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ANTIBIYOTIK OLARAK KULLANILAN OFLOKSASIN’IN INSAN PERIFERAL

LENFOSITLERINDE SITOTOKSIK VE GENOTOKSIK ETKILERI

0z

Bu ¢alismada, kinolon grubu ikinci nesil florokinolon antibiyotigi etken maddesi
olan Ofloksasin’in (OFX), insan periferal lenfosit kiiltiirlerinde in vitro kromozom
anormalligi (KA), mikroniikleus (MN) ve kardes kromatid degisimi (KKD) test
yontemleri kullanilarak genotoksik ve sitotoksik potansiyeli arastirilmistir. Kiiltiirler
OFX’in 30, 60 ve 120 upg/ml’lik konsantrasyonlarina 48 saatlik slireyle maruz
birakilmistir. OFX gruplarina ek olarak, negatif kontrol ve pozitif kontrol gruplari da
olusturulmustur.

OFX’in KKD, KA ve MN olusumu iizerindeki etkileri incelendiginde, negatif
kontrole gére KA’de OFX’in dozlarina bagli olmayan, KKD ve MN sikliginda ise doza
bagl artislar gézlenmesine ragmen, bu artislarin higbiri istatistiksel anlamda 6nemli
bulunmamistir. OFX’in Pl, MI ve NBI degerleri iizerindeki etkileri incelendiginde,
negatif kontrol ile karsilastirildiginda bu parametrelerde OFX dozlarina bagli olarak
diistisler belirlenmistir. NBI’de, OFX’in 60 ve 120 pg/ml dozlarindaki diisiisler, MI’te
120 pg/ml dozundaki diisiis istatistiksel agidan 6nemli bulunmus, PI’deki disisler ile
negatif kontrol arasinda ise istatistiksel agidan farklilik tespit edilmemistir.

Calismanin sonuglarina dayanarak, = OFX’in insan periferal lenfositlerinde
oOzellikle belirtilen ylksek dozlarda sitotoksik potansiyeli oldugu, fakat KA, KKD ve MN

testlerinin sonuglar1 géz oniine alindiginda genotoksik etkisinin olmadig1 belirlenmistir.

Anahtar sozcukler: Ofloksasin, genotoksisite, sitotoksisite, insan periferal lenfosit

hicreleri, kardes kromatid degisimi, kromozomal anormallikleri, mikronikleus



CYTOTOXIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF OFLOXACIN AS USED
ANTIBIOTIC ON HUMAN PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES

ABSTRACT

The second-generation of quinolones, Ofloxacin (OFX) is a broad-spectrum
flouroquinolone antibiotic used in the treatment of various bacterial infections. In this
study, the cytotoxic and genotoxic effects of OFX in cultured human peripheral
lymphocytes was aimed. The cytotoxicity and the genotoxicity of OFX were assessed by
using various parameters: the chromosomal aberration (CA), the micronucleus (MN), the
sister chromatid exchange assays, mitotic index (MI), nuclear division index (NDI) and
proliferation index (PI). Cultures were treated with three doses of OFX (30, 60 and 120
pg/ml) at 48 h exposure period for all assays. In achieved end-points of the study, while
the incidences of MN and frequency of SCE increased slightly depending on increase the
OFX’s doses, the increases of CA was non-dose-dependent. However, none of these
increases were found statistically significant compared with negative control. On the other
hand, dose-dependent decreases in NDI, Ml and Pl parameters were determined.
Statistical analysis of these parameters pointed out that the decreases in NDI at 60 and
120 pg/ml doses and in M1 at the highest one were significant but in PI.

In conclusion, the results of CA, MN and SCE assays and the analysis of MI, NDI
and PI parameters indicated that OFX was non-genotoxic at all the concentrations and in
all the test conditions of human peripheral blood lymphocyte cultures but has cytotoxic
potential especially at the higher doses and in the same conditions.

Keywords: Ofloxacin; genotoxicity; cytotoxicity; human peripheral lymphocytes; sister

chromatid exchange; chromosome aberration; micronucleus
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1.GIRIS

Enfeksiyonlar tarih boyunca insan hayatin1 sonlandirmada en 6énemli etkenlerden
biri olmustur, koruyucu ve tedavi edici hekimlikteki ilerlemelere ragmen giincelligini
kaybetmemistir (Bastiirk, 2005; Altay, 2008). Insanlik tarihi boyunca toplumlar,
tiberkiloz, veba, kolera gibi bulasici hastaliklarla miicadele etmis ve guniimizde de
AIDS, SARS, grip pandemileri gibi enfeksiyon hastaliklar1 ile bu miicadelesini devam
ettirmektedir. Insanla mikroorganizmalar arasindaki etkilesim hakkindaki bilgimiz, adim
adim gerceklestirilen kesiflerin bir sonucudur. Hastaliklar1 felsefeden ayiran Hipokrat,
mikroskobu bulan Leeuwenhoek, sterilizasyonun 06nemini fark eden Lister,
immiinolojinin ilk asismn1 yapan Jenner, Pasteur ve antibiyotiklerin babasi Fleming
enfeksiyon hastaliklarinin kilometre taslaridir. Enfeksiyon hastaliklarinin azalmasi
multifaktoriyel olmasina ragmen ii¢ ana faktor ilizerinde durulabilir. Bunlar, artmis
sanitasyon ve hijyenik kosullar, asilarin gelistirilmesi ve 1930-1940’l1 yillardan
baslayarak giivenli ve etkili antimikrobiyal ajanlarin kesfi ve tiretimidir (Altay, 2008).

Tum dinyada gorilen oOlimlerin en 6nemli sebeplerinden biri enfeksiyon
hastaliklaridir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) istatistiklerine gére, 2004 yilinda diinyada
her bes Oliimden biri enfeksiy6z ya da paraziter sebeplerle olusmustur. Bu sonuglar,
carpict olmasina ragmen, aslinda enfeksiyon hastaliklarina bagli 6lim oranlarimi gercek
degerlerinden az gostermektedir. Ciinkii 6liime yol a¢an pek¢ok enfeksiydz sebep, Diinya
Saglik Orgiitii’niin enfeksiydz ve paraziter hastaliklar kategorisine dahil edilmemistir.
Bunun ornekleri: Enfeksiyon sonucu gelisen kanserler (Hepatit B’ye bagli hepatoseliiler
karsinoma, Human papilloma virus enfeksiyonuna bagli servikal kanser gibi),
poststreptokokal romatizmal kalp hastaligina bagli kardiyovaskiiler 6liimler ve puerperal
sepsise bagli anne 6lumleridir. Afrika’da 6liimlerin %531, Amerika’da %7’si, Avrupa’da
ise %2’si enfeksiyonlarla iliskilidir (http://www.who.int/healthinfo/statistics; Altay,
2008).

[Ik ve orta ¢aglarda mikroorganizmalarin neden olduklari enfeksiyon
hastaliklarinin tedavileri i¢in otlar, aga¢ kabuklari, baharatlar ve diger karisimlar
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 arastirip ortaya koymasina kadar stirmiistiir. 1935'te  Alman

farmakolog Dogmagk’in ilk siilfonamidleri tedaviye sokmasi ile bu sahada esasl



ilerlemeler olmustur. 19. yiizyilin ortalarinda Louis Pasteur’{in baz1 mikroorganizmalarin
digerlerini 6ldiirdiigii seklindeki gdzleminden sonra, 1924 yilinda ilk defa Iskog bilim
adami1 Alexander Fleming tarafindan Penicillium notatum’dan izole edilen penisilinin
kesfi antibiyotik c¢agin1 baslatmis ve enfeksiyonlarla micadelede buglne kadar
gelistirilecek olan pek c¢ok antibiyotie ilham kaynagr olmustur. Penisilin ve
Sitlfonamidlerden sonra Ozellikle 1930-1960°l1 yillar arasinda, basta daha genis
spektrumlu penisilinler olmak tiizere hizla yeni antibiyotikler gelistirilerek insan ve
hayvanlarda bircok enfeksiyon basariyla tedavi edilmeye baglanmistir. En ufak bir
enfeksiyondan cok daha ciddi rahatsizliklara kadar ¢ok genis bir alanda kullanilan ve
yasam karsit1 ilaglar1 ifade eden antibiyotikler, yarim yiizyili askin bir siiredir zararli
mikroorganizmalarin hayatta kalmalarin1 Onleyerek milyonlarca hayat kurtarmistir
(Bastiirk, 2005; Sarmah ve ark., 2006; Yalap, 2008; http://antibiyotikler.com, 25.09.2010;
Afan, 2011).

Antibiyotik tiim diinyada en sik kullanilan ilag grubudur. Ulkemizde de tiim
diinyada oldugu gibi yatan hastalarda en fazla tiiketilen ilaglar arasinda antibiyotikler yer
almaktadir (Arda, 2004; Sardan, 2004; Devrim ve ark., 2009). Antibiyotik kullaniminin
her gecen giin artmasindan dolay1 enfeksiyon hastaliklar1 agisindan en énemli sorun olan
antibiyotik direnci de giderek artmaktadir. Antibiyotiklerin gereksiz ve uygun olmayan
kullanimi, hastalarda yan etki sikliginda artigsa ve antibakteriyel direncin artmasina bagli
olarak tedavide basarisizligina neden olmaktadir ve bu durum siirekli yeni antibiyotik
cesitlerinin piyasaya siiriilmesine yol agcmaktadir (Bartlett ve Froggatt, 1995; Wise ve
ark., 1998; Durupinar, 2001; Aktiirk, 2009; Devrim ve ark., 2009; Afan, 2011).

Ilaglar bir hastaligin teshisini, iyilestirilmesini ya da semptomlarmin azaltilmasi
amaciyla tedavisini veya bir hastaliktan korunmayr miimkiin kilan, canlilara degisik
uygulama yontemleri ile verilen dogal, yar1 sentetik veya sentetik kimyasal preparatlardir
(WHO, 1969; Afan, 2011). insan saghigini ve hayat kalitesini artirmak amaciyla siirekli
yeni etken maddeler i¢eren yeni ilaglar tiretilmektedir. Yapilan tiim klinik dncesi ve klinik
testlere ragmen ilaglarin insanlarda kullanim emniyeti tam olarak belirlenememektedir ve
ilaclar bazen istenmeyen yan etkiler ve saglik problemleri ortaya ¢ikarmaktadir. Hatta
bazi ilaglarin DNA molekiillerinde mutasyona yol acabildigi ve bu tip mutajenik
(mutasyona yol agan) ilaglarin ¢ogunun karsinojenik (kansere yol agan) ve teratojenik
(dogumsal anomalilere neden olan) potansiyele de sahip oldugu belirtilmektedir. Yapilan
pek cok calisma ile bazi ilaclarin genotoksik etkiye yol acgtig1 agikca gosterilmistir ve bu
tip ilaglarin listesi her gecen giin uzamaktadir (Snyder ve Green, 2001; Saygi, 2003;



Vural, 2005; Brambilla ve Mortelli, 2009; Afan, 2011). Piyasada bulunan 838 ilacin
genotoksisite ve karsinojenitesinin degerlendirildigi bir c¢alismada, degerlendirilen
ilaglarin %56,3’iinln (472 ilag) yapilan gesitli genotoksisite ve karsinojenite testlerinden
en az birine pozitif cevap verdigi belirtilmistir (Brambilla ve Mortelli, 2009). Bu nedenle
yeni ila¢ gruplarinin etkinlik ve giivenlilik acisindan titizlikle degerlendirilmesi ve
insanlarda emniyetli kullanimi i¢in toksisite testleri giderek daha biiylik Onem
kazanmaktadir (Saygi, 2003).

Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar 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; Afan, 2011).

Ofloksasin bir¢ok hiicresel fonksiyonu etkilemesi ve oldukc¢a genis bir etki
spektrumuna sahip olmasi nedeniyle arastirmacilar tarafindan birgcok alanda
kullanilmaktadir. Ancak literatiirde ofloksasin’in insan periferal lenfositleri (zerine
sitotoksik ve genotoksik etkisi ile ilgili ¢ok fazla c¢alisma yoktur. Bu nedenle bu
calismadaki amacimiz; yaygin bir sekilde kullanilan bir antibiyotik etken maddesi olan
ofloksasin’in, insan lenfosit kultiirlerinde in vitro sitotoksik etkisini mitotik indeks,
niikleer bélunme indeksi, proliferasyon indeksi parametreleri ile genotoksik etkisini ise
mikronikleus testi, kromozom anormallikleri ve kardes kromatit degisimi yontemleriyle
aragtirarak, bu ilacin insanda sitotoksik ve genotoksik potansiyelinin bulunup

bulunmadigini ortaya ¢ikarabilmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Antibiyotikler

Sozliklere gore Yunanca anti (karsi) ve bios (yasam) sozciklerinden tiretilen
antibiyotik sozciigli, yine soOzluklerdeki tanmimlamasiyla “Bitkilerde, Ozellikle Kkuf
mantarlarinda bulunan ya da yapay olarak tretilen, bakteri ve diger mikroorganizmalarin
gelisimini durduran ya da onlar1 yok eden maddelerin ortak adidir” (Aktuglu, 1997).
Antibiosis sozctigu ise, yine soOzliklerdeki tanimlamasina gore, “Mikroorganizmalar
arasindaki karsithik’tir (Aktuglu, 1997).

Antibiyotikler, bazi bakteriler ve ¢ogunlukla mantarlar tarafindan {reme
ortamlarinda olusturulan ve diisiikk konsantrasyonlarda bile diger mikroorganizmalarin
iiremelerinin engellenmesi ya da bu mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesi amaciyla kullanilan
kemoterapotik ajanlardir.  Uzun yillardir enfeksiyonlarin  tedavisinde kullanilan
antibiyotikler, bugin igin en 6nemli ilag grubunu olusturmaktadir. Daha dnceden sadece
mikroorganizmalar tarafindan iiretilebilen antibiyotiklerin ¢ogu giiniimiizde sentetik ya da
semisentetik yollarla da elde edilebilmektedir (Chrintensen, 1998; Bilgehan, 1994,
Erdem, 2004; Yalap, 2008; Aktiirk, 2009; Afan, 2011). Enfeksiyonun tedavi edilmesi,
enfeksiyon periyodunun kisaltilmasi, enfeksiyonun anatomik bosluklara yayiliminin ve
sistemik bulgularin ortaya ¢ikmasinin 6nlenmesi agisindan antibiyotiklerin kullanimlar

gereklidir (Abbott, 2000; Epstein ve ark., 2000;Afan, 2011).

2.1.1. Antibiyotiklerin Etki Giiclerine Gore Siniflandiriimalari

Antibiyotikler, viicut stvilarinda  olusturduklari  konsantrasyonlarda,
mikroorganizmalar {izerindeki etki derecelerine gore iki gruba ayrilir (Kayaalp, 1991;
Akkan, 1997).

a. Bakteriostatikler: Bunlar bakteri hiicrelerinin geligmesini veya liremesini
Onlerler. Gelismesi ve iiremesi duran bakteriler, viicudun savunma mekanizmalar
tarafindan kolaylikla yok edilirler. Tetrasiklinler, mikonazol, metrodinazol linkozamidler,
makrolidler, sulfonamidler ve amfenikoller bakteriostatik etkiye sahip antibiyotiklere
ornektir.

b. Bakterisidler: Bunlar bakterileri dolaysiz olarak yok ederler. Beta-laktamlar,

florokinolonlar, vankomisin, teikoplanin ve rifamisin etkiye sahip antibiyotiklere ornektir.



2.1.2. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalarina Gore Simiflandirilmalar:

Antibiyotiklerin etkili olabilmeleri icin, bakteri hiicresi icine 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 {izerinden etki gostermektedirler:

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

2. Hiicre membraninin yap1 ve fonksiyonunun bozulmasi (6rnegin; kandisein,
polimiksinler)

3. Protein sentezinin inhibisyonu (6rnegin; tetrasiklinler, aminoglikozidler,
makrolidler ve linkozamidler)

4. Nikleik asit sentezinin inhibisyonu (6rnegin; florokinolonlar, rifamisinler,
aktinomisinler ve mitomisinler)

5. Antimetabolik etki (6rnegin; stlfonamidler, sulfonlar) (Burns, 1995; Fraimow
ve Abrutyn, 1995; Akkan,1997; Durupinar, 2001; Bastiirk, 2005; Gangle, 2005; Aktirk,
2009).

Tiirkiye’de en sik kullanilan antibiyotikler penisillin (%45), sephalosporinler
(%20), makrolidler (%17.5), kinolonlar (%17) ve tetrasiklinler (%4)’dir (Karabay ve
Hosoglu, 2008; Yalap, 2008; Afan, 2011).,

2.2. Kinolonlar

Kinolonlar, canli mikroorganizmalardan elde edilen bircok antibiyotikten farkli
olarak kimyasal yollarla elde edilen sentetik maddelerdir. Bu nedenle aslinda antibiyotik
degil, kemoterapOtik maddelerdir. Bu 06zellikleri laboratuvar kosullarinda ¢ok sayida
kinolon molekiliiniin sentezlenebilmesine olanak saglamaktadir. Lesher ve arkadaslar
tarafindan 1962 yilinda antimalaryal bir ila¢ olan klorokinin saflastirilmasi sirasinda elde
edilen bir ara trtnden dretilmistir (sekil 2.1) (Andriole, 2005; Sardohan, 2006; Ulusoy,
2010).

Nalidiksik asit sadece Gram negatif aerobik basillere etkili, dar etki alanli bir
bilesik olup idrarda yiksek yogunluklara ulasabildiginden idrar yolu enfeksiyonlarinda
kullanilan bir antibakteriyeldir. Gram pozitif bakteriler, Pseudomonas aeruginosa ve
anaerob bakterilere etkili olmayisi nedeniyle klinik kullanimi sadece Uriner sistem
enfeksiyonlar1 ile kisith kalmistir. Ancak daha sonraki yillarda nalidiksik asite karsi
bakterilerin kolay direnc olusturamamasi ve bu bilesigin 6zellikle plazmid kokenli dirence

duyarsiz olusu dikkatleri tekrar bu grup Ulzerine toplamistir. Daha sonra 1980°1i yillarda



florlanmis Kinolonlar, 4-kinolonlar, kinolon karboksilik asitler de denilen yeni kinolon
tirevleri klinik kullanima girmis ve cesitli infeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir (Ozalp, 2002; Dokmeci ve ark., 1992; Sardohan, 2006). 6
numarali karbon atomuna flor veya diger halojenlerin baglanmasi, 6zellikle stafilokoklara
kars1 olmak tizere gram pozitif bakteriler tizerinde etkinligini artirmistir (Goldstein, 1987;
Denizbast ve Oziiner, 1992). 7 numarali karbon atomuna piperazin eklenmesiyle
Pseudomonas cinsine kars1 etki saglamistir (Fass, 1985; Denizbas1 ve Oziiner, 1992).
Norfloksasin (NOFX) (1986) bu grubun ilk Gyesi olup bunu siprofloksasin (COFX)
(1987) ve ofloksasin (OFX) (1988) izlemistir (Bilgehan, 1995; Miilazimoglu, 1999; Melli,
2004; Basustaoglu ve Akova, 1999; Polk, 1989; Andriole, 1993; Bastiirk, 2005; Ulusoy,
2010).

Nalidiksik Asit

7-KloroKinolin

Sekil 2.1. Klorokinin saflastirilmasiyla nalidiksik asitin elde edilmesi (Sardohan, 2006)

2.2.1. Kinolonlarim Simiflandirilmalari

2.2.1.1. Birinci kusak kinolonlar

Kinolon ¢ekirdeginde yapilan degisikliklerle elde edilen nalidiksik asit ve ardindan
sentezlenen oksolinik asit, sinoksasin, piromidik asit, miloksasin, akrosoksasin, pipemidik
asit ve flumekin gibi kinolon tirevleri Birinci Kusak Kinolonlar olarak adlandirilmistir
(Alabaz, 2011).



2.2.1.2. ikinci kusak Kinolonlar

Molekilin C-6 pozisyonuna bir flor eklenmesiyle “Florokinolonlar” elde
edilmistir. Genis etki spektrumlu, iyi farmakokinetik 6zellikleri olan, direng gelisimin

daha yavas olan ve yaygin kullanim alanma sahip ajanlar “ikinci Kusak Kinolonlar”dir
(Alabaz, 2011).

2.2.1.3. Ugiincii kusak kinolonlar

1990’11 yillarda ise basta pnomokoklar olmak iizere ¢ok iyi gram-pozitif
etkinliklerinin yani sira orta derecede anaerop bakterilere de etkinlikleri artirilmig bulunan
‘Ugiincii Kusak Florokinolonlar’ gelistirlmistir. Kinolon ¢ekirdeginde C-7 pozisyonunda
piperazin  grubundaki degisiklik ile antipndmokokal aktivite kazanmislardir.
Levofloksasin (LOFX), grepafloksasin (GRFX), sparfloksasin (SFX), gatifloksasin
(GFX), temafloksasin (TFX), tosufloksasin (TOFX) ve pazufloksasin (PZX) bunlar
arasindadir. Bu gruptan sadece levofloksasin uzun yillar sorunsuz ve yaygin olarak

kullanilmis ve halen de kullanimina devam edilmektedir (Alabaz, 2011).

2.2.1.4. Dordiincii kusak kinolonlar

1990’larin  sonu ve 2000’li yillarda ise, trovafloksasin, klinafloksasin,
sitafloksasin, moksifloksasin ve gemifloksasinin yer aldig1 ‘Dérdiincii Kusak Kinolonlar’
giindeme gelmistir Bunlar pndmokoklara kars1 daha da artmis etkinlik yaninda ¢ok gii¢lii
anti-anaerop etkinlige sahip molekiillerdir. Ancak bunlar i¢inde de giiniimiizde sadece
moksiflokasin ve gemifloksasin kullanilmakta olup, digerleri yan etkileri nedeniyle

kulanimdan kaldirilmiglardir (Alabaz, 2011).



Cizelge 2.1. Kinolonlarin siiflandirilmasi (Alabaz, 2011)

Birinci kusak ikinci kusak Uciincii kusak Dérdiincii kusak
kinolonlar kinolonlar kinolonlar kinolonlar
Nalidiksik asit | Norfloksasin (1986) Temofloksasin Trovafloksasin
(1962) (1992) (1998)
Uye ilaclar Oksolinik asit Siprofloksasin (1987) | Levofloksasin Gatifloksasin
(1997) (1999)
Piromidik asit Ofloksasin (1988) Sparfloksasin (1997) | Moksifloksasin
(1999)
Pipemidik asit Pefloksasin Grepaflokasin (1998) | Clinafloksasin
(2000)
Flumekin Enoksasin (1992) Tosufloksasin Gemifloksasin
(2000)
Miloksasin Lomefloksasin Pazufloksasin Sitafloksasin
(1992) (2000)
Akrosoksasin Fleroksasin
Sinoksasin Rufloksasin

2.2.2. Kinolonlarmm Etki Mekanizmasi

Kinolonlar DNA sentezini direkt olarak inhibe eden tek antimikrobiyal gruptur;
etkileri bakterisidaldir. Kinolonlarin bakteri hiicresindeki temel hedefleri DNA giraz
(topoizomeraz 11) ve topoizomeraz IV enzimidir. Genel olarak gram-negatif bakteriyel
aktivite DNA giraz, gram-pozitif bakteriyel aktivite ise topoizomerazlarin inhibisyonu ile
iliskilidir (Arda ve Ulusoy, 2008; Hooper ve ark., 2010; Alabaz, 2011). DNA giraz
enzimi topoizomeraz emzimleri adiyla bilinen ve DNA’nin replikasyon, transkripsiyon
islemleri sirasinda DNA’nin topolojik izomerlerinin birbirine doniisiimiinii saglayan
enzimlerin bakteri hiicrelerinde bulunan bir tipidir (Cozarelli, 1980; Denizbas: ve Oziiner,
1992). Bakteri kromozomu ¢ift sarmalli bir DNA iplik¢ik olup, bakteri hicresinin 200-
300 katt uzunlugundadir. Kromozom kendisinden ¢ok daha kuglk olan bakteri hucresinin
icine yerlesebilmek icin kendi etrafinda kivrimlar olusturur. Bu olay bile kromozomun
bakteri hiicresi igine yerlesmesine yetmez ve kivrimlar bir RNA ¢ekirdegi etrafina ikinci
kez ve bu defa ters yonde sikismaya ugrar. Bu olaya “supercoiling” adi verilir. Bunun
DNA

ettirilebilmesi ve bakterinin yasami i¢in “supercoiling” olayr son derece 6nemlidir.

sonunda kromozom ancak bakteri igine yerlesebilir. islevlerinin devam
Bakteri hiicresinde bu olay1 yoneten, kromozom halkalarin1 énce agip daha sik kivrim
yapilmasini saglayan ve sonra agilan uglar1 yapigtiran enzim DNA giraz enzimidir.

Kinolonlar, bakteri hiicresinde DNA giraz enzimiyle baglanarak enzim fonksiyonlarini



inhibe ederler ve “supercoiling” olayr engellenir. Bunun sonucunda bdlinemeyen
bakteriler anormal sekilde uzayarak Olurler (Arda ve Ulusoy, 2008; Hooper ve ark., 2010;
Alabaz, 2011).

Bakteri DNA’sinin fazla kivrimli negatif siiper sarmal seklini almasin1 DNA giraz
enzimi saglar. Kinolonlar ayrica topoizomeraz IV gyrA ve gyrB’ye benzeyen parC ve
parE genlerinden olusur. Nalidiksik asid tiirevi olan florokinolonlar, DNA’y1 negatif
supersarmal hale getiren DNA- giraz (topoizomeraz Il) enzimini, alfa- alt birimine
baglanarak inhibe ederler. Boylece bakteriler boliinemezler ve uzayip 6lurler. Novobiosin,
DNA- girazin beta- alt birimini etkiler. Siprofloksasin ve ofloksasin ayrica, bakteri
sitoplazma membranin1 zedeleyerek, digerlerine gore daha guclu antibakteriyel etki
yaparlar. Genis spektrumlu ve bakterisid etkilidirler (Ozalp, 2002; Dokmeci ve ark., 1992;
Kayaalp, 2000; Cross, 2001; Sardohan, 2006).

Topo
izomeraz

DNA giraz | |

Sekil 2.2. Florokinolonlarin etki mekanizmalar1 (Sardohan, 2006)
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Gecirgenlik
azahr

Sekil 2.3. Florokinolonlarin DNA’ya etkisi (Sardohan, 2006)
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Topoizomeraz IV

Sekil 2.4. DNA replikasyonundaki iki enzimin isleyisi (Sardohan, 2006).

2.3. Florokinolonlar

Florokinolonlar, genis spektrumlu ve bakterisid etkili antimikrobiyal ilaglardir.
Kimyasal olarak diger antimikrobiklerle iligskili olmayan bu ilaclar nalidiksik asidin
florlanmis sentetik benzerleridir. Nalidiksik asit 1960’l1 yillarda kinolonlarin ilk tiyesi
olarak kullanima girmis olmasina karsin sadece liriner sistem enfeksiyonlarinda kullanim
alan1 bulabilmistir. Nalidiksik asit ve pipemidik asit gibi kinolonlar dokularda yeterli

konsantrasyon olusturamadiklari igin sistemik enfeksiyonlarda etkili degildirler.



11

Spektrumlar1 dardir. Bunlara ek olarak tedavi sirasinda ¢ok c¢abuk direng gelisir. Bu
olumsuzluklarin giderilmesi amaciyla nalidiksik asit Uzerine yapilan arastirmalar
sonucunda 1980’li yillarda nalidiksik asitin florlanmis analoglar1 olan florokinolonlar
sentez edilmistir (Ozalp, 2002; Sardohan, 2006). Florokinolonlar yapica nalidiksik aside
benzeyen 6-floro-4-kinolon karboksilik asit tiirevleridir. 7 numarali karbon atomuna
baglanmis bir piperazin halkasi icerirler. Esas olarak, 1 numarali karbon atomuna ve/veya
piperazin halkas: tizerindeki substituentleri degistirmek suretiyle bircok florokinolon ilag
turti tretilmistir. Bunlardan halen en fazla incelenenler siprofloksasin, ofloksasin,
norfloksasin, enoksasin, pefloksasin ve fleroksasin’dir. Diger tiirevler arasinda
amifloksasin, lomefloksasin, sparfloksasin, temafloksasin ve florsuz atipik bir tirev olan
pipemidik asit bulunur (Kayaalp 2000; Barbosa ve ark., 2001; Espinosa-Mansilla ve ark.,
2005; Sardohan, 2006). Florokinolonlar, nalidiksik aside gore istiinlik saglayan
Ozelliklere sahiptirler. Genis antimikrobik spektrum, Gstin antibakteriyal etki, sistemik
etki olusturabilecek konsantrasyon ve yavas diren¢ gelisimi gibi 6zellikleri nedeniyle
tedaviye girislerinden bu yana terapotik degerleri tizerine en fazla galisilan antimikrobik
ilaglardir. Florokinolonlarmn ilk iiyesi ve en az etkili olan1 norfloksasindir. Daha sonra
siprofloksasin, enoksasin, ofloksasin, amifloksasin, pefloksasin, lomefloksasin,
sparfloksasin gibi yeni kinolonlar bu grupta yerlerini almiglardir. Bunlarin i¢inde en fazla
kullanim alan1 bulunani siprofloksasindir (Ozalp, 2002; Sardohan, 2006). Molekullerinde
8 numarali atom genel olarak karbon fakat enoksasin ve pipemidik asitte azottur. 6
numarali pozisyonda flor bulunmasi gram-pozitif bakterilere karsi etkinlik saglar. 7
numarali karbona bagli piperazin halkasi gram-negatif bakterilere karst etkinligi arttirir.
Molekulin karboksil grubu ve keto grubu olasilikla enol sekline gecerek Ca+t2 ile
baglanma saglar ve bdylece ilacin gram-negatif bakterilerin dis duvarindan igeri gegisini
kolaylastirir. Florokinolonlar suda ¢6ziinen fazla lipofilik bilesiklerdir. Genis spektrumlu,
hizli etkili ve bakterisid olmalar1 en onemli stiinliikleridir (Kayaalp, 2000; Cross, 2001;

Sardohan, 2006).

2.4. Ofloksasin

Ofloksasin kimyasal yollarla elde edilen sentetik bir maddedir. Bu nedenle aslinda
kemoterapotik maddelerdir. Bakterisidal etkili olup, etkilerini DNA sentezini bozarak
gosterirler. Ofloksasin bakteri hiicresindeki temel hedefli DNA-giraz (Topoizomeraz II)
enzimidir. DNA giraz enzimi gyrA tarafindan kodlanan A ve gyrB tarafindan kodlanan B

olmak tzere 2 alt bélimden olusur. Ofloksasin bu enzimin A alt kismina baglanarak etki
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gosterir. Ofloksasin ile karsilasan bakteriler bolinme yetenegini kaybederler, boyuna
uzarlar ve sonugta 6lurler. Kinolon grubu antibiyotiklerin ikinci kusak yani florokinolon
grubu antibiyotiktir. (Andriole, 2005; Sardohan, 2006; Ulusoy, 2010). Uriner sistem
infeksiyonlar1 ve sistemik infeksiyon tedavisinde de kullanilmaktadir (Davis, 1996;

Leblebicioglu, 2002).

MNorfloksasin
(6-flora-7-pirimidin kinclein)

Malidiksik Az

Gram (-] aktivitesi artmaktade
Protein zncin daha kicilar

Yanlamma Gmrii daba nzar

Sekil 2.5. Norfloksasinin elde edilisi (Sardohan, 2006).

N

CH;

Sekil 2.6. Ofloksasinin elde edilisi (Sardohan, 2006).
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2.4.1. Ofloksasin’in Farmakolojik ve Farmakokinetik Ozellikleri

Agiz yolu ile alindigminda gastrointestinal sistemden iyi emilirler. Oral yoldan
alinan Ofloksasin tamamina yakin kismi emilir. Emilimden sonraki 1-2 saat icerisinde en
yiuksek plazma konsantrasyonuna ulasir. Biyoyararlanimi % 85-95 oranindadir.
Aliminyum, magnezyum iceren antasidler, sukralfat, demir ve ¢inko preparatlari ile
birlikte alinirsa selasyon olustururlar ve biyoyararlanimi azalir. Besinler emilimini
geciktirebilir. Plazma proteinlerine baglanma oranlar1 diisiiktiir. Viicut sivilar1 ve dokulara
iyi dagilir. Prostat, kemik, kikirdak ve bobrek dokusunda, tiikiiriik, gozyas: salgilarinda,
idrarda serumdakinden daha yuksek konsantrasyonlara ulasir. Ofloksasin’in serebrospinal
siviya gegisleri yeterlidir, diger kinolonlarin bu siviya gegisleri yetersizdir. Fagositler
icinde de yuksek konsantrasyon olusturur. Degisen oranlarda karacigerde metabolize
edilir. Aktif ya da inaktif metabolitleri bobrekler yoluyla atilir. Idrardaki
konsantrasyonlart serumdakinin 1-2 kat fazlasina ulasir. Eliminasyon yart 6mri uzundur.
Bobrek yetmezliginde ofloksasin’in yar1 6émrii uzar, doz ayarlamasi gerekir. Ofloksasin
cok az metabolize edilir; % 90’1 bobrekten degismeden atilir (Denizbasi ve Oziiner, 1992;
Wise ve Honeybourne, 1999; Kayaalp, 2000; Ozalp, 2002; Sardohan, 2006; Chigutsa ve
ark., 2011).

Biyoyararlanimi en yiiksek olan ofloksasinin oral yolla alindiginda hemen tamam
absorbe olur. Sukralfat veya antiasitlerle birlikte alindiginda emilimleri azalir. H2 reseptor
blokerlerinden ise etkilenmez. Genel olarak oral alindiktan 70-75 dakika sonra plazmada
en yiiksek konsantrasyona (Cmax) ulasirlar. Ofloksasin gerek kiigiik molekiillii olmasi,
gerekse proteine baglanma oraninin diisiik olmasi nedeniyle serumda, dokuda, vicut
stvilarinda ve fagositler i¢inde oldukga yiiksek konsantrasyonlara ulasir. Akciger, prostat,
safra, idrar, balgam ve kemik dokuda ulastiklart konsantrasyon ¢ok iyidir. Tukrik,
g0Ozyas1 salgisi, nazal mukoza ve brons epitelyumine gegisleri de iyidir. Serum yarilanma
omru genelde uzun oldugundan gunde bir veya iki kez kullanilir (Wise ve Honeybourne,
1999; Sardohan, 2006; Chigutsa ve ark., 2011).

Ofloksasinin, oral kullanimdan sonra yiiksek biyoyararlanim oranlar1 basta olmak
uzere cok iyi farmakokinetik 6zellikleri, genis antibakteriyel etki alanlari, miikemmel
doku penetrasyonu ve nispeten diisiik ve dnemsiz yan etki profili nedeniyle ¢ok degisik
infeksiyonlarin tedavisinde basar ile kullanilan segkin ilag arasindadir. Ofloksasinin oral
aliminda sindirim kanalindan absorpsiyonu son derece iyidir. Ofloksasin, tamamen
absorbe olmaktadir. Ofloksasin oral yoldan alindiktan sonra genellikle 1-2 saat sonra

serum tepe dizeyine ulasir. Yaslilarda ve bobrek yetmezligi olanlarda bu siire uzar.
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Ofloksasinin eliminasyon yar1 dmiirleri (t1/2) nispeten uzundur, bu da giinde tek doz veya
iki kez uygulanabilmelerine olanak verir. Ofloksasin viicut sivilarina ve dokulara ¢ok iyi
dagilir, bircok hiicreye kolaylikla girer. +2 ve +3 yiikseltgenme basamagindaki (besinler
ve antasidler gibi ilaclar icindeki) katyonlarla selat yapar. Karacigerde metabolize edilir.
Bobreklerden glomeriiler filtrasyon ve tiibiiler sckresyonla atilirlar (Wise ve
Honeybourne, 1999; Sardohan, 2006; Chigutsa ve ark., 2011).

2.5. Genetik Toksikoloji

Toksikolojinin bir alt dali olan genetik toksikoloji, organizmanin normal biyolojik
isleyisi sirasinda veya kimyasal, fiziksel ve biyolojik etkenlere bagli olarak hiicrelerin
DNA molekiillerinde meydana gelen degisiklikleri inceleyen bir bilimdir ve gesitli
ajanlarin ortaya cikardigi genetik hasarin degerlendirilmesinde 6nemli bir yere sahiptir
(Choy, 2001; Young, 2002; Mortelmans ve Rupa, 2004; Vural, 2005; Atli Sekeroglu ve
Sekeroglu, 2011).

Genetik toksisite, cekirdek, kromozom ve DNA yapisinda meydana gelen
hasarlari, DNA kiriklarini, gen mutasyonlarini, kromozom anormalliklerini, klastojenite
ve andploidi gibi olaylar1 kapsayan genel bir terimdir (Young, 2002; Zeiger, 2004; Ustiin,
2007; Atli Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011). DNA veya genomun kopyasinin ¢ikarilmasini
saglayan enzimlerle etkilesime giren ve mutasyona neden olan maddelere genotoksik
maddeler ad1 verilmektedir. Genotoksik maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi
veya bazi degisimlere yol agmasi ise genotoksik etki olarak tanimlanmaktadir (Choy,
2001; Mortelmans ve Rupa, 2004; Ustiin, 2007; Atl1 Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).

DNA’nin yapisinda meydana gelen kalic1 degisikliklere mutasyon denir. Hiicre
veya organizma populasyonlarinda, mutasyonlarin ortaya ¢ikmasma ve artisina neden
olan kimyasal veya fiziksel ajanlar da mutajen veya mutajenik terimleri kullanilarak ifade
edilir (Yirtici, 2007).

Genotoksinlerin kromozomlarda meydana getirdigi mutasyon, klastogenez adinm
alir. Mutasyonlarin viicut hiicrelerinde ortaya ¢ikmasi ile organizmanin dogrudan kendisi
etkilenirken, esey hiicrelerinde ortaya ¢ikmasi halinde sonraki nesillere gecebilir. Esey
hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlar, zigota aktarilarak sonraki nesillerde ortaya
cikabilir. Genotoksisite ¢esitli mekanizmalarla tamir edilebilir 6zelliktedir ve her zaman
mutasyon olarak ifade edilmez; bu nedenle mutajenisiteden ayrilir (Basaran, 2002; Taner,

2004; Yirtict, 2007).
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Mutajenlerin genotoksik etkisi, hiicresel hedeflerine baglidir. Bazi1 kimyasal
maddelerin mutajenik etkisini gostermesi i¢in metabolize edilmesi gerekebilir.
Mutajenler, DNA iizerindeki etkilerini ya dogrudan ya da genomik bilgilere gore
sentezlenen proteinlere baglanarak dolayli yolla gdsterebilirler (Sekil 2.7). Ornegin,
iyonlastiric1 radyasyon, DNA’da tek veya ¢ift zincir kiriklarina neden olur. Iyonlastirici
radyasyonun DNA iizerindeki dolayl etkisi ise, bir fotonun su molekiilleri ile etkileserek
hidrolizine neden olmasi sonucu olusan serbest radikallerin daha sonra proteinlerin ve
DNA’nin yapisin1 bozmasi ile gergeklesir (Nias, 1998; Kirsch-Volders ve ark., 2003;
Yirtici, 2007).

| Genotoksinler ‘ ‘ Digerleri

| Dogrudan (DNA) ‘ ‘ Dolayli (DNA) ‘

l l Metilasyon

| Lezyonlar ‘ ‘ DA onarmi enzimlen |
Mitojenler
e Eklenti | Mitotikigiplikleri |
& Finldar Sitotolosisite
® Hasar Hitcre déngiisi
kontrol noltalarn Hortn onl ar

»®

Mutasyonl ar l

o \| Hiicre gogalmast
Genetike * Gen
kararsizlilc * Kromozom
® Genotn

Karsinogenez

Sekil 2.7. Genotoksinlerin DNA {izerindeki dogrudan ve dolayl etki mekanizmasi (Ath
Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011)
DNA’nin hasara yanitinda, DNA hasarinda rol alan kilit molekiillerde ve

yollardaki bozukluklar; doku hasari, yaslanma, kanser, infertilite ve bazi genetik ve
multifaktoryal hastaliklara yol agabilir (Sekil 2.8) (Kirsch-Volders ve ark., 2003; Mateuca
ve ark., 2006; Yirtici, 2007).
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Sekil 2.8. Genotoksinlerin DNA Uzerindeki etki mekanizmasi ve sonuglari (Kirsch-
Volders ve ark., 2003; Mateuca ve ark., 2006; Yirtici, 2007)

Genotoksisite ve karsinojenite arasindaki iliski pek ¢ok calismada incelenmis ve
insanlar i¢in karsinojen olan pek c¢ok bilesik genotoksik bulunmustur. Ayrica bir
maddenin karsinojenik potansiyelinin mutajenik kapasitesi ile yakindan ilgili oldugu
belirtilmistir. Ciinki pek c¢ok karsinojen; gen mutasyonlart ve amplifikasyonlarina,
kromozomal yeniden diizenlenmelere ve andploidiye neden olmaktadir. Karsinogenez,
timori  baskilayan genlerin  etkisiz hale getirilmesine veya protoonkogenlerin
etkinlestirilmesine neden olan kromozomal degisiklikleri veya nokta mutasyonlarini
kapsar. Birgok karsinojen, tlimoriin hedef dokularimin DNA’smma kovalent olarak
baglanabilecek elektrofilik ara iiriinler olusturur (Yirtici, 2007).

Yapilan aragtirmalar, c¢evremizdeki g¢esitli kimyasal maddelerin kiigiik
miktarlarinin bile genotoksik, mutajenik veya karsinojenik olabilecegi gergegini ortaya
koymaktadir. Bu etkilere sahip olma potansiyeli tasiyan ilaglarin, tedavi edici etkilerinin
belirlenmesinin yaninda, insan genomunda mutasyonlara sebep olup olmadiklarmin
ortaya ¢ikarilmasi son derece Onem tagimaktadir. Genetik toksisite testlerinde alinan
pozitif sonuglar mutajenik olan bircok maddenin Kkarsinojenik de oldugunu
gostermektedir. Kimyasal maddelerin mutajenik etkileri ile karsinojenik potansiyelleri

arasinda boylesine kuvvetli bir iligkinin olmasi, mutajenezis testlerinin endiistri
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kuruluslar1 tarafindan kimyasal maddelerin karsinojenik risklerinin arastirilmasinda
biyogdsterge testleri olarak kullanilmasi sonucunu dogurmustur. Mutajenite testleriyle
elde edilen sonuglara gore bilinen kanserojenlerin yaklagik %90 kadarinin ayni zamanda
mutajenik oldugu, buna karsin tiim mutajenlerin potansiyel kanserojen olabilecegi
bildirilmistir (Purchase ve ark., 1978; Mavournin ve ark., 1990; Choy, 2001; Zeiger,
2004; Vural, 2005; Ustiin, 2007).

2.6. Genetik Toksisite Testleri

Genotoksisite testleri esas olarak kanserden korunmada, her tirlu fiziksel ve
kimyasal ajanin etkisini arastirmada, ilaclarin piyasaya siiriilmeden once toksik etkilerini
ve gilivenilirligini arastirmada yaygin olarak kullanilmaktadir. 1970’lerden bu yana
mutajenik ve genotoksik olan maddelerin kanserojenik potansiyellerini dl¢ebilmek icin
bircok in vivo ve in vitro genotoksisite testi gelistirilmistir. Genetik toksisite testleri,
cesitli mekanizmalarla direkt veya indirekt olarak genetik materyalde hasara neden olan
bilesikleri saptamak amaciyla gelistirilmis in vitro ve in vivo testlerden olusurlar. Bu
testlerin kullanimlarmin yayginlasmasi sayesinde, Ornegin; bir bireyin herhangi bir
kimyasal ajana verecegi genetik cevap oOnceden belirlenebilir, kanser gibi hastaliklar
klinik belirti vermeden taranarak yatkin bireyler belirlenebilir ve dnlem alinabilir (Choy,
2001; Bedir ve ark., 2004; Zeiger, 2004; Ustiin, 2007).

Genotoksisite testlerinin en 6nemli kullanim alanlarindan biri olan kanser
genetiginde hastalia duyarliligin tayini, hastalifin tanisinin konulmast ve takibinin
yapilmasinda bu testler énemli bir yer tutmaktadirlar. Bu testler kanseri gosterebilen
biyomarker olarak degerlendirilebilmekte ve karsinojenlere maruz kalmis bireylerde
artmis kanser riskini gostermek amaciyla kullanilabilmektedir. Karsinogenezle ilgili
oldugu varsayilan genotoksisitenin etkilerini inceleyebilecek ¢esitli kisa stireli test
metotlar1 gelistirilmistir. Kisa-siireli testlerle elde edilen sonuglari, kimyasal bilesiklerin
karsinojenisitesi ile karsilastirmak i¢in kapsamli incelemeler yapilmasi gerekir. Fakat
genel kani, genetik etkilerin tamami hakkinda bilgi saglayabilecek gegerlilikte tek bir
testin olmadig1 yoniindedir; her bir kimyasal madde, birden fazla test kullanilarak
degerlendirilmelidir (Zeiger, 1998; Albertini ve ark., 2000; Choy, 2001; Demirel ve
Zamani, 2002; Mortelmans ve Rupa, 2004; Yirtici, 2007).
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2.6.1. Salmonella / mikrozom (Ames) Testi:

Fiziksel yada kimyasal ajanlarin DNA’da meydana getirdigi hasar, bakteriyal
mutasyonlar1 6l¢ebilen kisa zamanh testlerle saptanmaktadir (Gatehouse ve ark., 1990;
Borcek Kasurka, 2010). Bu tip testlerden birisi olan Ames testi, Ames (1970) tarafindan
gelistirilmis ve bakteriyal mutasyon testleri i¢inde detaylar1 en iyi bilinen ve karakterize
edilen, gecerliligi, uygulanma kolaylig1 ve hassasligi nedeniyle en fazla kabul gorerek
tercih edilen ve giiniimiizde de siklikla kullanilan bir mutajenite testidir (Maron ve Ames,
1983; Gatehouse ve ark., 1990; Jung ve ark., 1992; Jarvis ve ark., 1996; Mortelmans ve
Ziger, 2000; Choy, 2001; Borgek Kasurka, 2010). Ames test sistemi ayni zamanda,
kimyasallarin mutajen veya kanserojen etkilerini ortadan kaldiran, bu kimyasallarin DNA
ile etkilesimlerini Onleyen antimutajenlerin ve antikanserojenlerin tayininde de
kullanilmaktadir (Rosin ve Stich, 1979; Ozbek, 2006; Bor¢ek Kasurka, 2010).

Salmonella-Mikrozom testi ile bakteri DNA’s1 ile etkilesime girerek mutasyona
neden olan ajanlarin, insan dahil diger tiirlerde de muhtemel mutasyonlara yol agma
yeteneginde olabilecekleri varsayilmaktadir (Ozbek, 2006; Borgek Kasurka, 2010).

Bu sistem; sitokrom P-450 enzimlerini igeren memeli karaciger post mitokondriyal
siipernatant (S9) varliginda veya yoklugunda, okzotrofik, histidin aminoasitine ihtiyag
duyan, mutant, Salmonella typhimurium test bakterileri kullanilarak yapilmaktadir ve S.
typhimurium’ un genellikle TA 97, TA 98, TA 100, TA 102, TA 1535, TA 1538 suslari
kullanilmaktadir. S. typhimurium histidin geninde olusturulan farkli mutasyonlarla
gelismek i¢in  histidin = gereksinimi  duyan degisik tipte oksotrofik mutantlara
donistirilmistiir. S. fyphimurium’ un histidin sentezleme yeteneklerini kaybetmis his
olan suslarinin test bileseni ile muamele edildikten sonra ikinci bir mutasyon gegirip his”
hale geri donlismesine dayanir. Geri doniisen (revertant) bakteri kolonileri sayilarak
degerlendirilir. Fakat normalde de mutajenlere maruz kalmadan spontan olarak geri
doniisebilen bakteriler olmaktadir. Mutajenik etkiden bahsetmek i¢in spontan revertant
koloni sayis1 sayilmasi gerekir (Maron ve Ames, 1983; Mortelmans and Ziger 2000;
Choy, 2001; Korkmaz, 2005; Borgek Kasurka, 2010). Bir mutant sus, tek bir baz degisimi
seklinde nokta mutasyona sahip iken, kendiliginden ya da bir mutajen uyarisiyla yabani
tipe doniistiigiinde, transisyon ya da transversiyon seklinde mutasyon geg¢irmis olmaktadir

(Korkmaz, 2005; Borgek Kasurka, 2010).
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2.6.2. Memeli Hiucre Kiltard Testleri

Pek cok arastirici, genotoksik etkinin saptanmasinda tek bir testin tek basina
yeterli olmadigini, bir maddenin genotoksik ya da mutajenik aktivitesinin belirlenmesinde
bir seri test sisteminin kullanilmasi gerektigi belirtmiglerdir (Mortelmans ve Rupa, 2004;
Ustiin, 2007; Bérgek Kasurka, 2010). Son zamanlarda herhangi bir ilacin belli organ veya
dokular iizerine zararli etkileri, kanserojen, mutajen veya teratojen etkilerinin olup
olmadigini1 saptamak amaciyla fare kullanimindan vazgegilerek, daha cok hiicre kiiltiirti
ile yapilan ¢alismalara yogunluk verilmistir. Tlaglar basta olmak iizere, yeni gelistirilen ve
giinlik hayatta yaygin olarak kullanilacak kimyasal maddelerin insanlarda emniyetli
kullanim icin toksisite testlerinin énemi biiyiiktiir. insan hiicre kiiltiirleri kullanilarak
ilaclarin genotoksik etkileri arastirilabilir. Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii kanser
aragtirmalarinda insan kanser hiicre kiiltiirleri tizerinde bagirsak, akciger, melanoma,
bobrek, beyin ve kan kanseri igin haftada 300 yeni kimyasal maddenin antikanser
etkinligini arastirabilmekte, hiicre kiiltiirlerinden alinan sonuclarin daha gergek¢i ve daha
spesifik oldugu ifade edilmektedir (Zoli ve ark., 1995; Banerjee ve ark., 1997; Davila ve
ark., 1998; Robinson ve ark., 2002; Saygi, 2003; Bor¢ek Kasurka, 2010).

Hiicre kiiltiirlerinin kullanim alanlari;

a. Ila¢c metabolizmasindan sorumlu enzim sisteminin saptanmasi,

b. Tlag metabolize eden enzim aktivitesini etkileyebilecek faktdrlerin saptanmasi,

c. Ilag metabolitleri ve bu maddelerin toksik etki potansiyellerinin saptanmast,

d. Ilacin metabolik yikilma siiresinin saptanmasi,

e. ilaglarm birbirleri iizerine olan etkilesim derecesinin saptanmast,

f. ila¢ metabolizmasinda genetik, yas, cevre ve hastalik faktdrlerinin arastirilmasi,

g. Bireylerin ilag allerjisi potansiyeline sahip olup olmadiginin 6ngoriilmesi

(Wooster ve ark., 1993; Saygi, 2003; Borcek Kasurka, 2010).

Insan hiicre kiiltiirlerinin toksisite arastirmalarindaki avantajlar;

a. Tiir farkliligin1 ortadan kaldirir,

b. Kimyasal maddelerin muhtemel toksik etki yapacag: diistiniilen deri, karaciger

gibi spesifik doku hiicreleri lizerinde arastirma yapilmasini saglar,

c. Toksisite mekanizmalarinin hiicreler lizerinde aydinlatilmasina imkén verir,

d. Deneyde kullanilan hayvanlarin act ¢ekmesi veya 6lmesi soz konusu degildir

(Saygi, 2003; Borgek Kasurka, 2010).

Kimyasal maddelerin mutajenik ve kanserojenik potansiyelleri arasinda bir

iliskinin kurulmasini saglayan ve en yaygin olarak kullanilan in vitro hicre kaltird
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mutajenite testleri; Kromozom anormallikleri (KA) testi, Mikronukleus (MN) testi,
Kardes kromatid degisimi (KKD), Fare lenfoma testi ve Comet testidir (Bor¢ek Kasurka,
2010).

2.6.2.1. In vitro Kromozom Anormallikleri (KA) Testi

In vitro kromozom anormalligi (KA) testi, genellikle periferal kan lenfosit hiicre
kiiltiirlerinin  kullanildig1, test bilesikleri tarafindan indiiklenen yapisal ve sayisal
kromozom anormalliklerin ve dolayisiyla genotoksik risklerin belirlemesinde siklikla
kullanilan en hassas yontemlerden biridir. Kromozom anormallikleri DNA duzeyindeki
zararin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir ve yiiksek KA sonucu genetik materyalde
olusan hasarlar tamir edilemediginde; rekombinasyon, mutasyon, doku hasari, yaslanma
ve kanser olusabilmektedir. KA olusum mekanizmasi farkli dokularda benzer oldugu icin
lenfositlerdeki anormallik seviyesinin, kansere egilimli dokulardaki anormallik seviyesini
gosterdigi ve boylece kanser riskini dnceden gosterebildigi belirtilmistir (Anderson, 1988;
Carrano ve Natarajan, 1988; Savage, 1993; Albertini ve ark., 2000; Norppa ve ark, 2006;
Yavuz Kocaman, 2007; Borcek Kasurka, 2010).

KA analizi i¢cin dolasan kandaki lenfosit hiicrelerinin se¢ilme nedenleri:

1-Radyasyona kars1 ¢ok duyarli olmalari,

2-Vicudun herhangi bir noktasinda radyasyon sebebi ile olusan hasarin, kan

dolasim sisteminde tiim viicuda taginmasini saglamalari,

3-Kan dolasim sisteminde GO fazinda olmalari,

4-Doku kiiltiirii ortaminda boliinmeye kolayca tesvik edilebilmelert,

5-Senkronize (ayn1 anda, aymi fazda) bir populasyon olmalar1 seklinde

siralanabilir.

Periferal kan lenfositlerinde sitogenetik testlerle genetik materyalin hasar gordiigii
gosterildigi  zaman, sonuglar sadece populasyon diizeyinde risk hesaplamada
kullanilabilir. Populasyondaki artan KA frekansi, kanser riskinin artisinin bir isareti
olarak dikkate alinmalidir (Yirtict, 2007).

In vitro KA testinde, hiicrelerin mitoz boliinme gegirmesini saglayan ortamlarda,
periferal kan lenfositlerinden olusan hiicre kiiltiirleri inkiibasyona birakilir. Kiiltiirler
inklibasyonun belirli zamanlarinda test bilesigine maruz birakilir. Kiiltiir = siiresi
tamamlanmadan ortalama 2 saat Once, tubilin polimerizasyon inhibitori olan ve hicre
boliinmesini metafaz asamasinda durduran kolsisin uygulanir. Kiiltiirii yapilan hiicrelerin

belirlenmis olan protokollere uygun olarak metafaz kromozom preparatlar1 hazirlanir ve



21

mikroskop altinda yapisal ve sayisal kromozom anormallikleri yoniinden incelenir (EPA,

1998; Choy, 2001; Borgek Kasurka, 2010).

2.6.2.2. In vitro Mikronukleus (MN) Testi

Mikronilkleuslar (MN) hiicrenin mitoz bdliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan koken
alan ve tiim kromozomlar ya da kromatidlerin anafazda geri kalmasindan dolay1 telofazda
olusan kardes niikleusun disinda rastlanan olusumlardir. MN sayisindaki artis, ¢esitli
ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt
gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Andploidiyi uyaran ajanlar, sentromer boliinme
hatalarina ve ig iplikciklerinde fonksiyon bozukluklarina yol agarak; klastojenler ise
kromozom kiriklar1 olusturarak MN olusumuna katkida bulunmaktadirlar. Hiicrelerde MN
sayisinda artis saptanmasi somatik hiicrelerdeki genomik kararsizligin gdstergesidir ve
MN olusumuna neden olabilen kromozom kaybi ya da kromozomlarin ayrilamamasi
kanser ve yaslanmada gbzlenen 6nemli olaylardan biridir. Yapilan caligsmalarda, kanser
hastalarindan alinan periferal kan lenfositlerindeki MN frekansinda belirlenen artis,
kanser olusan hedef dokudaki MN frekansi kadar bulunmustur (Vanparys ve ark., 1990;
Surrallés ve ark., 1995; Cheng ve ark., 1996; Duffaud ve ark., 1997; Kirsch-Volders ve
ark., 1997; Choy, 2001; Demirel ve Zamani, 2002; Sekeroglu ve Atli Sekeroglu, 2011).

MN testi, klastojenik ve andjenik etkili bilesikler tarafindan olusturulan
kromozomal hasarlarin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan standart
genotoksisite testlerinden biridir. Ayrica, sitogenetik harabiyetin tespitinde, kromozom
analizine gore kolay uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmasi ve istatistiksel
yonden daha anlamli sonuglar elde edilmesi avantaji saglamasiyla yaygin kullanim alani
bulan bir tekniktir (Schmid, 1975; Garewal ve ark., 1993; Stopper ve Miler, 1997;
Fenech, 2000; Krishna ve Hayashi, 2000; Widel ve ark, 2001; Demirel ve Zamani, 2002;
Sekeroglu ve Ath Sekeroglu, 2011). Ayrica biitiin halde kromozom seklinde
mikroniikleus olusumuna neden olan ve kromozomal anormallik testleriyle ¢alisilmasi
glc olan andploidiyi indikleyici ajanlar bu testle kolaylikla saptanabilmektedir (Aardema
ve Kirsch-Volders, 2001; Lorge ve ark., 2007; Sekeroglu ve Atli Sekeroglu, 2011). Birgok
arastirict MN analizi i¢in gesitli teknikler kullanmiglardir. Fakat Fenech ve Morley (1986)
tarafindan, kiif mantarlariin metabolitlerinden olan Sitokalasin-B (Cyt-B) ile mitoz
geciren hiicrelerde sitokinezi durdurma esasina dayanir. Bir hiicre siklusunu tamamlayan

hiicrelerin biniiklear goriiniimleriyle ayirt edilmesine olanak saglayan sitokinezi bloklama
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metodu ile bazi kinetik problemler ortadan kalkmis ve in vitro MN tekniginin
uygulanmasindaki giivenilirlik artmistir (Fenech ve Morley, 1985; Fenech, 2000;
Aardema ve Kirsch-Volders, 2001; Choy, 2001; Demirel ve Zamani, 2002; Borgek
Kasurka, 2010).

In vitro MN testinde, hiicrelerin mitoz boliinme gegirmesini saglayan ortamlarda,
periferal kan lenfositlerini igeren hiicre kiiltiirleri inkiibasyona birakilir ve kiiltiirlere
belirli zamanlarinda test bilesigi ilave edilir. Ilk mitozdan 6nce kiiltiiriin yaklasik 44.
saatinde sitokinezi engellemek ve bintiikleer hiicre elde etmek amaciyla kiiltiirlere belirli
miktarda Cyt-B eklenir. Kultur siresinin bitiminde tlpler santrifijlenerek supernatant
atilir ve tiiplere hipotonik eriyik ilave edilerek yaklasik 10 dakika 37°C’de inkiibasyona
birakilir. Siire sonunda tipler santrifijlenerek, tlplere glasiyal asetik asit ve metanol
karisimindan olusan fiksatif ilave edilir. Ilk fiksatif ile oda sicakliginda muamele
edildikten sonra tiipler tekrar santrifiij edilir ve bu islem tiipte kalan sivinin berraklastigi
goraliinceye kadar 2-3 kez tekrarlanir. Daha sonra tiiplerdeki sivi lamlarin Uzerine
damlatilarak preparatlar hazirlanir. MN’lerin boyanmasi i¢in preparatlar Giemsa-tampon
boya eriyiginde boyanir ve 151k mikroskobu ile incelenir ( Rothfuss ve ark.,2000; Fenech,
2000; Kirsch-Volders ve ark., 2003; OECD, 2006; Sekeroglu ve Atli Sekeroglu, 2011).

2.6.2.3. Fare Lenfoma Testi (Mouse Lymphoma Assay=MLA)

En ¢ok kullanilan in vitro memeli mutasyon testleri arasinda yer alan fare lenfoma
testi ilk kez Clive and Moore (1975) tarafindan gelistirilmistir. Fare lenfoma testi;
L5178Y fare lenfoma hucrelerinin timidin kinaz (TK) lokusundaki veya insan
lenfoblastoid TK6 hiicrelerinin ya da Chinese hamster hicre serisinin (CHO, AS52 ve
V79 hicrelerinin) hipoksantin guanin fosforibosil transferaz (HPRT) veya ksantin guanin
fosforibosil transferaz (XPRT) lokusundaki gen mutasyonlarinin ve kromozomal
bozukluklarinin saptanmasini saglayan bir testtir. Yani fare lenfoma testi hem gen
mutasyonlart hem de kromozom anormalliklerini tespit etmek icin kullanilabilmektedir
(Clive ve Spector, 1975; Clive ve ark., 1990; Combes ve ark., 1995; Choy, 2001; Ustin,
2007; Borcek Kasurka, 2010).

Fare lenfoma testinde, test bilesigi yaklasik 3-4 saat sireyle metabolik
aktivasyonlu veya aktivasyonsuz fare lenfoma hiicreleri ile muamele edildikten sonra
kiiltiire edilir. Test bilesigine maruz kalan hiicre kiiltiiriinden elde edilen hiicreler mutant
hiicrelerin oranimi saptamak amaciyla TFT iceren bir ortama ekilir. TK" ve TK”

lokuslarinda meydana gelen mutasyon sonucu timidin kinazdan yoksun olan mutant
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hiicreler pirimidin analogu olan triflorotimidinin (TFT) sitostatik etkilerine kars1
direnclidirler ve mutant hiicreler TFT varliginda ¢ogalirlarken, normal hiicreler
¢ogalamamaktadir. inkiibasyondan sonra koloniler sayilarak mutant koloni sayis1 saptanir.
Genellikle blyik koloniler nokta mutasyonlarla, kiicik koloniler ise delesyon ve yeniden
dizenlenmeleri iceren kromozom anormallikleriyle ilgilidir (Clive ve Spector, 1975;
Clive ve ark., 1990; Combes ve ark., 1995; Choy, 2001; FDA, 2006; Ustiin, 2007; Borcek
Kasurka, 2010).

2.6.2.4. In vitro Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Testi

Kardes kromatid degisimleri, DNA c¢ift zincir kiriklarinin homolog rekombinasyon
yoluyla onarilmasini gosteren kardes kromatidlerin homolog lokuslar1 arasinda DNA
replikasyon iriinlerinin degisimidir. Kardes kromatid degisimleri nokta mutasyonlarin
indiiksiyonu, gen amplifikasyonu ve sitotoksisite ile iligkilidir. Kardes kromatid degisim
testi (Sister Chromatid Exchange=SCE) ise, bu degisime neden olan &zellikle DNA
eklentileri olusturan veya DNA replikasyonu ile etkilesime giren mutajen bilesikleri
saptamaktadir. Bu test, ¢esitli ajanlarin mutajenik ve karsinojenik etkilerinin, deneysel
caligmalarda indikator test olarak oOzellikle kromozomlarda olusan yapisal degisimleri
arastirmak yoniinden onemli bir yer tutmaktadir. Bu nedenle kimyasallarin mutajenik ve
karsinojenik etkilerini belirlemek i¢in uygun bir yontem olarak kardes kromatid degisim
yontemininin kullanimina devam edilmektedir (Taylor ve ark., 1957; Perry ve Evans,
1975; Latt ve ark, 1980; Latt ve Schreck, 1980; Wolff, 1980; Sonoda ve ark., 1999;
Ustiin, 2007; Borgek Kasurka, 2010).

KKD testi i¢in insan lenfosit hiicre kiiltiirleri test bilesigine maruz birakilir ve
belirli bir sire sonra kiltirlere kromatidlerin boyanarak birbirinden ayirt edilmesini
saglayan 5-bromo-2-deoksiiiridin (BrdU) eklenir. Bu madde kardes kromatidlerin
birbirine kontrast saglayacak sekilde boyanmasi ve bu sayede homolog kromozomlarda
DNA pargalarmin karsilikli degisiminin gosterilmesini saglar. Iki hiicre siklusu siiresi
gectikten sonra kiiltiirlerden KA yonteminde oldugu kromozom preparatlari hazirlanir ve
kromozomlar KKD yoniinden incelenir. Testten pozitif sonu¢ alinmasi, test bilesiginin
memeli somatik hiicre kiiltiirlerinde karsilikli kromatid degisimine neden olduguna isaret
etmektedir (Perry ve Evans, 1975; Latt ve ark, 1980; Latt ve Schreck, 1980; Wolff, 1980;
Ustiin, 2007; Borgek Kasurka, 2010).



24

2.6.2.5. Comet (Single Cell Gel Electrophoresis) Testi

Son yillarda gelisen Comet teknigi, ¢esitli ajanlarin yol actigi DNA tek ve cift
zincir kiriklarinin tespiti i¢in kullanilan hassas, hizli ve giivenilir bir yontemdir. Tek hiicre
jel elektroforez (Single cell gel electrophoresis) teknigi olarak da adlandirilan Comet
yontemi, bircok memeli hiicresinde ¢esitli ajanlarin indiikledigi DNA hasar1 ve onarim
bozuklugunun tayinini amaglayan ¢alismalarda kullanilmaktadir. DNA kiriklariin tayini
prensibine dayanan bu yontem, pek cok fiziksel ve kimyasal mutajenin 6zellikle
insanlarda yol actigt DNA hasarinin tayininde, kanser hastalarinda DNA hasarinin
derecesini ve tamirini tespit etmede, bazi kalitsal hastaliklarin prenatal tanisinda, bazi
hastaliklarda artmig DNA hasarim1 belirlemede kullanilan bir biyoizlem testidir. Ayrica
genotoksinleri ilk etki bolgelerde degerlendirebilmesi, hemen hemen tiim Okaryotik
hiicrelere uygulanabilmesi, diisiik hasar seviyesini Olgebilmesi, az sayida hiicre 6rnegi
gerektirdigi i¢in hizli, basit ve ucuz bir yontem olmas1 gibi avantajlarindan dolay1 genis
bir kullanim alanina sahiptir (Choy, 2001; Ostling ve Johanson, 1984; McKelvey-Martin
ve ark., 1993; Fairbairn ve ark., 1995; Singh ve ark., 1988; Kassie ve ark., 2000; Tice ve
ark., 2000; Olive ve Banéath, 2006; Dinger ve Kankaya,2010; Sekeroglu ve ark., 2011; Ath
Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011 ).

2.7. Kinolonlarla Yapilan Genotoksisite Calismalari

Yapilan literatiir taramasi1 sonucu kinolon grubu bazi antibiyotiklerle ilgili toksik
caligmalar1 iceren c¢alismalar asagida verilmistir. Bu arastirma veya derlemelerden
ofloksasin i¢eren ve igermeyen caligsmalar ayri gruplandirilmistir.

Mitelman ve ark. (1988) siprofloksasin ve ofloksasin ile tedavi edilen hastalarda
bu etken maddelerinin genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla, hastalardan tedavi
oncesi ve sonrasi aldiklar1 kan orneklerini kiltire ederek, sitogenetik yontemle KA
olusumlarini tespit etmeye c¢alismistir. Calismada giinliik 200 mg OFX verilen, idrar yolu
enfeksiyonlu 12 hastadan tedaviden 1 hafta sonra alinan kan 6rneklerinin ve tedavi 6ncesi
orneklerin sitogenetik analizleri karsilagtirilmistir. ~ Sitogenetik analizlerde, OFX
tedavisinden once alinan Ornekler ve tedavi sonrasi Ornekler arasinda, toplam KA
miktarinda ve ¢esidinde herhangi bir farklilik saptanmadigi rapor edilmistir.

Forsgren ve ark. (1989) tarafindan yeni kinolonlarin toksik etkilerinin arastirildig:
cesitli calismalarin bulundugu bir derleme yaymlanmistir. Bu ¢alismada sunulan arastirma

sonuglar1 soyledir:
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HeLa hiicrelerinde OFX’in sadece yiiksek konsantrasyonlarda hiicre biliyiimesini
inhibe ettigi belirtilmis olup, OFX doz artisina bagli olarak insan Raji hiicrelerinde
proliferasyonun diistiigii belirlenmistir. Ayrica OFX’in test edilen yiiksek dozunda diisiik
dozlarina kiyasla DNA zincir kiriklarinda onemli bir artisin oldugu rapor edilmistir
(Bredberg ve ark., 1989).

OFX’in dana timus hiicrelerinde topoizomeraz enzimlerini zayif bir sekilde inhibe
ettigi ve diger DNA sentez enzimleriyle etkilesime girdigi gosterilmistir (Hussy ve ark.,
1986). Ancak, her ne kadar OFX’in genotoksik oldugunu bildiren ¢aligmalar varsa da (Mc
Queen ve Williams, 1987), DNA zincir kiriklarinin DNA’nin normal replikatif stirecinde
meydana geldigi ve karsinojenik veya mutajenik olmasi gerekmedigi belirtilmis ve bu
goriis, negatif sonu¢ veren bazi mutasyon ve kromozomal test caligsmalari ile
desteklenmeye c¢alisilmistir (Schiilter, 1987; Mayer, 1987; Mitelman ve ark., 1988).

Hiicre dongiisii siireci ve islevi tlizerine ¢esitli kinolonlarin etkisinin in vitro
incelendigi bir ¢alismada, lenfoblastlarda DNA zincir kiriklart sadece yiiksek OFX (80
pg/ml) dozunda goriinirken, ®H timin eklenmis, mitozu uyarilmis periferal kan
lenfositlerinde diisiik dozlarda bile giiclii bir sekilde artmistir (Bredberg ve ark., 1989).

Sican hepatositlerinde ve hepatosit hiicre hattinda, baz1 kinolonlarin genotoksik
etkisinin in vivo ve in vitro olarak bir ¢alismada incelenmistir. Bu ¢alismada, DNA’da
olusan primidin dimerlerini uzaklastiran bir eksizyonel tamir siirecinin sonucu olan
programlanmamis DNA sentezi (UDS) arastirilmigtir. UDS’nin in vitro’da test edilen
kinolonlarin yiiksek dozlari tarafindan artirildigi, ancak in vivo’da F344 yetiskin disi
sicanlardan izole edilen hepatositlerde UDS’nin goézlenmedigi rapor edilmistir. Bu
bulgulara gore test edilen tim maddeler gibi OFX’in DNA reaktifi olmadigi, ancak bazi
dolayli etkilesimler sonucu in vitro’da UDS meydana getirdikleri ileri siiriilmiistiir
(McQueen ve ark., 1991).

DNA’da hasar meydana getirebilen fiziksel veya kimyasal ajanlarin bakteriyel
mutasyonlarinin  Olgiilebildigi Ames testiyle 8 kinolonun bakteriyal mutajenitesi
calistimigtir. Ofloksasini de igeren kinolonlar toplamda kalitatif Ames test sisteminde
pozitif sonu¢ vermistir. Ancak 0,25 pg/ml konsantrasyonunda test edilen ofloksasinin
diistik seviyede mutajenite gosterdigi belirtilmistir (Mamber ve ark., 1993).

5 yeni kinolon antibiyotiginin fotohassas reaktif oksijen tiirleri olusumuna
etkisinin incelendigi calismada, OFX’in farkli reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna farkl
derecelerde yol agtiginin belirlenmesine ragmen DNA zincir kirigi olusumuna etkisinin en

az oldugu belirtilmistir. Bircok ¢aligmada rapor edilmis olmasina karsin bu ilaglarin ROS
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olusturduguna dair direkt bir kanitin olmadigi sonucuna varilmistir (Umezawa ve ark.,
1997).

El-Habit ve ark. (2001) OFX’in genotoksisitesi ardisik olarak 14 giin boyunca 3
dozda (104, 520, 1040 mg/kg/giin) farelerde test etmisler, ayn1 zamanda OFX’in terapotik
bir dozunu (104 mg/kg/gin) 2 Gy gama radyasyona maruz birakilan bir fare grubuna 14
giin siireyle verilmislerdir. Arastiricilar DNA fragment yizdelerini dalak hucrelerinde,
PCE ve NCE’lerde ise MN sikligim1 kemik iliginde incelemislerdir. Her iki kriterde de,
OFX’in doz artisina bagh olarak, artis gbézlenmistir. Verilerin, potansiyel bir mutajen
olarak bu ilacin etkisinin ¢esitli organlarda farkli oldugunu gosterdigini ifade etmislerdir.

Sanchez ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada, fotohassasiyet ile DNA
ayrilmalar1 ve hiicre membran hasar1 meydana getiren bazi florokinolonlarin varliginin,
kinolonlarin 151k tarafindan indirgenerek aktif oksijen turleri veya radikaller
olusturabilmelerinin kanit1 olarak sunulmustur. Bu ¢alismada, Jurkat hiicre hattinda, 2,76
x 10°M lik konsantrasyonda kullanilan ve iizerine UV 1s1n sa¢ilan OFX’in genotoksik
etkisi commet yontemi ile test edilmistir. Test sonuglari, UV 1s18a maruz kalan OFX
grubu ile UV 15182 maruz birakilmayan grup arasindaki farkliligin istatistiksel olarak
onemli olmadigini, UV’li OFX grubunun DNA hasarini artirdigini, ayrica UV’siz OFX
grubunun genotoksisitesinin de negatif kontrole gore onemli farklilik gosterdigini isaret
etmistir. OFX genotoksik olarak ifade edilmistir.

Farkli antibiyotik gruplarindan alt1 antibiyotik etken maddesinin (eritromisin,
oksitetrasiklin, sulfametoksazol, ofloksasin, linkomisin, klaritromisin) sucul organizmalar
(baliklar, mikro kabuklular, rotiferler, algler ve bakteriler) Uzerindeki ekotoksisitesi
incelenmistir. Bu ilaglarin kronik ve akut toksisiteleri ve genotoksik potonsiyelleri SOS-
kromo testi ve ames testi ile tespit edilmeye ¢alisilmistir. EKotoksikolojik sonuglara gore
OFX’in genotoksik ve mutajen oldugu ve dolayisiyla cevresel risk diistiniildiigiinde boyle
bilesiklerin, sucul ¢evre igin oldukca zararl bilesikler olduklar1 belirtilmistir (isidori ve
ark., 2005).

Itoh ve ark. (2006)’nin antimikrobiyal kinolonlarin genotoksisitesini inceledikleri
bir caligmada, in vitro comet testi ile nalidiksik asit (NA), pipemidik asit (PPA), oksolinik
asit (OA), piromidik asit (PA), enoksasin (ENX), ofloksasin (OFX), norfloksasin (NFLX)
ve ciprofloksasin (CPFX) olmak dzere 8 kinolonun genotoksik potansiyelini
arastirtlmistir. Arastiricilar test ettikleri 8 kinolonu WTK-1 hiicrelerine (Mutant p53) 2, 4
ve 20 saat 62.5 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarda uygulamiglar. NFLX ve CPFX’in 4 ve

20 saatlik uygulamalardan sonra konsantrasyona bagli olarak DNA hasarin1 6nemli
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derecede indukledigini fakat bu hasar geri doniistiirebilir oldugunu tespit etmislerdir.
Diger taraftan, diger 6 kinolon uygulamasinda ise DNA hasarmin gOriilmedigini
bildirmislerdir. NFLX ve CPFX’nin uygulandig1 huicrelerde comet testi ile DNA gocunin
artig1 belirlenmistir. In vitro MN testi ile, WTK-1 hiicrelerine 20 saat 15.63 ve 125 pg/mL
dozlarinda uygulanan 4 kinolondan (NA, PPA, NFLX ve CPFX) sadece NFLX’in
hiicrelerde onemli derecede MN artisina neden oldugunu, diger 3 kinolonun ait bir
degisimin gozlenmedigini kaydetmislerdir. Bu sonuglar NFLX ve CPFX’in DNA tek
zincir kiriklarini indiikledigi ve ayrica kromozom anomalileri testiyle de NFLX’in tek
zincir kiriklarina sebep oldugu belirtilmistir.

Alt1 konsantrasyonda (1 mg/mL, 100, 10, 1 pg/mL, 100 ve 10 ng/mL) ve dort
farkli stirede (15, 30, 60, 240 dk.) toplam bes florokinolonun (siprofloksasin,
gatifloksasin, ofloksasin, levofloksasin, moksifloksasin) her birinin 24 kez test edildigi
calisgmada insan kornea epitelyum ve keratosit hiicre kiiltiirleri kullanilmistir.
Florokinolonlarin sitotoksik etkisi hiicrelerin floresans tekniklerle sayilmasi yoluyla
belirlenen ¢alismada, genel sonuglar bunlarin kullanilan hiicre kiiltiir ortamlarinda doza ve
sireye bagli olarak sitotoksik olduklari ifade edilmistir. Epitelyum kiiltiirinde OFX
sonuclarina gore; slireye bagl olarak yiiksek dozda (1 mg/mL) ve diisiik dozlarda (100 ve
10 ng/mL) ise sadece en uzun uygulama siiresinde (240 dk.) sitotoksik oldugu
belirlenmistir. Keratosit kiiltiiri OFX sonuglar1 gore ise; ¢alisilan diger maddeler gibi en
yiiksek dozda ve tiim siirelerde kalic1 bir sekilde, diisiik (100 ve 10 ng/mL) dozlarda 60 ve
240 dk. siirelerde sitotoksik oldugu tespit edilmistir (Bezwada ve ark., 2008).

Geng tavsanlarda mikrokapsiillii kondrositlerde OFX’in hiicre 6liimiine etkisinin
incelendigi bir calismada, OFX’in, pek ¢ok DNA hasar ajani tarafindan aktive edilen, p53
tiimor baskilayici ve apoptozisi kontrol eden genin ifadesinin artmasini saglayarak, DNA
fragmentasyonuna ve programli hiicre 6liimiinlin olusmasina sebep oldugu bildirilmistir
(Sheng ve ark., 2007; Sheng ve ark., 2008).

Li ve ark. (2010)’nin OFX’in oksidatif hasara bagli artropatideki roliinii aragtirmak
amaciyla gerceklestirdikleri bir ¢aligmada yavru tavsanlarda eklem kondrositlerine
sirastyla 5, 10, 20, 40 ve 80 pg/ml konsantrasyonlarinda OFX uygulanmigtir. Caligmada
oksidatif hasarin biiylikliigli, bazi makromolekiillerin oksidatif hasarinin, antioksidan
enzim aktiviteleri ve reaktif oksijen tlrlerinin  seviyelerinin  6lctlmesiyle
degerlendirilmistir. OFX’in, reaktif oksijen tirlerinin intraselltler Gretiminde
konsantrasyona bagli bir artisa yol agtigi g0zlenmistir. Benzer sekilde, ofloksasin

tiyobarbitlrik asit reaktif maddelerin seviyesinde 6nemli bir lipid peroksidasyonu ile
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konsantrasyona bagli bir artis ortaya ¢ikarmistir. Ayn1 zamanda reaktif oksijen tirlerinin
asir1 liretimine sebep olabilen OFX’in konsantrasyonuna bagl olarak olusturdugu DNA
hasar1 comet testi ile (24 saatte) 6l¢ilebilir. Sonug olarak, bu sonuglar agikca ofloksasinin
oksidatif stres, lipid peroksidasyonu ve DNA’da oksidatif hasar ile kondrositlerde
oksidatif sterese neden olabilecegini gostermislerdir.

Anupama ve ark. (2010)’nin insan periferal lenfositlerinde yaptigi 4 farkli
florokinolonun sitotoksik ve genotoksik potansiyellerinin karsilastirildigi calismada,
florokinolonlar hiicrelere 4 saat boyunca uygulanmis, bu siire sonunda 20 ve 32 saatlik
ifade stiresi olarak adlandirilan periyotlar sonunda iki farkli siirede (24 ve 36 saat) hasat
gerceklestirilmistir. 15.62, 31.25, 62.5, 125 ve 250 pg/ml dozlarinda kullanilan OFX’in
diger florokinolonlar gibi mitotik indeks, kromozom aberasyonlar1 ve kardes kromatit
degisimi ile test edilmesi sonucu, sadece en yiiksek dozda MI’i hafif bir sekilde
diigtirdtigii, diger test siireglerinde ise negatif kontrole gore 6nemli bir anormal hiicre
olusumuna sebep olmadigi tespit edilmistir. Bu verilere gore OFX’in gergek bir sitotoksik
ve genotoksik ifadesinin olmadig1 sonucuna varmislardir.

Baz1 florokinolonlart igeren ilaglarin iretiminde klinik Oncesi yapilan
aragtirmalarda; UV veya giin 15181 ile 1sinlanan test maddelerinin fototoksisite ile iliskili
olarak toksik etki gosterdigi bildirilmistir. Ug¢ farkli florokinolonun test edildigi bir
caligmada, Cin hamsteri V79 hiicrelerinde kromozomal aberasyonlarin belirgin sekilde
arttig, comet yontemi ile fare lenfoma hiicrelerinde yaygin DNA kirilmalarinin
gozlendigi belirtilmistir. Bu temelde, florokinolon tedavilerinin, 151k maruziyetine karsi
basit onlemler alinmasa bile, kayda deger bir risk olusturmasinin beklenmedigi sonucuna
vartlmistir (Chetelat ve ark., 1996).

Gorla ve ark. (1999)’nin enrofloksasin (5 ve 50 pg/ml) ve siprofloksasin’in (5, 25
ve 50 pg/ml) insan periferal kan kiiltiirlerinde genotoksik etkilerini inceledigi ¢alismada
belirlenen KA olusumlarina gore her iki test maddesinin de genotoksik oldugu ve
COFX’in 50 pg/ml dozda metafaz sayimini engelledigi ve MI'1 diistirdiigii bildirilmistir.
Ayrica 50 pg/ml COFX dozunda sitotoksik ve genotoksik bulgularin birbiriyle uyumlu
oldugu belirtilmistir.

Siprofloksasin (COFX) ile yapilan in vivo genotoksisite ¢alismasinda, kullanilan
tim test sistemlerinin (fare kemik iliginde mikroniikleus, Cin hamsterinda sitogenetik
kromozom analizi, erkek farelerde dominant letal testi, sican ve farelerin ana
hepatositlerinde UDS testi) COFX’in genetoksik etkisinin olmadigini gézler oniine serdigi
belirtilmistir (Herbold ve ark., 2001).
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Itoh ve ark. (2002) baz1 kinolonlarin fotokimyasal klastojenitelerinin belirlendigi
bir ¢alismada, test edilen kinolon grubu maddelerin 1sinlanmis gruplarinda negatif
kontrole gore yaygin KA ve MN olusumu gozlendigini, ancak ayni ¢alismada 1sinsiz
kinolonlar grubunda genotoksik etkinin goriilmedigini bildirmislerdir.

Siprofloksasin’in genotoksisitesi idrar yolu enfeksiyonu hastalarinda insan
periferal kan lenfosit kiiltlirleri ile degerlendirilmistir. Hastalardan tedavi Oncesi ve
sonrasinda alinan periferal lenfositlerde kardes kromatit degisimi, mitotik indeks ve
replikatif indeks ile siprofloksasin’in etkisinin incelendigi bu g¢alismada, siprofloksasin
tedavisinden sonra kardes kromatit degisimi frekansinin 6nemli derecede artig1 ve mitotik
indeks ve replikatif indeksin azaldig1 gdzlenmistir (ikbal ve ark., 2004).

Ambulkar ve ark.,, (2009)’'min yaptig1 ¢alismada insan lenfositlerinde
siprofloksasinin sitotoksik ve genotoksik etkisi ¢esitli parametrelere gore in vitro
degerlendirilmistir. Bu parametreler; mitotik indeks, kromozom anomaliligi, anafaz
anomaligi, replikatif endeksi ve kardes kromatid degisimidir. Caligmada diisiik Mitotik
indeks, disiik replikatif indeks ve diger yandan da yiiksek frekansta anafaz anomaligi,
ylksek frekansta kromozom anomaliligi ve kardes kromatid degisimi gbzlenmistir. Bu
bulgulara gore in vitro insan lenfositlerinde siprofloksasin’in sitotoksik ve genotoksik
oldugu sonucuna varmislardir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda elde edilen tiim

sonuclarin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada test maddesi olarak ofloksasin, materyal olarak sigara i¢meyen,
gecirilmis herhangi bir ciddi hastalifi olmayan, rutin bir sekilde herhangi bir ilag
kullanmayan ve 20-24 yaslar1 arasinda olan saglikli iki erkek ve iki bayandan alinan
periferik kan kullanilmistir. Calismamizin yapilabilmesi amaciyla Samsun Klinik

Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan 10.11.2009 tarihinde 121 say1 numarasi ile izin alinmistir.
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.1.1.1. Ofloksasin

Bu caligmada test maddesi olarak kullandigimiz ofloksasin (Sigma), enfeksiyon
hastaliklarin tedavisinde kullanilan ve kinolon turevi olan 2. kusak florokinolon grubu bir
antibiyotiktir.

Ticari Adlari: Drovid, Exocin, Menefloks, Ofkozin, Oflocide, Ofloks, Travid,
Urosin.

Kimyasal Adi: (+)-9-Fluor-2, 3 dihidro-3-metil-10-(4-metil-l-piperazinil)-7-okso-
7 H-pirido-(l, 2, 3-de) (1, 4)-benz-oksazin-6-karbonik asittir.

CAS no: 82419-36-1

Molekiil Agirhg: 361.4

Erime Sicakh@: 270-275 °C

Kaynama Sicakhgi: 571.5 °C

Kapali Formiilii: C1gH20FN304

Acik Formiilii:

; COOH

HyC-N M

CHy
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3.1.1.2. Dimethyl Sulfoxide (DMSO)

Bu calismada ofloksasin konsantrasyonlarinin hazirlanmasinda ¢6ziicii olarak
kullanilmistir ve Merck’den saglanmistir. Test maddemiz olan ofloksasin saf DMSQO’da
¢oOziilmiistiir ve ayn1 zamanda saf DMSO, ¢6ziicii kontrol grubu olarak kullanilmistir.

Kimyasal adi: Dimethyl Sulfoxide (DMSO)

Molekiil agirhgr: 78.19 g/mol

Saflik diizeyi: >%99.0

Kaynama noktasi: 189 °C

Erime noktasi: 18.0-18.5 °C

CAS No: 67-68-5

Kapali formiilii: (CH3),SO

Acik formiilii:

O
|

S

Hsc/ \CH3

3.1.1.3. Kromozom Medyumu

Bu c¢alismada Biological Industries firmasinin irettigi RPMI 1640 (01-106-1)
hiicre kiiltiirii yapmak i¢in kullanilmistir. RPMI 1640 Medyumu’nun 100 ml.’sinde
asagidaki bilesikler belirtilen miktarlarda bulunmaktadir.

RPMI1640 (Biological INAUSEIIES).......cceeeevieeiieeieieeieeeee e 100 ml
Fetal Bovine Serum (Biological INdUSEIIES) ......cceevvveiiviiiiiiie e, 20 ml
Penicillin/Streptomycin/Amphotericin (PSA) (Biological Industries) ............ 1ml
Phytohemaglutinin M (PHA-M) (Biological Industries) ............ccccoevvvnnene. 1.2 ml
L-Glutamin (METCK) .......ouitit it 2 mi

Bu karisimdan steril olan her bir kiiltiir tiipiine 2.5 ml konulmustur ve kiiltiirde

kullanilmustir.
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3.1.1.4. Mitomycin C (MMC)

Bu calismada Mitomycin C pozitif kontrol olarak kullanilmistir ve Sigma
firmasindan saglanmaistir.

Kimyasal adi: Mitomycin C

Molekdl agirhgi: 334.33 g/mol

Erime noktasi: 360°C

CAS No: 50-07-7

Saflik diizeyi: %99

Kapal formiilii: C15H13N4Os5

Acik formiilii:

3.1.1.5. Cytochalasin B (Sigma)

Mikroniikleus testinde, hiicre boliinmesi sirasinda sitokinezi engellemek ve iki
niikleuslu hiicreler olusturmak amaciyla kullanilmistir ve Sigma’dan saglanmigtir.

Kimyasal adi: Cytochalasin B

Molekiil agirhgi: 479.62 g/mol

Saflik diizeyi: > %98

CAS No: 14930-96-2

Kapal formiilii: C,9H37NOs
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Acik formiilii:

3.1.1.6. Colcemid (Kolsemid, Kolsisin)

Kiltlirti yapilan hiicreleri metafaz sathasinda durdurmak icin kullanilmistir ve
Biological Industries firmasindan saglanmistir. Kolsisin eriyigi kromozom medyumunun
her ml’sinde 0.06 pg olacak sekilde (0.06 pg/ml) 2.5 ml’lik kromozom medyumuna ilave
edilmisgtir.

Kimyasal adi: Colcemid, N-Deacetyl-N-methyl colchicine

Cat. No: 12-004-10

Molekiil agirhgi: 399.4 g/mol

Kapal formiilii: Cy,HsNOg

Acik formala:

0 CHs

/

s NH

3 \O
0
Hac”
o
O~

CH,
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3.1.1.7. Hipotonik Eriyik
Hipotonik eriyik olarak %0,4’liik KCl (Merck) kullanilmistir. Uygulamadan

yaklasik bir giin Once eriyik bidistile su i¢inde hazirlanan hipotonik eriyik, her

preparasyondan once 37°C’deki inkiibatorde 1sitilip kullanilmgtir.

3.1.1.8. Fiksatif

KA deneylerinde 1 hacim asetik asit’in (Sigma) 3 hacim metanol (Sigma) ile
karigtirllmas1 sonucu hazirlanan fiksatif kullanilmigtir. MN deneylerinde ise 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 NaCl) karistirilarak hazirlanmistir. Diger fiksatifler
ise 1 hacim glasiyal asetik asit ve 5 hacim metanol’lin (1/5 glasiyal asetik asit/metanol)
karistirilmasi ile hazirlanmistir. Fiksatifler, her preparasyonda kullanilmadan iki saat 6nce

hazirlanarak buzdolabinda saklanmistir.

3.1.1.9. 5°-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdUrd)

BrdUrd Sigma firmasindan temin edilmistir. BrdUrd eriyigi steril saf su igerisinde
hazirlanmistir. 1 mg BrdUrd 2 ml steril saf suda ¢oziilmiistiir. Bu eriyikten 50ul’ lik
miktar kiiltiir tiiplerine ilave edildigi zaman kiiltlir son konsantrasyonu 10 pg/ml olacak
sekilde BrdUrd ihtiva etmektedir.

Kimyasal adi: 5’-Bromo-2’-deoxyuridine

Molekiil agirhgi: 307.10 g/mol

Saflik diizeyi: % 99

CAS No: 59-14-3

Kapali formiilii: C9H31BrN,Os

Acik Formiil:

O
Br.

HO N O

OH
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Hazirlanisi

Saf Suyun Sterilizasyonu

Temiz bir erlene saf su doldurularak erlenin agzi pamukla iyice kapatilmistir.
Sterilizasyon esnasinda erlenin iizeri aliiminyum kagidi ile ortiilmiis ve erlendeki saf su
otoklavda 1.2 atm. buhar basincinda, 120 °C’de 15 dk. steril edilmistir.

BrdUrd Eriyiginin Sterilizasyonu

BrdUrd eriyigi steril bir erlen iginde bulunan ve steril olan saf su igerisinde 5’-
bromo-2’-deoxyuridine maddesinin eritilmesiyle hazirlanmistir. Bu eriyik steril sartlarda
por ¢apt 0.2 pum olan bakteri filtresinden (Corning Incorporated, membran filtre)
gecirilerek steril edilmistir. Hazirlanan eriyik agzi vida kapakli steril kiiltiir tiiplerine

alinarak, etrafi 151k gecirmeyecek sekilde kapatildiktan sonra buzdolabinda saklanmustir.

3.1.1.10. Sorensen Tamponu

Bu eriyik, iki stok ¢ozelti halinde hazirlanmistir ve bu c¢ozeltiler galismanin
amacina uygun olarak birbirleriyle degisik miktarlarda karistirilarak kullanilmistir.

Hazirlamis1

Tampon A: 11.34 gr KH,PO,4 (Merck) 250 ml distile suda ¢oziinmiistiir

Tampon B: 14.83 gr Na,HPO,4.12H,0 (Sigma) 250 ml distile suda ¢oziinmiistiir.

KH,PO, ¢ozeltisi, Na,HPO, ¢6zeltisinin tizerine ilave edilmistir.

3.1.1.11. Standart Saline Citrate (SSC) Eriyigi
11.05 gr tri sodyum sitrat (CgHsNazO7. 2H,0) (Merck) tartilarak bir miktar saf su

icerisinde eritilmistir. Daha sonra 21.9 gr NaCl (Sigma) tartilarak yine saf su igerisinde
ancak ayr1 bir kapta eritilmistir. ki eriyik, bir siseye dokiilerek iyice karistirilmis ve
iizerine 500 ml oluncaya kadar saf su ilave edilmistir. Hazirlanan bu 5 x SSC’lik stok
eriyik buzdolabinda saklanmistir. KKD’yi incelemek i¢in bu stoktan 20 ml alinarak tizeri
100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlanmis ve elde edilen 1 x SSC eriyigi

kullanilmastir.

3.1.1.12. Giemsa
Giemsa boyast Merck firmasindan temin edilmis olup, % 5’lik Giemsa-Tampon
(Sorensen) boya eriyigi seklinde hazirlanmistir ve KA ve KKD testlerinde kromozomlari,

MN testinde ise niikleuslar1 boyamak icin kullanilmisgtir.
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3.1.1.13. 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

Calismamizda kullanilan kimyasallarin tartilmasi amaciyla, hava akimlarina karsi
Ozel cam paravanlarla korunan ve 0.0001 gr hassasiyetindeki Precisa marka terazi

kullanilmustir.

3.1.2.2. Biyoguvenlik Kabini

Test soliisyonlarinin hazirlanmasi, steril tiiplere kan ekiminin yapilmasi ve test
sollisyonlarinin kiiltiir tiiplerine ilave edilmesinin steril sartlarda gerceklesebilmesi i¢in,

ESCO marka Class-II biyogiivenlik kabini kullanilmustir.

3.1.2.3. inkiibator

Hiicre kiiltiiriinlin yapilmasinda ve bazi eriyiklerin 1sitilmasinda Binder marka

inkiibator kullanilmastir.

3.1.2.4. Santrifuj

Calismamizda kiiltiir tiplerindeki hiicreleri ¢oktiirmek amaciyla Centrifuge MPW-

351R marka santrifiij kullanilmistir.

3.1.2.5. Vorteks Karistirici

Calismamizda kiltlir tiiplerini dairesel salinimli hareketler ile karistirmak

amaciyla BioCote (Stuart-SA8) marka vorteks karistirict kullanilmagtir.

3.1.2.6. UV Kabin

Caligmamizda bolinme sirasinda yeni sentezlenen poliniikleotid ipligi igine
timinin yerine ortamda bulunan BrdUrd’yi alan kromatidin soluk boyanmasini saglamak

amaciyla CAMAG marka UV kabin kullanilmistir.

3.1.2.7. Mikroskop

Preparatlar1 incelemek amaciyla Leica marka 151k mikroskobu ve goriintii analiz

sistemi kullanilmistir.
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3.2. Kromozom Anormalliklerini (KA) ve Mitotik indeksi (MI) Saptamak

Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

3.2.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Periferik kan 6rneklerinden KA’ni saptamak amaciyla hiicre kiiltiiriniin yapilmasi
ve preparatlarin hazirlanmasinda Evans (1984)’1n teknigi modifiye edilerek kullanilmistir.
Sigara icmeyen, ge¢irilmis herhangi bir ciddi hastalig1 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. Alinan periferik kan orneklerinden 300 pl
steril sartlarda igerisinde 2.5 ml’lik kromozom medyumu bulunan steril tiiplere ekilmistir
ve hiicre kiiltliri 37+1°C’de 72 saat igin inkiibe edilmek iizere inkiibatore yerlestirilmistir.

Calismamizda negatif kontrol, pozitif kontrol ve ofloksasin gruplari
olusturulmustur. Negatif kontrol grubunda saf DMSO kullanilmis ve inkiibasyona
birakilmigtir. Bu gruptaki kiiltlir tiipleri sat DMSO’nun 48 saatlik muamelesine maruz
birakilmistir. DMSO kiiltiir tiiplerine 10 pl/ml olacak sekilde ilave edilmistir.
Calismamizda pozitif kontrol olarak ise Mitomycin C kullamilmistir ve kiiltiir tiipleri
Mitomycin C’nin 48 saatlik muamele siiresine maruz birakilmistir. Mitomycin C kiiltiir
tiplerine 0.16 pg/ml olacak sekilde ilave edilmistir. Test maddemiz olan ofloksasin’in
etkisini incelemek igin kultlr slresinin bitimine 48 saat kala ofloksasin’in daha 6nce
belirlenmis ve kiiltiir tiiplerine saf DMSO’da c¢oziilerek hazirlanmig konsantrasyonlari
olan 30, 60 ve 120 pg/ml’lik miktarlar1 ilave edilmistir. Calisilan OFX dozlar1 yapilan 6n
caligmalar ile belirlenmistir. OFX ile ilgili literatiirlerin taranmasi sonucu, insan periferal
lenfosit kiltiriinde kullanilacak uygun dozlar hakkinda yeterli veri bulunamadigi ve bu
konuda karar verilemedigi i¢in 6n ¢alisma yapilmasi uygun goriilmiistiir. Sitotoksisitenin
ve OFX’in konsantrasyonlarinin belirlenebilmesi i¢in bir seri hiicre kiiltiirii hazirlanmis ve
bu kiltarlere 25, 50, 100, 250, 500 ve 1000 pg/ml seklinde degisik dozlarda OFX
eklenerek bir on ¢alisma yapilmistir. Hiicre kiiltiirleri 48 saat boyunca farklhi
konsantrasyonlarda OFX ile muamale edilmis ve kiiltiirlerden elde edilen preparatlar
mitotik indeks bakimindan incelenmistir. OFX’in test edilen konsantrasyonlarindan 100
ug/ml dozundan sonra mitoz gegiren hiicre sayisit dramatik bir sekilde azaldigi ve mitotik
indeksi degerlendirebilecek sayida yeterli hiicre sayilamadigi igin konsantrasyon araliklari
degistirilerek ikinci bir ¢alisma gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada ise kiiltiirlere 100, 120,
140, 180 pg/ml OFX dozlari eklenmistir. Denenen ikinci OFX dozlarindan 120 pg/ml

dozu mitotoik indekste yaklasitk % 50 oraninda azalmaya neden olmasindan dolayi



38

inhibitoér konsantrasyon yani, IC50 degeri 120 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu nedenle
caligmamizda en yiiksek OFX dozu 120 pg/ml olarak secilmistir. Ayrica, yapilan 6n
caligmalarda 120 pug/ml’den daha yiiksek dozlarda doz artigina paralel olarak mitotik
indeksin hizla azaldigi ve sitotoksisitenin onemli oranda artis gosterdigi saptanmuistir.
OFX’in 180 pg/ml ve daha yiikksek konsantrasyonlarinda mitotik aktiviteye
rastlanmamigstir. Calismamizda en yuksek OFX dozu olarak IC50 degeri olan 120
pg/ml’lik konsantrasyon kullanilirken en diisik OFX dozu olarak IC50 degerinin 1/4’i
olan 30 pg/ml’lik konsantrasyon kullanilmistir. IC50 degerinin 1/2’si olan 60 pg/ml’lik
konsantrasyon ise ara doz olarak kullanilmistir.

Tum tlplere kaltlr sdresinin bitiminden 1 saat 6nce (kdltirin 71. saatinde)
kolsisin eriyiginden 0.06 pg/ml olacak sekilde ilave edilmis ve hiicreler 1 saat siiresince
kolsisin ile muameleye birakilmistir.

Kiiltlir siiresinin bitiminde tiipler 1200 rpm’de 15 dk. santrifiij edilmis ve altta
biriken kan hicrelerine zarar vermeden Ustte biriken siipernatant su trompu yardimiyla
atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden yaklagik 1ml’lik siv1 karigtirildiktan sonra
tlplere, daha Onceden 37°C’de sitilmis olan %0.4’lik KCI hipotonik soliisyonundan
yavas yavas damlalar halinde 5 ml ilave edilmistir. Tiiplere hipotonik eriyik ilave
edildikten sonra tiipler, agz1 kapatilarak inkiibatére konulmustur ve 37°C’de 20 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 oraninda hazirlanan ve buzdolabinda
muhafaza edilen soguk tespit (fiksatif) ¢ozeltisi (metil alkol: glisial asetik asit), tipki
hipotonik eriyik ilavesi gibi 5 ml olacak sekilde damlalar halinde yavas yavas ilave
edilmistir. Yaklagik 20 dakika oda sicakliginda fiksatif ile muamele edilen hiicreler 1200
rpm’de 15 dk. santrifiij edilmistir. Tiipte kalan sivinin tamamen berraklastig1 goriiliinceye
kadar bu islem yaklasik 3 kez daha tekrarlanmistir. Son santrifiij isleminden sonra
tiiplerde yaklasik 1 ml s1v1 kalacak sekilde siipernatant atilmistir.

Tiipteki siispansiyon pasteur pipeti ile karistirtlarak homojen hale getirildikten
sonra, daha dnceden alkolle temizlenmis ve buzdolabinda saklanan soguk lamlar iizerine
damlatilarak hiicrelerin lam iizerinde yayilmasi saglanmistir. Bu sekilde hazirlanmig

preparatlar kurumak tizere kapal1 bir yerde oda sicakliginda 24 saat bekletilmistir.
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3.2.2. Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Sorensen tamponu ile hazirlanmis olan % 5’lik Giemsa eriyigi filtre kagid1 ile dik
bir saleye siiziilmiistiir. Preparatlarin Giemsa-Tampon boya eriyiginde 4 dakika
boyanmasi saglanmistir. Preparatlar boyadan ¢ikarildiktan sonra farkli kaplardaki distile
sulardan gecirilerek fazla boyanin akmasi saglanmig ve preparatlar dik bir sekilde
kurumaya birakilmistir. Boyanan preparatlar en az 1 gece kurutulduktan sonra, entellan ile
kapatilarak daimi hale getirilmistir. Entellan kuruduktan sonra daimi preparatlarda

mikroskobik incelemeler yapilmstir.

3.2.3. Mikroskobik Incelemeler ve Mikroskopta Fotograf Cekme

Hazirlanmig olan daimi preparatlar goriintii analiz sistemli Leica marka 1s1k
mikroskobu ile x100 biiyiitmede incelenmistir. Incelenen preparatlarda mitotik indeks
(MI1) ve kromozom anormallikleri (KA) belirlenmistir. Mitozu gegiren bazi hiicrelerin
kromozomlar1 ve saptanan bazi kromozom anormallikleri yine x100 biiyiitmede

fotograflanmis ve bilgisayara aktarilmistir.
3.2.4. Mitotik indeks (MI) ve Kromozom Anormalliklerinin (KA) Saptanmasi

3.2.4.1. 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
icinde boliinme halindeki (metafaz evresindeki) hiicrelerin orani yiizde cinsinden

hesaplanarak mitotik indeks saptanmustir.

3.2.4.2. Kromozom Yap1 ve Say1 Anormalliklerinin Saptanmasi

Kromozom aberasyonlarinin belirlenmesi amaciyla, her bir grup ve konsantrasyon
icin, her bir kisiden hazirlanan preparatlarda kromozomlari iyi dagilmis 100 metafaz plag
(4 kisiden toplam 400 hiicre) incelenerek normal (Sekil 3.1) ve yapisal ve sayisal
kromozom anormallikleri tagiyan metafaz plaklar tespit edilmistir. Bu hiicreler iginde
gozledigimiz kromozom yap1 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). Incelenen her 100 hiicrede saptanmis olan kromozom anormalliklerinden toplam

kromozom anormalligi, hiicre basina diisen toplam kromozom anormalligi, hiicre basina
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diisen yapisal kromozom anormalligi ve kromozom aberasyonu igeren anormal hicre

yiizdesi hesaplanmustir.
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Sekil 3.1. Normal metafaz plagi (x1000)
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Mace ve ark. (1978) elektron mikroskobu g¢alismasi ile gap bolgelerinde DNA
ipliginde kirik veya kiriklar olmadigini belirtmislerdir. Bu nedenle pek ¢ok calismada
gaplar kromozom anormalligi olarak degerlendirilmemektedir (Yavuz Kocaman ve
Topaktas, 2007; Borgek Kasurka, 2010; Afan, 2011) Benzer olarak bu calismada da

gaplar, kromozom anormalligi olarak degerlendirilmemistir.

3.3. Mikroniikleus (MN) Testi i¢in Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi,

Preparatlarin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

3.3.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Calismamizda in vitro mikroniikleus testi i¢in hiicre kiiltiiriiniin yapilmasi ve
preparatlarin hazirlanmasinda Fenech (2000), Rothfuss ve ark. (2000) ve Kirsch-Volders
ve ark. (2003)’nin kullandiklar1 tekniklerden yararlanilmistir. Sigara icmeyen, gecirilmis
herhangi bir ciddi hastali§i olmayan, rutin bir sekilde herhangi bir ila¢ kullanmayan ve
20-24 yagslar arasinda olan saglikli iki erkek ve iki bayandan 1/10 oraninda heparinize
edilerek kan almmustir. Igerisinde 2.5 ml’lik kromozom medyumu bulunan steril tiiplere,
alman periferik kan Orneklerinden 300 pl steril sartlarda ekilmistir ve hiicre kiiltiirti

37+1°C’de 68 saat i¢in inkiibasyona birakilmistir.



41

Mikrontikleus testi i¢in de negatif kontrol, pozitif kontrol ve ofloksasin gruplari
bulunmaktadir ve bu gruplara uygulanan tiim test maddeleri, kromozom anormallikleri
testinde uygulanan konsantrasyon ve muamele siirelerinde kullanilmigtir. Yani; saf
DMSO’nun 48 saatlik muamelesini igeren negatif kontrol grubu, Mitomycin C’nin 48
saatlik muamelesinden olusan pozitif kontrol grubu ve test maddemiz olan ofloksasin’in
saf DMSO’da hazirlanmis olan 30, 60, 120 pg/ml’lik konsantrasyonlarmin 48 saat
boyunca etken madde ile muamele edilmelerinin yapildigi deney gruplari, mikroniikleus
testi i¢cin de aynen kullanilmstir.

Tiim kiltiir tiipleri inkiibasyona birakildiktan sonra, sitokinezi engelleyerek iki
niikleuslu hiicre olusumunu saglamak i¢in kiiltiirin bitimine 24 saat kala (inkiibasyonun
baslangicindan 44 saat sonra) biitiin tiiplere 8 pg/ml olacak sekilde sitokalasin B ilave
edilmistir.

Kiiltiir siiresinin bitiminde tiipler 1200 rpm’de 15 dk. santrifiijlenerek siipernatant
atilmistir. Tiipte kalan yaklagik 1 ml’lik s1v1 karistirildiktan sonra tiiplere, daha 6nceden
37°C’de 1sitilmis olan hipotonik eriyikten (%0.4 KCI) 5 ml yavas yavas ilave edilmistir.
Hipotonik eriyik ilave edilen tiipler, agz1 kapatilarak 37°C’de 10 dakika inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda tiipler 1200 rpm’de 15 dk. santrifiijlenerek tekrar siipernatant
atilmistir. Bu sefer hipotonik eriyik ilavesi gibi yavas yavas ve karistirarak her tiipe 5 ml
olacak sekilde soguk fiksatif ilave edilecektir. Daha sonra glasiyal asetik
asit/metanol/%0.9 NaCI (1/5/6 oranlarinda) karisimindan olusan 5 ml soguk fiksatif,
hipotonik eriyik ilavesi gibi yavas yavas ve damlalar halinde tiipteki sivinin iizerine ilave
edilmistir. ik fiksatif ile oda sicakliginda 20 dk fiksatif ile muamele edildikten sonra
tiipler tekrar 1200 rpm’de 15 dk. santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir. Daha sonra
tiiplere bu defa 1 kisim asetik asit ve 5 kisim metil alkolden (1/5) olusan 5 ml ikinci
fiksatif ilave edilmis ve oda sicakliginda 20 dk muamele edilmistir. Bu islem tiipte kalan
stvinin berraklastigr goriiliinceye kadar 2-3 kez tekrarlanmistir. Son santrifiijden sonra
tiiplerde yaklasik 1 ml s1v1 kalacak sekilde siipernatant atilmistir ve tiiplerdeki sivi pasteur
pipeti ile karistirilarak resiispanse edilmistir. Daha once temizlenmis ve alkol icerisinde
buzdolabinda saklanan soguk lamlarin {izerine hiicre silispansiyonu damlatilarak
preparatlar hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlar kurumalari icin kapali bir yerde 24 saat

oda 1s1sinda bekletilmistir.
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3.3.2. Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Sorensen tamponu ile hazirlanmis olan % 5’lik Giemsa eriyigi filtre kagidi ile dik
bir saleye siiziilmiistiir. Mikroniikleuslarin boyanmasi i¢in preparatlar Giemsa-Tampon
boya eriyiginde yaklasik 14 dakika boyanmistir. Preparatlar boyadan ¢ikarildiktan sonra
farkli kaplardaki distile sulardan gegirilerek fazla boyanin akmasi saglanmis ve
preparatlar dik bir sekilde kurumaya birakilmistir. Boyanan preparatlar en az 1 gece
kurutulduktan sonra, entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir. Entellan kuruduktan

sonra daimi preparatlarda mikroskobik incelemeler yapilmistir.

3.3.3. Mikroskobik incelemeler ve Mikroskopta Fotograf Cekme

Hazirlanmig olan daimi preparatlar goriintii analiz sistemli Leica marka 1s1k
mikroskobu ile x40 biiyiitmede incelenmistir. Incelenen preparatlarda mononiikleat (bir
niikleuslu), bindkleat (iki nukleuslu), trintkleat (G¢ nikleuslu) ve tetraniikleat (dort
niikleuslu) hiicreler ile mikroniikleuslu biniikleat hiicreler tespit edilmistir. Bir, iki, ii¢ ve
dort niikleuslu bazi hiicrelerin ve mikroniikleus bulunduran bazi biniikleat hiicrelerin

fotograflama islemi x100 biiyiitmede yapilmis ve goriintiiler bilgisayara aktarilmistir.

3.3.4. Mikroniikleus Sayis1 ve Niikleus Boliinme Indeksinin (NBI) Saptanmasi

Mikroniikleus sayisin1 belirlemek amaciyla daimi preparatlarda her kisi icin, her
muamele grubu ve kontrollerinde iki niikleusa sahip (Sekil 3.2) toplam 2000 hiicre
incelenmis ve bu biniikleat hiicreler igerisinden mikroniikleus tasiyanlar (Sekil 3.3)
belirlenmistir. Ayrica incelenen biniikleat hiicrelerde toplam mikroniikleus sayisi
saptanarak, mikroniikleus tastyan iki niikleuslu hiicrelerin orani ve toplam mikrontikleus
sayisinin incelenen iki niikleuslu hiicre sayisina boliinmesiyle hiicre basina diisen

mikroniikleus sayis1 (MN/Hiicre) ve % MN hesaplanmistir.
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10 ym
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Sekil 3.2. Bintkleat hiicre (x400)

» .
10 um
—

Sekil 3.3. Bir mikroniikleus bulunduran binikleat hiicre (x400)

Biniikleer hiicre ve mikroniikleus ayirimi Titenko-Holland ve ark. (1997) ve
Fenech (2000)’e gore yapilmistir: (1) Hiicreler belirgin sitoplazmasiyla yuvarlak ya da
oval gorlinlime sahip olmalidir; (2) Benzer olarak, niikleuslar belirgin niikleus zariyla
cevrili yuvarlak ya da oval olmalidir; (3) Igerisinde MN sayilan hiicreler sadece bir
niikleus boliinmesi gegiren hiicrelerdir; (4) MN’lar sadece ana niikleusun 1/3°1i ya da daha
kiigiik olduklarinda hesaba katilmalidir; (5) MN’lar ana niikleus gibi boyanmalidir; (6)
MN’lar ana niikleustan acik bir sekilde ayrilmis olmalidir (Yavuz Kocaman, 2007;
Borcek Kasurka, 2010).
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Her bir kisiden hazirlanan preparatlardan 1000 (4 kisi 4000 hiicre) hiicre sayilarak,
bu hiicreler arasindan bir niikleuslu, iki niikleuslu, {i¢ niikleuslu ve dort nukleuslu (Sekil
3.4) olanlarin orani saptanmistir. Bu orandan yola ¢ikarak Eastmond ve Tucker (1989)
tarafindan Onerilmis olan formiile gore Nukleer Bolinme Indeksi (NBI) (Nuclear
Division Index = NDI) hesaplanmistir (Yavuz Kocaman ve Topaktas, 2007; Borgek
Kasurka, 2010). NBI'nin hesaplanmasi kimyasal veya fiziksel bir maddenin sitotoksik
etkisini gostermede onemli bilgiler saglar (Fenech, 1997; Yavuz Kocaman ve Topaktas,
2007; Borcek Kasurka, 2010).

10 um
P——

10 pm
—————i

10 um
10 ym L ——

Sekil 3.4. Mononikleat, binlkleat, trintkleat ve tetranikleat hiicreler (x 400)

(MI+2MII+3MIT+MIV ) MI: Bir nikleuslu hiicreler

NBI= N MII: iki nikleuslu hiicreler

MI11: Ug nikleuslu hiicreler
MIV: Dort niikleuslu hucreler

N: Toplam hiicre sayisi
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3.4. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Testi i¢cin Hiicre Kiiltiiriiniin

Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

3.4.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Periferik kan oOrneklerinden KKD’ni saptamak amaciyla hiicre kiiltliriiniin
yapilmast ve preparatlarin hazirlanmasinda sigara icmeyen, gegirilmis herhangi bir ciddi
hastaligi olmayan, rutin bir sekilde herhangi bir ila¢ kullanmayan ve 20-24 yaslari
arasinda olan saglikli iki erkek ve iki bayandan 1/10 oraninda heparinize edilerek kan
alimmustir. Alinan periferik kan 6rneklerinden 300 pl steril sartlarda icerisinde 2.5 ml’lik
kromozom medyumu bulunan steril tiiplere ekilmistir. Yine steril sartlarda ve daha 6nce
hazirladigimiz BrdU eriyiginden her tiipe stoktan 50 pl damlatilarak iyice karistirilmis ve
hiicre kiiltiirii 37+1°C’de 72 saat i¢in inkiibe edilmek {izere inkiibatore yerlestirilmistir.
Hucre kaltirinin yapilmasi ve preparatlarin hazirlanmasi i¢in kromozom anormallikleri

testinde uygulanan prosediir bu testte de uygulanmistir.

3.4.2. Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasmi (Sister Chromatid
Differentiation=SCD) saglamak amaciyla Speit (1984), Speit ve Haupter (1985)’in
gelistirdikleri metod modifiye edilerek kullanilmistir. Bu amacla bir giinliik preparatlar
1sinlama kabina konarak iizeri bir film seklinde Sorensen tamponu ile oOrtiilecek sekilde
kapatilmistir. Isinlama eriyigi, 5 ml tampon A, 5 ml tampon B’den alinip bu karisimin
destile su ile 100 ml’ye tamamlanarak hazirlanmistir (pH=6.8).

Tampon A: 11.34 gr KH,PO4 (Merck) 250 ml distile suda ¢oziinmiistiir

Tampon B: 14.83 gr Na;HPO,4.12H,0 (Sigma) 250 ml distile suda ¢ozlinmiistiir.

Isinlama eriyiginin fazla veya az olmasi kardes kromatidler arasindaki kontrast
farkin1 6nemli derecede etkiledigi goriilmiistiir.

Bu sekilde ince bir tabaka halinde 1sinlama eriyigi ile Ortiilen preparatlar,
karanlikta 15 cm yiikseklikten 30W’lik 254 nm dalga boyunda 1sik yayabilen tek
ultraviyole lambasi ile 30 dk 1sinlandirilmistir. Isinlama bittikten sonra preparatlar 1x SSC
eriyigi igerisinde 58-60°C arasindaki sicakliklarda 60 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresi bitmeden 15 dk 6nce %5’°lik Giemsa boya eriyigi hazirlanmistir. Sorensen tamponu
ile hazirlanmig olan % 5’lik Giemsa eriyigi filtre kagidi ile dik bir saleye siiziilmiistiir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda preparatlar 1 x SSC eriyiginden alinarak direk olarak boya

icerisine konmus ve yaklasik olarak 20 dk boya igerisinde bekletilmistir. Preparatlar



46

boyadan ¢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 ile kapatilarak daimi hale
getirilmistir. Entellan kuruduktan sonra daimi preparatlarda mikroskobik incelemeler

yapilmustir.

3.4.3. Mikroskobik Incelemeler ve Mikroskopta Fotograf Cekme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar goriintii analiz sistemli Leica marka 1s1k
mikroskobu ile x100 biiyiitmede incelenmistir. incelenen preparatlarda proliferasyon
indeksi (PI) ve kardes kromatid degisimi (KKD) belirlenmistir. Ayn1 preparatlarda 1., 2.,
3. mitoz bolinmeyi geciren hiicrelerin sayisi da saptanmistir. Mitoz boliinmeyi gegiren
hiicreler ve saptanan kardes kromatid degisimleri x100 biiyiitmede fotograflanmis ve

bilgisayara aktarilmistir.

3.4.4. Proliferasyon indeksi (PT) ve Kardes Kromatid Degisiminin (KKD)

Saptanmasi

3.4.4.1. Proliferasyon indeksinin (PI) Saptanmasi

Test maddelerinin DNA replikasyonu {izerindeki etkilerini saptamak amaci ile her
kisiye ait preparatlardan tesadiifi secilmis toplam 100 hiicrenin metafaz kromozomlari
incelenmistir. Bu incelemeler sirasinda goézlenen birinci, ikinci ve Tligiincii metafaz

devresindeki hiicreler sayilmistir. Bu verilerden yola ¢ikarak PI su sekilde hesaplanmustir:

M1: 1. Mitozdaki hiicre sayis1
pI= (M1 +2M2+3M3)

M2: 2. Mitozdaki hiicre sayisi 100

M3: 3. Mitozdaki hiicre sayis1

Birinci, ikinci ve ti¢iincii metafazlar su sekilde ayirt edilmistir (Topaktas ve Speit,
1990): BrdUrd, DNA’nin yapisinda bulunan timin bazlarinin analogu oldugundan dolay1
kiiltiir ortamina BrdUrd koydugumuzda hiicre DNA’sin1 replike ettigi sirada (1.S fazinda)
yeni sentezlenen poliniikleotid ipligi igine timinin yerine ortamda bulunan BrdUrd’yi
alacaktir. Boyle hiicrelerinin kromozomlar1 boyandiginda bir kromozomun her iki
kromatidi de homojen koyu renkte boyanacaktir. Bu hiicreler 1. mitoz bdliinmeyi geciren
hicrelerdir. Birinci mitoz bolinmeyi geciren hiicrelerden meydana gelen yavru hiicreler

tekrar S fazma girdiginde (BrdUrd'li ortamda 2.S fazi) timin ihtiva eden poliniikleotid
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ipligine komplementer olarak sentezlenen yeni DNA ipliginde BrdUrd yer alacaktir. Bu
iki poliniikleotid ipligi bir kromozomun koyu boyanan kromatidini olusturacaktir.
BrdUrd'li iplige komplementer olarak sentezlenen yeni iplige de BrdUrd girecektir ve bir
kromatidi olusturan iki poliniikleotid ipligi de BrdUrd ihtiva ettiklerinden bu kromatid
ayni kromozomun ag¢ik boyanan kromatidini olusturacaktir. Bu hicrenin metafaz
devresinde preparat yapildiginda hiicrenin tiim kromozomlarinin kromatidlerinden biri
koyu digeri ise agik renkte boyanacaktir. Bunlar da 2. mitoz boliinmeyi gegiren
hiicrelerdir. Bu hucreler tekrar S fazina girdiginde (BrdUrd'li ortamda 3.S fazi) ikinci
mitozda acik boyanan kromatidden tiim poliniikleotid ipliklerine BrdUrd girmis olan bir
kromozom meydana gelecektir ve bu kromozomun her iki kromatidi de agik renkte
boyanacaktir. Ikinci mitozda koyu boyanan kromatidden ise, bir kromatidin her iki ipligi
BrdUrd'li ve diger kromatidin bir ipligi BrdUrd'li diger ipligi timinli olan bir kromozom
olusacaktir. Bu kromozom da boyandiginda bir kromatidi koyu renkte, bir kromatidi de
acik renkte boyanacaktir. BOyle hiicrelerin metafaz devresinde preparat yapildiginda bazi
kromozomlarin her iki kromatidi agik renkte, bazi kromozomlarin bir kromatidi acgik,
diger kromatidi de koyu renkte boyanacaktir. Bu hiicreler de 3. mitoz bolinmeyi gegiren
hiicrelerdir (Sekil 3.5).

/ \ I Normal DNA tek ipligi
1 BrdU girmis DNA tek ipligi

L
/ \ Koyu boyanan kromozom
L

I Cir kromatidi koyu digeri
1 acik boyanan kromozom

H
/ \ / \\ E Acik boyanan kromazom
H

Sekil 3.5. BrdUrd’ nin DNA yapisina girmesi ile birinci, ikinci ve ii¢lincii mitoz
boliinmeyi gegiren hiicrelerin ayirt edilmesinin sematik olarak agiklanmasi
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Bu sekilde 1., 2. ve 3. mitoz boliinmeyi gegiren hiicreler ayirt edilmis (Sekil 3.6a;
3.6b; 3.6¢), bu hiicrelerin 100 hiicre igindeki sayisi saptanmis, bundan da yukarida

belirtilen formiile gore proliferasyon indeksi (PI) hesaplanmustir.

10 pm

Sekil 3.6a. Birinci mitoz bdliinmeyi gegiren hiicrelerin metafaz kromozomlar1 (x100)
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¢

10 pm

Sekil 3.6¢. Ugiincii mitoz béliinmeyi geciren hiicrelerin metafaz kromozomlari (x100)
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3.4.4.2. Kardes Kromatid Degisiminin (KKD) Saptanmasi

KKD sayisi, her kisinin kan kiiltiiriine ait preparatlardan iyi dagilmis ve ikinci
mitozu geciren 25 hiicrede (4 kisiden toplam 100 hiicre) saptanmistir. KKD sayis1 bir
kromozomun acik boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis parcalarin veya koyu
boyanmis kromatidindeki agik boyanmis pargalarin sayilmasiyla belirlenmistir. Ortadan
bir parca degisimi olmus ise bu iki KKD olarak degerlendirilmis ugtan par¢a degisimi
olmus ise bu da bir KKD olarak sayilmistir. Ancak bu incelemeler esnasinda
kromatidlerin primer bogum bdlgelerinden donliim yapip yapmadiklarina dikkat etmek

gerekir. Bu durumdaki kromozomlarda KKD yoktur (Sekil 3.8).

11

2 KKD Yok

Sekil 3.7. Kardes kromatid degisimi

3.5. Istatistiksel Analiz ve Sonuglarin Degerlendirilmesi

Mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen test maddesinin uygulandigr MI,
KA, NBI, MN, Pl ve KKD parametrelerine ait verilerin hem kendi aralarinda, hem de
negatif kontrol ve pozitif kontrol gruplari ile arasindaki farkin 6nemli olup olmadigi SPSS
istatistik programi kulanilarak ANOVA analizi (Tukey testi) ile karsilastirilmistir. Doz-
etki iliskisini belirlemek amaciyla regresyon denklemi ve korelasyon katsayisi (r)
bulunmus ve regresyon dogrusu ¢izilmistir. Ayrica hem KA, KKD ve MN arasindaki hem
de MI, NBI ve PI arasindaki iliskiler de belirlenmistir.

Mikroskobik incelemeler sonucunda elde edilen goruntiler sekiller halinde,

istatistiksel bulgular ise ¢izelgeler ve grafikler halinde verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Ofloksasin’in Kromozom Anormalligi, Kardes Kromatid Degisimi ve

Mikroniikleus Olusumu Uzerindeki Etkileri

4.1.1. Ofloksasin’in Kromozom Anormalliklerinin (KA) Olusumu Uzerindeki
Etkileri

Insan periferal lenfositlerinde test edilen Ofloksasin’in 30, 60 ve 120 pg/ml
konsantrasyonlarda 48 saat muamelesi sonucu tiim dozlarda kromatid kirigi, kromozom
kirigi, fragment, kardes kromatid birlesmesi, disentrik kromozom ve poliploidi meydana
geldigi belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Bu c¢alismada test edilen Ofloksasin’in dozlarindan, en diisiigii olan 30 pg/mi
dozunda; kromatid kirig1 (Sekil 4.1), kromozom kirigi (Sekil 4.11), fragment (Sekil 4.1),
kardes kromatid birlesmesi (Sekil 4.6), disentrik kromozom (Sekil 4.9) ve poliploidi
(Sekil 4.10) meydana geldigi belirlenmistir. Ikinci diisiik doz olarak kullanilan 60 pg/ml
konsantrasyonda; kromatid kirigi (Sekil 4.2), kromozom kirigi (Sekil 4.12), fragment
(Sekil 4.4) ve kardes kromatid birlesmesi (Sekil 4.7.) meydana geldigi belirlenmistir. En
yiiksek doz olarak kullanilan 120 pg/ml dozunda ise; kromatid kirigi (Sekil 4.3),
kromozom kirig1 (Sekil 4.13), fragment (Sekil 4.5), kardes kromatid birlesmesi (Sekil 4.8)
ve poliploidi (Sekil 4.14) meydana geldigi belirlenmistir.

Ofloksasin’in 30, 60 ve 120 pg/ml dozlarinda negatif kontrole gére toplam KA, %
KA ve AHO’da bir artis gozlenmis fakat bunun doz artis1 ile paralellik gostermedigi
belirlenmistir. 120 pg/ml dozda 60 pg/ml dozuna gore bir diisiis olmustur (Sekil 4.15,
Sekil 4.16) Ofloksasin’in 48 saatlik uygulamalarinda, tiim degerlerde pozitif kontrole en
yakin olan ve en yiiksek artisin gozlendigi doz 60 pug/ml olmustur. Ayrica bu dozdaki
AHO artiginin, negatif kontrol ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulunmustur. Pozitif kontrol ile karsilastirildiginda, test edilen tim OFX dozlarinda
belirlenen pozitif kontrole yakin KA % KA ve AHO artislari istatistiksel anlamda farklilik
goriilmemistir (p<0.05) (Cizelge 4.1).



Sekil 4.2. Kromatid Kirig1 (60 pg/ ml) X1000



Sekil 4.4. Fragment (60 g/ ml) X1000



. Fragment (120 pg/ ml) X1000

smesi (30 pg/ ml) X1000

Sekil 4.6. Kardes Kromatit Birle



Sekil 4.8. Kardes Kromatit Birlesmesi (120 pg/ ml) X1000



A
' o -~ =<
‘ 10 um

Sekil 4.10. Poliploidi (30 pg/ ml) X1000
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Sekil 4.11. Kromozom Kirig1 ve Fragment (30 pg/ ml) X1000

Sekil 4.12. Kromozom Kirigt (60 pg/ ml) X1000



Sekil 4.14. Poliploidi (120 pg/ ml) X1000
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Konsantrasyon (ng/ml)

* P<0.05

Sekil 4.15. Ofloksasin’in test edilen dozlari ile KA arasindaki iliskiyi gdsteren regresyon
dogrusu ve korelasyon katsay1
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r=0,60*
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20 40 60 80 100 120

Anormal Hiicre Ortalamasi (AHO)

Konsantrasyon (pug/ml)

* P<0.05

Sekil 4.16. Ofloksasin’in test edilen dozlar1 ile AHO arasindaki iligkiyi gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsay1
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4.1.2. Ofloksasin’in Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Olusumu Uzerindeki
Etkileri

Ofloksasin’in 30, 60 ve 120 pg/ml’lik konsantrasyonlarinin insan periferal
lenfositlerine 48 saatlik muamelesi sonucu, doz artigina bagli olarak KKD oraninin arttigi
gorlilmiistiir (Sekil 4.17). Ofloksasin’in uygulamasina bagli olarak ikinci mitoz sathasinda
metafaz kromozomlarinda gézlenen KKD’ler Sekil 4.18., Sekil 4.19., Sekil 4.20., Sekil
4.21., Sekil 4.22., Sekil 4.23., Sekil 4.24., Sekil 4.25., Sekil 4.26.,” de gosterilmistir.

176 -

=0,347x +138,5
r=0,99*

171 +

166 -

161 -

156

151 -~

146 1 1 1 1 1 1
20 40 60 80 100 120 140

Kardes Kromartid Degisimi (KKD)

Konsantrasyon (ng/ml)

*P<0.05

Sekil 4.17. Ofloksasin’in test edilen dozlar1 ile KKD arasindaki iliskiyi gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsay1

Ofloksasin’in 30, 60 ve 120 pg/ml’lik konsantrasyonlarda doz artigina bagl olarak
KKD frekansim1 artirdigi  bulunmustur. Ofloksasin’in 30, 60 ve 120 pg/ml’lik
konsantrasyonlarinda negatif kontrole gore yiiksek KKD degerleri saptanmistir. Fakat
KKD frekansindaki bu artiglar negatif kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamda
farklilik gostermemistir. Ayrica tiim dozlarda, KKD degerlerindeki bu artislar pozitif
kontrole gore disiik seviyede kalmis ve aradaki fark istatistiksel olarak Onemli

bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.2).
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10 pm

Sekil 4.18. 30 pg/ml konsantrasyondaki ikinci mitoz bolinmeyi gegiren hiicrelerin
metafaz kromozomlarinda goriilen KKD’ler (X1000)

7 o

Sekil 4.19. 30 pg/ml konsantrasyondaki ikinci mitoz bélinmeyi geciren hiicrelerin
metafaz kromozomlarinda gériilen KKD’ler (X1000)



Sekil 4.20. 30 pg/ml konsantrasyondaki ikinci mitoz bolunmeyi geciren hiicrelerin
metafaz kromozomlarinda goriilen KKD’ler (X1000)

'
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Sekil 4.21. 60 pg/ml konsantrasyondaki ikinci mitoz bélinmeyi gegiren hicrelerin
metafaz kromozomlarinda gériilen KKD’ler (X1000)
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, 10 pm

Sekil 4.22. 60 pg/ml konsantrasyondaki ikinci mitoz bolunmeyi gegiren hicrelerin
metafaz kromozomlarinda goriilen KKD’ler (X1000)
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Sekil 4.23. 60 pg/ml konsantrasyondaki ikinci mitoz bolinmeyi geciren hicrelerin
metafaz kromozomlarinda goriilen KKD’ler (X1000)
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»
K 10 ym

Sekil 4.24. 120 pg/ml konsantrasyondaki ikinci mitoz bolinmeyi gegiren hicrelerin
metafaz kromozomlarinda goriilen KKD’ler (X1000)

> .0 s
-.\\{\I' o
t

10 ym

Sekil 4.25. 120 pg/ml konsantrasyondaki ikinci mitoz bollinmeyi geciren hicrelerin
metafaz kromozomlarinda goriilen KKD’ler (X1000)
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Sekil 4.26. 120 pg/ml konsantrasyondaki ikinci mitoz bolinmeyi geciren hicrelerin
metafaz kromozomlarinda goriilen KKD’ler (X1000)
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4.1.3. Ofloksasin’in Mikroniikleus (MN) Olusumu Uzerindeki Etkileri

Insan periferal lenfositlerinde Ofloksasin’in 30 pg/ml, 60 pg/ml ve 120 pg/ml
konsantrasyonlarimin 48 saatlik muameleleri sonucu, doz artisina bagli olarak MN olusum
frekansini artirdigi belirlenmistir (Sekil 4.27. ve Sekil 4.28.). Ofloksasin’in insan periferal
lenfositlerine 48 saat muamelesi sonucu olusan mikronUkleuslu binikleat (MNBN)
hlcreler Sekil 4.29., Sekil 4.30., Sekil 4.31.” de gosterilmistir.

MNBN hiicrelerin sayis1 ve yiizdesi, ilk OFX dozunda negatif kontrolden diistik
belirlense de, OFX’in dozlarin artigsina bagli olarak yiikselmistir. Ancak bu artiglar ile
negatif kontrol arasinda istatistiksel anlamda 6nemli farklilik bulunmamistir (p<0.05).
OFX’in 30, 60 ve 120 pg/ml’lik konsantrasyonlarinin uygulamasi sonucu elde edilen tum
MN frekanslar pozitif kontrol ile kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel anlamda 6nemli
farklilik bulunmustur (p<0.05) (Cizelge 4.3).

08 -
07 -
06 -
05 -
04 - y =0,002x + 0,375
03 - r=0,99*

0,2 -

Yiizde Mikroniikleus (% MN)

0,1 -

0 T T T T T
20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.27. Ofloksasin’in test edilen dozlar1 ile % MN arasindaki iligkiyi gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsayi
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14,5 -

13,5 A

12,5 A

11,5 A

10,5 - y=0,051x +7,5

r=0,99*

Mikroniikleus (MN)

9,5 A

8,5 T T T T T
20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (pug/ml)

* P<0.05

Sekil 4.28. Ofloksasin’in test edilen dozlar1 ile MN arasindaki iliskiyi gosteren regresyon
dogrusu ve korelasyon katsayi

10 ym io
ey um

Sekil 4.29. Bir mikrontkleus ve iki mikroniikleus iceren binukleat hiicre (30 pug/ml) X400

10 ym
P——

Sekil 4.30. Bir mikrontkleus ve iki mikronukleus igeren binlkleat hiicre (60 pg/ml)
X400
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10 um
(—

Sekil 4.31. Bir mikronukleus ve iki mikrontkleus iceren binikleat hucre (120 pg/ml)
X400
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4.2. Ofloksasin Dozlarma Bagh Olarak KKD, KA ve MN Arasindaki iliski

Insan periferal lenfositlerine 48 saat boyunca uygulanan OFX’in doz artisina bagl
olarak MN ve KKD frekanslarini artirdigi saptanmaistir, dolayisiyla MN ve KKD olusum
frekanslar1 arasinda kismen paralel bir iligki gézlenmistir (Sekil 4.33). Daha 6nce tespit
edilen KA frekansinda ise doza bagl bir artis goriilmemistir, bunun sonucunda KA ile
MN ve KA ile KKD degerleri arasinda daha zayif bir iliski tespit edilmistir (Sekil 4.34,
Sekil 4.32).

190
E 180
=) 170
i
2 160
55 150 y=2,150x+ 101,7
2 r=0,50*
ST 140
=
2 130

120

22 24 26 28 30 32 34

% Kromozom Anormalikleri (% KA)

Sekil 4.32. Ofloksasin’in test edilen dozlari ile % KA ve KKD/Hiicre arasindaki iligkiyi
gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayi

185
180
175
170
= 165
160
155
150
145
140

ucre

(KKD)/H

y=1353x+ 88,39
r=20,97*

Kardes Kromatit Degisimi

0,4 0,45 0,5 0,55 0,6 0,65 0,7
% Mikroniikleus (% MN)

* P<0.05
Sekil 4.33. Ofloksasin’in test edilen dozlar1 ile MN ve KKD/Hicre arasindaki iliskiyi
gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsay1



73

o
-]

o
o
)]

o
o2}

—

% Mikroniikleus (% MN)
o
»
13}]

0.5 y = 0,008x + 0,296
r=0,20"
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% Kromozom Anormalikleri (% KA)

* P<0.05
Sekil 4.34. Ofloksasin’in test edilen dozlar1 ile %0MN ve %KA arasindaki iliskiyi gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsay1

4.3. Ofloksasin’in DNA Replikasyonu, Mitoz Bolinme ve Nikleus Bélinmesi
Uzerindeki Etkileri

4.3.1. Ofloksasin’in DNA Replikasyonu Uzerindeki Etkileri

Proliferasyon Indeksi (PI) hesaplanarak OFX’in DNA replikasyonu izerindeki
etkisi belirlenmistir. 30, 60 ve 120 pg/ml’lik OFX konsantrasyonlarmin insan periferal
kan lenfositlerinde 48 saatlik muamele sonucunda elde edilen 1. Mitoz, 2. Mitoz ve 3.
Mitoz oranlariyla PI degeri hesaplanmis ve doz artisina goére bu degerin azaldigi
belirlenmistir (Sekil 4.35.). OFX doza bagl olarak PI'ni diisiirmesine ragmen bu
azalmalar negatif kontrole ile karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel agidan farklilik
bulunmamistir. OFX dozlar1 arasinda gozlenen en az seviyedeki PI diisiisii 30 pg/ml’lik
konsantrasyonda oldugu belirlenmis ve pozitif kontrole gore istatistiki olarak farkli
oldugu tespit edilmistir. Bu dozun aksine 60 ve 120 pg/ml’lik konsantrasyonlarda pozitif
kontrol ile istatistiki farkliliklar tespit edilmemistir (p<0.05) (Cizelge 4.2.).



74

1,9 -
1,8 -
1,7 -
1,6 - 4
1,5 -
1,4 -
1,3 - y =-0,003x +1,88
12 - r=0,91*
1,1 -
1 . . . . ;
20 40 60 80 100 120

Proliferasyon indeksi (PI)

Konsantrasyon (ng/ml)

* P<0.05
Sekil 4.35. Ofloksasin’in test edilen dozlar1 ile PI arasindaki iligkiyi gosteren regresyon
dogrusu ve korelasyon katsay1

4.3.2. Ofloksasin’in Mitoz Bélinme Uzerindeki Etkileri

Ofloksasin’in mitoz boliinme iizerindeki etkisi Mitotik Indeks (MI) hesaplanarak
belirlenmistir. OFX’in 30, 60 ve 120 ug/ml’lik dozlarinda insan periferal lenfositlerine 48
saat muamelesi sonucu, OFX dozlarinin artisina bagli olarak MI’in diistiigi tespit
edilmistir (Sekil 4.36.). OFX’in 30 ve 60 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda MI’deki diisiis
negatif kontrole gore istatistiksel anlamda 6nemli bulunmazken, OFX’in 120 pg/ml’lik
doz uygulamas1 % MJI’1 negatif kontrole gore istatistiksel acidan dnemli olacak derecede

diistirmistiir (p<0.05) (Cizelge 4.1)
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281 o
2,6 y =-0,013x +2,97
2,4 r=0,91*
2,2 -

1,8 -
1,6
1,4

Mitotik indeks (%Ml)

20 40 60 80 100 120

Konsantrasyon (png/ml)

* P<0.05

Sekil 4.36. Ofloksasin’in test edilen dozlar1 ile % MI arasindaki iliskiyi gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsay1

4.3.3. Ofloksasin’in Nikleus Boliinmesi Uzerindeki Etkileri

Ofloksasin’in niikleus bolinmesi Gzerindeki etkisi nikleer bolunme indeksi (NBI)
hesaplanarak belirlenmistir. Ofloksasin’in 30, 60 ve 120 pg/ml’lik dozlarinin 48 saatlik
muameleleri sonucu ¢ok ¢ekirdekli hiicre sayisinda doz artisi ile paralel olmayan bir
diistis gozlenirken, NBI'nin ise OFX dozlarinin artigina bagh olarak diistliigli tespit
edilmistir (Sekil 4.37.). OFX’in 30 pg/ml’lik konsantrasyonunda NBI’indeki diisiis
negatif kontrol ile kiyaslandiginda istatistiksel agidan farklilik bulunmazken, 60 ve 120
ug/ml’lik konsantrasyonlar1 ise NBI’ini negatif kontrole gore istatistiksel agidan 6nemli
olacak derecede diislirmiistiir. Tiim dozlarda tespit edilen NBI diisiisleri pozitif kontrole

gore istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p<0.05) (Cizelge 4.3.).



76

1,48 -
1,46 - 2
1,44 -
1,42 -
1,4 -
1,38 -
1,36 -
1,34 -
1,32 -
1,3 -
1,28 . . . . .
20 40 60 80 100 120

y =-0,001x +1,48
r=0,89*

Niikleer Boliinme indeksi (NBI)

Konsantrasyon (ug/ml)

* P<0.05
Sekil 4.37. Ofloksasin’in test edilen dozlar1 ile NBI arasindaki iligkiyi gosteren regresyon
dogrusu ve korelasyon katsay1

4.4. Ofloksasin Dozlarina Bagh Olarak PI, MI ve NBI Arasindaki iliski

Insan periferal lenfositlerinde 48 saat muamele edilen OFX’in doz artisina baglh
olarak PI, MI ve NBI degerlerinde azalmaya sebep oldugu gozlenmis ve OFX’in
uygulanan dozlarina bagl olarak bu parametrelerdeki diisiisler arasinda paralel bir iliski

oldugu belirlenmistir (Sekil 4.38., Sekil 4.39., Sekil 4.40.).

3 -
2,8 A
2,6 -
2,4 A
2,2 A
5
1,8 A
1,6
1,4 A
1,2 A
1 T T T ]
1,3 1,35 1,4 1,45 1,5
Niikleer Boliinme indeksi (NBI)

y =8,7072x - 9,9345
r=0,99*

Mitotik indeks (MI)

* P<0.05
Sekil 4.38. Ofloksasinin test edilen dozlar1 ile NBI ve MI arasindaki iligkiyi gdsteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsay1
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* P<0.05

Sekil 4.39. Ofloksasinin test edilen dozlari ile PI ve MI arasindaki iliskiyi gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsay1
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Sekil 4.40. Ofloksasinin test edilen dozlar1 ile PI ve NBI arasindaki iligkiyi gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsayi
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5. TARTISMA

Bu calismada pek ¢ok gram negatif ve gram pozitif mikroorganizmanin sebep
oldugu cesitli sistemik (idrar yolu, prostatit, gonera, deri vb.) enfeksiyonlarin kontrol
edilmesinde ve gerektiginde koruyucu tedavisinde yaygin olarak kullanilan genis
spektrumlu kinolon grubu ikinci kusak bir antibiyotik etken maddesi olan OFX’in in vitro
sitotoksik ve genotoksik etkisi incelenmistir. Calismamizda 4 saglikli bireylerden alinan
periferal kan lenfositlerinde OFX’in MI, NBI ve PI ile sitotoksik etisi, KA, MN ve KKD
testleri ile de genotoksik etkisi incelenmistir. Ayrica test edilen dozlarda ve siirede bu
parametelerin birbirleriyle iligkileri aragtirilmistir.

Bu kisimda, farkli test yontem ve siirecleri ile OFX veya kinolon grubu diger
antibiyotiklerin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin incelendigi literatiir bilgileri 1s181nda,
calisgmamizin sonuglan tartisilacaktir. OFX toksisitesi ile ilgili, 6zellikle bu calismada
kullanilan ¢esitli test yontemleri ve parametrelerini iceren, fazla genotoksik c¢alisma
olmadigindan, diger kinolon grubu antibiyotiklerle yapilan veya OFX’in
genotoksisitesinin diger dolayli test sistemleri kullanilarak belirlendigi calismalarla
karsilagtirilacaktir.

Hiicre siklusunda metafaz evresinedeki hiicre yiizdesini veren MI ‘in azalmasi
hiicre siklusu ilerlemesinin inhibe edildigini ve/veya proliferatif kapasitedeki kaybi
gostermektedir (Gokalp Muranli, 2006). Bu kayip, boliinmeye hazirlanan hiicrede,
interfazda hiicresel veya DNA hasarinin olugmasi hiicre dongiisii kontrol noktalari
tarafindan belirleneceginden, hiicrenin mitoza girmesinin engellenmesi seklinde olabilir.
Ayrica, mitoza girmis hiicrede biyokimyasal yolaklarda veya genetik materyalde
aksakliklar meydana geldiginde ve hasar uygun sekilde onarilmaz ise, mitoza giris, G1, S
veya G2 fazlarinda, dongli zamanmna gore aktif kontrol noktalarinin sinyalizasyonu
sonucu durdurulur. Veya hiicre ylzeyi reseptorleri ve mitokondriyal yetersizlik gibi iki
ana apoptoz yolagi tarafindan hiicre oliimii indiiklenebilir (Altieri, 2004; Blagosklonny,
2007). Bunun yam sira, hiicre dongiisii kontrol noktalarindaki bozukluklar ise, timor
olusumuna katkida bulunan gen mutasyonu, kromozom hasart ve andploidi ile
sonuclanabilir (Pietenpol ve Stewart, 2002). Her hangi bir kimyasal veya fiziksel etkenin,
hlcre dongustnin engellenmesi sebebiyle hiicrenin mitoza gecememesi, ATP seviyesinin
diismesi ve enerji iretim merkezinin zorlanmasi, hiicre dongiisiine 6zgl
proteinlerin/enzimlerin inhibisyonu ile DNA sentezinin inhibisyonu veya ig ipliklerinin

olusum, toplanma veya oryantasyonun inhibisyonu seklindeki, antimitotik aktivitesi
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sonucu mitotik indekste diisiisler g6zlenebilir. (Yiizbasioglu ve ark., 2006; Blagosklonny,
2007).

PI ve NBI'nin ortalama degerleri hiicre siklusunun kinetik karakteri hakkinda bilgi
saglamakta ve bu kinetiklerin 6lgiilmesi belli kimyasal veya fiziksel ajanlarin sitotoksik
etkileri hakkinda 6nemli verileri yansitmaktadir. Hiicre boliinme kinetigini ifade eden Pl,
test edilen bilesigin sitotoksisitesini analiz etmek tizere siklikla kullanilir. Ciinkii test
edilen kimyasal maddenin hiicre siklusu ile etkilesime ge¢mesi bu indeksi hizlandirir veya
geciktirir (Sivikova ve Dianovsky, 2000; Gokalp Muranli, 2006). Ayrica her iki
parametredeki anlamli azalmalar, yeni bir DNA replikasyonu oncesi indiiklenen
genotoksik hasart onarmak iizere onarim sistemlerine izin veren hiicre siklusu
gecikmesini gostermektedir (Laffon ve ark., 2001; Gokalp Muranli, 2006; Eke, 2007).

OFX’in hiicre dongiisii siireci ve islevi lizerine etkisi in vitro incelendiginde,
HeLa hiicrelerinde OFX’in sadece yiiksek konsantrasyonlarda hiicre biiylimesini inhibe
ettigi  belirtilmis olup, OFX vyiiksek dozlarda Raji lenfoblast hiicre hattinda
proliferasyonun diistiigii belirlenmistir (Bredberg ve ark., 1989). Aynm sekilde Hussy ve
ark. (1986) dana timus hiicrelerinde OFX’in 100 pg/ml dozunda hiicre biiyiimesini hafif
bir sekilde engelledigini ve 1000 pg/ml dozunda ise hiicre 6liimiinii artirdigini rapor
etmislerdir.

Geng tavsanlarda mikrokapsiillii kondrositlerde OFX’in hiicre Oliimiine baglh
kondrosit hasarina etkisinin incelendigi iki ¢alismada, OFX’in, pek ¢cok DNA hasar ajani
tarafindan aktive edilen, p53 tiimor baskilayici ve apoptozisi kontrol eden genin ifadesinin
artmasini saglayarak ve kaspaz bagimli mitokondriyal yolaklar1 etkileyerek programli
hiicre 6limiiniin olusmasina sebep oldugu bildirilmistir. Bu iki ¢alismada OFX, 2, 5, 10,
20 ve 40 pg/ml konsantrasyonlarda kullanilmig olup OFX’in rapor edilen etkisi 10
pug/ml’de gortlmiistiir (Sheng ve ark., 2007 ve Sheng ve ark., 2008).

Alt1 konsantrasyonda (1 mg/mL, 100, 10, 1 pg/mL, 100 ve 10 ng/mL) ve dort
farkli stirede (15, 30, 60, 240 dk.) toplam bes florokinolonun (siprofloksasin,
gatifloksasin, ofloksasin, levofloksasin, moksifloksasin) her birinin 24 kez test edildigi
calisgmada insan kornea endotelyum ve keratosit hiicre kiiltiirleri kullanilmistir.
Florokinolonlarin sitotoksik etkisi hiicrelerin floresans tekniklerle sayilmasi yoluyla
belirlenen ¢alismada, genel sonuglar bunlarin kullanilan hiicre kiiltiir ortamlarinda doza ve
stireye bagli olarak sitotoksik olduklar1 ifade edilmistir. Endotelyum kiiltiirlinde OFX
sonuglarina gore; siireye bagl olarak yliksek dozda (1 mg/mL) ve diisiik dozlarda (100 ve

10 ng/mL) ise sadece en uzun uygulama siresinde (240 dk.) sitotoksik oldugu
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belirlenmistir. Keratosit kiiltiiri OFX sonuglar1 gore ise; calisilan diger maddeler gibi en
yiiksek dozda ve tiim siirelerde kalici bir sekilde, diistik (100 ve 10 ng/mL) dozlarda 60 ve
240 dk. siirelerde sitotoksik oldugu tespit edilmistir (Bezwada ve ark., 2008).

Anupama ve ark. (2010)’nin insan periferal lenfositlerinde yaptigi 4 farkh
florokinolonun hicrelere 4 saat boyunca uygulandigi ve 20-32 saatlik ifade zamani
sonunda iki farkli (24 ve 36 saat) hasat periyodu ile sitotoksik ve genotoksik
potansiyellerinin karsilastirildigi calismada, 15.62, 31.25, 62.5, 125 ve 250 npg/ml
dozlarinda kullanilan OFX’in her iki maruz birakma siiresi i¢inde MI’e etkisi
incelendiginde, sadece en yiiksek dozda MI’i hafif bir sekilde diisiirdiigii, diger test
streglerinde ise negatif kontrole gore onemli bir anormal hiicre olusumuna sebep
olmadigr tespit edilmistir. Bu verilere gore OFX’in gergek bir sitotoksik ifadesinin
olmadig1 sonucuna varmiglardir.

Bizim ¢alismamizda; kullanilan tiim sitotoksisite parametrelerinde (PI, MI, NBI),
OFX’in doz (30, 60 ve 120 pg/ml) artigina bagli olarak bir inhibisyonun varlig1 tespit
edilmistir. Bunlardan, PI’deki azalisin negatif kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
olmadigi, MI'teki farkliligin sadece en yiiksek dozda istatistiksel anlamda Onemli
bulundugu ve NBI'nde gozlenen diisiisiin 60 ve 120 ng/ml konsantrasyonlarinda negatif
kontrole gore anlamli oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu parametrelerin birbirleriyle olan
iligkisi  degerlendirildiginde; OFX’in uygulanan dozlarina bagli olarak bu
parametrelerdeki diisiisler arasinda paralel bir iliski oldugu belirlenmistir (Sekil 4.39-40-
41). Sunulan bu ¢aligmada; sitotoksisite gostergesi olan parametrelerde, yalniz yiiksek
dozlarda da olsa, goriilen diisiisler 1s181nda, sonuclarimizin Bredberg ve ark., (1989)’nin
ve Hussy ve ark. (1986)’nin yaptiklar1 caligmalarin sonuglariyla uyumlu oldugunu
sOyleyebiliriz. Her ne kadar, yukarida bahsedilen testlerden bazilar1 farkli hiicrelerde
gerceklestirilmis ise de, kiiltiir ortamlarinin benzer sartlar1 ve yine benzer dozlarla
calisilmis olmasindan dolay1 sonuglarin birbirleriyle uyumlu olmalarinin tahmin edilebilir
oldugu diistiniilmektedir. Ayrica, Sheng ve ark. (2007) ile Sheng ve ark. (2008)’nin
kondrositlerde in vivo ¢aligmalarinda sunulan sonuglarda OFX’in doza ve zamana bagli
olarak kondrositlerde apoptozisi indiikledigi verilmistir. Normal hiicresel bir siire¢ olan
programli hiicre 6limiinlin artmast MI’i diisiireceginden, bu veri, bizim sundugumuz
sitotoksisite sonuglariyla ortiismektedir. Ayn1 zamanda, in vivo ve in vitro olmak Uzere iki
farkli aragtirma yoOnteminin birbirini destekledigini vurgulamak gereklidir. Bu
caligmalarin yaninda Bezwada ve ark. (2008)’nin insan kornea keratosit ve endotelyum

hiicre kiiltiirlerinde 1 mg/ml dozunda siireye bagli olarak ve diisikk dozlarda uzun
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maruziyet siirelerinde, OFX’in doza ve slireye bagli olarak sitotoksik oldugu sonucuna
varmiglardir. Bu veriler bizim sundugumuz sonuglarla karsilastirildiginda, farkli hiicre
kiiltiirleri dikkate alindiginda, uygulanan diisiik doz uzun siire iliskisi ve benzer
dozlardaki yakin sitotoksik sonuclar dikkat ¢ekicidir.

Yukarida verilen c¢alismalara paralel olarak bizim c¢alismamizin sitotoksisite
sonuclar1 da, ¢alisilan dozlarda ve doza bagl olarak PI, NBI ve MI’te diisiisler meydana
getirmesi ve bu azalmalarin yiiksek dozlarda istatistiksel olarak anlamli olmasindan
dolay1, OFX’in insanda bazi hiicrelerde in vitro olarak hiicre boliinmesi (izerine potansiyel
inhibisyon etkisini desteklemektedir.

Diger yandan, yakin zamanda ¢alismamiza benzer bir arastirma Anupama ve ark.
(2010) tarafindan yiiriitiilmis olup kullanilan bes farkli OFX konsantrasyonlarindan {igii
calisgmamizda daha Onceden yapilan doz belirleme On testi ile kararlastirilan OFX
dozlarimizla biiyiik benzerlik géstermektedir. Ayrica iki calismada da ayni hiicre kiiltiirii
kullanilmistir. Anupama ve ark. (2010) calismalarinin sonucunda, OFX’in yiiksek
dozunun hafif bir sekilde MI'i diislirdiiglinli ve anormal hiicre sayisinda 6nemli bir artigin
gozlenmedigini bildirmislerdir. Verilen bu sonuglar, ¢alismamizda saptanan doza bagl
MI azalis1 ve doz ile paralellik gostermeyen AHO’daki artis (en yliksek anormal hiicre
sayist 60 pg/ml’de belirlenmistir) ile benzerlik géstermemektedir. Bu benzemezligin olasi
sebebini agiklamak i¢in, Anupama ve ark. (2010)’nin uyguladigi test yonteminde,
hiicreleri etken maddelerle maruz birakma ve kiiltiirii hasat etme siirelerinden s6z etmek
gereklidir. Arastiricilar ¢alistiklar: hiicreleri 4 saat siire ile etkenlere maruz birakmislar ve
24 - 36 saatlik iki farkli hasat periyodu belirlemislerdir. Hicreleri etken madde ile 4 saat
maruz biraktiktan sonra ve fakat hasatlamadan once her iki uygulamada da sirasiyla 20 ve
32 saatlik ifade periyodu seklinde tanimladiklar1 bir zaman dilimi kullanmiglardir. Her ne
kadar toplamda hiicrelerin hasat edilmesine kadar gecen sire 24 ve 36 saat olarak
verilmigse de maruz kalma siireleri 4 saatle smrlandirilmistir. Anupama ve ark.
(2010)’ndan farkli olarak, bizim g¢alismamizda; lenfosit kiiltiirlerinin, metafazlarinin
yarisindan fazlasini ikinci bdliinmede ve 48 saat sonra igerdigini dogrulayan deneysel
sonuclara (Poddar ve ark., 2004) ve insan periferal lenfosit kalturlerinde mutajen
maruziyeti sonucu olusan kromozomal anomalileri belirlemek icin en iyi ekim
periyodunun 48 saat oldugunu bildiren (Crossen ve Morgan, 1978 ve Kalina ve ark.,
1990) kaynaklara, ayrica OFX’in farmakodinamik ve farmakokinetik 6zelliklerine (Wise
ve Honeybourne, 1999; Sardohan, 2006; Chigutsa ve ark., 2011) dayanarak, OFX’i

hiicrelere 48 saat siireyle uygulamis ve bu silire sonunda hasat yapilmistir. Bu yiizden
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OFX’in sitotoksik etkisinin, 6zellikle MI degisimindeki, degerlendirilmesinde s6z konusu
farkliligin ortaya ¢ikmis olabilecegi diistiniilmektedir.

Calismamizin genotoksik analiz kisminda kullanilan KA testi, mutajen ve
kanserojenlerin genotoksik risklerini belirlemede kullanilan en hassas yontemlerden
biridir. Kromozom anormallikleri DNA diizeyindeki zararin bir sonucu olarak ortaya
cikarlar. KA’ndeki artig, klastojenitenin bir gdstergesi olup, bu durum bazi genetik
hastaliklar1 ve kanser riskini artirmaktadir (Anderson, 1988; Savage, 1993; Norppa ve
ark., 2006)

MN testi ise genotoksisite ve kanserojenitenin belirlenmesinde kullanilan
sitogenetik metodlardan biridir. MN’ler asentrik kromozom ya da anafazda geri kalarak
mitoz sirasinda kutuplara gidemeyen kromozom bulunduran hucrelerin  bollinmesi
sirasinda olusurlar. Telofazda, geri kalan kromozomlar ve asentrik kromozomlarin
etrafinda niikleer bir zar olusur ve bu yap1 hiicrenin ana ¢ekirdeginden daha kiigiik bir
cekirdekgik olarak gortlebilir. (Fenech ve Morley, 1985; Fenech 2000). MN olusumuna
neden olabilen kromozom kaybi ya da kromozomlarin ayrilamamasi kanser ve
yaglanmada gozlenen onemli olaylardan biridir. MN testi ile hem klastojenik hem de
anojenik etkiler belirlenebilmesi ve bu hasarlarin uygun ve givenilir 6lgimini
saglamaktadir. Ayrica, insan mikroniikleus projesi bulgulari, MN ile kanser arasindaki
iliskiyi acikca desteklemistir (Kirsch-Volders ve ark., 1997; Fenech ve ark., 1999;Norppa
ve Falck, 2003; Yavuz Kocaman, 2007).

Ayrica genotoksik riski belirlemede kullanilan diger yontemlerden biri de, tek bir
kromozomun iki kromatidi arasinda gerceklesen karsilikli degisimleri gosteren KKD
testidir (Tucker ve ark., 1993; Yavuz Kocaman, 2007). KKD tam DNA ¢iftsarmali degis -
tokusunu izleyen her iki DNA ipliginin kirilmasimi igerdiginden dolayr KKD, DNA
kirilmasiin sitolojik gostergesidir (Natarajan ve Obe, 1982; Gdokalp Muranli, 2006).
Mutajen ve kanserojen oldugu bilinen maddelere maruz kalan insan ve hayvanlarin
hiicrelerinde KKD frekansinin arttigir bulunmustur. Ayrica, tek-gen mutasyonlarinin artisi
ile KKD frekansi arasinda lineer bir iliski oldugu da saptanmistir. Benzer bir iligkinin
KKD’nin artistyla in vivo tiimérlerin olusumu arasinda da oldugu bildirilmistir (Cheng ve
ark, 1981; Albertini ve ark., 2000; Yavuz Kocaman, 2007). KA’nin aksine KKD tek
basma genotoksik riski belirlemede yetersiz olmasina ragmen KKD’nin deneysel
caligmalarda indikator test olarak insanlarda genotoksik etkileri gostermede uygun bir
yontem olarak kullanilmasina devam edilmektedir (Norppa ve ark., 2006; Yavuz
Kocaman, 2007). Pek ¢ok sitogenetik ¢alismada hem KA, hem de KKD’lere bakilmasi, o
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maddenin etkinliginin anlasilmasi agisindan énemlidir (Natarajan ve Obe, 1982; Gdokalp
Muranli, 2006).

Mitelman ve ark. (1988) COFX ve OFX ile tedavi edilen hastalarda bu etken
maddelerinin genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla, hastalardan tedavi Oncesi ve
sonrasi aldiklar1 kan orneklerini kiiltiire ederek, sitogenetik yontemle KA olusumlarini
tespit etmeye ¢alismistir. Calismada glinlik 200 mg OFX verilen, idrar yolu enfeksiyonlu
12 hastadan tedaviden 1 hafta sonra alinan kan 6rneklerinin ve tedavi oncesi drneklerin
sitogenetik analizleri karsilastirilmistir. Sitogenetik analizlerde, OFX tedavisinden once
alman ornekler ve tedavi sonrasi 6rnekler arasinda, toplam KA miktarinda ve c¢esidinde
herhangi bir farklilik saptanmadigi rapor edilmistir. Bu calismanin sonuglari, burada
sundugumuz KA verilerimizle uyumlu olmamakla birlikte, verilerimizin analizleri
sonucunda, OFX’in, AHO ve KA’lerinde bir artisa yol acan, tiim dozlar ile negatif
kontrol arasinda istatistiksel bir fark belirlenememistir (60 ng/ml dozunda AHO negatif
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur). Etken madde tizerindeki in vivo ve
in vitro kiiltiir sartlarina, test sistemlerine ve doz farkliliklarina bagli olarak, iki
calismadan elde edilen genotoksisite verilerinin degerlendirmeleri KA olusumu agisindan
farklilik gdstermektedir. Ancak yine de, bu ¢alismamizda da belirlenen KA artiglarinin
istatistiksel 6Gnemi saptanmadigi i¢in, iki ¢alisma sonuglari bakimidan birbirini destekler
niteliktedir.

DNA’da hasar meydana getirebilen fiziksel veya kimyasal ajanlarin bakteriyel
mutasyonlarinin  Olgiilebildigi Ames testiyle 8 kinolonun bakteriyal mutajenitesi
calisilmistir. Ofloksasini de igeren kinolonlar toplamda kalitatif AMES Test sisteminde
pozitif sonu¢ vermistir. Ancak 0,25 pg/ml konsantrasyonunda test edilen ofloksasinin
diisiik seviyede mutajenite gosterdigi belirtilmistir (Mamber ve ark., 1993). Her ne kadar
Ames testi ile pozitif sonug veren bir toksik ajanin insan dahil yiiksek organizmalar i¢in
de mutajen olacagi varsayilsa da, bu sonuglarin, calismamizda yiiriitilen diger test
sistemleri ile teyit edilmesi dogru bir degerlendirme yapilabilmesi i¢in 6nemlidir. Bu
calisgmamizda OFX’in KA lerini, ilk iki dozda, doza bagl artirdig1 belirlenmis ancak tiim
dozlardaki kontrole gore olan artislar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

El-Habit ve ark. (2001) OFX’in genotoksisitesi ardisik olarak 14 giin boyunca 3
dozda (104, 520, 1040 mg/kg/giin) farelerde test etmisler, ayn1 zamanda OFX’in terapotik
bir dozunu (104 mg/kg/giin) 2 Gy gama radyasyona maruz birakilan bir fare grubuna 14
gin sureyle verilmislerdir. Arastiricilar DIFENIL Testi ile DNA fragment yiizdelerini
dalak hiicrelerinde, PCE ve NCE’lerde ise MN sikligin1 kemik iliginde incelemislerdir.
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Her iki ol¢iitte de, OFX’in doz artisina bagh olarak, artis gézlenmistir. Bu artigslardan
sadece en yiiksek dozlarda goriilenler istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Verilerin,
potansiyel bir mutajen olarak, bu ilacin cesitli organlarda farkli etkileri oldugunu
gosterdigini ifade etmislerdir. OFX’in doz artisina bagli olarak MN olusma sikliginin
artirmasi goz Oniine alindiginda, ¢alismamizda elde edilen MN verileri, El-Habit ve
arkadaglarinin (2001)belirttigi in vivo MN artisina benzerlik gostermistir. Bu veriler
OFX’nin MN olusturma potansiyelinin oldugunu ortaya koysada, calismamizda MN
olusumunun negatif kontrole gore istatistiksel anlamda farkli bulunmamasindan dolayz,
caligilan test sistemleri ve dozlarda OFX’in mutajen etkisi konusunda kesin bir yargi
olugmamustir.

Itoh ve ark. (2006)’nin antimikrobiyal kinolonlarin genotoksisitesini inceledikleri
bir ¢alismada, in vitro comet testi ile nalidiksik asit (NA), pipemidik asit (PPA), oksolinik
asit (OA), piromidik asit (PA), enoksasin (ENX), ofloksasin (OFX), norfloksasin (NFLX)
ve ciprofloksasin (CPFX) olmak dzere 8 kinolonun genotoksik potansiyelini
arastirilmistir. Arastiricilar test ettikleri 8 kinolonu WTK-1 hicrelerine (Mutant p53) 2, 4
ve 20 saat 62.5 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarda uygulamislar. OFX uygulamasinda
DNA hasarma bagli herhangi bir gé¢ artisinin goriilmedigini bildirmislerdir. KA, MN ve
KKD testleri ile birlikte genotoksik potansiyel hakkinda 6nemli bilgiler sunan COMET
uygulamasi ile bahsedilen c¢alismadan elde edilen bu sonuglar, konvansiyonel olarak
kullanilan KA, MN ve KKD testlerinin aragtirmamiza sundugu verilerde negatif kontrole
gore artig gosteren DNA hasari ile uyusmamaktadir. Ancak, her ii¢ test verileri
istatistiksel anlamda Onemli bulunmadigi icin, arastirma test sartlarinda goriilen
degisimlerin OFX etkisini acik¢a ortaya koydugunu sdylemek zordur.

Li ve ark. (2010)’nin OFX’in oksidatif hasara bagli artropatideki roliinii arastirmak
amaciyla gergeklestirdikleri bir caligmada, yavru tavsanlarda eklem kondrositlerine
sirastyla 5, 10, 20, 40 ve 80 pg/ml konsantrasyonlarinda OFX uygulanmistir. Calismada
oksidatif hasarin biiyiikliigii, bazt makromolekiillerin oksidatif hasarinin, antioksidan
enzim aktiviteleri ve reaktif oksijen tlrlerinin  seviyelerinin  6lgtlmesiyle
degerlendirilmistir. OFX’in, reaktif oksijen tiirlerinin intraselliiler {iretiminde
konsantrasyona bagli bir artisa yol ac¢tifi gozlenmistir. Benzer sekilde, ofloksasin
tiyobarbiturik asit reaktif maddelerin seviyesinde 6nemli bir lipid peroksidasyonu ile
konsantrasyona bagli bir artis ortaya ¢ikarmistir. Ayn1 zamanda reaktif oksijen tiirlerinin
asir1 iretimine sebep olabilen OFX’in konsantrasyonuna bagli olarak olusturdugu DNA

hasarm1 24 saatlik comet test protokolii ile dlcerek doz artisina bagh olarak kuyruk
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DNA’sinda kontrole gore artis oldugunu belirlemislerdir. Sonug olarak, agikgca OFX’in
oksidatif stres, lipid peroksidasyonu ile kondrositlerde DNA’da oksidatif hasara neden
olabilecegini gostermiglerdir. Li ve ark.’nin (2010) yaptig1 bu arastirmada 6zellikle comet
protokoliinden elde edilen veriler (kuyruk DNA’sindaki artig zincir kiriklar1 oldugunu ve
KA’lerinin bazilanyla iliskisini gosterir), calismamizda belirlenen KA’lerinden fragment
olusumu, kromatit-kromozom kiriklarindaki ve MN olusum sikligindaki artig ile
uyumludur. Ayrica DNA hasarimi gelistirebilen reaktif bilesiklerin belirlenmesi,
calismamizda sunulan verileri desteklemektedir.

Anupama ve ark. (2010)’nin insan periferal lenfositlerinde yaptigi 4 farkh
florokinolonun sitotoksik ve genotoksik potansiyellerinin karsilastirildigr ¢alismada, 4
saatlik maruziyet suresi ve 20-32 saatlik ifade zaman1 sonunda iki farkli (24 ve 36 saat)
hasat periyodu uygulanmistir. 15.62, 31.25, 62.5, 125 ve 250 pg/ml dozlarinda kullanilan
OFX’in mitotik indeks ve kromozom aberasyonlari ile test edilmistir. Sadece en yiiksek
dozda hafif bir sekilde diistiigii bildirilen MI’in yaninda, KA test siirecinde ise negatif
kontrole gore dnemli bir anormal hiicre olusumuna sebep olmadig: tespit edilmistir. Bu
verilere gore OFX’in gercek bir sitotoksik ve genotoksik ifadesinin olmadig1 sonucuna
varmiglardir. Bu arastirma ile ¢alismamiz arasinda, tartisma bdliimiiniin sitotoksisite
kisminda bahsettigimiz test siirelerindeki farkliliklardan dolayr oldukga farkli toplam KA
degerlerine ulasilmistir (24 saatlik hasatlama sonucu hi¢ KA gozlemediklerini
bildirmislerdir). Arastiricilar c¢alistiklar1 hiicreleri 4 saat siire ile etkenlere maruz
birakmiglar ve 24 - 36 saatlik iki farkli hasat periyodu belirlemislerdir. Hiicreleri etken
madde ile 4 saat maruz biraktiktan sonra ve fakat hasatlamadan 6nce her iki uygulamada
da sirasiyla 20 ve 32 saatlik ifade periyodu seklinde tanimladiklar1 bir zaman dilimi
kullanmislardir. Her ne kadar toplamda hiicrelerin hasat edilmesine kadar gecen sure 24
ve 36 saat olarak verilmisse de maruz kalma siireleri 4 saatle sinirlandirilmistir. Anupama
ve ark. (2010)’ndan farkli olarak, bizim ¢alismamizda; lenfosit kiiltiirlerinin,
metafazlarimin yarisindan fazlasimi ikinci boéliinmede ve 48 saat sonra igerdigini
dogrulayan deneysel sonuglara (Poddar ve ark., 2004) ve insan periferal lenfosit
kiiltiirlerinde mutajen maruziyeti sonucu olusan kromozomal anomalileri belirlemek i¢in
en iyi ekim periyodunun 48 saat oldugunu bildiren (Crossen ve Morgan, 1978 ve Kalina
ve ark., 1990) kaynaklara, ayrica OFX’in farmakodinamik ve farmakokinetik 6zelliklerine
(Wise ve Honeybourne, 1999; Sardohan, 2006; Chigutsa ve ark., 2011) dayanarak, OFX’1
hiicrelere 48 saat siireyle uygulamig ve bu siire sonunda hasat yapilmistir. Anupama ve

ark.(2010)’nin uyguladig iki farkli hasat zamani arasindaki KA degerlerinin, hem kendi
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icinde, kisa maruziyet siiresinden sonra uzun ifade periyodu ile artisi, hem de bizim
calisgmamizda kullanilan gérece uzun maruz birakma siirelerinde KA artisi, onlarin
vardiklar1 sonucun aksine OFX’in klastojenik potasiyelini isaret etmektedir. Ayrica,
calsmamizda 4 saglikli donor kullanilmis ve her doz i¢in toplamda 400 metafaz
incelenmisken, Anupama ve ark. (2010)’nin ¢alismasinda tek bir denek kullanilmis ve bu
vericiden elde edilen preparatlarda 200 metafaz incelenmistir. Bu siirecin sonunda ortaya
cikarilan bilginin dogru yorumlanmasinin ve elde edilen veriler ile istatistiksel
degerlendirmede giivenilir sonuglara ulagilmasinin zor olacag: diisiiniilmektedir.

Forsgren ve ark. (1989) tarafindan yeni kinolonlarin toksik etkilerinin arastirildigi
cesitli ¢aligmalarin bulundugu bir derleme yaymlanmistir. Bu derlemede, sunulan
arastirma sonuglarina gore; insan periferal lenfositlerinde, OFX’in hiicre dongisii stireci
ve iglevi lizerine etkisi in vitro UDS yontemiyle incelendiginde, DNA zincir kiriklarinim
sadece yliksek OFX (80 pg/ml) dozunda diisiik dozlarina kiyasla énemli bir artisin oldugu
goriildiigli rapor edilmistir (Bredberg ve ark., 1989). Her ne kadar OFX’in genotoksik
oldugunu bildiren c¢alismalar varsa da (McQueen ve Williams, 1987), DNA zincir
kiriklarinin DNA’nin normal replikatif siirecinde meydana geldigi ve karsinojenik veya
mutajenik olmasi gerekmedigi belirtilmis ve bu goriis, negatif sonu¢ veren bazi mutasyon
ve kromozomal test ¢aligsmalari ile desteklenmeye c¢alisilmistir (Schilter, 1987; Mayer,
1987; Mitelman ve ark., 1988).

McQueen ve ark. (1991) tarafindan sigan hepatositlerinde ve hepatosit hiicre
hattinda, baz1 kinolonlarin genotoksik etkisinin in vivo ve in vitro olarak gerceklestirilen
bir calismada, DNA’da olusan primidin dimerlerini uzaklastiran bir eksizyonel tamir
siirecinin sonucu olan programlanmamigs DNA sentezi (UDS) arastirilmistir. Bu
calismada, UDS’nin in vitro’da test edilen kinolonlarin yiiksek dozlari tarafindan
artirlldigi, ancak in vivo’da F344 yetigskin disi siganlardan izole edilen hepatositlerde
UDS’nin gozlenmedigi rapor edilmistir. Bu bulgulara gore test edilen OFX’in DNA
reaktifi olmadigi, ancak bazi dolayli etkilesimler sonucu in vitro’da UDS meydana
getirdigi ileri stirlilmiistiir.

Umezawa ve ark. (1997)’nin 5 yeni kinolon antibiyotiginin fotohassas Reaktif
Oksijen Turleri (ROS) olusumuna etkisini inceledikleri ¢calismada, OFX’in farkli reaktif
oksijen tiirlerinin olusumuna farkli derecelerde yol actiginin belirlenmesine ragmen DNA
zincir kirigr olusumuna etkisinin en az oldugu belirtilmistir. Bir¢ok caligmada rapor
edilmis olmasina karsin bu ilaglarin ROS olusturduguna dair direkt bir kanitin olmadig1

sonucuna varilmistir.



87

Sanchez ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada, fotohassasiyet ile DNA
ayrilmalar1 ve hiicre membran hasar1 meydana getiren bazi florokinolonlarin varliginin,
kinolonlarin 1s1k tarafindan indirgenerek aktif oksijen tilirleri veya radikaller
olusturabilmelerinin kanit1 olarak sunulmustur. Bu ¢alismada, Jurkat hiicre hattinda, 2,76
x 10°M lik konsantrasyonda kullanilan ve {izerine UV 1sin sagilan OFX’in genotoksik
etkisi comet yontemi ile test edilmistir. Test sonuglari, UV 1s18a maruz kalan OFX grubu
ile UV 15182 maruz birakilmayan grup arasindaki farkliligin istatistiksel olarak onemli
olmadigini, UV’li OFX grubunun DNA hasarii artirdigini, ayrica UV’siz OFX grubunun
genotoksisitesinin de negatif kontrole gore onemli farklilik gosterdigini isaret etmistir.
OFX genotoksik olarak ifade edilmistir.

Yukarida bahsi gecen ¢aligsmalarin sonuglarindan goriilecegi tizere, DNA hasarini
gorece daha az duyarli testlerle belirlemeyi amaclayan benzer g¢aligmalarda OFX’in
genotoksik etkileri veya mutajenik potansiyeli hakkinda farkli sonuglar gikartilmistir.
DNA zincir kirik olusumunun dolayli olarak belirlenmesine katki veren bu testlerden, S-
fazinda olmayan hiicrede isaretli timidin’in katilimiyla hasar gérmiis DNA’nin onarimi
sentezini dolayli olarak ortaya c¢ikaran UDS ve olusum mekanizmalari ve DNA’ya
etklentileri, azotlu baz modifikasyonlar1 yada DNA iskeletinde diger kimyasal baglar
iizerine etkileri bilenen ROS’nin 6l¢iilmesi ile ortak bir goriise varilamamistir. Hatta bazi
caligmalarda (Bredberg ve ark., 1989; McQueen ve Williams, 1987; Umezawa ve ark.,
1997) OFX’in bu testler ile belirlenen genotoksik potansiyelinin gercekte olmadigi,
negatif sonu¢ veren bagka bazi mutasyon ve kromozomal test sistemleri ile
gerceklestirilen deneylerle (Schilter, 1987; Mayer, 1987; Mitelman ve ark., 1988)
desteklenmeye c¢alisilmistir. Ancak Sanchez ve ark. (2005)’nin yaptig1 ¢alismada
gosterildigi tizere, comet testi gibi glvenilir bir teste gore, OFX’in DNA kiriklarimi
artirdigr ve OFX’in genotoksik olduguna dair énemli sonucglar da elde edilmistir. Bu
calismada sundugumuz, negatif kontrole gore, artmis KA, doza bagh artis gdsteren MN
sikligt ve doza baghh degisim gosteren KKD sikligi, hem tek basina bagimsiz bir
caligmada giivenilir ve direkt mutasyon testlerinin deneysel sonuglari objektif olarak
degerlendirilmistir. Hem de OFX’in genotoksik etkileri ve mutajenik potansiyeli ile ilgili
karisikligin ¢oziimiine katki yapmasi hedeflenmistir.

Tartismamizin son kisminda, hem bu tezde calisilan genotoksisite test sistemleri
veya diger farkli test protokollerinin kullanildigi, OFX’in de ait oldugu florokinolonlar
grubundan diger etken maddeler ile yapilan ¢alismalar, OFX’in mutajen potansiyeli ile

ayni gruptan kimyasallarin sitotoksik ve genotoksik potansiyellerini karsilastirmak iizere,
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ele alinmistir. Bu sayede hem bu calismada hem de daha 6nce gergeklestirilmis OFX
arastirmalarda elde edilen sonuglarin benzerlik ve farkliliklara gore degerlendirilmesi
amaglanmstir.

Bazi florokinolonlar1 iceren ilaglarin iiretiminde klinik &ncesi yapilan
arastirmalarda; UV veya giin 15181 ile 1sinlanan test maddelerinin fototoksisite ile iliskili
olarak toksik etki gosterdigi bildirilmistir. U¢ farkli florokinolonun, COFX, Fleroksasin
(FOX) ve lomefloksasin (LOFX), test edildigi bir calismada, Cin hamsteri V79
hiicrelerinde kromozomal aberasyonlarin belirgin sekilde arttigi, comet yontemi ile fare
lenfoma hiicrelerinde yaygin DNA kirilmalarinin gézlendigi belirtilmistir. Buna ragmen,
florokinolonlar ile kisa siireli antibiyotik tedavileri boyunca 1s1k maruziyetine karsi basit
Onlemler alinmasa bile, ilk etapta kayda deger bir risk olusturmayacagi sonucuna
varilmistir (Chetelat ve ark.,1996).

Gorla ve ark. (1999)’nin enrofloksasin (5 ve 50 pg/ml) ve siprofloksasin’in (5, 25
ve 50 pg/ml) insan periferal kan kilturlerinde genotoksik etkilerini inceledigi ¢alismada
belirlenen KA olusumlarma gore her iki test maddesinin de genotoksik oldugu ve
COFX’in 50 pg/ml dozda metafaz sayimini engelledigi ve MI'1 diisiirdiigti bildirilmistir.
Ayrica 50 pg/ml COFX dozunda sitotoksik ve genotoksik bulgularin birbiriyle uyumlu
oldugu belirtilmistir.

Itoh ve ark. (2002) baz1 kinolonlarin fotokimyasal klastojenitelerinin belirlendigi
bir ¢alismada, test edilen kinolon grubu maddelerin 1sinlanmis gruplarinda negatif
kontrole gore yaygin KA ve MN olusumu gozlendigini, ancak ayni ¢alismada 1sinsiz
kinolonlar grubunda genotoksik etkinin goriilmedigini bildirmislerdir.

COFX’in genotoksisitesi idrar yolu enfeksiyonu hastalarinda insan periferal kan
lenfosit kiiltiirleri ile degerlendirilmistir. Hastalardan tedavi 6ncesi ve sonrasinda alinan
periferal lenfositlerde kardes kromatit degisimi, mitotik indeks ve replikatif indeks ile
COFX’in etkisinin incelendigi bu ¢aligmada, COFX tedavisinden sonra kardes kromatit
degisimi frekansimnin 6nemli derecede artigi ve mitotik indeks ve replikatif indeksin
azaldig1 gézlenmistir (Ikbal ve ark., 2004).

Ambulkar ve ark., (2009)’nin yaptigi c¢alismada insan lenfositlerinde
siprofloksasinin sitotoksik ve genotoksik etkisi gesitli parametrelere gore in vitro
degerlendirilmistir. Bu parametreler; mitotik indeks, kromozom anomaliligi, anafaz
anomaligi, replikatif indeksi ve kardes kromatid degisimidir. Calismada diisiik Mitotik
indeks, diisiik replikatif indeks ve diger yandan da yiiksek frekansta anafaz anomaligi,

yiksek frekansta kromozom anomaliligi ve kardes kromatid degisimi gozlenmistir. Bu
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bulgulara gore in vitro insan lenfositlerinde siprofloksasin’in sitotoksik ve genotoksik
oldugu sonucuna varmislardir. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda elde edilen tim
sonuglarin istatistiksel olarak dnemli oldugunu bildirmislerdir.

Chetelat ve ark. (1996)’nin gerceklestirdigi calisma sonuglari, test edilen COFX,
Fleroksasin (FOX) ve lomefloksasin (LOFX)’in ilk etapta bir risk olusturmayacagi
belirtilmistir. Buradaki 6nemli bir unsur da, bu calismada test edilen maddelerin UV 151k
ile 1s1nlanmalaridir. Maddeler 1sinlanmadan 6nce yapilan Ames testinde parametrelerde
herhangi bir artis goriilmemistir. Ancak, test maddelerinin 1sinlanmasi ile KA’de ve DNA
kirllmalarinda artiglar belirlenmistir. Florokinolon grubundan farkli maddelerle, farkli bir
hlicre hattinda yapilan bu ¢alismada, test edilen maddelerin sadece 1sinlanmig formlarinin
etkisi, calismamizda OFX’in KA Uzerine gozlenen etkisiyle benzerlik gdstermektedir.
Chetelat ve ark. (1996) bu verilere ragmen, test edilen etkenlerle kisa siireli tedavilerin
risk olusturmayacagini belirtmislerdir. Biz de, KA’deki artiglara ragmen, OFX genotoksik
etkisinin olmadigini ¢calismamizin sonuglar kisminda verecegiz. Gorla ve ark. (1999)’nin
calismasinda ise farkli testlerde ve benzer dozlarda COFX’in genotoksik oldugunu
belirtmistir. Tkbal ve ark. (2004) COFX’in, ¢alismamizda da kullanilan KKD ile pozitif
sonu¢ verdigini rapor etmislerdir. Ve Ambulkar ve ark. (2009) da yine bizim
ylriittiigimiiz protokollere paralel calismasinda, COFX’in mutajen potansiyelinin
istatistiksel anlamda 6nemli oldugu sonucuna varmistir ki, farkli etken olsa da bizim OFX
sonuglarimizla paralellik gostermektedir. Ayrica Chetela ve ark. (1996)nin
gerceklestirdigi ¢alismalara benzer yaymlarin sonunda bazen arastiricilarin goérdiikleri
pozitif etkileri test sisteminden (huicre bolinme ddngusit gecikmesi, reaktif maddelerin
asirt  olusumu, kimyasal etkilesimi) kaynaklanan “yanlis pozitiflik” seklinde
yorumlamalarindan dolayr bazi ¢alismalarin sonuglar1 digerleriyle uyusmamaktadir.
Buraya kadar verilen, benzer tedavilerde kullanilan benzer farmokolojik 6zelliklere sahip,
farkli florokinolonlarin etkilerin bagimsiz ve tekrarlayan genotoksik calismalarda, benzer

olabilecegi gortlmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tezin konusunu olusturan antibiyotiklerde dahil olmak iizere tip’ta hastaliklarin
tedavisinde kullanilacak ilaglarin se¢ciminde yas, cinsiyet, immiin sistem farkliliklar1 ve
genetik polimorfizmler, ilag etkinligini ve toleransini etkileyen dikkat edilmesi gereken
degiskenlerdir. Bunlarin yani sira ilaglar, diger bazi ilaglarla, bazi gida maddeleriyle,
cesitli kimyasal maddeler ve alkol ile etkilesime girebilmektedir. Bu durum ilag
etkinligini degistirebilmekte veya hedef olmayan hiicre/doku Uzerinde istenmeyen ve
beklenmeyen sonuclar dogurabilmektedir. Tiim bu etkenlerin disinda ayrica diistintilmesi
ve bilinmesi gereken, sentezlenen veya kesfedilen bir ilacin sitotoksik ve genotksik
etkileri ya da mutajen potansiyelidir. Oyle ki, bir ilacin canli organizmadaki etkinligi ve
tedavi icin belirlenecek doz-maruziyet iliskisi belirlemek i¢in bu faktorlerin bilinmesine
ihtiya¢ vardir. Bu faktorlerin belirlenmesi ve dolayisiyla ilag kullaniminin saglam
temellere oturtulmasini, farmokoloji alaninda ve &zellikle toksisite alaninda yapilacak,
laboratuvar arastirmalar1 gergeklestirecektir. Gergektende, yeni etken madde aragtirmalari
sonucunda ilaclar piyasaya surtlurken tamamlanmayan veya ihmal edilen ya da sonradan
ilacin kullanilmasiyla, 6zellikle hedef olmayan hiicre ve onun genetik materyali Gizerinde,
ortaya ¢ikan yan etkilerin gerektirdigi ¢calismalarin yiiriitiilmesi bilim insanlara biiyiik
sorumluluklar getirmektedir.

Bu gereklilikler 1s181nda, 6zellikle ilag toksisite caligmalari ile, genetik materyalde
hasara neden olmayacak yeni ilaglarin gelistirilebilmesi, yeni hedeflerin saptanmasi ve
yeni mekanizmalarin belirlenmesi gerekmektedir. Ciinkii tamir edilemeyen DNA hasari
ve bu hasarda rol alan kilit molekiillerde ve yollardaki bozukluklar; doku hasari,
yaslanma, kanser, infertilite gibi g¢esitli bozukluk ve hastaliklara yol agmaktadir. Bu
nedenle akademik ve biyoteknolojik kuruluslar, ila¢ endiistrisi ve saglik hizmeti sunan
kurumlar isbirligi icinde ¢aligarak, yeni ilaglarin piyasaya siiriilmeden 6nce 6zellikle DNA
molekiiliinde hasar meydana getirip getirmedigi uygun testlerle mutlaka degerlendirilmeli
ve ilacin genotoksisite bakimindan giivenirligi test edilmelidir. Bahsedilen bu arastirma ve
igbirligi, tiim diinyada kullanimi gittikge yayginlagan ve insan saglhigi agisindan risk
olusturup olusturmadigi heniiz belli olmayan pek c¢ok ilag etken maddesinin
kullanimlarinin kontrol altina alinmasi ve gerekli siirlandirmalarin yapilmasi, kanser
vakalarinin 6nlenmesi ve insan sagligi i¢in biiylik 6neme sahip olacaktir.

Tlm diinyada enfeksiyonlarin ve hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisinde kullanilan

oldukca ¢esitli antibiyotik ilaclardan kinolon grubu i¢inde yer alan ikinci nesil bir
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florokinolon olan OFX, genis spektrumlu olup sistemik enfeksiyonlarda siklikla regete
edilmektedir. Bu c¢alismamizda incelenen OFX’in in vitro insan periferal lenfosit
kiiltiirtinde hiicrelerin boliinmeleri iizerine etkisi, ¢alisilan sitotoksisite parametrelerindeki
(MI, NBI ve PI) degisimlere gore degerlendirilmistir. OFX’in calisilan dozlarda doza
baglh olarak MI, NBI ve PI degerlerini negatif kontrole gore diisiirmiistiir. Fakat bu
diisiislerin tiim parametreler ve tim dozlar icinde istatistiksel olarak anlamli oldugu
gosterilememistir. Deneysel veriler, OFX’in, 6zellikle belirtilen yiksek dozlarda ve in
vitro kosullarda sitotoksik potansiyelinin oldugunu gostermektedir. Ayrica bu sonuglar
daha once OFX ile yapilan toksisite ¢alismalarinda bildirilen hiicre bdliinmesinin artan
inhibisyonu sayesinde OFX’in sitotoksik potansiyel verilerini desteklemektedir. Bu
veriler, hiicresel veya DNA hasarina bagli olarak, 6zellikle hiicre donglsi kontrol
noktalarinda ve apoptoziste etkin p53 proteini gibi mekanizmalarin hiicre déngusiniin
durmasini veya programlanmis hiicre 6limiin{i baglatmasini akla getirmektedir.

Toksisite aragtirmamizin bir diger kismi olan genotoksik degerlendirme sonuglari,
OFX’in KA olusumlarmi ve AHO’mi artirdigini  gostermistir. Bu  parameterler,
birbirleriyle paralellik gosterecek sekilde, negatif kontole gore ilk iki dozda doza bagl
olarak artmis, en yiiksek dozda ise ikinci doza gore diisiis gostermistir. MN olusumu ise
yine doza bagh artis géstermistir. Diger bir test olan KKD sikliginin, negatif kontrole gore
doza bagh olarak arttif1 gézlenmistir. Ancak s6z konusu {i¢ test sisteminden elde edilen
genotoksisite verileri ile negatif kontrol arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar
olmadigi belirlenmistir. Bu sonuglar, deneylerde gozlenen zayif klastojenik etkiye
ragmen, OFX’in ¢alisilan dozlarda in vitro test sartlarinda genotoksik oldugunu séylemek
icin yetersizdir.

Bu calismadan elde edilen sitotoksik ve klastojenik veriler, OFX’in genotoksik
karakteri hakkinda kesin bir sonu¢ vermese de, oOzellikle sitotoksik ve klastojenik
potansiyelin genotoksik etkiye zemin hazirladig1 diisiiniildiigiinde, bu etken maddenin risk
degerlendirmesi konusunda, yargiya varilmasinda 6nemli bir katki saglayacaktir. Bu fikir,
tekrarlayan ve uzun siiren enfeksiyonlarin tedavisi sirasinda veya gereksiz ve asiri
kullanimu ile ila¢ dozlarimin ve maruz kalma siirelerinin artmasi durumunda, risklerin
gozden gecirilmesinin O6nemini vurgulamaktadir. Calismamizda elde edilen sonuglari
destekleyen cesitli arastirmalar bulunmakla beraber farkli verilere ulasilmis bazi
incelemeler de mevcuttur. Ancak OFX hakkinda karar verilebilmesine olanak saglayacak
benzer ve saglam veri topluluguna ulasilmasi icin OFX’in mutajen karakterinin,

genotoksisiteyi duyarli ve dogrudan belirleyen yontemlerle, uygun doz yelpazelerinde ve
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in vitro ve in vivo tekniklerle, tekrarlayan ¢alismalarda test edilmesinin daha kesin ve

dogru bilgiye ulasmamizda fayda saglayacag: diistiniilmektedir.
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