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DOKSISIKLININ iNSAN PERIFERAL LENFOSITLERINDE IN VITRO
GENOTOKSIK ETKILERI

0z

Bu calismada, antimikrobiyal ve antiinflamatuvar etkiye sahip ve pek cok
enfeksiyonun tedavisinde yaygin olarak kullanilan doksisiklin (DOX) etken maddesinin
insan periferal lenfosit hicrelerindeki in vitro genotoksik etkileri, kromozom
anormalligi (KA) ve mikroniikleus (MN) testleri kullanilarak arastirilmistir. Ayrica test
maddesinin hiicre bolinmesi Gzerindeki sitotoksik etkisini belirlemek igin, mitotik
indeks (MI) ve nikleer bolinme indeksi (NBI) hesaplanmistir. Hiicre kilttirleri DOX’in
2, 4 ve 6 pg/ml’lik konsantrasyonlara 48 saatlik siireyle maruz birakilmistir.

DOX’in kullanilan tiim dozlarinin doz artisina bagli olarak negatif kontrole gore
MI’i istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiirdiigii belirlenmistir. Ayrica DOX, iki
yuksek doz olan 4 ve 6 pg/ml’ lik konsantrasyonlarda doz artigina bagl olarak negatif
kontrolle karsilastirildiginda NBI’ni  de istatistiksel olarak Onemli derecede
diistirmiistiir. Fakat DOX’in test edilen tiim konsantrasyonlarinda KA ve MN
olusumunda ortaya ¢ikan artiglarin negatif kontrole gore istatiksel acidan OSnemli
olmamistir. Bu ¢alismanin sonuglar1 DOX’in insan periferal lenfositleri Gzerine
genotoksik etki gostermedigini fakat doz artisina bagli olarak sitotoksik etki

gosterdigini ortaya ¢ikarmustir.

Anahtar s6zcukler: Doksisiklin, in vitro genotoksisite, kromozomal anormallikleri,

mikrontkleus



IN VITRO GENOTOXIC EFFECTS OF DOXYCYCLINE ON HUMAN
PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES

ABSTRACT

In this study, in vitro genotoxic effects of doxycycline (DOX), which has
antimicrobial and antiinflammatory effects, and it has been widely used to treat many
infections were investigated in peripheral human lymphocytes by using chromosomal
aberrations (CA) and micronucleus (MN) tests. In addition to these methods, mitotic
index (MI) and nuclear division index (NDI) were also calculated to determine the
cytotoxic effect of test substance for cell division. The cell cultures were treated with 2,
4 and 6 pg/ml concentrations of DOX for 48 hours.

It was stated that all used concentrations for 48 hours treatments of DOX,
significantly decreased the MI in a concentration-dependent manner as compared with
the negative control. Furthermore, DOX also significantly decreased the NDI at the two
highest concentrations (4 and 6 pg/ml) in a concentration-dependent manner as
compared with the negative control. However, the increases of CA and MN formation at
all DOX concentrations tested were not statistically significant as compared with the
negative control. The results of this study suggest that DOX has a cytotoxic effect in a
concentration-dependent manner but not genotoxic effect on human peripheral blood

lymphocyte cultures.

Key words: Doxcycline, in vitro genotoxicity, chromosomal aberration, micronucleus
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1. GIRIS

Enfeksiyonlar tarih boyunca insan hayatini etkileyen ve ¢ogu zaman insan
hayatini sonlandiran en 6nemli etkenlerden biri olmustur. Bu nedenle enfeksiyon etkeni
olan mikroorganizmalara kars1 etkin bir miicadele yapilmasi eski ¢aglardan beri tibbin
en onemli amaglarmdan biri olmus, koruyucu ve tedavi edici hekimlikteki ilerlemelere
ragmen giincelligini kaybetmemistir (Bastiirk, 2005; Altay, 2008). Insanlik tarihi
boyunca toplumlar, tiiberkiiloz, veba, kolera gibi bulasici hastaliklarla miicadele etmistir
ve giinimiizde de c¢esitli enfeksiyon hastaliklar1 ile bu miicadelesini devam
ettirmektedir. Tim dunyada gorilen 6limlerin en 6nemli sebeplerinden biri enfeksiyon
hastaliklar1 olmustur. Diinya Saglik Orgiitii istatistiklerine gdre, 2004 yilinda diinyada
her bes Oliimden biri enfeksiydoz ya da paraziter sebeplerle olusmustur. Afrika’da
oliimlerin %53°l, Amerika’da %7’si, Avrupa’da ise %2’si enfeksiyonlarla iligkilidir
(Altay, 2008).

[lk ve orta ¢aglarda mikroorganizmalarin neden olduklar1 enfeksiyon
hastaliklarinin tedavileri icin otlar, aga¢ kabuklari, baharatlar ve diger karigimlar
kullanilmistir. Bu durum 1908 de Alman bakteriyolog Paul Ehrlich’in bazi bakteriler
iizerine kesin olarak zararli, konak hiicreye ise daha az zararli baz1 kimyasal maddeleri
bilimsel metodlarla arastirp ortaya koymasina kadar siirmiistir. 1935'te Alman
farmakolog Dogmagk’in ilk siilfonamidleri tedaviye sokmasi ile bu sahada esash
ilerlemeler  olmustur. 19. yiizyilm ortalarmda Louis Pasteur’iin  bazi
mikroorganizmalarmn digerlerini 6ldiirdigi seklindeki gdzleminden sonra, 1924 yilinda
ilk defa Iskog bilim adami1 Alexander Fleming tarafindan Penicillium notatum’dan izole
edilen penisilinin kesfi antibiyotik c¢agmi baslatmis ve enfeksiyonlarla mucadelede
bugiine kadar gelistirilecek olan pek ¢ok antibiyotige ilham kaynagi olmustur. Penisilin
ve sllfonamidlerden sonra 6zellikle 1930-1960°11 yillar arasinda, basta daha genis
spektrumlu penisilinler olmak {izere hizla yeni antibiyotikler gelistirilerek insan ve
hayvanlarda bircok enfeksiyon basariyla tedavi edilmeye baslanmistir. En ufak bir
enfeksiyondan ¢ok daha ciddi rahatsizliklara kadar ¢ok genis bir alanda kullanilan ve
yasam karsit1 ilaglar1 ifade eden antibiyotikler, yarim yiizyili askin bir siiredir zararh
mikroorganizmalarin hayatta kalmalarmi onleyerek milyonlarca hayat kurtarmigtir
(Bastiirk, 2005; Sarmah ve ark., 2006; Yalap, 2008; http://antibiyotikler.com,
25.09.2010).



http://antibiyotikler.com/

Antibiyotikler tiim diinyada en sik kullanilan ila¢ grubudur. Ulkemizde de tiim
dinyada oldugu gibi en fazla tiiketilen ilaglar arasinda antibiyotikler yer almaktadir.
Ayrica, kontrolsiiz ve uygunsuz kullanilan ilaclar igerisinde yine ilk siralarda
bulunmaktadir (Bayindir, 2003; Devrim ve ark., 2009). Mikroorganizmalar, yaygin
antibiyotik kullaniminin baslamasindan bu yana, antibiyotiklerin secici etkisi ve
antibiyotik diren¢ genlerinin varhig1 sayesinde antibiyotikleri tolere etme ve bu
bilesiklere kars1 direng gelistirme yeteneklerinden sorumlu farkli mekanizmalar
kazanmiglardir (Cohen ve Tartasky, 1997). Antibiyotik kullaniminin her gecen giin
artmasindan dolay1 enfeksiyon hastaliklar1 agisindan en nemli sorun olan antibiyotik
direnci de giderek artmaktadir. Antibiyotiklerin gereksiz ve uygun olmayan kullanimu,
hastalarda yan etki sikliginda artisa ve antibakteriyel direncin artmasma bagli olarak
tedavide basarisizligima neden olmaktadir ve bu durum siirekli yeni antibiyotik
cesitlerinin piyasaya siirlilmesine yol agmaktadir (Bartlett ve Froggatt, 1995; Wise ve
ark., 1998; Durupinar, 2001; Aktlrk, 2009; Devrim ve ark., 2009).

[laglar bir hastah@m teshisini, iyilestirilmesini veya semptomlarmnin azaltilmasi
amaciyla tedavisini veya bir hastaliktan korunmayr miimkiin kilan, canlilara degisik
uygulama yontemleri ile verilen dogal, yari1 sentetik veya sentetik kimyasal
preparatlardir (WHO, 1969). Insan saghigmi ve hayat kalitesini artrmak amaciyla
stirekli yeni etken maddeler igeren yeni ilaglar liretilmektedir. Yapilan tiim klinik 6ncesi
ve klinik testlere ragmen ild¢larn insanlarda kullanim emniyeti tam olarak
belirlenememektedir ve ilaglar bazen istenmeyen yan etkiler ve saglik problemleri
ortaya c¢ikarmaktadir. Hatta bazi ilaglarm DNA molekiillerinde mutasyona yol
acabildigi ve bu tip mutajenik (mutasyona yol agan) ilaglarin ¢ogunun karsinojenik
(kansere yol acgan) ve teratojenik (dogumsal anomalilere neden olan) potansiyele de
sahip oldugu belirtilmektedir. Yapilan pek c¢ok calisma ile bazi ilaglarin genotoksik
etkiye yol actig1 acikga gosterilmistir ve bu tip ilaglarin listesi her gecen giin
uzamaktadir (Snyder ve Green, 2001; Saygi, 2003; Vural, 2005; Brambilla ve Mortelli,
2009). Piyasada bulunan 838 ilacin genotoksisite ve karsinojenitesinin degerlendirildigi
bir calismada, degerlendirilen ilaclarin %56,3Gn0n (472 ilag) yapilan cesitli
genotoksisite ve karsinojenite testlerinden en az birine pozitif cevap verdigi
belirtilmistir (Brambilla ve Martelli, 2009). Bu nedenle yeni ilag gruplarmin etkinlik ve
giivenlilik ac¢isindan titizlikle degerlendirilmesi ve insanlarda emniyetli kullanimi i¢in

toksisite testleri giderek daha biiyiik 6nem kazanmaktadir (Saygi, 2003).



Ozellikle son yillarda etki profilleri daha iyi olan yeni antibiyotik simiflar:
gelistirilmis olup, pek cogu cesitli infeksiyonlarin tedavisinde kullanilmak {izere onay
almistir. Fakat bu ilaglar pazara sunulduktan kisa siire sonra ciddi ve istenmeyen etkileri

nedeni ile piyasadan ¢ekilmek zorunda kalmistir (25.09.2010 http://antibiyotikler.com).

Yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalar ile antibiyotik olarak kullanilan bazi ilaglarin
sitotoksik ve genotoksik etkilerinin de olabilecegi gosterilmistir (Snyder ve Green,
2001; Snyder ve ark., 2006; Brambilla ve Martelli, 2009).

Doksisiklin bir¢ok hiicresel fonksiyonu etkilemesi ve olduk¢a genis bir etki
spektrumuna sahip olmasi nedeniyle arastirmacilar tarafindan birgok alanda
kullanilmaktadir. Ancak literatiirde doksisiklinin insan periferal lenfositleri iizerine
sitotoksik ve genotoksik etkisi ile ilgili ¢cok fazla caligma yoktur. Bu nedenle bu
caligmadaki amacimiz; yaygin bir sekilde kullanilan bir antibiyotik etken maddesi olan
doksisiklinin, insan lenfosit kiltlrlerinde in vitro sitotoksik etkisini mitotik indeks,
nukleer bolinme indeksi parametreleri ile, genotoksik etkisini ise mikronukleus testi ve
kromozom anormallikleri yontemleriyle arastirarak, bu ilacin insanda sitotoksik ve

genotoksik potansiyelinin bulunup bulunmadigini ortaya ¢ikarabilmektir.


http://antibiyotikler.com/

2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Antibiyotikler

Antibiyotikler, bazi bakteriler ve c¢ogunlukla mantarlar tarafindan iireme
ortamlarinda olusturulan ve diisik konsantrasyonlarda bile diger mikroorganizmalarin
iremelerinin engellenmesi ya da bu mikroorganizmalarm o6ldiiriilmesi amaciyla
kullanilan kemoterap6tik ajanlardir. Uzun yillardir enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilan antibiyotikler, bugiin i¢in en onemli ila¢ grubunu olusturmaktadir. Daha
onceden sadece mikroorganizmalar tarafindan {iretilebilen antibiyotiklerin cogu
gunumuzde sentetik ya da semisentetik yollarla da elde edilebilmektedir (Chrintensen,
1998; Bilgehan, 1994; Erdem 2004; Yalap, 2008; Akturk, 2009). Enfeksiyonun tedavi
edilmesi, enfeksiyon periyodunun kisaltilmasi, enfeksiyonun anatomik bosluklara
yaytlmmin ve sistemik bulgularm ortaya c¢ikmasinin Onlenmesi acisindan

antibiyotiklerin kullanimlar1 gereklidir (Abbott, 2000; Epstein ve ark., 2000).

2.1.1. Antibiyotiklerin Etki Gii¢lerine Gore Siniflandirilmalar:

Antibiyotikler, mikroorganizmalar zerindeki etki derecelerine gore iki gruba
ayrilirlar (Kayaalp, 1991; Akkan,1997; Akturk, 2009).

2.1.1.1. Bakteriostatikler: Bunlar bakteri hiicrelerinin gelismesini veya
uremesini  onlerler. Gelismesi ve tremesi duran bakteriler, viicudun savunma
mekanizmalar1 tarafindan kolaylikla yok edilirler. Amfenikoller, linkozamidler,
makrolidler, stlfonamidler ve tetrasiklinler bakteriostatik etkiye sahip antibiyotiklere
ornektir.

2.1.1.2. Bakterisidler: Bunlar  bakterileri dogrudan yok ederler.
Aminoglikozidler, Beta-laktamlar, florokinolonlar, penisilinler, polipeptidler,

sefalosporinler, ve basitrasin bakterisid etkiye sahip antibiyotiklere 6rnektir.

2.1.2. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalarina Gére Simflandiriimalarn

Antibiyotiklerin etkili olabilmeleri igin, bakteri hicresi igine girerek metabolize
veya inaktive olmadan bakterinin belli bir fonksiyonunu inhibe etmeleri gerekmektedir.
Antibiyotikler bu etkilerini belirli bir hedefi etkileyerek gosterirler. Antibiyotikler genel
olarak bes temel hedef lizerinden etki gostermektedirler:

1.Hiicre duvari sentezinin inhibisyonu (6rnegin; B-laktamlar ve glikopeptidler),



2.Hucre membranmin yap1 ve fonksiyonunun bozulmasi (6rnegin; polimiksinler),

3.Protein  sentezinin  inhibisyonu  (6rnegin;  aminoglikozidler, tetrasiklinler,

linkozamidler ve makrolidler),

4.Nkleik asit sentezinin inhibisyonu (6rnegin; kinolonlar, rifamisinler, aktinomisinler

ve mitomisinler),

5.Antimetabolik etki (6rnegin; silfonamidler) (Burns, 1995; Fraimow ve Abrutyn,

1995; Akkan,1997; Durupinar, 2001; Bastiirk, 2005; Gangle, 2005; Aktirk, 2009).
Tirkiye’de en sik kullanilan antibiyotikler penisillin (%45), sephalosporinler

(%20), makrolidler (%17.5), kinolonlar (%17) ve tetrasiklinler (%4)’dir (Karabay ve

Hosoglu, 2008; Yalap, 2008).

2.2. Tetrasiklinler

Bir grup antibiyotige verilen genel bir isim olan tetrasiklinler, yapica birbirine
cok benzeyen ve tetrasiklik bir bilesik olan naftasenkarboksamidden tiireyen genis
spektrumlu antibiyotiklerdir. Streptomyces aureofaciens’den 1948’de izole edilen
tetrasiklinler grubundan ilk antibiyotik olan klortetrasiklinin bulunmasindan sonra,
1953’de klortetrasiklinin dehalojenizasyonu ile tetrasiklinler izole edilerek tedaviye
sokulmustur. Diger Streptomyces tiirlerinden izolasyonla ya da yari sentetik yolla
degisik tetrasiklin tiirevleri elde edilmistir (Kayaalp, 2005; Unal, 2007).

Tetrasiklinler, insanlarda ve hayvanlarda, bakteriyel enfeksiyonlarin kontrol
edilmesinde ve gerektiginde koruyucu tedavide siklikla kullanilan bakteriyostatik
aktiviteli ve en genis antibakteriyel spektrumlu antibiyotiklerdir. Gram pozitif, gram
negatif, aerobik, anaerobik bakterilere, spiroketlere, mikoplazma, klamidya, brusella,
leptospira, riketsiya ve bazi protozoolara etkilidirler. Ayrica toplanmig meyve ve
sebzelerin korunmasinda da uygulamalari bulunmaktadir (Hallworth, 1993; Kayaalp,
2005; Blanchflower ve ark., 1997; Posyniak ve ark., 1998; Hernandez ve ark., 2003;
Erdem, 2004; Unal, 2007; Tuygun, 2008 ).

2.2.1. Tetrasiklinlerin Simiflandirilmalar
Tetrasiklinler bugiin bir grup antibiyotige verilen genel bir isimdir. Dort halkali
hidronaftasen ¢ekirdegine eklenen yan gruplarin olusturdugu degisik farmakolojik

ozelliklerine gore ii¢ gruba ayrilirlar:



1. Kisa Siire Etkili Tetrasiklinler:
a. Klortetrasiklin
b. Tetrasiklin
c. Oksitetrasiklin
2. Orta Sure Etkili Tetrasiklinler:
a. Dimetilklortetrasiklin (Demeklosiklin)
b. Metasiklin
3. Uzun Sare Etkili Tetrasiklinler:
a. Doksisiklin
b. Minosiklin
Tedavi dozlarinda bakteriyostatik olan bu antibiyotiklerin, antimikrobiyal
spektrumlar: benzerdir (Akkan,1997, Kayaalp, 2005; Tuygun, 2008).

2.2.2. Tetrasiklinlerin Etki Mekanizmasi

Tetrasiklinler bakteri ceperinden porinlerden pasif diflizyon yoluyla, sitoplazmik
zardan ise aktif transport yoluyla gecerler. Hiicre ig¢inde birikerek etkili yogunluga
ulagirlar. Tetrasiklinler bakteriyostatik etkili maddelerdir. Bakteriyostatik etkilerini
bakteri hicresindeki ribozomlarm 30 S alt {initelerine geri doniisiimlii olarak
baglanarak, MRNA-ribozom kompleksinin akseptor bdolgesine aminoasil transfer
RNA’nin baglanmasini bloke ederek ve peptid zincirine aminoasit eklenmesini
olanaksiz duruma getirerek gosterirler. Tetrasiklinler protein sentezini inhibe eden
antibiyotikler icinde en az segici olan gruptur (Bendeck ve ark., 2002; Kayaalp, 2005;
Unal, 2007; Tuygun, 2008). Memeli hiicresinde de dzellikle mitokondrial ribozomlarda
protein sentezini engelleyebilen tetrasiklinler igin bu olay toksik smirlarda degildir
(Kayaalp, 2005; Tuygun, 2008).

2.3. Doksisiklin

Doksisiklin; bakteriyostatik  etkili  olup, antimikrobiyal  etkisini
mikroorganizmalarin protein sentezini inhibe etmek suretiyle gosterir. Pek ¢ok gram-
pozitif ve gram-negatif mikroorganizmalara karsi genis spektrumlu antimikrobial
aktiviteye sahip, yar1 sentetik, uzun etkili, ikinci jenerasyon tetrasiklin grubu bir
antibiyotiktir. Oksitetrasiklinden sentetik olarak tiiretilmistir ve genellikle monohidrat



ve hiklat formu olmak Uzere iki kimyasal formiil halinde kullanilmaktadir (Saivin ve
Houin,1988; Joshi ve Miller, 1997; Nelson, 1998; Ozdemir, 2007).

Doksisiklin, duyarli mikroorganizmalarm etken oldugu {irogenital sistem,
solunum sistemi, gastrointestinal sistem, deri ve yumusak doku, dental, kemik ve eklem,
oftalmik, akne, belsoguklugu, rosacea ve riketsiyal enfeksiyonlar gibi ¢ok c¢esitli
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir (Saivin ve Houin, 1988; Joshi ve Miller, 1997;
Dimitrijevic ve ark., 2006). Doksisiklin, tetrasiklinler igerisinde yagda en fazla ¢6ziinen
yapida olmasi, giinde iki doz kullanim kolayligi, kan-beyin bariyerini en iyi gegebilen
tetrasiklin grubu olmasi ve 10kositler icine daha fazla niifuz edebilmesi gibi o6zellikleri
sayesinde siklikla tercih edilen bir antibiyotiktir (Gotuzzo ve Cellillo, 1992; Altay
2008).

Son yillarda tetrasiklin grubu bir antibiyotik olan doksisiklinin sadece
antimikrobiyal etkisinin olmadigi, bunun yaninda antiinflamatuvar ve bazi biyolojik
ozellikleri oldugu da ortaya konmustur. Doksisiklinin antibiyotik etkisinin yaninda
antiinflamatuar etkisinin oldugu goésteren ¢aligmalarin artmasinin ardindan, es zamanl
yapilan bir¢cok ¢alismada, doksisiklinin; 6nemli bir inflamasyon medyatorii oldugu, yara
iyilesmesi tizerine etkili oldugu, 16kosit akigmni azaltarak doku hasarmi azalttigi, aortik
anevrizma, periodontal hastallk ve artritte doku yikimini azalttigi, matriks
metalloproteinazlar1 inhibe ettigi, hiicrelerin proliferasyonunu 6nledigi ve apoptozisi
indiikledigi, tliimor kaynakli angiogenezisi onledigi, polimorfik nétrofillerden oksijen
radikal salinimini baskiladigi da vurgulanmistir. Deneysel ve klinik ¢aligmalar
doksisiklinin romatoid artrit ve diger inflamatuar hastaliklarin tedavisinde yararlh
olabilecegini ve doksisiklinin submikrobiyal dozlarda kullanimu ile reperfiizyon hasarini
azaltic1 etkiye sahip olabilecegini gostermistir (Greenwald ve ark., 1987; Fife ve Sledge,
1995; Rose ve ark., 1997; Curci ve ark., 1998; Golub ve ark., 1998; Nelson, 1998;
TeKoppele ve ark., 1998; Nagase ve Woessner, 1999; Bettany ve ark., 2000; Bazerra ve
ark., 2002; Bendeck ve ark., 2002; Iwasaki ve ark., 2002; Visse ve Nagase, 2003;
Konukoglu ve Turhan, 2005; Ozdemir, 2007).



2.3.1. Doksisiklinin Farmakokinetik Ozellikleri

2.3.1.1. Absorbsiyon ve Biyoyararlanim

Tetrasiklinler icinde en iyi emilime sahip olan antibiyotik doksisiklindir.
Erigkinler i¢in gilinliik doz, 12 saatte bir 100 mg olmak tizere 200 mg’dir. Oral
uygulamadan sonra hemen hemen timuyle absorbe edilir. Oral verilislerinden sonra
sindirim kanalindan genellikle %90-100 oraninda bir absorbsiyona ugrar ve
biyoyararlilig1 %90-%100 arasinda degisir. Sindirim kanalindan baslica absorbe oldugu
yerler, mide ve ince barsaklardir. Doksisiklinin emilimi mide igeriginden etkilenmez,
absorbsiyonu en iyi oniki parmak barsaginda gerceklesir ve %93-95 oraninda absorbe
olur (Campistron ve ark., 1986; Saivin ve Houin, 1988; Jack, 1992; Agwuh ve
MacGowan, 2006; Brunton ve ark., 2006; Jantratid ve ark., 2010).

Diger tetrasiklinlerin aksine, giinlik alman besinlerin doksisiklinin ortalama
plazma konsantrasyonu ve zamanini hafif¢ce azaltmalarma ragmen, ¢ok da fazla
etkilemedikleri belirlenmistir. Fakat siit ve yogurt gibi besinler, antasidler ve antiemetik
ilaglardaki aliminyum, kalsiyum, magnezyum, demir ve c¢inko gibi metaller
doksisiklinin absorpsiyonunu az da olsa olumsuz yonde etkilediklerinden, doksisiklin
ile birlikte kullanilmamalari tavsiye edilmektedir (Campistron ve ark., 1986; Kshirsagar
ve Ankalesaria, 1987; Saivin ve Houin, 1988; Nguyen ve ark., 1989; Agwuh ve
MacGowan, 2006; Jantratid ve ark., 2010). Ayrica doksisiklini de kapsayan tim
tetrasiklin antibiyotiklerinin, 8 yas alt1 ¢ocuklarda, hamilelikte ve emzirme siiresince

kullanilmasi 6nerilmemektedir (Dimitrijevic ve ark., 2006).

2.3.1.2. Dagihm

Doksisiklin lipofilik bir tetrasiklin olup, tum viucut dokulari ve sivilarina
dagilimlart iyidir. Ayrica lipofilik olmasi, bakterilerin ¢ift kath tabakasindan kolaylikla
gecmesini ve daha kisa siirede etkili olmasini saglar. Doksisiklin; karaciger, bobrekler
ve sindirim sistemi organlar1 basta olmak iizere, etkili bir sekilde tiim viicuda dagilir.
Absorbsiyonunu takiben konsantrasyonunun en yiiksek oldugu organlar; karaciger,
bobrekler ve sindirim sistemi ile ilgili alanlardw. Fakat diger tetrasiklinler gibi
doksisiklin de, kemik olusumunu saglayan bolgelerde tutulabilir ve dis gelisiminde
kalsifikasyonlar1 bozabilir. Hizla emildigi i¢in uygulandiktan yaklasik 15 dakika sonra
kana gectigi belirlenmistir (Saux ve ark., 1981). Yaklasik 2-3 saat igcinde zirve serum



degerlerine ulasir ve 24 saat siireyle serumda terap6tik etkinligi olan konsantrasyonlarda
bulunur. Maksimum plazma konsantrasyonu doza bagli olarak degisir, fakat 200 mg.’lik
oral uygulamadan 2-3.5 saat sonra plazmadaki en yiiksek degerinin yaklasik 2.6 mg/ml
oldugu belirtilmistir. Serum yar1 dmrii 18-22 saat arasindadir. Doksisiklini baglayan
plazma proteinlerinin oranit %80 ile %95 oraninda degismektedir ve bu oran, diger
tetrasiklinlere gore oldukca ylksektir (Saivin ve Houin, 1988; Agwuh ve MacGowan,
2006; Jantratid ve ark., 2010).

2.3.1.3. Metabolizmasi ve Atilimi

Insanda doksisiklin karacigerde metabolize olur, fakat cok Gnemli
metabolitlerinin olmadig1 belirtilmistir. idrar ve fegesle viicuttan uzaklastirilir. Viicuttan
atilm siiresi 12 saat ile 25 saat arasinda degisir. Baglica eliminasyon yollar
bobreklerdir. Normal bobrek fonksiyonlarma sahip insanlarda idrar yoluyla 72 saatte
%40" atilir. Geriye kalan miktari, kismen safra kesesi yoluyla, kismen intestinal kanal
boyunca difiizyonla ve kismen de Ca ve Mg gibi metal iyonlar1 ile selasyon yoluyla
sindirim kanali ve fecesle viicuttan uzaklastirilir (Saivin ve Houin, 1988; Nguyen ve
ark., 1989; Agwuh ve MacGowan, 2006; Gschwend ve ark., 2007; Jantratid ve ark.,
2010).

2.4. Genetik Toksikoloji

Genetik toksikoloji; organizmanin normal biyolojik isleyisi sirasinda veya
kimyasal, fiziksel ve biyolojik etkenlere bagli olarak hiicrelerin kromozom ve DNA
molekiillerinde meydana gelen degisiklikleri (DNA kiriklarmi, gen mutasyonlarmi,
kromozom anormalliklerini, klastojenite ve antploidi gibi) inceleyen bir bilimdir.
Ozellikle yeni bilesiklerin ve ilaglarmn toksikolojik agidan degerlendirilmesinde 6nemli
bir yere sahiptir (Young, 2002; Mortelmans ve Rupa, 2004; Zeiger, 2004; Ustiin, 2007).

Son yillarda gelisen teknoloji ile birlikte siirekli yeni kimyasallar, ilaglar, gida
katki maddeleri ve tarmm ilaglar1 firetilerek piyasaya siiriilmektedir. Bu durum,
insanlarin giinlik yasamlarinda, dogal maddelerin yerini alan, biyolojik etkileri tam
olarak bilinmeyen ve kullanimlar1 her gegen giin hizla artan bu yeni kimyasal maddelere
maruz kalmalarina yol agmistir. Bu maddelerin pek ¢ogu beraberinde istenmeyen yan
etkiler ve saglik problemleri ortaya ¢ikarmistir. Hatta bu maddeler canlilarin genetik

yapisinda mutasyon olusumuna yol agarak mutajenik, karsinojenik ve teratojenik
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etkilere neden olabilmekte, kanser olusumu ve Oliimler ortaya ¢ikarabilmektedir. Bu
durum kimyasal maddelerin karsinojenik ya da mutajenik potansiyelleri yonunden test
edilmeleri geregini ortaya ¢ikardigi i¢in genetik toksikolojinin énemini her gecen glin
artirmigtir (Purchase ve ark., 1978; Stich ve Dunn, 1986; Choy, 2001).

Kimyasal maddelerin mutajenik etkileri ile karsinojenik potansiyelleri arasinda
oldukca kuvvetli bir iligki bulunmaktadir. Ciinkii mutajenik olan birgok maddenin ayni
zamanda karsinojenik oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle genotoksisite testleri, pek ¢cok
kurum ve kurulug tarafindan kimyasal maddelerin karsinojenik risklerinin
arastirilmasinda biyogdsterge testleri olarak kullanilmaktadir (Purchase ve ark., 1978;
Choy, 2001; Zeiger, 2004; Vural, 2005; Ustiin, 2007).

2.4.1. Genetik Toksikoloji Testleri

Genetik toksikoloji testleri, ¢esitli mekanizmalarla direkt veya indirekt olarak
genetik materyalde hasara neden olan bilesikleri saptamak amaciyla gelistirilmis in vitro
ve in vivo testlerden olusurlar. Mutajenik ve genotoksik olan maddelerin karsinojenik
potansiyellerini 0Olgebilmek icin birgok in vivo ve in vitro genotoksisite testi
gelistirilmistir. Bu testler, baslica kanser arastirmalarinda, g¢evresel etkenlerin ve
endiistriyel kimyasallarm etkilerinin arastirilmasinda, ilaglarin piyasaya siiriilmeden
once toksik etkilerinin ve bu sayede gilivenilirliklerinin arastirilmasinda yaygm olarak
kullanilmaktadir (Choy, 2001; Bedir ve ark., 2004; Zeiger, 2004; Ustiin, 2007).

Genotoksik hasar 6l¢lilmesi ve bu sayede kimyasal maddelerin mutajenik ve
karsinojenik potansiyeleri arasinda iliski kurulmasini saglayan ve en yaygm olarak
kullanilan in vitro genotoksisite testleri; Salmonella / mikrozom (Ames) testi,
kromozom anormallikleri (KA) testi, mikronukleus (MN) testi, kardes kromatid
degisimi (KKD) testi, fare lenfoma testi ve comet testidir. Calismamizda bu testlerden
in vitro kromozom anormallikleri ve mikronukleus testleri kullanildigi i¢in, bu testler

hakkinda kisa bilgiler verilecektir.

2.4.1.1. In vitro Kromozom Anormallikleri (KA) Testi

In vitro kromozom anormallikleri (KA) testi, genotoksik ajanlarin olusturdugu
hasarin kromozom diizeyinde tespit edilmesini saglayan ve bu ajanlar tarafindan
indiiklenen yapisal ve sayisal kromozom anormalliklerinin belirlemesinde siklikla
kullanilan en hassas yontemlerden biridir. Genotoksisiteye yol agcan madde veya

maddelerin insanlarda meydana getirebilecegi hasarlar1 gdsterebilmesi agisindan, bu test
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icin genellikle periferal kan lenfosit hiicre kiiltiirlerinin kullanilmaktadir. KA olusum
mekanizmas1 farkli dokularda benzer oldugundan, lenfositlerdeki anormallik
seviyesinin kansere egilimli dokulardaki anormallik seviyesini ve kanser riskini
onceden gosterebilecegi belirilmistir (Savage, 1993; Anderson, 1988; Carrano ve
Natarajan, 1988; Albertini ve ark., 2000; Norppa ve ark, 2006; Yavuz Kocaman, 2007).

In vitro KA testinde, periferal kan lenfositleri, hicrelerin mitoz bélinme
gecgirmesini saglayan kromozom medyumlarinda inkiibasyona birakilir.  Kulturlere
birakilan hiicreler inkiibasyonun belirli zamanlarinda kimyasal ajan veya ajanlara maruz
birakilir. Klltur siiresi tamamlanmasina 2 saat kala, tubilin polimerizasyon inhibitori
olan ve hiicre boliinmesini metafaz agamasinda durduran kolsisin uygulanir. Kiiltiirii
yapilan hiicrelerden daha Onceden belirlenmis protokollere uygun olarak metafaz
kromozom preparatlar1 hazirlanir ve mikroskop altinda yapisal ve sayisal kromozom

anormallikleri agisindan incelenir (EPA, 1998; Choy, 2001).

2.4.1.2. In vitro Mikronukleus (MN) Testi

Mikronukleus hiicrenin mitoz bdliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas gekirdege
dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan koken alan ve
tim kromozomlar ya da kromatidlerin anafazda geri kalmasindan dolay1 telofazda
olusan kardes niikleusun digsinda rastlanan olusumlardir. MN’lar hem kromozom
kirilmast hem de kromozom kaybmin uygun ve giivenilir dl¢iimiinii saglamaktadir.
Hiicrelerde MN sayisinda artis saptanmasi somatik hiicrelerdeki genomik kararsizligin
ve dolayisiyla kanserin gostergesidir (Vanparys ve ark., 1990; Surrallés ve ark., 1995;
Cheng ve ark., 1996; Duffaud ve ark., 1997; Kirsch-Volders ve ark., 1997; Fenech
2000; Choy, 2001; Demirel ve Zamani, 2002).

MN testi, cesitli bilesikler tarafindan olusturulan kromozomal hasarlarin
degerlendirilmesinde yaygim olarak kullanilan standart genotoksisite testlerinden biridir.
Kromozom analizine gore kolay uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmasi ve
istatistiksel yonden daha anlamli sonuglar elde edilmesi gibi avantajlara sahip
olmasindan dolay1 olduk¢a yaygin bir kullanima sahiptir (Schmid, 1975; Garewal ve
ark., 1993; Stopper ve Miler, 1997; Fenech, 2000; Krishna ve Hayashi, 2000; Widel ve
ark, 2001; Demirel ve Zamani, 2002). Fenech ve Morley (1986) tarafindan, kuf
mantarlarinin metabolitlerinden olan Sitokalasin-B (Cyt-B) ile mitoz gegiren huicrelerde

sitokinezi durdurma esasina dayanarak ve bir hiicre siklusunu tamamlayan hiicrelerin
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binliklear hiicrelerin elde edilmesine olanak saglayan modifiye bir teknigin
gelistirilmesi sayesinde, bazi kinetik problemler ortadan kalkmis ve in vitro MN
tekniginin uygulanmasindaki giivenilirlik artmistir (Fenech, 2000; Aardema ve Kirsch-
Volders, 2001; Choy, 2001; Demirel ve Zamani, 2002).

In vitro MN testinde, periferal kan lenfositleri, hicrelerin mitoz bdlinme
gecirmesini saglayan hiicre kiltlri ortamlarinda inkiibasyona birakilir ve kiiltiirler
belirlenen zamanlarinda kimyasal ajan veya ajanlara maruz brrakilir. Kiltiiriin yaklagik
44. saatinde sitokinezi engelleyerek bintikleer hiicre elde etmek amaciyla kiiltiirlere Cyt-
B eklenir. inkiibasyon siiresi tamamlandiginda kiiltiirler protokollere uygun sekilde
hasat edilir ve preparatlar hazirlanir. Preparatlardaki mikroniikleus tasiyan binukleer

hiicreler mikroskop altinda incelenir (OECD, 2006).

2.5. Tetrasiklinler ile Yapilan Genotoksisite Calismalarn

Literatiir taramast sonucunda tetrasiklinler grubundaki antibiyotiklerden;
tetrasiklin, oksitetrasiklin ve doksisikline ait genotoksisite ya da mutajenite arastirmalari
elde edilebilmistir.

Tsutsui ve ark. (1976) tetrasiklinin fare meme karsinom FM3A hiicre serisinde
klastojenik ve mutajenik etki gosterdigini tespit etmislerdir. Zeiger ve Haworth (1985)
tetrasiklinin mutajenitesinin Ames testi ile arastirilmasi sonucu, bu ilacin mutajenik
etkiye sahip olmadigini belirtmiglerdir. Suzuki (1987) Suriye hamster embriyo
hicrelerinde morfolojik transformasyon ve programsiz DNA sentezine yol agmadigini
belirtmiglerdir. Anderson ve ark. (1990) tetrasiklinin, Cin hamster ovaryum
hiicrelerinde KA ve kardes kromatid degisimi frekansini arttirmadigini bulmuslardir.
Myhr ve ark. (1990) tetrasiklinin fare lenfoma testi sonucu siipheli sonuglar verdigini
bildirmiglerdir. Foureman ve ark. (1994) tetrasikline maruz birakilan erkek Drosophila
melanogaster bireylerinde cinsiyete bagli resesif letal mutasyonlarm olusumunun
gozlenmedigini ifade etmislerdir. Hagiwara ve ark. (2006) 60, 200, 600 uM dozlarinda
tetrasiklinin Suriye hamster embriyo hiicrelerine uygulanmasi sonucu doz artisia bagli
olarak MlI’de azalma ve KA’nde artma goriilmesine ragmen, bu degisimlerin
istatistiksel olarak anlamli olmadigint belirtmislerdir. Ayn1 ¢alismada ayn1 dozlardaki
tetrasiklinin klastojenik etkisinin bulunup bulunmadig1 eksogenus metabolik aktivasyon
varliginda ayni1 hiicreler iizerinde test edilmis ve benzer sekilde MI ve KA’ ’nde meydana

gelen degisimler istatistiksel olarak Onemli bulunmamistir. Celik ve Eke (2011)
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tetrasikilinin 0.1, 0.5, 1, 1.5, 2 pg/ml konsantrasyonlarindaki dozlarinin insan periferal
lenfositlerine uygulanmasi sonucu, negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda
tetrasiklinin, doz artigina bagli olarak istatistiksel olarak anlamli bir sekilde MI, NBI ve
Proliferasyon indeksini (Pl) diisiirdiigiinii ve kardes kromatid degisimi frekansini
arttirdig tespit etmislerdir. Arastiricilar bu sonuglara dayanarak tetrasiklinin in vitro
kosullarda insan periferal lenfositlerinde sitostatik, sitotoksik ve genotoksik etki
gosterdigini belirtmislerdir.

Blitek ve ark. (1983) fare kemik iligi hiicrelerinde oksitetrasiklinin
klastojenitesini arastrmuglar ve kemik iligindeki polikromatik eritrositlerdeki MN
sikliginin 6nemli 6lgiide arttigimi bulmuslardir. Oksitetrasiklinin Ames testi sonucu
mutajenik olmadigi (Andrews ve ark., 1980; Mortelmans ve ark., 1986), Cin hamster
ovaryum hiicrelerinde KA ve kardes kromatid degisimi olusumunu arttirmadigi
(Anderson ve ark., 1990), Drosophila melanogaster bireylerinde cinsiyete baglh resesif
letal mutasyonlarin olusumuna yol agmadigr belirtilmistir (Foureman ve ark., 1994).
Fakat L5178Y fare lenfoma hucrelerinde mutasyon olusumunu artirdigi tespit
edilmistir(Myhr ve ark., 1990; McGregor ve ark., 1991). Oksitetrasiklinin 0.05, 0.50,
4.96, 49.6 ve 496 pg/ml konsantrasyonlardaki genetoksik etkisi Cin hamster V79
hlcrelerinde foto-MN testi ile arastirilmis ve oksitetrasiklinin UV ile indiklenmis MN
frekansin1 artrmadig1 ve proliferasyon indeksini diigiirmedigi, yani fotositotoksik ve
fotogenotoksik etki gostermedigi belirtilmistir (Kersten ve ark., 1999). 0.3125 ile 100
mg/L arasindaki konsantrasyonlarda oksitetrasiklinin genotoksik etkisinin Ames testi ile
arastirildig1 bir ¢aligmada, test edilen tiim oksitetrasiklin dozlarinda oksitetrasiklinin
mutajenik olmadigi rapor edilmistir (Isidori ve ark., 2005).

DOX’in insandaki genotoksisitesiyle ilgili bilgi iceren ¢ok fazla sayida ¢alisma
bulunmamaktadir. Genotoksisite ¢alismalar1 ¢ogunlukla ilacin sponsor firmasinin
yaptig1 caligmalarla smirlt olup, literatiirde de genellikle EMEA, FDA ve PDR’nin
yaymlanmamig raporlar1 refere edilmektedir. EMEA’nin raporlarina gore DOX’in
genotoksik potansiyele sahip olmadigi belirtilmistir (EMEA, 1997). Cin hamster
ovaryum hiicrelerinde metabolik aktivasyon varliginda ve yoklugunda 350 pg/ml
konsantrasyona kadar denenen dozlardaki DOX’in KA’ne yol agip agmadig1 incelenmis
ve DOX’in KA bakimindan doza bagli olmayan artislar gosterdigi tespit edilmistir.
Calismanin sonucunda DOX’in zayif klastojenik etki gosterdigi belirtilmistir. 15 disi ve
15 erkek CD-1 farelerinde 500, 800 ve 1250 mg/kg dozlarmdaki DOX’in, kemik iligi
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polikromatik eritrositlerindeki MN olusumunun incelendigi baska bir ¢aligmada, test
edilen dozlardaki DOX’in MN frekansimni istatistiksel olarak 6nemli olacak kadar
artirmadig1 ve bu nedenle DOX’in test edilen dozlarda genotoksik ve/veya klastojenik
etki gostermedigi belirlenmistir (FDA, 1997; PDR, 2005). DOX’in 0.05, 0.46, 4.62,
46.2 ve 462 pg/ml konsantrasyonlarinin Cin hamster V79 hicrelerine uygulanarak
genetoksik etkisinin foto-MN testi ile arastirildigi bir ¢aligmada, DOX’in, UV ile
indliklenmis MN frekansmi artirmadigi, fakat UV varliginda proliferasyon indeksini
diistirdiigii belirtilmistir (Kersten ve ark., 1999). Bu sonuglara dayanarak arastiricilar
DOX’in fotogenotoksik olmadigi, fakat fotositotoksik oldugu sonucuna varmiglardir.
DOX’in prostat, gogiis, bobrek ve kemikte olusan gesitli tiimor hiicreleri i¢in sitostatik
ve sitotoksik etkisinin oldugu bildirilmistir (Saikali ve Singh, 2003). 75 ve 100 mg
DOX dozlarinin in vitro Cin hamster akciger hiicrelerinde fare lenfoma testi sonucu
genotoksik etki bakimindan pozitif sonuglar verdigi ifade edilmistir (FDA, 2004). Deri
yoluyla 40, 80 ve 160 mg/kg DOX’in verildigi farelerde; bu ilacin kan, karaciger,
akciger, bobrek, dalak ve kalp iizerindeki genotoksik etkilerinin Comet testi ile
arastirildigt bir ¢alismada, tiim dokularda DOX dozunun artisina bagli olarak DNA
hasarmin arttig1 ve 6zellikle yiiksek dozlarda DOX’in genotoksik oldugu bildirilmistir
(Arshad ve ark., 2005). Genital Chlamydia trachomatis enfeksiyon tanis1 konmus 38
bayan hastada DOX kullanimmnin periferal lenfositler tizerindeki genotoksik etkisi
sitokinezi bloklanmig MN yontemi kullanilarak incelenmistir. Tedavi amaciyla hastalar
10 gln boyunca gunluk 200 mg, daha sonraki 10 ginlik periyotta ise ginlik 100 mg
DOX’i oral yolla kullanmiglardir. DOX tedavisinden once ve tedavi tamamlandiktan 6-
8 glin sonra hastalardan kan oOrnekleri almarak periferal lenfositlerdeki MN siklig1
belirlenmistir. 20 gilinliik DOX kullanimi sonucu BN hiicrelerde gozlenen MN
frekansinin, tedaviden once belirlenen MN frekansina goére Onemli Olgiide artig

gOsterdigi belirlenmistir (Dimitrijevic ve ark., 2006).



15

3. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢aligmada test maddesi olarak doksisiklin ve materyal olarak sigara icmeyen,
gecirilmis herhangi bir ciddi hastaligi olmayan, rutin bir sekilde herhangi bir ilag
kullanmayan ve 20-24 yaslar1 arasinda olan saglikli iki erkek ve iki bayandan alinan
periferik kanlar kullanilmistir. Calismamizin yapilabilmesi amaciyla Samsun Klinik
Arastrmalar Etik Kurulu’'ndan 10.11.2009 tarihinde 121 sayr numarasi ile izin

alimmustir.
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar
3.1.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

3.1.1.1. Doksisiklin (Doksisiklin hiklat)

Bu ¢alismada test maddesi olarak kullandigimiz doksisiklin hiklat (Sigma), genis
spektrumlu bir tetrasiklin antibiyotigidir.

Sinonimleri: Doksisiklin hidroklorid, Doksisiklin monohidrat, Doksitetrasiklin,
Doksisiklin hidroklorid hemietanolat hemihidrat.

Ticari Adlari: Adoxa, Alodox, Atridox, Avidoxy, Doksin, Doryx, Doxoral,
Doxyhexal, Doxylin, Microdox, Monodox, Oracea, Oraxyl, Periostat, Tetradox,
Vibramycin, Vibra-Tabs, Vibrox.

Kimyasal Adi: Doxycycline hyclate (DOX), (4S,4aR,5S, 5aR,6R,12aS)-4-
(dimethylamino)-3,5,10,12,12a-penta hydroxy-6-methyl-1,11-dioxo-1,4,4a,5,5a,6, 11,
12a-octahydrotetracene-2-carboxamide mono hydro chloride, compound with ethyl
alcohol (2:1), monohydrate.

CAS no: 24390-14-5

Molekiil Agirhg: 512.94 g/mol

Saflik diizeyi: >%98

Erime Sicakhgi: 201°C

Kapah Formiilii: C,H24N20g - HCI - %2 H,0 - % C;HgOH
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Acik Formiilii:
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ch’ CH,

3.1.1.2. Kromozom Medyumu

Hicre kilturleri igin Biological Industries firmasmin trettigi RPMI 1640 (01-
106-1) medyumu kullanilmistir. RPMI 1640 Medyumu’nun 100 ml’ sine asagidaki
bilesikler belirtilen miktarlarda eklenmistir.

RPMI 1640 (Biological INdUSLIIES) .........ioiiiiiiieie e 100 ml
Fetal Bovine Serum (Biological INdUSLIIES) ......cceeveririiiiiiieneee e 20 ml
Penicillin/Streptomycin/Amphotericin (PSA) (Biological Industries) ............cceeee. 1ml
Phytohemaglutinin M (PHA-M) (Biological INdUStries) ........ccccccooevvinninienennnnnes 1.2 ml
L-Glutamin (Merck) .......c.uoeeiiiiiiie e e e e e e e 2 M

Bu karigimdan steril olan her bir kiiltiir tiipiine 2.5 ml konulmustur ve hiicre

kiiltiirlerinde kullanilmistir.

3.1.1.3. Mitomisin C (Mitomycin C, MMC)

Bu ¢alismada Mitomisin C pozitif kontrol olarak kullanilmigtir ve Serva
firmasindan saglanmistir.

Kimyasal adi: Mitomisin C

Molekiil agirhgi: 334.327 g/mol

Erime noktasi: 360°C

CAS No: 50-07-7

Saflik diizeyi: %99

Kapah formiilii: C15H1sN4Os
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3.1.1.4. Sitokalasin B (Cytochalasin B)

Mikronukleus testinde, hicrelerin sitokinezini engellemek ve iki nukleuslu
hiicreler olusturmak amaciyla kullanilmistir ve Sigma’dan saglanmustur.

Kimyasal adi: Sitokalasin B

Molekiil agirhgi: 479.61 g/mol

Saflik diizeyi: > %98

CAS No: 14930-96-2

Kapah formiilii: C29H37NOs

3.1.1.5. Kolsemid (Colcemid)

Kiiltiiri yapilan hiicreleri metafaz sathasinda durdurmak i¢in kullanilmistir ve
Biological Industries firmasindan saglanmistir. Kolsemid (Kolsisin) eriyigi kromozom
medyumunun her ml’sinde 0.06 pg olacak sekilde (0.06 pg/ml) kromozom medyumuna
ilave edilmistir.

Kimyasal adi: Kolsemid, N-Deasetil-N-metil kolsisin

Cat. No: 12-004-1

Molekiil agirhgr: 399.4

Kapah formiilii: C22H25sNOg

3.1.1.6. Hipotonik Eriyik

Hipotonik eriyik olarak %0,4’liik KCl (Merck) kullanilmistir. Uygulamadan
yaklasik bir giin once bidistile su iginde hazirlanan hipotonik eriyik, preparasyonlardan
once 37°C’deki inkiibatorde 1sitilarak kullanilmistir.

3.1.1.7. Fiksatif

KA deneylerinde 1 hacim asetik asit’in (Sigma) 3 hacim metanol (Sigma) ile
karistirilmast sonucu hazirlanan fiksatif kullanilmigtir. MN deneylerinde birinci fiksatif;
1 hacim glasiyal asetik asit, 5 hacim metanol ve 6 hacim %0.9 NaCl (1/5/6 glasiyal
asetik asit/metanol/%0.9’luk NaCI) karistirilarak hazirlanirken, ikinei fiksatif 1 hacim
glasiyal asetik asit ve 5 hacim metanol’lin (1/5 glasiyal asetik asit/metanol)
karistirilmast ile elde edilmistir. Fiksatifler, taze hazirlanmistir ve buzdolabinda

saklanmistir.
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3.1.1.8. Sorensen Tamponu

Bu eriyik, iki stok ¢ozelti halinde hazirlanmistir ve bu ¢ozeltiler ¢alismanin
amacma uygun olarak pH=6.8 olacak sekilde birbirleriyle degisik miktarlarda

karistirilarak kullanilmastir.

Hazirlamis1
-11.88 gr. Na;HPO4 (Sigma) 1000 ml distile suda ¢éziinmiistiir.
-9.08 gr. KH2PO4 (Merck) 1000 ml distile suda ¢ozlinmiistiir.

KH,PO, ¢ozeltisi, NazHPO, ¢ozeltisinin iizerine ilave edilmistir.

3.1.1.9. Giemsa

Giemsa boyasit Merck firmasindan temin edilmis olup, % 5’lik Giemsa-Tampon
(Sorensen) boya eriyigi seklinde hazirlanmistir ve kromozomlart ve niikleuslari

boyamak i¢in kullanilmistir.

3.1.1.10. Entellan

Hazirlanan preparatlar1 daimi hale getirmek amaciyla lam ile lameli birbirlerine

yapistirmak i¢in kullanilmistir ve Merck’den temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

3.1.2.1. Hassas Terazi

Caliymamizda kullanilan kimyasallarin tartilmasi amaciyla, hava akimlarina
kars1 6zel cam paravanlarla korunan ve 0.0001 gr hassasiyetindeki Precisa marka terazi

kullanilmistir.

3.1.2.2. Biyoguvenlik Kabini

In vitro kromozom anormallikleri ve mikroniikleus testlerinin gesitli
basamaklarmin steril sartlarda gerceklesebilmesi i¢cin, ESCO marka Class-11

biyogiivenlik kabini kullanilmustir.

3.1.2.3. inkiibator

Hiicre kiiltiiriiniin yapilmasinda ve bazi eriyiklerin 1sitilmasinda Binder marka

inkiibator kullanilmistir.
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3.1.2.4. Santrifdj

Calismamizda kiiltiir tuplerindeki hucreleri ¢oktiirmek amaciyla Eppendorf

marka santrifij kullanilmistir.

3.1.2.5. Vorteks

Kdltdr tuplerini dairesel hareketler ile homojen bir sekilde karistirmak amaciyla

Velp marka vorteks kullanilmistir.

3.1.2.6. Mikroskop

Preparatlar1 incelemek amaciyla Leica marka 151k mikroskobu ve goriintii analiz

sistemi kullanilmistur.

3.2. Kromozom Anormalliklerini (KA) ve Mitotik indeksi (MI) Saptamak
Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmas1 ve

Boyanmasi

3.2.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Periferik kan Orneklerinden KA’ni saptamak amaciyla hiicre kiiltiiriiniin
yapilmasi ve preparatlarin hazirlanmasinda Evans (1984)’1n teknigi modifiye edilerek
kullanilmistir. Sigara icmeyen, gecirilmis herhangi bir ciddi hastaligi olmayan, rutin bir
sekilde herhangi bir ila¢ kullanmayan ve 20-24 yagslar1 arasinda saglikli iki erkek ve iki
bayandan 1/10 oraninda heparinize edilerek kan O6rnekleri alimmistir. Alman periferik
kan Ornekleri steril sartlarda icerisinde 2.5 ml’lik kromozom medyumu bulunan steril
tuplere 300 pl’lik konsantrasyonlarda ilave edilmistir ve hiicre kiiltiirii 37+1°C’de 72
saat icin inkiibe edilmek iizere inkiibatore yerlestirilmistir.

Calismamizda negatif kontrol, pozitif kontrol ve test maddemiz olan doksisikline
ait deney gruplar1 olusturulmustur. Negatif kontrol grubuna ait tuplere herhangi bir
madde eklenmeksizin inkiibasyona birakilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan
Mitomycin C, kaltur tiplerine 0.16 pg/ml olacak sekilde kllturlerin 24. saatinde ilave
edilmis ve kultirler 48 saat boyunca Mitomycin C ile muamele edilmistir. Test
maddemiz olan doksisiklin bidistile suda ¢oziilerek hazirlanmis ve kiiltiirlere 2, 4 ve 6
ug/ml’lik konsantrasyonlarda ilave edilmistir. Doksisiklin ile ilgili literattrde
sitotoksisite verisi olmadigi igin, doksisiklin konsantrasyonlarmin belirlenebilmesi igin

bir seri hiicre kiltiirii hazirlanmis ve bu kiiltiirlere 0-300 pg/ml arasindaki degisik
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dozlarda doksisiklin eklenerek sitotoksisiteyi belirleyebilmek amaciyla bir 6n ¢aligma
yapilmistir. Hiicre kiiltiirleri 48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda doksisiklin ile
muamale edilmis ve kultirlerden elde edilen preparatlar mitotik indeks bakimindan
incelenmistir. Doksisiklinin ¢aligilan konsantrasyonlarindan, 6 pg/ml dozun hicre
proliferasyonunda yani mitotik indekste yaklasik % 50 oraninda azalmaya neden
olmasindan dolay1 inhibitér konsantrasyon yani, IC50 degeri 6 pg/ml olarak
belirlenmistir. Bu nedenle ¢alismamizda en yiiksek doksisiklin dozu 6 pg/ml olarak
secilmistir. Ayrica, yapilan 6n ¢aligmada 6 pg/ml’den daha yiiksek dozlarda doz artisina
paralel olarak mitotik indeksin azaldig1 ve sitotoksisitenin 6nemli oranda artis gosterdigi
saptanmistir. Caligmamizda en diisiik doksisiklin dozu olarak IC50 degerinin 1/3’i olan
2 pg/ml’lik konsantrasyon ve en diisiik doz ile en yiiksek doz arasindaki 4 pug/ml’lik
konsantrasyon ise ara doz olarak kullanilmistir.

Tim tlplere kiltur suresinin bitiminden 2 saat 6nce (kdlturin 70. saatinde)
kolsisin eriyiginden 0.06 pg/ml olacak sekilde ilave edilmis ve hiicreler 2 saat siiresince
kolsisin ile muameleye birakilmistir. Kultlr stiresinin bitiminde tupler 1200 rpm’de 15
dk. santrifiij edilmis ve altta biriken hiicrelere zarar vermeden uUstte biriken siipernatant
su trompu yardimiyla atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden yaklagik 1 ml’lik
siv1 karistirildiktan sonra tiiplere, daha 6nceden 37°C’de 1sitilmis olan %0.4’lik KCI
hipotonik soliisyonundan yavas yavas damlalar halinde 10 ml. ilave edilmistir.
Hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tiipler, agz1 kapatilarak inkiibatore konulmustur
ve 37°C’de 20-30 dakika hipotonik eriyikle muamele edilmistir. Muamele siiresinin
sonunda tiipler 15 dk. 1200 rpm’de santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir.

Hiicrelerin fikse edilmesi i¢in tiiplere, 3:1 oraminda hazirlanan soguk tespit
(fiksatif) ¢Ozeltisi (metil alkol: glisial asetik asit), 10 ml olacak sekilde damlalar
halinde yavas yavas tlplere ilave edilmistir. Yaklasik 20 dakika oda sicakliginda fiksatif
ile muamele edilen hiicreler 1200 rpm’de 15 dk. santrifijlenmistir. Santrifiij sonrasi
stipernatant atilmig ve tuplere tekrar fiksatif ilave edilmistir. Tiipte kalan sivinin
tamamen berraklastig1 goriiliinceye kadar bu islem yaklasik 3 kez daha tekrarlanmigtir.
Son santriflij isleminden sonra tiiplerde yaklasik 1 ml siv1 kalacak sekilde slipernatant
atilarak isleme son verilmistir.

Tupteki siispansiyon pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale getirildikten

sonra, daha Onceden temizlenmis ve buzdolabinda saklanan soguk lamlar {izerine
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damlatilarak hiicrelerin lam tizerinde yayilmasi saglanmistir. Bu sekilde hazirlanan

preparatlar kurumak lzere oda sicakliginda 24 saat bekletilmistir.

3.2.2. Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Sorensen tamponu ile hazirlanmig olan % 5’lik Giemsa eriyigi filtre kagidi ile
dik bir saleye siiziilmiistiir ve preparatlar Giemsa-Tampon boya eriyiginde yaklasik 4-5
dakika boyanmustir. Preparatlar boyadan c¢ikarildiktan sonra farkli kaplardaki distile
sulardan gecirilerek fazla boyanin akmasi saglanmis ve preparatlar dik bir sekilde
kurumaya birakilmistir. Boyanan preparatlar en az 1 gece kurutulduktan sonra, entellan
yardimiyla kapatilarak daimi hale getirilmistir. Entellan kuruduktan sonra daimi

preparatlarda mikroskobik incelemeler yapilmistir.

3.2.3. Mitotik indeks (MI) ve Kromozom Anormalliklerinin (KA)

Saptanmasi

3.2.3.1. Mitotik Indeksin (MI) Saptanmasi

Test maddelerinin mitoz boliinme iizerindeki etkilerini saptamak amaci ile her
kisiye ait preparatlardan toplam 2000 bin hiicre incelenmis ve bunlar arasinda metafaz
devresinde olan hiicreler saptanarak kaydedilmistir. Her bir kisinin incelenen 2000
hiicresi i¢inde bdliinme halindeki hiicrelerin oran yiizde cinsinden hesaplanarak mitotik

indeks saptanmustir.

3.2.3.2. Kromozom Yapi1 ve Say1 Anormalliklerinin Saptanmasi

Kromozom anormalliklerinin belirlenmesi icin, her bir calisma grubu ve
konsantrasyon i¢in, her bir kisiden hazirlanan preparatlarda kromozomlari iyi dagilmis
100 metafaz plagi (4 kisiden toplam 400 hiicre) incelenerek normal (Sekil 3.1) ve
yapisal ve sayisal kromozom anormallikleri tasiyan metafaz plaklar1 tespit edilmistir.
Gozlenen kromozom yapi ve sayr anormallikleri Uluslararasi insan Sitogenetik
Adlandirma Sistemine (ISCN= International System for Human Cytogenetic
Nomenclature) uygun olarak degerlendirilmis ve adlandirilmistir (Paz-y-Mino ve ark.,
2002). Her bir muamele grubunda gozlenen kromozom anormallikleri tipleri ve sayilari,
toplam kromozom anormalligi ve kromozom anormallikleri igeren anormal hicre

yiizdesi hesaplanmustir.
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Mace ve ark. (1978) elektron mikroskobu caligmasi ile gap bdlgelerinde DNA
ipliginde kirik veya kiriklar olmadigini belirtmislerdir. Bu nedenle pek ¢ok calismada
gaplar kromozom anormalligi olarak degerlendirilmemektedir (Yavuz Kocaman ve
Topaktas, 2007) Benzer olarak bu calismada da gaplar, kromozom anormalligi olarak

degerlendirilmemistir.
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Sekil 3.1. Normal metafaz plagi (x1000)

3.3. Mikroniikleus (MN) Testi Icin Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi,

Preparatlarin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

3.3.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Calismamizda in vitro mikronukleus testinin uygulanmasinda Fenech (2000),
Rothfuss ve ark. (2000) ve Kirsch-Volders ve ark. (2003)’nin kullandiklar1 tekniklerden
yararlanilmigtir. Sigara igcmeyen, gecirilmis herhangi bir ciddi hastalif1 olmayan, rutin
bir sekilde herhangi bir ila¢ kullanmayan ve 20-24 yaslar1 arasinda olan saglikli iki
erkek ve iki bayandan 1/10 oraninda heparinize edilerek kan alinmistir. Igerisinde 2.5
ml’lik kromozom medyumu bulunan steril tiiplere, alinan periferik kan 6rneklerinden
300 pl steril sartlarda ekilmistir ve hiicre kiiltiirti 37+1°C’de 68 saat i¢in inklbasyona
birakilmistir.

Mikrontikleus testi igin negatif kontrol, pozitif kontrol ve doksisiklinin gruplar1

bulunmaktadir ve bu gruplara uygulanan tiim test maddeleri, kromozom anormallikleri
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testinde uygulanan konsantrasyon ve muamele surelerindeki gibi kullanilmistir. Yani
mikronukleus testi icin de hazirlanan kiiltiirler; herhangi bir maddenin ilave edilmedigi
bir negatif kontrol grubu, Mitomycin C’nin kullanildig1 pozitif kontrol grubu ve test
maddemiz olan doksisiklinin bidistile suda ¢0zulerek hazirlandig: 2, 4 ve 6 pg/ml’lik
konsantrasyonlarinin 48 saat boyunca muamelelerinin yapildigi deney gruplarindan
olusmaktadir.

Sitokinezi engelleyerek iki nikleuslu hlcre olusumunu saglamak igin kiiltiir
stiresinin bitimine 24 saat kala (inkiibasyonun baslangicindan 44 saat sonra) tum kultir
tiplerine 8 pg/ml olacak sekilde sitokalasin B ilave edilmistir. Kiltlr siresinin
bitiminde tiipler 1200 rpm’de 15 dk. santrifiijlenerek siipernatant atilmistir. Tiipte kalan
sivi karistirildiktan sonra tiplere, daha 6nceden 37°C’de 1sitilmig olan hipotonik
eriyikten (%0.4 KCI) 5 ml olacak sekilde yavas yavas ilave edilmistir. Hipotonik eriyik
ilave edilen tiipler, 37°C’de 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda tiipler
1200 rpm’de 15 dk. santriftjlenerek stpernatant kismi atilmistir. Daha sonra glasiyal
asetik asit/metanol/%0.9 NaCl (1/5/6 oranlarinda) karisimindan olusan 5 ml soguk
fiksatif, yavas yavas ve damlalar halinde tiipteki sivinin iizerine ilave edilmistir. Fiksatif
ile oda sicakliginda 20 dk. muamele edildikten sonra tipler tekrar 1200 rpm’de 15 dk.
santriflij edilmis ve siipernatant atilmistir. Bu defa tiiplere 1 kisim asetik asit ve 5 kisim
metil alkolden (1/5) olusan ikinci fiksatif 5 ml olacak sekilde ilave edilmis ve oda
sicakliginda 20 dk. muamele edilmistir. Bu iglem tiipte kalan sivinin berraklastigi
goruliinceye kadar 2-3 kez tekrarlanmigtir. Son santrifiijden sonra tiiplerde yaklagik 1
ml sivi kalacak sekilde siipernatant atilmistir ve tiiplerdeki sivi pasteur pipeti ile
karistirilarak reslispanse edilmistir. Daha ©Onceden temizlenmis ve alkol igerisinde
buzdolabinda saklanan soguk lamlarin {iizerine hiicre siispansiyonu damlatilarak
preparatlar hazirlanmistir ve kurumalar1 i¢in kapali bir yerde 24 saat oda isisinda

bekletilmistir.

3.3.2. Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Sorensen tamponu ile hazirlanmig olan % 5’lik Giemsa eriyigi filtre kagidi ile
dik bir saleye siiziilmiistiir. Mikroniikleuslarin boyanmasi i¢in preparatlar Giemsa-
Tampon boya eriyiginde 15 dakika boyanmistir. Preparatlar boyadan ¢ikarildiktan sonra
farkli kaplardaki distile sulardan gegirilerek fazla boyanin akmasi saglanmis ve

preparatlar dik bir sekilde kurumaya birakilmistir. Boyanan preparatlar bir gece
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kurutulduktan sonra entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir ve entellan

kuruduktan sonra mikroskobik incelemeler yapilmistir.

3.3.3. Mikroniikleus Sayis1 ve Niikleus Bélinme Indeksinin (NBI)
Saptanmasi

Mikroniikleus sayisini belirlemek amaciyla daimi preparatlarda her kisi i¢in, her
muamele grubu ve kontrollerinde iki nikleusa sahip (Sekil 3.2) toplam 2000 hicre
incelenmis ve bu bintikleat hiicreler igerisinden mikroniikleus tasiyanlar (Sekil 3.3)
belirlenmistir. Ayrica incelenen biniikleat hiicrelerde toplam mikroniikleus sayisi
saptanarak, mikroniikleus tastyan iki niikleuslu hiicrelerin orani ve toplam mikroniikleus
sayisinin incelenen iki niikleuslu hiicre sayisina boliinmesiyle hiicre basina diisen

mikroniikleus sayis1t (MN/Hiicre) ve % MN hesaplanmaistir.

10 pm
—

Sekil 3.2. Bintkleat hiicre (x400)

/

10 pm

Sekil 3.3. Bir mikroniikleus bulunduran bintkleat hicre (x400)
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Biniikleer hiicre ve mikroniikleus aymrimmi Titenko-Holland ve ark. (1997) ve
Fenech (2000)’e gore yapilmistir:

(1) Hiicreler belirgin sitoplazmasiyla yuvarlak ya da oval gorinime sahip
olmalidir.

(2) Benzer olarak, niikleuslar belirgin niikleus zariyla g¢evrili yuvarlak ya da
oval olmalidir.

(3) Igerisinde MN sayilan hiicreler sadece bir niikleus boliinmesi geciren
hucrelerdir.

(4) MN’lar sadece ana niikleusun 1/3’li ya da daha kii¢iik olduklarinda hesaba
katilmalidir.

(5) MN’lar ana niikleus gibi boyanmalidir.

(6) MN’lar ana niikleustan agik bir sekilde ayrilmis olmalidir (Yavuz Kocaman,
2007).

Her bir kisiden hazirlanan her bir preparattan 1000 hiicre sayilarak, bu hiicreler
arasindan bir niikleuslu, iki niikleuslu, t¢ nikleuslu ve dort nikleuslu (Sekil 3.4)
olanlarm orani saptanmistir. Bu orandan yola ¢ikarak Eastmond ve Tucker (1989)
tarafindan Onerilmis olan formiile gore, kimyasal veya fiziksel bir maddenin sitotoksik
etkisini gostermede Onemli bir parametre olan Nukleer Bolinme Indeksi (NBI)
(Nuclear Division Index = NDI) hesaplanmistir (Yavuz Kocaman ve Topaktas,
2007).

NBI= (MI + 2xMII + 3xMIIl + 4xMIV) / N

MI: Bir nukleuslu hucreler

MII: Iki niikleuslu hiicreler

MI11: Ug niikleuslu hiicreler

MIV: Dort nikleuslu hucreler

N: Toplam hiicre sayis1
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10 pm
. } H i § 10 ym

¢ &
LA
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Sekil 3.4. a- mononikleat, b- bintkleat ,c- trintkleat, d- tetrantikleat hiicre (x 400)

3.4. Mikroskobik incelemeler ve Mikroskopta Fotograf Cekme

Hazirlanmig olan daimi preparatlar goriintii analiz sistemli Leica marka 11k
mikroskobu ile incelenmistir. Incelenen preparatlarda MI, KA, mononiikleat (bir
nukleuslu), binlkleat (iki nikleuslu), trintkleat (¢ nukleuslu) ve tetraniikleat (dort
nikleuslu) hicreler ile MN’li biniikleat hiicreler tespit edilmistir. Elde edilen bazi

goruntiler X40 ve X100 biiyiitmede fotograflanarak bilgisayara aktarilmistir.

3.5. Istatistiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen KA, MI, NBI ve MN
parametrelerine ait verilerin hem kendi aralarinda, hem de negatif ve pozitif kontrol
gruplari ile arasindaki farkin 6nemli olup olmadig1 SPSS istatistik programi kullanilarak
Tukey testi-Post-Hoc analizi ile karsilastirilmistir. Doz-etki iligkisini belirlemek
amactyla regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi (r) bulunmus ve regresyon

dogrusu ¢izilmistir. Ayrica KA ile MN olusumu ve MI ile NBI arasinda iliski olup
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olmadig1 korelasyon-regresyon analizi ile arastirilmistir. Tm analizler 4 bireyden elde
edilen verilerin ortalamasi almarak hesaplanmistir. Tiim analizlerde; p degeri (gliven
araligi) 0,05 olarak alinmistir.

Mikroskobik incelemeler sonucunda elde edilen goriintiiler sekiller halinde,

istatistiksel bulgular ise cizelgeler ve grafikler halinde verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Doksisiklinin Mitetik indeks (MI) ve Kromozom Anormalliklerinin
(KA) Olusumu Uzerindeki Etkileri

2, 4 ve 6 pg/ml dozlarindaki Doksisiklin (DOX)’in insan periferal lenfositlerine
48 saat muamelesi sonucu, DOX dozunun artigina bagli olarak MI’in distiigii tespit
edilmistir (Sekil 4.1). En yuksek DOX dozu olan 6 pg/ml konsantrasyonda MI en diisiik
degerde bulunmustur. Tiim DOX dozlarindaki MI degerleri, negatif kontrole gore
istatistiksel anlamda farkli olarak bulunmustur (p<0.05). Fakat MI’deki bu diisiisler
istatistiksel anlamda pozitif kontrol kadar etkili olmamistir. (Cizelge 4.1).

22
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v=-00575x+231
r=0975*
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1.9

LA

2 4 6
DOX Konsantrasyonlar (ug/ml)

*: P< 0,05

Sekil 4.1. Doksisiklinin test edilen dozlar1 ile MI arasindaki iliskiyi gosteren regresyon
dogrusu ve korelasyon katsay1

DOX’in insan periferal lenfositlerine 48 saat muamelesi sonucu; kromatid kirigi
(Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11), kromozom kirig1 (Sekil 4.4, Sekil
4.5, Sekil 4.6), fragment (Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil
4.14), kardes kromatid birlesmesi (Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14), kromatid degisimi
(Sekil 4.10) ve poliploidi (Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17) gibi kromozom
anormallikleri meydana geldigi belirlenmistir (Cizelge 4.1). DOX’in 2 ve 6 pg/ml
dozlarinda kromatid kirigi, kromozom kirigi, fragment, kardes kromatid birlesmesi ve
poliploidi gibi kromozom anormallikleri gozlenmistir. 4 pg/ml dozda ise kromatid
kirigi, kromozom kirigi, fragment, kardes kromatid birlesmesi, kromatid degisimi ve

poliploidi saptanmustir.



Sekil 4.3. Kromatid kirig1 (4 pg/ml’lik uygulama) x1000
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Sekil 4.5. Kromozom kirig1 (4 pg/ml’lik uygulama) x1000



Sekil 4.7. Fragment (2 pg/ml’lik uygulama) x1000
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Sekil 4.9. Kromatid kirig1 ve fragment (2 pg/ml’lik uygulama) x1000



Sekil 4.10. Kromatid kirig1, kromatid degisimi ve fragment (4 pg/ml’lik uygulama)
x1000
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Sekil 4.11. Kromatid kirig1 ve fragment (6 pg/ml’lik uygulama) x1000
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Sekil 4.13. Kardes kromatid birlesmesi (6 pg/ml’lik uygulama) x1000
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Sekil 4.15. Poliploidi (2 pg/ml’lik uygulama) x400



Sekil 4.16. Poliploidi (4 pg/ml’lik uygulama) x1000

i’

Al

Sekil 4.17. Poliploidi (6 pg/ml’lik uygulama) x1000
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DOX’in test edilen tiim dozlarinda toplam KA, % KA ve KA igeren anormal
hicre (AH) yuzdesinin, DOX dozundaki artisa paralel olarak arttig1 tespit edilmistir
(Sekil 4.18). Toplam KA, % KA ve AH yizdesi bakimindan en yiliksek deger, en
yuksek DOX dozu olan 6 pg/ml konsantrasyonda bulunmustur. Fakat negatif kontrole
gore kiyaslandiginda test edilen tiim DOX dozlarinda gézlenen bu artiglar istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. Ayrica DOX’in tim doz ve muamele sirelerinde

g0Ozlenen bu artislar pozitif kontrol kadar etkili olmamistir (p<0.05) (Cizelge 4.1).

20

15 | y=1,75x +4,4167
r=0,881*

KAveAH

10
y=1,75x + 3,9167
5 r=0,881* o —— (KA)
Do (AH)
2 4 6
DOX Konsantrasyvonlar: (ug/ml)
*:P<0,05

Sekil 4.18. Doksisiklinin test edilen dozlar1 ile KA ve AH arasindaki iligkiyi gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsay1

4.2. Doksisiklinin Niikleus Bélinme indeksi (NBI) ve Mikroniikleus (MN)
Olusumu Uzerindeki Etkileri

DOX’in insan periferal lenfositlerine 2, 4 ve 6 pg/ml dozlarmin 48 saat
muamelesi sonucu olusan MNBN’ler Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22,
Sekil 4.23, Sekil 4.24’ da, niikleus sayisina gore hiicrelerin dagilimi, NBI, MN sayisina
gore BN hiicrelerin dagilimi ve binukleat hicrelerdeki %MN degerleri Cizelge 4.2°de

verilmistir.
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4

10 ym
LU

Sekil 4.19. Bir mikrontkleus igceren bintkleat hicre (2 pg/ml’lik uygulama) x400

Sekil 4.20. Bir mikrontkleus igceren binukleat hiicre (4 pg/ml’lik uygulama) x400

10 pm
—_

Sekil 4.21. Bir mikrontkleus igceren binukleat hiicre (6 pg/ml’lik uygulama) x400
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Sekil 4.22. iki mikroniikleus iceren biniikleat hiicre (2 pg/ml’lik uygulama) x400

10
pm

Sekil 4.23. iki mikroniikleus iceren biniikleat hiicre (4 pg/ml’lik uygulama) x400

10 ym
—i

Sekil 4.24. iki mikroniikleus iceren biniikleat hiicre (6 pg/ml’lik uygulama) x400
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DOX dozunun artigina bagli olarak BN hiicrelerin sayisinin ve NBI degerlerinin
diistiigi tespit edilmistir (Sekil 4.25) ve en yuksek DOX dozu olan 6 pg/mi
konsantrasyonda hem BN hiicrelerin sayismnin hem de NBI’nin en diisiik degerde
oldugu belirlenmistir. DOX’in test edilen en diisiik konsantrasyonu olan 2 pg/ml
dozunda NBI'ndeki deger negatif kontrole gore istatistiksel anlamda farklilik
gOstermemesine ragmen, DOX’in 4 ve 6 pg/ml dozlarindaki NBI degerlerindeki
diistisler negatif kontrole gore istatistiksel anlamda farkli olarak bulunmustur (p<0.05).
Fakat NBI'nde azalmalara yol agan tiim DOX konsantrasyonlarinda bu diisisler
istatistiksel anlamda pozitif kontrol kadar etkili olmamistir. (Cizelge 4.2).

1.85
1.8 .
i y=-0,0425x+1,87
5 L7 r=0,956*
=
1,7
1.65
.
1.6

2 4 6
DOX Konsantrasvonlar: (ug/ml)

*: P< 0,05

Sekil 4.25. Doksisiklinin test edilen dozlar1 ile NBI arasindaki iligkiyi gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsay1

MN bulunduran BN hiicrelerin sayisinin ve MN bulunduran BN (MNBN) hiicre
yuzdesinin, DOX dozunun artigsina bagli olarak arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.26). MN
bulunduran BN hcre sayisi ve % MNBN sikliginin en yiiksek degerleri, DOX’in test
edilen en ylksek dozu olan 6 pg/ml konsantrasyonda tespit edilmistir. DOX dozunun
artis, % MNBN’ni artrmis olmasina ragmen bu artiglar negatif kontrollere gore
kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel anlamli farklilik bulunmamistir (p<0.05). Ayrica
DOX uygulamasi sonucu elde edilen degerlerin pozitif kontroller kadar etkili olmadig:
belirlenmistir (Cizelge 4.2).
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0.33

0.3

0.25
E 0.2 .
== 0.15 }'=D=D325K_D=9933
- D ) r=0,954%

0,05

2 4 6

DOX Konsantrasvonlar: (ug/ml)

*: P< 0,05

Sekil 4.26. Doksisiklinin test edilen dozlar1 ile %MNBN arasindaki iligkiyi gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsay1

4.3. Doksisiklin Dozlarina Bagh Olarak MI ile NBI ve KA ile MN
Arasidaki iliski

DOX ile 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde test maddesinin
doz artigma bagli olarak MI ve NBI degerlerini istatistiksel olarak onemli 6lgiide
diistirdiigii ve DOX dozlarina bagli olarak MI ve NBI degerleri arasinda paralel bir iligki
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.27). Ayrica DOX konsantrasyonu arttikca % KA ve %
MN’nin de artig gosterdigi ve bu artiglar arasinda istatistiksel bakimdan anlamli bir

iliskinin oldugu belirlenmistir (Sekil 4.28).

1135 -
L7 y=0.7518x+0.1363%)
176 -
174 4
- 11?% 1
Z 168 4
166 -
164 -
162 -
1:6 T T T 1
1.9 ) 2.1 2.2 23
MI
*: P<0,05

Sekil 4.27. Doksisiklin muamelesi sonucu MI ile NBI arasindaki iligkiyi gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsay1
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0.35 -
0.3 - y=0,0168x +0,0312
025 4 r=00981* 6 ug/mi
02 4 4ugme
S 0.15 1 5
T 2 ug/ml
0.1 1
0.05 1
0 : , ,
5 10 15 20
KA
*: P<0,05

Sekil 4.28. Doksisiklin muamelesi sonucu KA ile MN arasindaki iligkiyi gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsay1
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5. TARTISMA

Bu calismada, pek ¢ok mikroorganizmanin yol actigi cesitli enfeksiyonun
kontrol edilmesinde ve gerektiginde koruyucu tedavisinde siklikla kullanilan ve pek ¢ok
mikroorganizma iizerinde genis etki spektrumlu olan DOX’in in vitro sitotoksik ve
genotoksik etkileri incelenmistir. Saglikli bireylerden alinan periferal kan lenfositleri 48
saat boyunca DOX ile muamele edilmistir. Sitotoksik etkiyi belirlemek i¢in MI ve NBI
parametreleri, genotoksik etkiyi belirlemek igin ise KA ve MN testleri uygulanmistir.
Ayrica DOX’in KA, MI, MN ve NBI uzerine etkileri ve bu parametrelerin birbirleri ile
olan iliskileri arastirilmistir.

MI ve NBI, hiicre proliferasyonu, sitostatik etki ve sitotoksisiteyi gostermek icin
kullanilan indikatorlerdir. Sitotoksisite dogrudan karsinojeniteyi gostermemesine
ragmen, sitotoksisite ve timor gelisimi arasindaki iliski pek ¢ok ¢aligmada
gosterilmistir. ~ CuUnkd  sitotoksisite  biiyiik  oranda  DNA’daki  bazlarin
modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine veya DNA’daki diger
bozukluklara yol agar. Azalmig MI ve NBI, hiucre siklusu ilerlemesinde inhibisyonu
ve/veya proliferatif kapasitedeki kaybi gostermektedir. Bu parametreler ayrica bazi
ilaglarm in vitro etki mekanizmalar1 hakkinda bilgiler vermektedir (Rojas ve ark., 1993;
Anderson ve ark., 1988; Albert and Magee, 2000; Lo’pez Nigro ve ark., 2003;
Seligmann ve ark., 2003; Gokalp Muranli, 2006). NBI’ndeki anlamli azalma, yeni bir
DNA replikasyon siirecinden once indiiklenen genotoksik hasarm onarilmasi igin
onarim sistemlerine izin veren hiicre siklusu gecikmesini gostermektedir (Laffon ve
ark., 2001). MI’deki diisme ise, hiicre dongiisiiniin G2 fazinin engellenmesi sebebiyle
hlcrenin mitoza gecememesinden kaynaklanabilmektedir. ATP seviyesinin diismesi ve
enerji {iretim merkezinin zorlanmast da bu disise neden olabilir. Maddelerin
antimitotik aktivitesi, hiicre dongustine 6zgu proteinlerin/enzimlerin inhibisyonu ile
DNA sentezinin inhibisyonu veya ig ipliklerinin olusum, toplanma veya oryantasyonun
inhibisyonundan da kaynaklanabilir (Yiizbasioglu ve ark., 2006).

KA ve MN testleri, DNA’da hasara yol acan ajanlarin sitogenetik etkilerinin
belirlenebilmesi igin yaygin bir sekilde kullanilan indikatér testlerdir. Ozellikle periferal
lenfositlerdeki artmus KA ve MN frekansinin, insanda klastojenitenin bir gostergesi
oldugu, artmis kanser riskini ve genetik kararsizligi gosterdigi belirtilmistir (Carrano ve
Natarajan, 1988; Albertini ve ark., 2000; Norppa ve ark., 2006; Bonassi ve ark., 2007)
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Insan periferal lenfositlerinin 2, 4 ve 6 pg/ml dozlarindaki DOX ile 48 saatlik
muamelesi sonucu, DOX dozunun artisina paralel olarak MI ve NBI’nin azaldig: tespit
edilmigtir. Test edilen tiim DOX konsantrasyonlarmmda doza bagl olarak azalan MI
degerleri negatif kontrole gore istatistiki olarak 6nemli bulunurken, NBI degerleri
incelendiginde, 4 ve 6 pg/ml dozlarindaki uygulamalarin ortaya g¢ikardigi degerlerin
negatif kontrolden istatistiksel agidan farkli oldugu tespit edilmistir. Fakat hem MI hem
de NBI’ndeki bu distisler istatistiksel olarak pozitif kontrol kadar etkili olmamistir
(Cizelge 4.1). Bu sonuglar uygulanan DOX dozunun artiriimasinin MI ve NBI Uzerinde
olumsuz etki ortaya ¢ikardigini gostermektedir. CUnki uygulanan bir kimyasalin
toksisitesindeki artisin bollinme indeksi degerini gittikge diisiirdiigii belirtilmistir (Eke,
2007). Bizim c¢alismamizda da, Ml ve NBI’nin DOX dozundaki artisa bagl olarak
azalmasi, bu etken maddenin doza bagl sitostatik ve sitotoksik etkiye sahip oldugunu
gostermektedir.

Insan periferal lenfositleri {izerine 48 saat boyunca uygulanan tiim DOX dozlar:
ortaya ¢ikan degerlerin toplam KA, % KA ve KA iceren AHO bakimindan negatif
kontrolden yiiksek olmasina ragmen, bu artiglarin istatistiksel anlamda énemli olmadig1
belirlenmistir (Cizelge 4.2). MN testinde ise artan DOX dozlarina bagli olarak MN
sikligt ve % MN degerlerinin arttigi, fakat bu artiglarin istatistiksel ag¢idan negatif
kontrolden farkli olmadigi belirlenmistir. Ayrica tim DOX dozlarinin uygulamasi
sonucu olusan KA ve MN degerlerinin pozitif kontrolden elde edilen degerlerden diisiik
oldugu ve istatistiksel anlamda pozitif kontrol kadar etkili olmadigi bulunmustur
(Cizelge 4.5). Bu sonuglar DOX’in, insan periferal lenfositleri izerinde test edilen tim
dozlarda KA ve MN olusumu flizerinde ¢ok fazla olumsuz etkisinin olmadigi, yani
genotoksik etkisinin bulunmadig1 sonucunu ortaya ¢ikmaktadir.

EMEA, FDA ve PDR’nin, DOX’in genotoksisite bilgilerini igeren
yaymlanmamis raporlara gore DOX’in bazi hiicreler i¢in genotoksik etkisinin
bulundugu belirtilirken, bazi genetik toksikoloji testlerinde bazi hiicreler igin
genotoksisite bakimindan negatif sonuglar rapor edilmistir. EMEA (1997)’nin
raporlarina gére DOX’in genotoksik etki gostermezken, FDA (1997) ve PDR
(2005)’nin raporlarinda genotoksisite bakimindan DOX’in hem negatif hem de zayif
pozitif sonuclar verdigi ifade edilmistir. 500, 800 ve 1250 mg/kg dozlarindaki DOX’in
CD-1 farelerinin kemik iligi polikromatik eritrositlerindeki MN frekansini istatistiksel

olarak artirmadigr ve bu nedenle DOX’in test edilen dozlarda genotoksik etki
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gostermedigi belirlenmistir. Cin hamster ovaryum hicrelerinde ise, metabolik
aktivasyon varhiginda ve yoklugunda 350 pg/ml konsantrasyona kadar denenen
dozlardaki DOX’in KA bakimindan doza bagli olmayan artiglar gosterdigi ve bu
nedenle DOX’in zayif klastojenik etki gosterdigi belirtilmistir (FDA, 1997; PDR, 2005).
75 ve 100 mg DOX dozlarinm in vitro Cin hamster akciger hiicrelerinde ve fare
lenfoma testinde genotoksik etki bakimimdan pozitif sonuglar verdigi ifade edilmistir
(FDA, 2004). Bizim ¢aligmamizda insan periferal lenfositlerinde DOX, KA ve MN
frekansin1 istatistiksel olarak Onemli Olgiide artrmadigindan genotoksik olmadigi
sonucuna vartlmistir. Calismalar arasinda farkli sonuglarin ortaya ¢ikmasi, hem c¢alisilan
canli ve hiicre gruplarinin hem de kullanilan DOX dozlarinin farkli olmasindan
kaynaklanabilir.

DOX’in 0.05, 0.46, 4.62, 46.2 ve 462 pg/ml konsantrasyonlarinin Cin hamster
V79 hiicrelerine uygulanarak genetoksik etkisinin foto-MN testi ile arastirildigi
caligmada, DOX’in, UV ile indiiklenmis MN frekansini artirmadigini, fakat UV
varliginda proliferasyon indeksini diigiirdigiinii belirtilmistir. Bu sonuglara dayanarak
DOX’in fotogenotoksik olmadigi, fakat fotositotoksik oldugu sonucuna varilmigtir
(Kersten ve ark., 1999). Bu calisma ile bizim ¢alismamiz arasinda kullanilan hiicre
cesiti ve DOX dozlar1 farkli olmasina ragmen benzer sonuglar elde edilmistir. Ciinkii
bizim ¢alismamizda da DOX, MN testinde genotoksik etki gdstermezken, MI ve NBI'ni
istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide diislirdiigii i¢in sitotoksik etki gostermistir.

DOX’in prostat, gogiis, bobrek ve kemikte olusan ¢esitli tiimor hiicreleri igin
sitostatik ve sitotoksik etkisinin oldugu bildirilmistir (Saikali ve Singh, 2003). Bizim
calismamizda bu caliymada kullanilan hiicrelerden farkli bir hiicre tipi kullanilmig
olmasina ragmen DOX’in sitotoksik etkiye sahip oldugu bulunmustur.

40, 80 ve 160 mg/kg DOX’in deri yoluyla verildigi farelerde; bu ilacin kan,
karaciger, akciger, bobrek, dalak ve kalp iizerindeki genotoksik etkilerinin Comet testi
ile arastirildig: bir ¢aligmada, tiim dokularda DOX dozunun artigina bagli olarak DNA
hasarmin arttig1 ve 6zellikle yiiksek dozlarda DOX’in genotoksik oldugu bildirilmistir
(Arshad ve ark, 2005). Bizim ¢aligmamizda test edilen konsantrasyonlarda DOX’in MN
ve KA olusumunu artirmasina ragmen bu artiglarin negatif kontrol ile kiyaslandiginda
istatistiki olarak anlamli olmadig1 ve bu nedenle DOX’in genotoksik olmadigi1 sonucuna

ulagilmigstir. Her iki ¢alismanin sonuglar1 arasindaki farklilik; DOX’in genotoksisitesinin
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test edildigi yontem farkliligi, kullanilan DOX dozlarinin ve hiicre ve canli gruplarinin
farkliligindan kaynaklanabilir.

Genital Chlamydia trachomatis enfeksiyon tanist konmus ve 10 giin boyunca
gunluk 200 mg, daha sonraki 10 glin ise gunlik 100 mg DOX’i oral yolla kullanan 38
bayan hastada, DOX kullaniminin periferal lenfositler lizerindeki genotoksik etkisinin,
sitokinezi bloklanmis MN ydntemi kullanilarak incelendigi ¢alismada, 20 gunlik DOX
kullanimi sonucu BN hiicrelerdeki MN frekansinin, tedaviden once belirlenen MN
frekansina gore Onemli Olgiide artis gosterdigi belirlenmistir (Dimitrijevic ve ark.,
2006). Bizim ¢alismamizda DOX uygulanmis Kkiiltiirlerde BN hiicrelerin  MN
frekansindaki artis negatif kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamistir. Bizim c¢alismamizin aksine bu arastiricilarin periferal lenfositlerdeki
MN frekansinda 6nemli artiglar tespit etmesi, kullanilan DOX dozu ve maruz kalma

stiresi ile DOX’in viicuttaki metabolizmasinin sonuglar1 bagli olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tum dunyada en ¢ok kullanilan ilag gruplarindan olan antibiyotiklerden bazilar1
ppiyasaya sunulduktan sonra istenmeyen ciddi etkileri nedeniyle piyasadan
cekilmektedir. Bu nedenle cogu yiiksek maliyetli olan yeni ilag gruplarinin etkinlik ve
giivenlilik agisindan daha titizlikle degerlendirilmesi gerekmektedir. Direng sorununun
Oniline gecebilmek, ila¢ etkilesimlerini ve istenmeyen yan etkileri en aza indirmek ve
Ozellikle genetik materyalde hasar meydana getirmeyecek antibiyotiklerin
gelistirilebilmesi amaciyla, yeni hedeflerin saptanmasi, yeni mekanizmalarin
belirlenmesi ve bunlara yonelik giivenli antibiyotiklerin gelistirilmesi gerekmektedir.
Clnk(d tamir edilemeyen DNA hasar1 ve bu hasarda rol alan kilit molekillerde ve
yollardaki bozukluklar; doku hasari, yaslanma, kanser, infertilite ve genetik ve
multifaktoryal hastaliklara yol agmaktadir. Ilag segciminde yas, cinsiyet ve immiin sistem
farkliliklar1 gibi degiskenlerin yani sira genetik polimorfizmler de ilag etkinligini ve
toleransini etkilemektedir. Tiim bu faktorlerin yani sira ilacin muhtemel genotoksik ve
sitotoksik etkileri de diisiintlirse tedavi icin belirlenecek doz-maruziyet iliskisinin
saglam temellere dayandirilmasi gerekir. Bu nedenle yeni antibiyotikler piyasaya
strilmeden once Ozellikle DNA molekilinde hasar meydana getirip getirmedigini
tespit etmek amaciyla mutlaka uygun bir genetik toksikoloji testi ile ilacin genotoksisite
bakimindan giivenirligi belirlenmelidir. Bunun igin akademik ve biyoteknolojik
kuruluslar, ila¢ endiistrisi ve saglik hizmeti sunan kurumlar igbirligi i¢cinde ¢alismalidir.

Calismamizin sonuglari, pek ¢ok mikroorganizmanin yol actigi enfeksiyonlarin
tedavisinde siklikla regete edilen DOX etken maddesinin insan periferal lenfositlerinde
KA ve MN olusumuna yol agtigini, fakat negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda
KA ve MN olusumundaki artiglarn istatistiksel anlamda Onemli olmadigim
gostermistir. Bu sonuglar test edilen dozlarda DOX’in genotoksik etkisinin
bulunmadigin1 gostermektedir. Fakat MI ve NBI’ne ait sonuglarimiz, DOX dozundaki
artiga baglh olarak MI ve NBI degerlerinin istatistiksel agidan 6nemli 6lgiide diistiigilinii
ve bu nedenle DOX’in doza baghh olarak sitotoksik etkiye sahip oldugunu
gostermektedir.

Sadece ¢alismamizin sonuglarma dayanarak DOX’in klastojenik etkisinin
olmadigini séylemek yetersizdir. Doza bagl olarak artan sitotoksik etki, klastojenik etki

icin potansiyel bir zemin hazirlamaktadir. Ciinkii agwr enfeksiyon durumlarinda uzun
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stire ilagla tedavi goren hastalarda ila¢ dozunun artirilmasi ve ilaca maruz kalinan
slrenin uzamasi, insanda bu antibiyotigin risk oranmin da goézden gegirilmesi
gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir. Ayrica gesitli timor hiicreleri tizerindeki sitotoksik
etkisinden dolayr DOX’in, dogrudan tiimdr gelisimini durdurmasa bile boliinmeyi
engellemesi Ozelliginden dolayi, uygun doz ve muamele siirelerinde antitiimoral olarak
kullanimu ile ilgili ¢aligmalar yapilmasinin faydali olacagi diisiincesindeyiz.

Sonug olarak DOX’in genotoksisitesi ve karsinojenitesi hakkinda kesin yargiya
varabilmek i¢in diger in vitro ve in vivo genotoksisite tekniklerinin de kullanildig: daha
detayli caligmalar yapilmasi, bu maddenin genotoksisite ve karsinojenitesi hakkinda

daha cok bilgi sahibi olmamizi1 saglayacaktir.
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