana getirdigi hasar
tespit edilmis, elde edilen sonuglar in vitro’ da bu bilesigin memeli hiicrelerinde
cok diisiik konsantrasyonlarda dahi genotoksik etkili olabilecegini desteklemistir.

Akciger kanser hastalarindaki  kromozomal hasar1  ve bunun
biyomarkirlarini belirlemek icin CBMN testi ile bir ¢alisma yapilmistir. CBMN
teknigi ile MN sayisi, niikleoplazmik kopriiler, niiklear budlar kanser risk
tahmininde 6nemli olan biyomarkirlarin hastalarda kontrol grubuna gore fazla
ciktigr gorlilmiis, CBMN tekniginin akciger kanser risk belirteci olarak genetik
hasar1 belirlemede hassas ve giiclii bir teknik oldugu anlagilmistir ( El-Zein ve
ark., 2006).

Yapilan bir calismada dietilsbestrol, grisefuluin, urinkristin siilfat gibi
anojenlerin tek ve iki c¢ekirdekli hiicrelerde MN frekansini arttirdig1 goriiliirken,
birer klastojen olan MMC, bleomisin ve duxorubicinin sadece iki ¢ekirdekli
hiicrelerde MN frekansini arttirdigi belirlenmistir ( Rosefort ve ark., 2004).

Bosna-Hersek’teki  savasta kullanilan bir genotoksin olan DU
(zayiflatilmis uranyumun)’nun savastan sonraki yillarda da o c¢evredeki
insanlardan aliman kan Orneklerindeki genotoksik etkisi arastirilmistir. CBMN
teknigi sonuclarina gére MN frekansinda kontrol gruplarina gére belirgin oranda
artis oldugu anlasilmistir. Bu durum DU gibi genotoksinlerin uzun yillar dogada
kaldig1 ve bu bolgelerde yasayan insanlarda genotoksik etki yaratabilecegini

gostermektedir (Krunic ve ark. 2005).
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1.5. Trimethoprim

19. yy’dan beri terapotik olarak ilk kullanilan antibiyotik siilfanomidlerdir.
1930’un ortasinda kesfedilmis ve Streptococ enfeksiyonlara karsi basarili bir
sekilde kullanilmistir (Dougherty ve Projan, 2003).

Trimethoprim de siilfanomidlere bagli olan, 2,4-diamino primidin ailesinin
bir iiyesi olan, birgok bakteri tiirii i¢in antibakteriyal 6zellige sahip bir bilesiktir.
Bu bilesik, dihidrofolik asitin tetra hidrofolik asite doniisiimiinii katalize eden
dihidrofolat rediiktaz enzimini inhibe ederek bir folik asit antagonisti olarak islev
goriir. Bu durum sayesinde de DNA biyosentezini etkilemis olur. Dihidrofolat
reduktaz enzimi hem bakteri hem de memeli hiicresinde bulunmasina ragmen,
bakterideki enzimler trimethoprim’e 50.000 kez daha duyarhdirlar (Karakog,
1994). Epidemiyolojik, laboratuvar ve klinik c¢aligsmalar folik asitin
karsinojenezisde 6nemli bir roli oldugunu gostermistir (Abou-Eisha 2006).

Trimethoprim yaklasik 60 yildir bakteriyal enfeksiyonlarin sagaltiminda
kullanilan 6nemli bir kemoterapotik olma 6zelligini korumaktadir (Akbas ve
Budak, 1998 ).

Trimethoprimle ilgili olarak yapilan cesitli ¢aligmalar vardir. Bunlardan bir
tanesinde de, ayr1 ayri klastojenik etkili olan trimethoprim, sigara ve radyasyon
gibi ii¢ etkenin, birlikte radyoloji teknisyenleri lizerindeki etkisi incelenmis;
kromozomal diizensizligi (CA) nasil etkileyecegi arastirilmustir. Trimethoprim
dozu artisina bagli olarak kromozomal diizensizliklerin de arttigi, dozun sabit
uygulama siiresinin uzatilmasinin genotoksik cevab1 etkilemedigi sonucuna

varilmistir (Akbas ve Budak, 1998).
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal

2.1.1. Test maddeleri

Bu caligmada genotoksik etkileri arastirilan bazi trimethoprim tiirevleri;
Trakya Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Boliimii Anabilim Dali 6gretim
gorevlilerinden Yrd. Dog. Dr. Nesrin Beynek tarafindan saglanmistir. Bu test
maddelerinden, 1 numarali test maddesi: Trimethoprim (TMP) [2,4-Diamino -5-
(3’,4’,5 -trimethoxybenzyl) pyrimidine], 2 numarali test maddesi: Trimethoprim +
Oksalik asit di hidrat, 3 numarali test maddesi: Trimethoprim + Maleik asit, 4
numarali test maddesi: Trimethoprim + cis-1-2-siklohekzandikarboksilik asit, 5
numarali test maddesi: Trimethoprim + Demir (Il1l) Kloriir hekza hidrat, 6
numarali test maddesi: Trimethoprim + Demir (III) Kloriir hekza hidrat + Benzil

olarak kodlanmustir.

2.1.2. Test maddelerinin genel kimyasal formiilleri

Deneyde kullandigimiz test maddelerinin adlar1 ve ac¢ik formiilleri asagida

verilmistir.
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P

HN~ N O-CH,

O-CH,

Sekil 2.1. 1 numarali test maddesi: Trimethoprim(TMP), [2,4-Diamino -5-(3, 4°,5’-
trimethoxybenzyl) pyrimidine]
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Sekil 2. 2. 2 numarali test maddesi: Trimethoprim + Oksalik asit di hidrat
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Sekil 2. 3. 3 numarali test maddesi, Trimethoprim + Maleik asit
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Sekil 2. 4. 4 numarali test maddesi, Trimethoprim + cis-1-2-siklohekzandikarboksilik asit
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Sekil 2. 5. 5 numarali test maddesi, Trimethoprim + Demir (III) Kloriir hekza hidrat
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Sekil 2.6. 6 numarali test maddesi, Trimethoprim + Demir (IIT) Kloriir hekza hidrat + Benzil
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2.1.3. Test maddelerinin dozlar1 ve hazirlanisi

Calismada kullanilan test maddelerinin suda ¢ozillip ¢oziilmedigi
denenmis, suda c¢oziilebildikleri goriildiigii icin ¢dziicli olarak steril distile su
kullanmilmistir. Doz belirlemesi i¢in ilk doz olarak 50ug/ml’ lik ilk deneme
yapilmistir. Bu dozun tstiindeki dozlarda 1000 biniiklead (bn) hiicre elde
edilemedigi i¢in deney dozu olarak bu dozun kullanilmasina karar verilmistir. Her
maddeden 0,0054 gr hassas terazi ile tartilmig 2000ul steril distile suda
¢oziilmiistiir. ikinci doz hazirlanirken ilk doz yari yariya steril distile su ile
seyreltimistir. Sonugta 50 pg/ml ve 25 pg/ml olmak iizere iki doz elde edilmistir.
Bu islemler steril sartlar altinda hiicre kiiltiir kabininde yapilmistir. Deney
sirasinda icinde besi yeri ve kan bulunan tiiplere her bir dozdan 50 pl ilave

edilmistir.

2.1.4. Kullanmilan kimyasal maddeler
Kromozom Medyum B (Biochrom’dan), Mitomycin C (0.3 pg/ml, Sigma’

dan), Cyt-B (6 pg/ml), Giemsa (Fluka’dan), KCL (%0,4°liik), Fiksatif (1:3

metanol: glasiyel asetik asit).

2.2. Metod

Bu ¢alismada in vitro insan periferal kan lenfosit kiiltiirinde, CBMN (

Sitokinezi bloke edilmis mikroniikleus ) teknigi kullanilmistir.

2.2.1. Lenfosit kiiltiiri

Sigara igmeyen, ilag¢ kullanmayan, 20 -30 yaslar1 arasinda saglikli iki erkek
bireyden steril kosullar altinda alinan kan, 2,5 ml Kromozom Medyum-B bulunan
tiplere, 6 ‘sar damla (0.2 ml) olacak sekilde ilave edilmis ve % 5 lik CO;
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inkiibatdriinde 37 °C de, toplam 72 saat inkiibasyona alinmustir. Bu inkiibasyon
siireci boyunca test maddelerinin hiicrelere uygulanmasi sirasinda herhangi bir
kontaminasyona imkan vermemek icin bu islemler hiicre kiiltiirii laboratuvarinda

steril kabinde yapilmistir.

2.2.2. Test maddelerinin uygulanmasi

Insan periferal lenfositlerine, belirli dozlarda hazirlanmis trimethoprim
tirevleri 24 ve 48 saatlik siireclerde uygulanmistir. 24 satlik uygulama igin, kan
ekimi yapildiktan sonra kiiltiir siiresinin 48. saatinde, 48 saatlik uygulama i¢in
kiiltiir stiresinin baslangicindan itibaren 24 saat sonra 2,5 ml Kromozom Medyum
B igeren Kkiiltlir ortamina test maddelerinin hazirlanmis olan dozlar1 eklenmistir.
Maddelerin tiiplere eklenmesinin ardindan, tiipler tekrar inkiibatére konularak,
toplam kiiltlir siiresi olan 72 saat bitimine kadar 37 °C ‘lik CO; li inkiibatérde
bekletilmistir. Kiltlir siliresinin baglangicindan sonraki 44. saatte her tiipe
sitokinezi engelleyici bir madde olan cyt-B (6ug/ml) ilave edilmis ve tiipler

hafifce sallanarak karigsmalar1 saglanmistir.

2.2.3. Lenfositlerin izolasyonu

72 saatlik kiiltiir siiresinin bitiminde, tiipler 1200 rpm’ de 15 dakika
santrifiij edilmis, santrifiijden ¢iktiktan sonra tiiplerdeki siipernatan kisimlar
atilmistir. Tiplerin dibinde kalan ve hiicrelerin oldugu 0,7 -1 ml’ lik siv1 iyice
karigtirtlarak hiicrelerin homojen olarak dagilmalari saglanmistir. Bu islemin
ardindan deney giinii 2 saat 6nceden hazirlanmis olan ve 37 °C sicakliktaki
hipotonik soliisyon (% 0,4 KCL) damla damla ilave edildikten sonra tiipler oda
sicakliginda 15 dakika bekletilmistir. Siire bitiminde 1200 rpm’de 15 dakika
boyunca santriflij edilmis ve siipernatan atilmistir. Tiipiin dibindeki 0,7 -1 ml’lik
kisim pastor pipetiyle homojenize edildikten sonra, tiipler fiksasyon islemi icin
hazir hale gelmistir. Deneyden birka¢ saat Once hazirlanarak buzdolabinda

bekletilen sogutulmus metanol glasiyel asetik asit karigimi olan fiksatif damla
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damla ve karistirilarak her tiipe 6 ml olacak sekilde ilave edilmistir. Fiksatifin
eklenmesi siiresi de icinde olacak sekilde toplam 20 dakika tiipler oda sicakliginda
bekletilmistir. Bu siirenin sonunda 1200 rpm’de tekrar santrifiij uygulamasina
gecilmigtir. Santrifiij bitiminin ardindan tiiplerdeki siipernatan atildiktan ve ¢okelti
homojenize edildikten sonra tiiplere ayn1 sekilde fiksatif ilavesi yapilmistir. Bu
fiksasyon islemi 3 defa tekrarlanmustir. Son fiksasyon isleminin ardindan tiipteki
stvinin berraklastigt ve lenfosit hiicrelerinin dipte beyaz bir sekilde toplandig:
goriilmiistiir. Ustteki siipernatan kisim dipte 0,5 -0,7 ml siv1 kalacak sekilde
atilmis, dipteki hiicrelerin oldugu sivi karistirilarak preparat yapma islemine hazir

hale getirilmistir.

2.2.4. Preparatlarin hazirlanmasi

Tiiplin dibinde toplanan hiicreler pastor pipetiyle homojen olacak sekilde
kanistirllmistir. Pastor pipetine 4 -5 damla olacak sekilde hiicre siispansiyonu
cekilmigstir. Pastor pipeti, Onceden hazirlanmis 6zel bir diizenege tutturularak
deney giinlinden 6nce temizlenip, saf su i¢cinde buzdolabinda saklanan lamlarin
tizerine belirli bir yiikseklikten, farkli alanlara birer damla diisecek sekilde hiicre
siispansiyonu damlatilmig, hiicrelerin lam {izerine dagilmasi1 saglanmistir.
Damlatma isleminin ardindan preparatlar oda sicakliginda kurumalari i¢in 24 saat

bekletilmistir.

2.2.5. Preparatlarin boyanmasi

Lamlar, hazirlanmis olan %35’lik Giemsa boyasinda 12 dakika bekletilerek
boyanmistir. Boyama siiresi biter bitmez distile sudan gecirilmis ve dik olacak
sekilde kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi
hale getirilmis, mikroskobik incelemeler yapilmis ve olympus marka mikroskoba

bagl fotograf makinasiyla 40X’ lik objektifle fotograf cekimi yapilmistir.
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2.3. istatistiksel Analiz

Calismamizda her iki dondriin lenfosit kiiltiiriinde meydana gelen iki
cekirdekli 1000’er hiicredeki mikrontikleuslar sayilmis; ¢oziicii kontrol ile diger
maddelerin kontrole gore olan etkinligi Dunnett-t testi kullanilarak analiz

edilmistir.

2.4. CPI’ min (Hiicre Proliferasyon indeksi) Saptanmasi

Test maddelerinin hiicre proliferasyon indeksi (CPI) iizerindeki sitotoksik
etkisini incelemek amaciyla her bir madde ve doz icin preparatlarda herhangi bir
yerden baslanarak 1000 hiicre icindeki tek cekirdekli, iki c¢ekirdekli ve c¢oklu
cekirdekli hiicreler sayilmis ve CPl degerleri asagidaki formiile gore
hesaplanmistir. Ayrica kontrol ve deney grubu CPI degerleri ANOVA

programinda karsilastirilarak, istatistiksel anlamlilig1 da test edilmistir.

CPI = B+2P / M+B+P

B= iki ¢ekirdekli hiicre

M= tek ¢ekirdekli hiicre

P=ii¢ veya daha ¢ok ¢ekirdekli hiicre
M-+B+P=Toplam 1000 hiicre



38

3. BULGULAR

Calismamizda ila¢ ve sigara kullanmayan saglikli iki kisiden alinan kan
ornekleri lizerinde test maddelerimizin genotoksik etkisini incelemek i¢in CBMN
teknigi kullanilmistir. Uygun kiiltiir kosullar1 altinda, 24 ve 48 saatlik siirelerde
test maddelerinin farkli iki dozu uygulanarak; kan lenfositleri iizerinde bu
maddelerin genotoksik etkisi tespit edilmeye calisilmistir. Test maddeleri 50
pg/ml birinci doz ve 25 pg/ml ikinci doz olmak iizere 24. ve 48. saatlerde
uygulanmis, pozitif mutajen olarak MMC (mitomisin-c), negatif kontrol olarak
steril distile su kullanilmistir. Deney sonucu elde edilen praparatlardaki 1000
biniiklead (iki ¢ekirdekli) hiicre i¢indeki MN sayis1 hesaplanmistir.

Standart istatistiksel veriler Dunnett- t ¢oklu karsilastirma testi ile analiz
edilmistir. Her iki donoérle yapilan deneyler sonucu her bir doz ve madde i¢in
1000 bn (iki ¢ekirdekli) hiicredeki MN frekansi, ¢oziicii kontrolle karsilastirilarak
24 ve 48 saatlik siirelerdeki MN anlamlilik degerleri standart sapmalara bagh
olarak ¢izelgeler halinde olusturulmustur.

CPI’ nin (hiicre proliferasyon indeksi) istatistiksel olarak degerlendirilmesi
sonucu elde edilen verilerin ANOVA’ ya gore anlamsiz sonugta oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglara bagli olarak test maddelerinin hiicre proliferasyonu

tizerinde sitotoksik etkili olmadig1 gortilmistiir.
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Cizelge 3. 1. Trimethoprim’in CBMN teknigine gore 24 ve 48 saatlik MN frekansi ve CPI

sonuglari
Siire Madde Doz Sayilan hiicre Mn sayist SS+ CPI
Coziici 50ul 1000 7.5+0.70 0.70
Pozitif kontrol
0,3pg/ml 1000 11.5+0,70* 0.41
(MMC)
24 saat
50 pg/ml 1000 13.0+1.41* 0.37
Trimethoprim
25 pg/ml 1000 115+ 2.12 0.44
Cozici 50ul 1000 8.0+0.00 0.68
Pozitif kontrol
0,3pg/ml 1000 15.5+ 0.70** 0.36
(MMC)
48 saat
50 pg/ml 1000 19.0+ 1.41*** 0.34
Trimethoprim
25 pg/ml 1000 14.5+ 0.70** 0.35

Mmc: Mitomisin-c, + SS: Standart sapma degerleri
* | *x FEAP<0.05, 0.01, 0.001(Dunnett-t test)

1 numarali maddemiz olan trimethoprim’ in 24 ve 48 saatlik kiiltiir siireleri
sonucu meydana getirdigi mikroniikleus frekanslar1 istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Dunnet testine gore, ¢0Oziicii kontrol ile MMC ve
Trimethoprim  dozlarinda  meydana gelen MN  frekans  degerleri
karsilastirildiginda, pozitif mutajen-¢oziicii kontrol arasindaki sonuglarindaki
anlamliligin, maddenin 24 saatlik 1. dozunda da goriildiigii belirlenmistir
(p<0,05). Siirenin uzamasina bagli olarak ise MN frekansindaki artis daha yiiksek
anlamlilikta ¢ikmistir (p<0.001). Bu durum maddenin etki siiresinin genotoksik

etkiyi arttirdiginin isaretidir diyebiliriz.
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Cizelge 3. 2. Trimethoprim + Oksalik asit di hidrat’ in CBMN teknigine gore 24 ve 48 saatlik MN

frekans1 ve CPI sonuglar1

Siire Madde Doz Sayilan hiicre Mn sayis1 SS+ CPI
Cozici 50ul 1000 9.0+ 0.00 0.87
Pozitif kontrol
0,3pg/ml 1000 11.5+ -0.70** 0.31
(MMC)
24 saat
Trimethoprim + | 50 pg/ml 1000 11.5+ 0.70** 0.31
Oksalik asit di
hidrat 25 ug/ml 1000 9.0+ 0.00 0.35
Coziici 50ul 1000 9.0+ 0.00 0.61
Pozitif kontrol
0,3pg/ml 1000 11.5+0.70* 0.12
(MMC)
48 saat
Trimethoprim + | 50 pg/ml 1000 11.5+0.70* 0.13
Oksalik asit di
hidrat 25 pg/ml 1000 9.0+ 0.00 0.16

Mmc: Mitomisin-c, + SS: Standart sapma degerleri
* | Fk *Rk P<(.05,0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

Yapisinda Trimethoprim ve oksalik asit di hidrat bulunan maddenin
kontrol grubu ile karsilastirmali 24 ve 48 saatlik sonuglarina bakildiginda, 1.dozda
24 saatte MMC ile ayn1 diizeyde p<0.01’ e gore anlamli sonuclar elde edilmistir.
48 saatte de p<0.05’ e gore anlamlilik oldugu goriilmektedir. Trimethoprim’in tek
basina MN frekans1 artisinda daha yiiksek anlamlilik meydana getirdigi

sOylenebilir.
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Cizelge 3. 3. Trimethoprim + Maleik asit’ in CBMN teknigine gore 24 ve 48 saatlik MN frekansi

ve CPI sonuglari

Siire Madde Doz Sayilan hiicre Mn sayis1 SS+ CPI
Cozici 50ul 1000 9.0+ 0.00 0.87
Pozitif
0,3png/ml 1000 11.5+0.70* 0.31
kontrol(MMC)
24 saat
50 pg/ml 1000 11.5+0.70* 0.42
Trimethoprim +
Maleik asit
25 pg/ml 1000 9.5+ 2.12* 0.50
Coziici 50ul 1000 8.5+ 0.70 0.61
Pozitif
0,3pg/ml 1000 15.5+ 0.70*** 0.12
kontrol(MMC)
48 saat
50 pg/ml 1000 20.5+ 0.70*** 0.13
Trimethoprim +
Maleik asit
25 pg/ml 1000 18.5+ 0.70*** 0.17

Mmc: Mitomisin-c, £ SS: Standart sapma degerleri
* |k *k% P<(.05, 0.01, 0.001(Dunnett-t test)

Trimethoprim + Maleik asit’in 24 ve 48 satlik sonuglar karsilastirildiginda
siireye bagli olarak her iki dozda da 48 saatte istatistiksel olarak daha yiiksek bir
anlamlilik ortaya ¢ikmistir. Her nekadar hiicre proliferasyonunda bir azalma
oldugunu gorsek de; diger tiim maddelerde de oldugu gibi CPI sonuglari

istatistiksel olarak anlamsiz diizeyde bulunmustur.
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Cizelge 3. 4. Trimethoprim + cis-1-2-siklohekzandikarboksilik asit” in CBMN teknigine gére 24

ve 48 saatlik MN frekansi1 ve CPI sonuglari

Sayilan
Siire Madde Doz Mn sayis1 SS+ CPI
hiicre
Coziict 50ul 1000 8.5+ 0.70 0.89
Pozitif kontrol(MMC) 0,3pg/ml 1000 11.5+0.70* 0.43
24 saat
Trimethoprim + cis-1-2- | 50 pg/ml 1000 17.0+1.41** 0.38
siklohekzandikarboksilik
asit 25 png/ml 1000 13+ 1.41* 0.46
Coziicl 50ul 1000 8.5+ 0.70 0.76
Pozitif kontrol(MMC) 0,3ug/ml 1000 15.5+ 0.70** 0.38
48 saat
Trimethoprim + cis -1-2- | 50 pg/ml 1000 23.5 £ 2,12*** 0.34
siklohekzandikarboksilik
asit 25 pg/ml 1000 15.5+0.70** 0.34
Mmc: Mitomisin-c, + SS: Standart sapma degerleri
* | F* Fx%PL().05, 0.01, 0.001(Dunnett-t test)
Trimethoprim  +  cis-1-2-siklohekzandikarboksilik  asitte,  ozellikle

maddenin ilk dozunda p<0.001’e gore 48 saatte pozitif mutajenden daha yiiksek

anlamli sonuglar elde edilmistir.
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Cizelge 3. 5. Trimethoprim + Demir (IIT) Kloriir hekza hidrat’ in CBMN teknigine gore 24 ve 48
saatlik MN frekansi1 ve CPI sonuglari

Sayilan
Siire Madde Doz Mn say1st SS+ CPI
hiicre
Coziici 50ul 1000 7.5+£0.70 0.19
Pozitif kontrol(MMC) | 0,3pg/ml 1000 11.5+ 0.70* 0.10
24 saat
Trimethoprim + 50 pg/ml 1000 14.5+ 0.70** 0.07
Demir (IIT) Kloriir
hekza hidrat 25 ng/ml 1000 11.0+1.41* 0.10
Coziici 50ul 1000 8.0+£0.00 0.16
Pozitif kontrol(MMC) | 0,3pg/ml 1000 16.0+ 0.00*** 0.07
48 saat
Trimethoprim + 50 pg/ml 1000 20.0+ 0.00*** 0.06
Demir (11I) Kloriir
hekza hidrat 25 pg/ml 1000 16.04 1.41%** 0.07

MMC: Mitomisin-C, + SS: Standart sapma degerleri
* | *k FR%P<(.05,0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

Trimethoprimin yapisina demir (IIT) kloriir hekza hidrat’in eklenmesiyle
elde edilen maddenin, doza ve siireye bagli olarak ozellikle 48 saatlik lenfosit
kiiltiir sonuglarina bakildiginda MN frekansinda yiiksek anlamlilik goriilmiistiir.
Bu durumun metal tuzlarmin ortama verdikleri iyon dengesinden kaynaklandigi

distinilebilir.



44

Cizelge 3. 6. Trimethoprim + Demir (IIT) Kloriir hekza hidrat + Benzil’ in CBMN teknigine gore
24 ve 48 saatlik MN frekansi ve CPI sonuglari

Siire Madde Doz Sayilan hiicre | Mn sayis1 SS+ CPI
Coziict 50ul 1000 9.0+ 0.00 0.87
Pozitif kontrol
0,3pg/ml 1000 11.5+0.70* 0.31
(MMC)
24 saat
Trimethoprim + Demir 50 pg/ml 1000 13.5+ 0.70** 0.26
(IIT) Kloriir hekza
hidrat + Benzil 25 pg/ml 1000 11.0+ 1.41** 0.31
Cozici 50ul 1000 8.5+ 0.70 0.61
Pozitif kontrol
0,3pg/ml 1000 15.5+ 0.70*** 0.12
(MMC)
48 saat
Trimethoprim + Demir 50 pg/ml 1000 22.5+ 0.70*** 0.12
(I11) Kloriir hekza
hidrat + Benzil 25 pg/ml 1000 20.5+ 0.70*** 0.14

MMC: Mitomisin-C, + SS: Standart sapma degerleri

* | F* Fx*P<(.05, 0.01, 0.001 (Dunnett-t test)

Trimethoprime ek olarak benzil ve Demir (III) Kloriir hekza hidrat igeren

6 numarali test maddesinin MN frekansi olusturma durumu degerlendirildiginde

yine siireye bagli olarak ve yapisindaki bilesiklerin de etkisiyle, 48 saatteki

istatistiki anlamliligin 24 saattekinden c¢ok daha yiiksek diizeyde oldugu

goriilmektedir.




Sekil 3. 1. Tek, iki ve dort ¢ekirdekli hiicreler
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Sekil 3. 2. Ug ¢ekirdekli hiicre, tek ¢ekirdekli ve iki ¢ekirdekli hiicreler



Sekil 3. 3. Dort ¢ekirdekli hiicre

Sekil 3. 4. Iki ve dort gekirdekli hiicreler
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Sekil 3. 5. Bir mikroniikleuslu biniiklead (iki ¢ekirdekli hiicre) hiicre

Sekil 3. 6. Iki mikroniikleuslu biniiklead hiicre
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Sekil 3.7. iki ve ii¢ mikroniikleuslu hiicreler

Sekil 3. 8. Bes mikroniikleuslu biniiklead hiicre
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4. TARTISMA SONUC

Insanlar bilerek ya da bilmeyerek yiizlerce kimyasal maddeye, ilaca,
ksenobiyotige, ¢evresel veya besin maddeleri yoluyla maruz kalmakta (Akay,
2004), bu maruziyet de insanlarda saglik sorunlarinin artmasina yol agmaktadir.

flaclar, kozmetik maddeler vb. maddelerin kullanima sunulmadan 6nce
deneysel olarak toksisitelerinin aragtirilmasi, genetik hasara sebep olup
olmayacaklarinin belirlenmesi gerekmektedir (Dokmeci, 1994). Ozellikle ilag
sektoriinde bu c¢alismalar insan saglig1 agisindan 6nemli bir yere sahip oldugu i¢in
bu alanda ilaglarla ilgili bir¢ok ¢alisma oldugu, bu caligmalar arasinda da CBMN
tekniginin avantajli olmasindan dolayr genis kullanim alam1 buldugu
goriilmektedir.

Calismamiz sonucu elde ettigimiz verilere dayanarak trimethoprim ve
tiirevlerinin genotoksik etkileri arastirilmaya calisilmistir. Maddelerin ¢oziicl
kontrolle karsilastirildiginda 24 saatlik siire sonunda bile p<0.05 ve p<0.01
degerleri i¢inde bir anlamliliga sahip olduklart goériilmektedir. Bu durum kisa bir
siirede de maddelerin dozlarinin etkili oldugunu ve MN frekansindaki artisin da
bunun biyomarkir1 oldugunu agiklamaktadir.

48 saatlik siire sonucu elde ettigimiz degerleri ¢oziicii kontrolle
kargilagtirmali  olarak Dunnet T ¢oklu karsilastirma testine  gore
degerlendirdigimizde, Trimethoprim + Oksalik asit di hidrat haricinde tim
maddelerin ilk dozlar1 olan 50pg/ml’lik dozda p<0.001 diizeyinde yiiksek bir
anlamlilik oldugu goriilmektedir. Bu da uygulanan doza ve siireye bagl olarak
test maddelerinin genotoksik etkili oladuklarina isaret etmektedir denilebilir.

Genotoksik etkisini inceledigimiz maddeler yeni sentezlenmis maddeler
oldugu i¢in, yaptigimiz literatlir taramas1 sonucu bunlarla ilgili bir genotoksisite
calismasina rastlanilmamistir. Ama trimethoprim ile ilgili bazi genotoksisite
caligmalar1 bulunmaktadir.

Trimethoprimle  yapilan  bir  ¢alismada, trimethoprimin  farkli
konsantrasyonlariyla muamele edilen insan lenfosit hiicrelerinde MN ve SCE
frekansinda 6nemli bir artis oldugu Abou-Eisha ve arkadaslari tarafindan rapor

edilmistir (Abou-Eisha ve ark., 1999). Bu durum, bu ilacin primary DNA hasarini
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indiikledigini gostermektedir. Bizim calismamizda da kontrol grubuyla ve pozitif
mutajenle karsilastinldiginda dozlarimiza ve etki siiresine bagh olarak
trimethoprimin MN sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artisin oldugu ve
Abou-Eisha ve arkadaslarimin calismasiyla da bu sonuglarin desteklendigi
anlasilmaktadir.

Abou-Eisha (2006) , trimethoprim’un insan lenfositlerinde DNA’daki hasara
yol agip agmadigint CBMN, Comet, FISH testleriyle incelemistir. Sonug olarak,
bu antimikrobiyal ilacin doza bagli olarak 6nemli bir klastojenik potansiyeli
oldugu anlagilmistir. DNA da ki hasar da Comet testiyle kirik seviyesindeki artigla
belirlenmistir. MN frekansindaki artis 6zellikle yiiksek dozlar olan 25 ve 100
ng/ml de goriliirken, bizim uyguladigimiz 25 ve 50 pg/ml’lik dozlarda da benzer
bir MN frekans artisinin olmasi Abou-Eisha’nin c¢alismasiyla da benzerlik
tasimaktadir. Yalniz bizim ¢alismamizda trimethoprim tiirevli test bilesiklerimizin
bu dozlarda MN artisina yol agmasi, trimethoprime baglanan bu bilesiklerin
trimethoprimin  etkisini azaltict yonde bir etki gOstermedigini; aksine
trimethoprimle beraber genotoksik etkili olduklarini da diistindiirmektedir.
Ozellikle Trimethoprim + cis -1 -2-siklohekzandikarboksilik asit, Trimethoprim +
Demir (III) Kloriir hekza hidrat, Trimethoprim + Demir (III) Kloriir hekza hidrat
+ Benzil’ de istatistiksel olarak belirgin oranda bir anlamlilik ¢ikmasi bu
maddelerin yapisindaki bilesiklerin trimethoprimin genotoksik etkisinin yaninda
etki gosterdigine isaret etmektedir. Bu durum MN frekansindaki artisla da
desteklenmektedir.

Metallerin de, mutajenlerin kompleks bir sinifi oldugu bilinmektedir.
Metallerin DNA’ya etkisi farkli yollarla olmaktadir. Bu bilesikler DNA’da iplik
kiriklari, DNA parcaciklar1 olusumuna yol agmakta ve sonugta genetik materyale
etki etmektedirler (Decordier ve Kirsch-Volders, 2006). Metal iyonlari, siiperoksit
anyonlart ve H,0; ile biyolojik sistemlerde hidroksil serbest radikali ve metal-
oksijen kompleksleri gibi ¢cok reaktif tiirleri tiretmek icin reaksiyona girmekte ve
sonugta oksidatif DNA hasar1 olusturmaktadirlar. Kimyasal karsinojeneziste,
metallerin aracilik ettigi oksidatif DNA hasari 6nemli rol oynamaktadir (Mercan,
2004).
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Metal iyonlarmin genotoksik etkilerinin belirlenmesinde MN testinin
giivenilir olarak yaygin bir bicimde bir¢ok ¢alismada kullanildig1 bilinmektedir.
Doza bagli olarak kandaki metal iyon seviyesindeki artisin genotoksik etkisinde
mn frekansiin bir biyomarkir1 oldugu dikkat ¢cekmektedir. (Vaglenov ve ark.,
2001). Calismamizda kullandigimiz test maddelerinin bazilarinin yapisinda
bulunan metal iyonlarinin varhigi (Trimethoprim + Demir (III) Kloriir hekza
hidrat, Trimethoprim + Demir (III) Kloriir hekza hidrat + Benzil) ve bu test
maddelerinin  MN sayisinda pozitif mutajene yakin sonuglar vermesinin
genotoksik etkinin bir igareti oldugunu diisiinmekteyiz.

Yapilan bir ¢calismada kadmiyum ve kromiyum gibi metallerin tuzuna maruz
kalan insan lenfositlerinde tempoliin sito ve genotoksik etkisini 6lgmek
amaclanmistir. Metallerin indiikledigi apoptozis ve nekrozise karsi tempoliin
koruyucu 6zellik gosterdigi, metal konsantrasyonu arttikca tempoliin apoptozisi
arttirdig1 gorilmustiir. Sonug olarak tempoliin metallerin arttirdigit MN frekansini
azaltigr anlagilmistir (Lewinska ve ark., 2008). Bizim c¢alismamizda ise,
trimethoprimin yapisinda demir iyonu, kloriir iyonu bulunan maddelerin etkisini
azaltict yonde etki gostermedigi goriilmektedir.

Bir Demir chelator (tuzu) ‘i olan dfx (desfreioksamin) in
genotoksik etkili olup olmadigt CBMN ve Comet testleriyle dl¢lilmiis ve sonug
olarak bu iki testte de genotoksik etkili oldugu anlasilmistir ( Kim ve ark., 2007).
Maddelerimizden demir kloriirii yapisinda bulunduranlarn  CBMN testi
sonuclarina gore diger maddelere oranla etkisinin daha yiiksek olmasi bu demir
tuzlarinin trimethoprime ek olarak genotoksik etkisini ortama verdikleri C1 * Fe*?
iyonlar1 sayesinde olusturduklari, yapilmis olan dnceki ¢alismalara da dayanarak
soylenebilir. Ornegin yapilan bir ¢alismada, kursun asetat ve kursun klorid’ in V-
79 karaciger fibroblast hiicrelerinde MN sayisinda doza bagli olarak artisa yol
actig1 goriilmiistiir (Bonacker ve ark., 2005). Bu da bizim ¢alismamizdaki bazi
metal tuzlarinin MN sayisi artisindaki oranlarin farkli olmasiyla agiklanabilir.
Kisacast MN sayilarindaki fark tuzlarin ortama verecekleri iyonlarin birbirlerinin
etkilerini azaltmasindan da kaynaklanabilir diyebiliriz.

Insan periferal lenfositlerinde, antimalerial bir ilag olan fansidarin

genotoksik etkisi arastirilmistir. Bu ilacin doza bagli SCE, MN frekansinda artisa
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sebep oldugu, DNA’da genis oranda hasara yol actigi, klastojenik ve anojenik
etkili oldugu belirlenmis, 6zellikle hamile kadinlarda kullanilmamasi gerekliligi
sonucuna varilmistir (Abou-Eisha ve Afifi, 2004). Yalniz fansidarda 100 ve
200pug/ml lik dozlarda goriilen hiicre proliferasyonundaki azalis, bizim
calismamizdaki 50pg/ml ve 25pg/ml dozlarda goriilmemistir. Bu durum
kullandigimiz ~ dozlarin lenfosit kiiltiiriinde  sitotoksik etkili olmasindan
kaynaklanmaktadir.

Antibakteriyal bir ilag olan metradinazolun insan lenfositlerinde mutajenite
ve sitotoksisitesi, mitotik indeks (MI), replikasyon indeksi (RI) ve SCE ile
degerlendirilmis ve bu ilacin genotoksik ve sitotoksik etkili oldugu kontrol
gruplartyla karsilastirilarak rapor edilmistir (Celik ve Ates, 2006). Bizim
calismamizda ise bu antibakteriyel ilacin tersine CPI (hiicre proliferasyon
indeksi)’ da istatistiksel bir fark gézlenmemistir. Bu durumda test maddelerimizin
lenfosit kiiltiiri {izerinde hiicre boliinmesi iizerine inhibisyon etkisinden soz
edememekteyiz.

Maddelerimizden birisine baglanmis olan benzilin de besin katki maddesi
olarak veya ilag, kozmetik, farmakolojik sektorler gibi alanlarda kullanildigi

bilinmektedir (Demir ve ark., 2008).

Baz1 benzil tiirevleriyle ilgili yapilan bir ¢aligmada, bu maddelerin
genotoksisitesi incelenmis ve yiiksek dozlarda genotoksik etkili olduklari
goriilmiistiir. Onceki calismalarla ilgili literatiir taramas1 sonucu, benzil tiirevi
olan benzaldehidin Mutamouse ve SCE testinde pozitif sonuglar verdigi
goriilmiistiir (Demir ve ark., 2008). Test maddelerimiz i¢inde yapisinda benzil’i
iceren Trimethoprim + Demir (IIT) Kloriir hekza hidrat + Benzil’in MN sayisinda
digerlerine oranla daha etkili olmasinin yapisindaki benzil’in de genotoksik etki

gbstermis olabileceginin bir isareti oldugunu diistindiirmektedir.

Yapilan bir ¢alismada besin katki maddesi olan askorbik asit, potasyum
sorbat ve demir tuzunun mutajenitesi ve DNA hasar oran1t Ames ve Rec testleriyle
Olclilmiis ve bu ii¢ bilesigin ayr1 ayr inaktitken, askorbik asit ve demir tuzunun
bir arada olma durumunun potasyum sorbati okside ettigi ve olusan {iriiniin

mutajenik aktivite ve DNA hasarina yol actig1 goriilmiistiir (Kitano ve ark., 2002).



53

Bu caligsma ile bizim ¢alismamizi karsilastirdigimizda farkli bilesiklerin bir arada
iken aktif olma durumlarinin daha etkili oldugunu sdylenebilir.

Sonug olarak, trimethoprim tlirevli maddelerimizin insan kan lenfosit
kiiltirinde mikroniikleus sayisini istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttirarak
genotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. CPI sonuglart degerlendirildiginde ise
hiicre proliferasyonunda anlamli bir azalma olmadigi dikkat ¢ekmektedir. Daha
sonraki caligmalarda, bu maddelerin genotoksisite ve sitotoksisitesinin diger test
sistemleri ile de Olgiilerek, insan sagligi agisindan genotoksik hasar diizeyinin
daha kapsamli olarak belirlenmesiyle kullanimi konusunda veya yeni ilag

sentezlenmesi noktasinda daha kesin yargilara varilabilecegini diistinmekteyiz.
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