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LORATADIN’IN iNSAN PERIFERAL LENFOSITLERI UZERINDEKI
SITOTOKSIK VE GENOTOKSIK ETKILERIi

0z

Bu calismada, alerjik semptomlarin tedavisinde siklikla kullanilan loratadinin
(LOR) etken maddesinin insan periferal lenfosit hucrelerindeki in vitro genotoksik
etkileri, kromozom anormalligi (KA), mikroniikleus (MN) ve kardes kromatid degisimi
(KKD) testleri kullanilarak arastirilmistir. Ayrica test maddesinin hiicre boliinmesi
uzerindeki sitotoksik etkisini belirlemek igin, mitotik indeks (MI), nukleus bolinme
indeksi (NBI) ve proliferasyon indeksi (PI) hesaplanmistir. Hiicre kiiltiirleri LOR’in 5,
15 ve 25 pg/ml’lik konsantrasyonlara 48 saatlik siireyle maruz birakilmistir. Ayrica hem
negatif hem de pozitif kontrol gruplari da olusturulmustur.

LOR’in KKD, KA ve MN olusumu iizerindeki etkileri incelendiginde, negatif
kontrol ile karsilagtirildiginda LOR’in test edilen tiim dozlarda bu degerleri istatistiksel
acidan O6nemli olacak kadar artirmadigi goriilmiistiir. Pl, MI ve NDI degerleri, LOR
konsantrasyonunun artisina paralel olarak azalmistir. MI’de doza bagli bir azalma
olmasma ragmen, negatif kontrol karsilastirildiginda istatistiksel anlamda 6nemli
disiisler kullanilan yiiksek konsantrasyonlart olan 15 ve 25 pg/ml’de saptanmistir.
LOR’in test edilen tiim dozlarinda PI ve NBI degerlerindeki doza bagli azalmalar
negatif ve pozitif kontrole gore kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel a¢idan farklilik
bulunmamastir.

Calismamizin sonuglari, LOR’in test edilen tiim dozlarda genotoksik etkiye
sahip olmadigini, ancak doza bagli olarak PI ile NBI {izerindeki zayif sitostatik
potansiyeli ve yiiksek dozlarda MI’i istatistiksel a¢idan anlamli derecede diigiirmesi bu
ilacin in vitro kosullarda sitotoksik etkisinin olabilecegini gostermektedir. Bu ilacin
hicre bolinmesi Uzerindeki engelleyici etkisinin agiklanmasi ve sitotoksik, genotoksik
ve apoptotik etkileri arasindaki iliskinin belirlenebilmesi i¢in, hem insan periferal
lenfositleri hem de degisik hiicre serileri lizerinde daha detayli in vitro ve in vivo

caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar sozcukler: Loratadin, sitotoksisite, genotoksisite, kromozomal anormallikleri,

kardes kromatid degisimi, mikrontkleus



CYTOTOXIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF LORATADINE ON HUMAN
PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES

ABSTRACT

In this study, in vitro genotoxic effects of loratadine (LOR) which has been
widely used to treat allergic symptoms were investigated in peripheral human
lymphocytes by using chromosomal aberrations (CA), micronucleus (MN) and sister
chromatid exchange (SCE) tests. In addition to these methods, mitotic index (MI),
nuclear division index (NDI) and proliferation index (Pl) were also calculated to
determine the cytotoxic effect of test substance for cell division. The cell cultures were
treated with 5, 15 and 25 pg/ml concentrations of LOR for 48 hours. Both negative and
positive control groups were also established.

When the effects of LOR were examined on formation of KKD, KA and MN, it
did not increase these values were statistically significant at all concentrations tested
compared with the negative control. PI, Ml and NDI values decreased linearly as LOR
concentration increased. Although a dose-dependent decrease was observed in the MI,
statistically significant decreases were detected at higher concentrations (15 and 25
pg/ml) compared with the negative control. Dose-dependent decreases were observed in
the Pl and NDI were not found statistically significant at all LOR concentrations tested
compared with the negative and positive controls.

The results of this study show that LOR has not genotoxic effect at all the
concentrations tested, but it may have a cytotoxic effect in vitro condition due to weak
cytotoxic effects in Pl and NDI in a dose-dependent manner and significantly decrease
the MI in high doses. Further detailed studies are required to elucidate the inhibitory
effect on cells division and to determine the relationship between cytotoxic, genotoxic
and apoptotic effects of this drug in human peripheral blood lymphocytes and different

cell lines in vitro and in vivo.

Key words: Loratadine, cytotoxicity, genotoxicity, chromosomal aberration, sister

chromatid exchange, micronucleus
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bilirim.
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SIMGE VE KISALTMALAR LISTESI

SCGE : Single Cell Gel Electrophoresis (Comet Testi)

Ames Testi  : Salmonella/Mikrozom Mutajenite Testi

KA : Kromozom Anormallikleri (Kromozomal Aberasyonlar)

MN : Mikroniikleus

KKD : Kardes Kromatid Degisimi (Sister Chromatid Exchange:SCE)
SCD : Sister Chromatid Differentiation

uDS : Unscheduled DNA Synthesis (programlanmamis DNA sentezi)
MI : Mitotik Indeks

NBI : Niikleus Boliinme Indeksi

NDI : Nuclear Division Index

PI : Proliferasyon indeksi

AHO : Anormal Hiicre Ortlamasi

BN : Binukleat Hiicre

MNBN : Mikroniikleuslu Binukleat Hiicre

K’ : Kromatit Kirigi

K” : Kromozom Kirig1

F . Fragment

KD : Kromatid Degisimi

KKB : Kardes Kromatid Birlesmesi

P : Poliploidi

LOR - Loratadin

IgE : Immunoglobulin E

PSA : Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin

BrdUrd . 5’-Bromo-2’-deoksiuridin

SSC : Standart Salin Citrat

PHA-M : Fitohemaglutinin M

DMSO : Dimetil Sulfoksit

MMC : Mitomisin C

Cyt-B : Cytochalasin-B (Sitokalasin-B)

EPA U.S. Environmental Protection Agency (Amerika Cevre Koruma

Temsilciligi)



FDA : Food and Drug Administration (Amerika Gida ve la¢ Yonetimi)

ISAAC : The International Study of Asthma and Allergies in Childhood
(Uluslararas1 Cocukluk Donemi Astim ve Alerji Arastirmalari)

GPCR : G-Protein-Coupled-Receptor (G-protein-baglantili-reseptor)

ISCN . International System for Human Cytogenetic Nomenclature

(Uluslararasi Insan Sitogenetik Adlandirma Sistemine)
ml > mililitre
dk : dakika
pl - mikrolitre
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1. GIRIS

Alerji, en basit ifadeyle ‘insanlarin gogunlugu igin zararli olmayan bir maddenin
bazi kisilerde olusturdugu olumsuz bir reaksiyon’ olarak tanimlanabilir. Alerjen terimi,
genetik olarak yatkinlig1 olan bireylerde Immunoglobulin E (IgE) cevabim tetikleyen
antijen olarak kullanilir. Alerjik hastaliklar ise, IgE aracilikli immiin yanit ile ayni
alerjenle takrarlayan karsilagsmalar sonucunda bir veya daha fazla organda ortaya ¢ikan
hastaliklardir (Wahn ve ark., 1997; Arshad ve ark., 2003; Turan Akyol, 2009).

Allerji terimi, ilk kez 1906 yilinda Von Pirquet tarafindan eski Yunanca’da
degisik is veya degisik reaksiyon anlamina gelen iki kelimenin birlestirilmesi ile
olusturulmustur. Bu olaylarin olusmasinda hipersensitivite reaksiyonlar: dedigimiz asiri
duyarlilik reaksiyonlar: rol oynamaktadir (Karaman ve ark., 1994; Gelisken, 2008).

Alerji ve atopi terimleri siklikla birbirine yakin ve birbirinin yerine kullanilirlar
(Wutrich, 1999; Turan Akyol, 2009). Glinimuzde alerji, gesitli alerjenlere karst immiin
aracilikli artmis cevap olarak tamimlanmaktadir. Atopi teriminin kdkeni yerinde
olmayan anlamina gelen ‘atopos’ kelimesine dayanmaktadir. Atopi, alerjen
maruziyetine cevap olarak IgE yapisinda antikorlar olusturmaya genetik egilim olarak
tanimlanmaktadir (Wahn ve ark., 1997; Arshad ve ark., 2003; Turan Akyol, 2009).

Alerjiye neden olan maddeler bitki polenleri, toz partikiilleri, mantar sporlari,
besinler, lateks kaucugu, ar1 zehiri, penisilin gibi baz1 ilaglar ve gidalar seklinde
siralanabilir. Alerjisi olan insanlar genellikle birden fazla maddeye karsi hassastirlar
(Topuz, 2001; Kadikoyli, 2007).

Alerjik hastaliklarin olusumunda ¢ok sayida gevresel faktor ile karmasik bir gen
grubunun karsilikli etkilesimi rol oynamakta ve basta astim bronsiale, alerjik rinit ve
atopik dermatit olmak tizere atopik hastaliklar gelismektedir (Turan Akyol, 2009).

Alerjik hastaliklar giderek daha ¢ok 6nem kazanmaktadir. Bu hastaliklara yol
acan alerjenler daha iyi bilinmekte, tan1 ve tedavi yontemleri de gelismektedir. Alerjik
hastaliklara yol agan alerjenlerin klinik 6nemi, bolgesel farkliliklar gostermektedir. Bir
bolgedeki sorumlu alerjenlerin  bilinmesi, deri testleri sonuglarinin daha iyi
degerlendirilmesini saglayarak, hastanin semptomlarinin olugsmasindan sorumlu
alerjenlerin saptanarak alerjen immiinoterapisinde dogru alerjen sec¢imini, dolayisiyla
tedavinin basarisin1 belirlemektedir. Bu nedenle alerjenler ve bunlarin hastaliklarin
gelisimindeki rollerin iyi bilinmesi ¢ok onemlidir. Ulkemizde iklim ve bitki

Ozelliklerinden dolayz, alerjenlerin gesitliligi ve yogunlugu fazladir (Kokuludag, 2002).



Alerjik hastaliklar, son yillarda ozellikle gelismis iilkelerde onemli bir artig
gostererek bir halk sagligi problemi haline gelmistir (Beasley, 1998; Yildiz Zeyrek ve
Zeyrek, 2006). Gelismekte olan iilkeler endiistriyel iilkelerle karsilastirildiginda allerjik
hastaliklar agisindan belirgin oranda diisiik prevalansa (bir hastaligin toplumda goriilme
siklig1) sahiptir. Hatta ayni iilke i¢inde kentsel bolgelerde alerjik hastaliklarin prevalansi
kirsal bolgelere gore belirgin derecede yiiksek saptanmustir (Yemaneberhan ve ark.,
1997; Von Ehrenstein ve ark., 2000; Yildiz Zeyrek ve Zeyrek, 2006). Gelismis
ilkelerdeki bu belirgin artisin sadece genetik etkenler ve tani olanaklarinin artisi ile
aciklanmasinin miimkiin olmadig1 ve ¢evresel etkenlerin, ozellikle aile yapisinin
kiigiilmesi, enfeksiyonlarin ve paraziter hastaliklarin azalmasi, kisisel hijyenin artmasi
gibi batililasmis yasam bi¢iminin 6nemli rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Bu olaylar ise,
bagisiklik sistemini gereksinim duydugu ajanlardan mahrum birakmakta ve alerjik
hastalik sikliginin artisini giindeme getirmektedir (Von Hertzen, 1998; Yildiz Zeyrek ve
Zeyrek, 2006).

Strachan, ilk kez 1989 yilinda “hijyen hipotezi” olarak adlandirilan bir
gorlisiinde, c¢ocukluk doneminde enfeksiydoz mikroorganizmalara daha az maruz
kalmanin ileride alerjik hastalik gelisme riskini artirdigin1 savunmustur ve bu hipotez
daha sonra yapilan ¢esitli calismalarla da dogrulanmistir. Yasamin erken dénemindeki
olaylar, cevresel faktorler, 6zellikle sistemik enfeksiyonlara neden olan patojenlere
sinirh 6l¢iide maruz kalinmasi, 6zellikle genetik yatkinligi olan c¢ocuklarda alerjik
hastaliklara neden olmaktadir. Ciinkii, yasamin erken donemindeki enfeksiyona maruz
kalma gibi olaylar bagigiklik sisteminin gelismesinde temel rol oynamaktadir (Strachan,
1989; Arshad, 1997; Yildiz Zeyrek ve Zeyrek, 2006; Borgek Kasurka, 2010).

1911 yilindaki kesfinden beri, histaminin allerjik reaksiyonlarda ve hastaliklarda
rol oynayan major mediatér oldugu anlasilmis olup, antihistaminikler bu hastaliklarin
tedavisinde halen 6nemli ajanlar olarak yerlerini korumaktadir (Bachert, 1998; Inal ve
Ufuk Altintas, 2005).

Ilag; insanlarda hastaliklardan korunma, tami, tedavi veya bir fonksiyonun
diizeltilmesi ya da insan yararina degistirilmesi i¢in kullanilan genellikle bir veya birden
fazla yardimcr madde ile formiile edilmis etkin madde veya maddeleri iceren bitmis
dozaj Grtndir (Ozata ve ark., 2007; Yilmaz ve ark., 2008). Ilag, dogru kullanildiginda

insan sagligint ve yasamini tehdit eden olumsuzluklara son verirken, yanlis



kullanildiginda yasama son verebilen bir madde olmasi nedeniyle, toplum sagliginda
onemli bir yere sahiptir (Canbolat, 2007; Yilmaz ve ark., 2008).

Insan sagligmi ve hayat kalitesini artirmak amaciyla siirekli yeni etken maddeler
iceren yeni ilaclar iiretilmektedir. Yapilan tiim klinik 6ncesi ve klinik testlere ragmen,
ilaglarin insanlarda kullanim emniyeti tam olarak belirlenememektedir ve ilaglar bazen
istenmeyen yan etkiler ve saglik problemleri ortaya ¢ikarmaktadir. Bazi ilaglar ise,
hiicre ¢ekirdeginde DNA molekiillerinde mutasyona yol agmaktadir ve bu tip mutajenik
ilaglarin ¢ogu karsinojenik ve teratojenik potansiyele de sahiptir. Yapilan pek ¢ok
calisma, bazi ilaglarin etken maddelerinin bu tip degisimlere yol actigimi agik¢a
gostermistir ve her gegen giin liste daha da uzamaktadir (Snyder ve Green, 2001; Sayg,
2003; Vural, 2005; Brambilla ve ark, 2009; Borcek Kasurka, 2010).

Yapilan ¢esitli ¢alismalar, antihistaminiklerin de diger birgok ila¢ gibi
yararlarinin yani sira zararli etkilerinin de olabilecegini gostermistir. Bu etkilerin
basinda, norolojik ve kardiyotoksik etkiler olarak goze g¢arpmaktadir. Farmakolojik
etkileri korunarak olumsuz etkileri en aza indirilmis ve gii¢lendirilmis yeni
antihistaminik ilaclarin da insan iizerinde olumsuz etkileri olabilecegi belirtilmistir.
Ornegin, saman nezlesinde kullanilan terfenadin antihistaminigi ciddi kardiyak aritmi
ve Oliime neden olmasi nedeniyle kullanimdan kaldirilmistir. Bu nedenle basta ilaglar
olmak {iizere, yeni gelistirilen ve giinliik hayatta yaygin olarak kullanilacak kimyasal
maddelerin insanlarda emniyetli kullanimi i¢in toksisite testlerinin 6nemi biyliktiir
(Krause, 1992; Ozliioglu ve ark., 1994; Estelle ve Simons, 1999; Saygi, 2003).

Antihistaminiklerin genotoksik etkileri de uzun zamandir mercek altina alinan
bir konudur. Yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalar bu ilaglarin sitotoksik, genotoksik ve
karsinojenik etkilerinin olabilecegini sergilemektedir (Snyder ve Green, 2001,
Brambilla ve ark, 2009; Borcek Kasurka, 2010; Brambilla ve ark., 2011).

Bu calismadaki amacimiz, yaygin bir antihistaminik ila¢ etken maddesi olarak
kullanilan loratadinin (LOR) insan periferal lenfosit kultlrlerinde; mikronikleus testi,
kromozom anormallikleri testi ve kardes kromatid degisimi testi yoOntemleriyle
genotoksik etkisinin, mitotik indeks, nukleus bélinme indeksi ve proliferasyon indeksi
degerlerini kullanilarak da sitotoksik etkisinin bulunup bulunmadigin1 ortaya

cikarabilmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Histamin:

Histamin, histidin adindaki aminoasitin donilisiime ugramasiyla olugan ve énemli
biyolojik etkiler gdsteren maddedir. Etkin olmayan big¢imi organizmanin hemen her
dokusunda yaygin olarak bulunur. Doku lezyonlar1 sonucunda etkin hale gecen
histamin; agri, kasinti, hava yollarinda daralma (brons spazmi), atardamarlarda
genisleme, tansiyon diismesi, mide salgisinin artmasi gibi sonuglara yol acar (Kaleli,
2010).

Histamin viicutta bir¢cok farkli dokuda bulunan ve karmasik fizyolojik ve
patolojik etkileri olan biyolojik aktif bir amindir. Heniiz biyolojik 6neminin bilinmedigi
1900’ li yillarin baslarinda ilk kez ergot eksterelerinde uterus stimulani olarak dikkat
¢ekmis ve bu gozlemin ardindan 1907 de Windaus ve Vogt tarafindan sentez edilmistir.
Bunu izleyen yillarda ¢esitli farmakolojik ¢aligmalarla histaminin etkilerini arastiran
Dale ve Laidlaw, bu yeni kimyasal maddenin diiz kasi uyardigimi ve kuvvetli bir
vazodepresor etkisi oldugunu, ayrica bu etkilerin bir¢ok doku ekstresinin farmakolojik
etkilerine benzer oldugunu gozlemlemislerdir (Dale ve Laidlaw, 1910; Ulker, 1991).
Dale ve Laidlaw ilk kez 1910 yilinda histaminin anaflakside rol oynadigin
gostermislerdir. Histamin Best ve arkadaslar tarafindan taze akciger ve karaciger
dokularindan izole edildikten sonra gercekte organizmada varolan dogal bir madde
oldugu saptanmustir (Best ve ark., 1927; Ulker, 1991). Sonralar1 diger dokularda da
varliginin gosterilmesi ile bu biyolojik aktif amine Yunanca’ da “doku” anlamina gelen
“histos” kelimesinden tiiretilen “histamin” adi1 verilmistir (Ulker, 1991). Daha sonraki
yillarda dokuda antijen antikor reaksiyonu sonucu histamin salindig1 gozlemlenmistir ve
giinlimiizde histaminin erken allerjik yanitta etkin bir rol oynadigi belirlenmistir. Ayrica
santral sinir sisteminde bir ndrotransmitter olarak rolii de tanimlanmstir (Ulker, 1991).

Allerjik hastaliklarin olusmasinda ¢ok 6nemli kimyasal bir medyatdr olan
histamin, histidinin dekarboksilasyonu ile olusur ve 6zgiil bir histaminaz ile etkisi
ortadan kaldirilir. Histamin ¢ogu hayvan tiirlinde, bircok venomda, bdcek
sekresyonlarinda, bakterilerde ve hatta bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir. Doku ve
organlarin ¢ogunda mast hiicreleri ya da kanda bazofil lokositlerde histamin, heparin ve
ATP’ ye baglanmis olarak graniller icinde depo edilir. Hemen hemen tum memeli

dokular1 belirli miktarlarda histamin igermektedir. Plazma ve diger viicut sivilarinda



genellikle diisiik konsantrasyonlardadir. Ozellikle cilt, bagirsak, mukoza akcigerlerdeki
konsantrasyonu kismen daha yiiksektir. Hizli doku biiyliimesi ve doku tamiri olan
bolgelerde de histamin sentezinin yiiksek oldugu gériilmektedir (Hill, 1990; Ulker,
1991). Santral sinir sisteminde ndronal histamin seklinde 6zellikle hipotalamusta ve
beyin-omurilik sivisinda yiksek miktarlarda bulunmaktadir (Kayaalp, 1986; Garrison,
1990; Ulker, 1991; Dékmeci, 1992; Ozliioglu ve ark., 1994).

Histamin salinmasi, membranda bagli bulunan spesifik IgE antikorlarla
antijenin baglanmas1 sonucunda veya bazi fiziksel ajanlar (mekanik tramva, 1s1,
radyasyon) ve ilaglar araciligiyla ya da in vitro olarak kalsiyum iyonoforu araciligiyla
olmaktadir. Lenfosit, ndtrofil, trombosit, makrofaj ve eozinofil gibi inflamasyonda rol
oynayan hiicreler, endoteliyal hiicreler ve ayrica nazal lavaj sivist histamin saliverici
faktorleri icermektedir (Ulker, 1991). Sayilan tiim bu histamin saliverici maddeler ve
faktorler bu etkilerini mast hiicresi veya bazofillerde intrasellller kalsiyum diizeyine
artirarak yaparlar. Bazilar1 iyonofor 6zelliktedir ve kalsiyumun hiicre igine transportuna
neden olur, anaflatoksin gibi peptid yapili maddeler spesifik antijenleri taklit edip
kalsiyuma karsi membran permabilitesini artirarak etkilidirler (Burkhalter ve Frick,
1989; Garrison, 1990; Kayaalp, 1990; Ulker, 1991).

Histaminin alerjik astim, rinit (burun yangisi) ve saman nezlesi; 6te yandan da
ilag ve bocek sokmalari gibi bir dizi alerjik reaksiyonda salinimi gergeklesmektedir.
Bunun yani sira fiziksel etkenler (fiziksel stres, travmalar, iyonlastirici radyasyonlar
hipotonik ¢ozelti, pH degisikligi, termik degisim vb...), yilan veya ar1 zehirleri,
tedavide kullanilan mikro ve makromolekiiler kimyasal maddelerin yol a¢tig1 salinimlar
da s0z konusudur (Sogiit, 1992).

Histaminin saliverildikten sonra adi gecen reseptor bolgeleriyle etkileserek
olusturdugu genel etkileri ile, vicutta sistemik ve lokal anaflaksinin (Tip | Alerjik
Reaksiyon) olusumunda, immiin yanitin olusturulmasinda, doku proliferasyonu ve
onariminda, mide asit salgisinin diizenlenmesinde, ayrica santral sinir sisteminde
etkileri tam olarak tanimlanamamakla birlikte genelde uyaniklik ve uyku halinin
diizenlenmesinde ve termoregiilasyonda rol oynamaktadir (Kayaalp, 1990; Ulker,
1991). Histaminin ana gdrevi hiimoral duyarlilikta araci rol oynamasidir. Ayn1 zamanda
beyinde norotransmitter olarakta gorev yapar. Hi ve H2 olarak tanimlanan histamin
reseptorleri iizerinden etki gosterir. Histamin kapiller permiabalateyi arttirir, brons diiz

kaslarimi kasar (Kayaalp, 1986; Dokmeci, 1992; Krause, 1992; Ozliioglu ve ark., 1994).



2.2. Histamin Reseptorleri

Histamin; serotonin, asetilkolin, epinefrin, norepinefrin ve dopamin gibi benzer
yapidaki molekiiller amin hormon sistemi icinde yer alir. Hepsi de ortak olarak,
biyolojik aktiviteleri i¢in pozitif yiiklii amin grubu igerir. Yapt benzerliklerinin yani
sira, reseptorleri de birbiriyle yakin iliskili olan G-protein-baglantili-reseptor [G-
protein-coupled-receptor (GPCR)] ailesine aittir (Church, 2004; Inal ve Ufuk Altintas,
2005).

Bugiin bilindigi kadariyla insanlarda farkli genler tarafindan kodlanan Hi, Hz, Hs
ve Ha olarak dort tip histamin reseptorii vardir (Leurs ve ark., 2001; Church, 2004; inal
ve Ufuk Altintag, 2005).

2.2.1. Histamin Hi Reseptorleri

Histamin Hi reseptorii tiglincii kromozomun kisa kolunda kodlanir ve allerjik
yanittaki histamin etkilerinin ¢ogundan sorumludur. Allerjik hastaliklarin ¢ogunda
klinik semptomlarin ¢ogu Hi reseptor stimiilasyonuna baghdir. H1 antihistaminikler
burunda akinti, kasimnti, hapsirik ve 6deme bagli tikanikligi azaltir. Gézde Hi reseptor
stimilasyonu allerjik konjunktivitin semptomlar1 olan akinti, kizariklik, kasinti ve
kemozisten sorumludur. Hava yollarinda Hi reseptor stimiilasyonu brong diiz kaslarinin
stimiilasyonuna ve mukus iiretiminin artmasina katkida bulunur. Ancak hava
yollarindaki bu etkilerden ©ncelikli olarak l6kotrienler sorumlu olup, Hi
antihistaminiklerin astim semptomlarini gidermedeki etkinligi azdir. Deride H1 histamin
reseptorleri, postkapiller ven endotel hicrelerinde kontraksiyon ile endirasyon
olusumuna, duyu sinir stimiilasyonu ile de kasintiya yol acar (inal ve Ufuk Altintas,
2005).

2.2.2. Histamin Hz Reseptorleri

Besinci kromozomun uzun kolunda kodlanir ve cAMP diizeyini arttirarak hiicre
fonksiyonlarini kontrol eder (Del Valle ve Gantz, 1997; Inal ve Ufuk Altintas, 2005).
Baslica Hz antihistaminikler burimamid, simetidin ve ranitidindir. Ozellikle simetidin ve
ranitidin  gastrointestinal sistemin peptik asit hastaliklarinda, diger baz1 H2
antihistaminikler de sizofreni gibi noropsikiyatrik ve norolojik bazi hastaliklarin

tedavisinde kullanilir (Inal ve Ufuk Altintas, 2005).



2.2.3. Histamin Hs Reseptorleri

Yirminci kromozomun kisa kolunda kodlanir. Sadece beyinde bulunur ve primer
olarak sinirlerde histamin igin presinaptik reseptdr olarak ¢alisir (Oda ve ark., 2000; Inal
ve Ufuk Altintas, 2005). Histaminerjik sinirlerden histamin sentez ve salinimini kontrol
eden bir otoreseptdr islevi vardir (Schwartz ve ark., 1991; inal ve Ufuk Altintas, 2005).
Bunun yani sira, noradrenalin, dopamin, serotonin ve asetilkolin gibi diger amin
ndrotransmitterlerin sentez ve salimmminda rol oynayan bir heteroreseptor oldugu da
diisiiniilmektedir (Schlicker ve ark., 1994; Inal ve Ufuk Altintas, 2005).

2.2.4. Histamin Ha4 Reseptorleri

Uzun yillar boyunca Hs3 reseptorlerinin heterojen bir grup reseptdr oldugu
distiniilmiis, ancak yapilan genetik c¢alismalar sonucunda Ha reseptor geni 18.
kromozomun uzun kolu iizerinde bulunmustur (Oda ve ark., 2000; Inal ve Ufuk
Altintas, 2005). Ha reseptorii yapisal olarak Hs reseptore ¢cok benzer (Nguyen ve ark.,
2001; Inal ve Ufuk Altintas, 2005). Yapilan caligmalarda, histamin Ha reseptoriiniin
sadece yapisal olarak degil, agonist ve antagonist baglanmasinda fonksiyonel olarak da
Hs reseptore benzedigi gosterilmistir. Ancak her iki reseptdr grubu arasinda bu
baglanmanin afinitesi ve baglanma giicii agisindan farkliliklar vardir (Oda ve ark., 2000;
Liu ve ark., 2001; inal ve Ufuk Altintas, 2005).

2.3. Antihistaminik flaclar

[k olarak 1937°de Avrupa'da kullanmilmaya baslanan ve 1945°den sonra yaygin
bir sekilde tipta ve veterinerlikte 6zellikle alerjik hastaliklar basta olmak tizere anaflaksi
ve lrtiker gibi hastaliklarda ve bazi durumlarda sedatif ve antiemetik olarak
kullanilmaktadir. Antihistaminikler, histamin reseptor antagonistleri olan, yani reseptore
histamin yerine baglanan ve bdylece histamine bagli etkilerin olusmasini 6nleyen
ilaclardir. Antibiyotiklerden sonra dermatolojide en yaygin kullanilan sistemik
ilaglardir. Antihistamikler H; reseptorlerine rekabet ederek baglanmakta ve histamin
“agonist” etkisini engellemektedir. H; reseptorlerine baglanarak da damar
gecirgenliginin artmasina ve ddeme engel olmaktadirlar. Antihistaminiklerin antialerjik
ve antiinflamatuar etkileri ise H reseptor blokajindan bagimsiz olarak ve H, reseptor
blokaj1 i¢in gereken dozdan daha yiiksek dozlarda gergeklesmektedir (Braun-Falco ve
ark., 2000; Simons, 2003; Kiremitci, 2004; Borcek Kasurka, 2010).



Antihistaniminikler oral yoldan uygulandiklarinda genelde iyi absorbe edilirler.
Eliminasyonlar1 iki yolla ger¢eklesmektedir:
1. Karaciger vegastrointestinal kanaldaki sitokrom P 450 sisteminde metabolize olarak
(6rnegin; astemizol, azelastin, klorfeniramin, ebastin, hidroksizin, loratadin ve
mizolastin).
2. Metabolize olmadan idrar veya diski ile degismeden atilarak (6rnegin, cetirizin ve
feksofenadin).

Antihistaminiklerin ana molekiillerinin terminal yarilanma 6mrii 7 ile 24 saat
arasinda degismektedir. Metabolitlerinin yarilanma 6mrii ise en fazla 9 saat olmak Gzere
daha kisadir. Antihistaminikler oral yolla tek doz alindiktan sonra 1-2 saat icerisinde

yeterli H1 reseptor blokaji saglamaktadir (Simons, 1999; Kiremitgi, 2004).

2.3.1. Antihistaminik fla¢ Gruplar1
Antihistaminikler kimyasal yapilarina gore bes gruba ayrilmaktadir (Ozliioglu ve

ark., 1994; Simons, 2003; Kiremitci, 2004; Borcek Kasurka, 2010):

2.3.1.1. Etanolaminler: Oldukga potent H; reseptdr antagonisti olmalarinin
yaninda giiclii antikolinerjik ve sedasyon yapici etkileri vardir. Diphenhidramin,
klemastin, bromazin, klorfenoksamin, dimenhidrinat ve doksilamin bu gruba dahil olan

antihistaminiklere drnektir.

2.3.1.2. Etilendiaminler: En eski H, reseptdr blokerleridir. Antihistaminik
etkileri giiclidiir, sedatif etkileri belirgindir ve gastrointestinal yan etki olustururlar.
Tripelenamin, prilamin, methapirilen ve antazolin bu gruba dahil olan antihistaminiklere

ornektir.

2.3.1.3. Alkilaminler: Sedasyon yapict etkileri zayiftir. Bu nedenle en sik
kullanilan antihistaminik grubudur. Bromfeniramin, dimetibden, feniramin, triprolidin,

klorfeniramin, tripalidin ve akrivastin bu gruba dahil olan antihistaminiklere drnektir.

2.3.1.4. Piperidinler: Genellikle ekzema tedavisinde etkilidirler. Siproheptadin,
mizolastin, loratadin, terfenadin, feksofenadin, ebastin ve astemizol bu gruba dahil olan

antihistaminiklere ornektir.



2.3.1.5. Fenotiazinler: Gugclu antihistaminik olmalarinin yaninda oldukga
sedatiftirler. Antikolinerjik etkileri de vardir. Antiemetik olarak bulanti ve kusmalarda
kullanilirlar. Prometazin, trimeprazin ve methdilazin bu gruba dahil olan

antihistaminiklere drnektir.

2.3.1.6. Piperazinler: Sedasyon yapan etkileri zayiftir. Kronik {rtiker
tedavisinde ve hareket hastalifinda tasit tutmasini onlemek i¢in kullanilmaktadirlar.
Hidroksizin, trankilizan, buklizin, meklizin, setirizin, siklizin ve oksatomid bu gruba

dahil olan antihistaminiklere 6rnektir.

2.3.2. Eski ve Yeni Kusak Antihistaminikler
Antistaminikler Gretim-gelisim siireglerine gore de birinci, ikinci, tiglincii kusak

olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadirlar (Handley ve ark., 1998; Kiremitgi, 2004).

2.3.2.1. Birinci Kusak (Klasik-Eski) Antihistaminikler

Santral Hi reseptorlerine afiniteleri yiiksektir. Etkileri hizli baglar ve etki siireleri
kisadir. Cogunlukla karacigerde metabolize edilirler. Renal veya gastrointestinal yolla
atilirlar (Ozliioglu ve ark., 1994). Lipofilik yapidaki birinci kusak antihistaminikler yeni
kusak antihistaminiklerin aksine, kan-beyin bariyerini kolayca gecer ve belirgin
derecede sedatif ve antikolinerjik yan etki olustururlar (Greaves, 2001; Kiremitci,
2004). Diger ilaglarla etkilesimleri 6zellikle 6nemlidir. Santral sinir sistemini deprese

eden baz1 maddelerin etkilerini artirirlar (Kayaalp, 1986; Ozliioglu ve ark., 1994).

2.3.2.2. ikinci Kusak (Nonklasik-Yeni) Antihistaminikler

Yan etkileri, ilag¢ etkilesimleri ve antikolinerjik etkilerini azaltarak farmakolojik
etkilerini korumak ve giiclendirmek amaciyla yeni grup antihistaminikler gelistirmistir.
Yeni kusak HI antagonistleri HI reseptorleriyle kompetisyonun yaninda, mediyatdrlerin
intraselliller yapimini1 azaltmakla hiicre degraniilasyonunu Onleyerek de etki
gostermektedir (Krause, 1992; Ozliioglu ve ark., 1994). Bu ajanlar blyik olglide
lipofobik oldugu icin kan beyin bariyerinden minimal diizeyde gegerler ve az sedasyon
yaparlar. Iyi absorbe edilirler ve genellikle karacigerde metabolize edilirler. Renal ve
gastrointestinal yolla atilirlar. Antihistaminik aktiviteleri klasik antihistaminiklerle es

degerdedir. Antikolinerjik etkisi yok ya da ¢ok az oldugu i¢in glokom ve prostat
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hipertrofisinde giivenle kullanilabilirler. Interaksiyona girdikleri ilag sayis1 daha azdur.
Yarilanma sireleri degismekle birlikte genellikle uzun etkilidirler (Kaliner, 1992;
Ozliioglu ve ark., 1994). Bu grubun (yesi olan terfenadin ve astemizol
antihistaminiklerinin 6zellikle kardiyotoksik etkilerinden dolayr FDA (Food and Drug
Administration) (2006) onaylari iptal edilmis ve kullanimdan kaldirilmistir (Kiremitgi,
2004).

2.3.2.3. Uciincii (Natiirel Metabolitler) Kusak Antihistaminikler

H; antogonistlerinin dogal metabolitleridir ve lipofobik yapidadirlar. Ikinci
kusak ilaclarin enantiyomerleri ya da aktif metabolitlerinden olusurlar. Bunlarin
kullanima girmesiyle, ana molekiille aynm1 etkinligi gosteren, fakat ana molekiilden ve
diger metabolitlerinden yan etki bakimindan daha giivenli bir H; antogonist etki
saglanmis olmaktadir. Ugiincii kusak antihistaminikler, ikinci kusak antihistaminikler
gibi kan-beyin bariyerini gecemezler ve sedatif etki gostermezler (Greaves, 2001;
Bernstein, 2002; Kiremitci, 2004).

Cizelge 2.1. Eski ve yeni nesil bazi antihistaminik ilaglar

Birinci Kusak Antazolin Hidroksizin Pyrilamin

Antihistaminikler Azetadin Karbinoksamin Siklizin
Dimetinden Klemastin Siproheptadin
Diphenhidramin Methdilazin Trimeprazin
Doksilamin Methapirilen Triprolidin
Feniramin Promethazin

ikinci Kusak Akrivastin Loratadin

Antihistaminikler Astemizol Levocabastine
Azelastin Mizolastin
Ebastin Setirizin
Ketotifen Terferadin

Uciincii Kusak Desloratatin Levosetirizin

Antihistaminikler Fexofenadin Norastemizol
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2.4. Loratadin (LOR) (Etil-4-(8-kloro-5,6-dihidro-11H-benzo[5,6]siklohepta
[1,2b] piridin-11-ylidene)-1-piperidinkarboksilat)

Ikinci kusak bir antihistaminik olan LOR, 1973 yilinda Schering Plough ilag
firmasi tarafindan birinci kusak antihistaminik olan N-metilazetedin’in etilkloroformat
ile tepkimesinden elde edilmistir. Bu bilesigin sistemik etkilerinin hizli oldugu ve etkili
doza ulasma siiresinin 6 ile 8 saat arasinda degistigi gosterilmistir. Bu bilesigin 8
konumuna klor baglanmasi ile olusan LOR’in ise daha uzun siireli etkili oldugu
bulunmustur (Li ve ark., 2004; Kaleli, 2010).

LOR bir piperidin tirevi antihistaminiktir ve alerjik deri bozuklugu, 6zellikle
atopik dermatit, lirtiker, alerjik rinit, akut nezlesi, goz alerjisinin tedavisinde kullanilan,

merkez sinir sistemi etkilerinden yoksun olan, uzun etkili selektif periferik bir Hi

antagonistidir (Kay ve Harris, 1999; Kathiresan ve ark., 2010).

2.4.1. Loratadinin Farmakodinamik Ozellikleri

LOR selektif olarak periferik histamin Hai-reseptorlerinde antagonist etki
gosteren gucliu ve uzun etkili bir antihistaminiktir. 10 mg’lik dozu alindiginda birkag
saat i¢inde onemli Ol¢iide histamin kaynakli kabarikliklart 6nler ve bu baskilama 12-24
saat siirer (Roman ve ark., 1986; Kassem ve ark., 1988; Kontou-Fili ve ak., 1989; Fadel
ve ark., 1990; Simons ve ark., 1990; Grant ve ark., 1999; Simons, 2002).

Radyoligand kullanilarak yapilan arastirmalarda LOR’in merkezi sinir sistemi
yerine periferdeki histamin Hi-reseptorlerini  segerek baglandigi  gosterilmistir
(Bousquet ve ark., 1990; Simons, 2002). Biiyiik 6l¢iide lipofobik oldugu igin kan beyin
bariyerinden minimal dizeyde gecerler ve az sedasyon yaparlar (Kaliner, 1992;
Ozliioglu ve ark., 1994).

2.4.2. Loratadinin Farmakokinetik Ozellikleri

LOR oral kullanimdan sonra iyi emilir ve etkisi genellikle 15 dakika sonra
baglar. Gunde 10 mg LOR mast hilicre mediyator salinimini oldukga etkili sekilde inhibe
eder ve genellikle sedasyon yapmaz veya ¢ok az diizeyde sedasyon yapar. 10 mg’lik tek
doz kullanimdan sonra, iki saatte 3.4 ng/ml maksimum konsantrasyona ulasir ve 2-8
saatte elemine edilir. Karacigerde sitokrom P-450 CYP3A4 tarafindan metabolize edilir
ve bobreklerden atilir (Horak ve ark., 1992; Ozliioglu ve ark., 1994; Pineyro-Lopez ve

ark., 2006). Insan karaciger mikrosomlar: ile yapilan arastirmalarda LOR’in P450
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sisteminin izozimleri olan CYP2D6 ve CYP3A4 tarafindan metabolize oldugunu
gostermistir LOR metabolize edildikten sonra 12 aktif metabolit olusur. Metabolize
LOR’in %70’ini desloratadin olusturur. Verilen bir LOR dozunun % 80’1 metabolitlere
doniiserek 10 giin i¢inde esit oranda idrar ve feces ile atilir (Du Buske,
2002; http://www.ilacbilgi.com/ac/AlarinTb.htm,  04.06.2012). @ Agir  karaciger
yetmezligi olan hastalarda daha diisiik baslangi¢ dozlar1 kullanilmalidir. Baslangi¢ dozu
olarak giinde 5 mg veya giin asir1 10 mg kullanilmasi 6nerilir. LOR’in 2 yasindan kii¢iik
cocuklarda etkisi ve kullanim giivenligine dair yeterli bilgi olmadigindan, 2 yasin
altindaki ¢ocuklarda kullanimi onerilmez. Gebe kadinlarda giivenilirligi ve etkinligi
henliz  gosterilmemis oldugundan, beklenen yararla olast zarar dikkatle
degerlendirilmeden kullanilmamalidir. Ilag anne siitiine gectiginden laktasyon siresinde
kullanilmamalidir (http://www.lilac.com/ilaclar/Biofarma/Alarin.Tablet.htm,
04.06.2012).

2.5. Genetik Toksikoloji

Genetik toksisite; genotoksinlerin kromozom ve DNA yapisinda meydana
getirdigi hasarlar1 kapsayan bir terimdir. Bu hasarlar genellikle gen mutasyonlari,
kromozom anormallikleri, DNA zincir kiriklari, ¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda
meydana gelen DNA eklentileri, klastojenite ve andploididir. Bu tip genetik hasarlar;
dogum defektleri, kanser, yaslanma, infertilite ve bazi genetik ve multifaktoryal
hastaliklara yol acgabildigi i¢cin, mutajen ve karsinojenlerin tanimlanmasi ve risklerinin
en diisiik seviyeye indirilebilmesi halk sagliginin korunmasi i¢in 6nemlidir (Ath
Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).

DNA veya genomun kopyasinin ¢ikarilmasini saglayan enzimlerle etkilesime
giren ve mutasyona neden olan maddelere genotoksik maddeler adi verilmektedir.
Genotoksik maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi veya bazi degisimlere yol
acmas1 ise genotoksik etki olarak tanimlanmaktadir (Choy, 2001; Young, 2002;
Mortelmans ve Rupa, 2004; Zeiger, 2004; Ustiin, 2007; Borcek Kasurka, 2010).

Toksikolojinin 6zellesmis bir alt dali olan genetik toksikoloji; organizmanin
normal biyolojik isleyisi sirasinda veya kimyasal, fiziksel ve biyolojik etkenlere bagh
olarak hucrelerin DNA molekillerinde meydana gelen degisiklikleri inceleyen bir

bilimdir ve ¢esitli ajanlarin ortaya ¢ikardigi genetik hasarin degerlendirilmesinde 6nemli


http://www.ilacbilgi.com/ac/AlarinTb.htm
http://www.1ilac.com/ilaclar/Biofarma/Alarin.Tablet.htm
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bir yere sahiptir (Choy, 2001; Young, 2002; Mortelmans ve Rupa, 2004; Vural, 2005;
Atli Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).

Mutajenlerin genotoksik etkisi, hiicresel hedeflerine baglidir. Baz1 kimyasal
maddelerin mutajenik etkisini gostermesi icin metabolize edilmesi gerekebilir.
Mutajenler, DNA {izerindeki etkilerini ya dogrudan ya da genomik bilgilere gore
sentezlenen proteinlere baglanarak dolayli yolla gosterebilirler (Sekil 2.1) (Nias, 1998;
Kirsch-Volders ve ark., 2003; Yirtici, 2007).

Grenotolsinler Digerlen
Dogrudan (DRA Delayl (DA
l l Iletilasyon
Lezyonlar DA enanmm enzimlen
Ifitojenler
® FEllent Mhtohl 18 ipliklen
* Einklar Stotolosisite
» Hasar Hicre déngisi
_ kontrol noltalan Heortonl ar
o
Apoptoz

Mutasyonlar / l

o \ Hiicre pogalmast

Cenetil * Gen
leararsizlile * Kromozom

* Genotn

Earsinogenez

Sekil 2.1. Genotoksinlerin DNA {izerindeki dogrudan ve dolayli etki mekanizmasi
(Mateuca ve ark., 2006; Yirtici, 2007)

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 2.2) (Kirsch-Volders ve ark., 2003;
Mateuca ve ark., 2006; Yirtici, 2007; Ath Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).
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Sekil 2.2. Genotoksinlerin DNA iizerindeki etki mekanizmasi ve sonuglar1 (Ath
Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011)

Genotoksisite ve karsinojenite arasindaki iliski pek cok calismada incelenmis ve
insanlar igin karsinojen olan pek ¢ok bilesik genotoksik bulunmustur. Ayrica bir
maddenin karsinojenik potansiyelinin mutajenik kapasitesi ile yakindan ilgili oldugu
belirtilmistir. Clinkii pek c¢ok karsinojen; gen mutasyonlar1 ve amplifikasyonlarina,
kromozomal yeniden dizenlenmelere ve andploidiye neden olmaktadir. Karsinogenez,
timorii  baskilayan genlerin etkisiz hale getirilmesine veya protoonkogenlerin
etkinlestirilmesine neden olan kromozomal degisiklikleri veya nokta mutasyonlarinm
kapsar. Birgok karsinojen, tiimoriin hedef dokularinin DNA’sma kovalent olarak
baglanabilecek elektrofilik ara tiriinler olusturur (Yirtici, 2007).

Son yillarda, karsinojenik olan bir¢ok maddenin mutajenik; benzeri sekilde
mutajenik olan bircok maddelerin de karsinojenik oldugu gosterilmistir. Kimyasal
maddelerin mutajenik etkileri ile karsinojenik potansiyelleri arasinda kuvvetli bir
iliskinin olmasi, genotoksisite testlerinin kimyasal maddelerin karsinojenik risklerinin
aragtirtlmasinda tarama testleri olarak kullanilmasi sonucunu dogurmustur. Genetik
toksisite testlerinden alinan pozitif sonuglar test edilen ajanin karsinojenik

potansiyelinin oldugunu gostermektedir. Bu testlerle elde edilen sonuglara gore, bilinen
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karsinojenlerin yaklagik %90 kadarinin ayn1 zamanda mutajenik oldugu ve tim
mutajenlerin potansiyel karsinojen olabilecegi bildirilmistir. Ozellikle rodentlerde in
vivo mutasyona neden olabilen bilesiklerin insanda da potansiyel karsinojen olarak
nitelendirilebilecegi ileri siiriilmiistiir (Purchase ve ark., 1978; Mavournin ve ark., 1990;

Choy, 2001; Zeiger, 2004; Vural, 2005).

2.6. Genetik Toksisite Testleri

Genotoksisite testleri esas olarak kanserden korunmada, her turli fiziksel ve
kimyasal ajanin etkisini arastirmada, ilaglarin piyasaya stiriilmeden Once toksik
etkilerini ve giivenilirligini aragtirmada yaygin olarak kullanilmaktadir. 1970’ lerden bu
yana mutajenik ve genotoksik olan maddelerin kanserojenik potansiyellerini 6lcebilmek
icin bircok in vivo ve in vitro genotoksisite testi gelistirilmistir. Genetik toksisite
testleri, ¢esitli mekanizmalarla direkt veya indirekt olarak genetik materyalde hasara
neden olan bilesikleri saptamak amaciyla gelistirilmis in vitro ve in vivo testlerden
olusurlar. Bu testlerin kullanimlarinin yayginlagsmasi sayesinde, ornegin; bir bireyin
herhangi bir kimyasal ajana verecegi genetik cevap 6nceden belirlenebilir, kanser gibi
hastaliklar klinik belirti vermeden taranarak yatkin bireyler belirlenebilir ve onlem
aliabilir (Choy, 2001; Bedir ve ark., 2004; Zeiger, 2004; Ustiin, 2007; Borcek Kasurka,
2010).

Genetik toksisite testleri, Salmonella / mikrozom (Ames) Testi ve Memeli Hiicre

Kiiltiirti Testleri olarak iki gruba ayrilir.

2.6.1. Memeli Hicre Kultaru 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 belirtmislerdir
(Mortelmans ve Rupa, 2004; Ustiin, 2007; Borcek Kasurka, 2010). Son zamanlarda
herhangi bir ilacin belli organ veya dokular iizerine zararl etkileri, kanserojen, mutajen
veya teratojen etkilerinin olup olmadigini saptamak amaciyla fare kullanimindan
vazgecilerek, daha cok hiicre kiiltlirii ile yapilan g¢aligsmalara yogunluk verilmistir.
Ilaglar basta olmak iizere, yeni gelistirilen ve giinliik hayatta yaygin olarak kullanilacak
kimyasal maddelerin insanlarda emniyetli kullanimi i¢in toksisite testlerinin Onemi

biiyiiktiir. Insan hiicre kiiltiirleri kullanilarak ilaglarin genotoksik etkileri arastirilabilir.
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Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii kanser arastirmalarinda insan kanser hiicre kiiltiirleri
lizerinde bagirsak, akciger, melanoma, bobrek, beyin ve kan kanseri i¢in haftada 300
yeni kimyasal maddenin antikanser etkinligini arastirabilmekte, hiicre kiiltiirlerinden
alian sonuclarin daha gerceke¢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; Borcek Kasurka, 2010).

Hiicre kiiltiirlerinin kullanim alanlari;
a. Ilag metabolizmasindan sorumlu enzim sisteminin saptanmasi,
b. lag metabolize eden enzim aktivitesini etkileyebilecek faktdrlerin saptanmast,
c. llag metabolitleri ve bu maddelerin toksik etki potansiyellerinin saptanmasi,
d. llacin metabolik yikilma siiresinin saptanmast,
e. Ilaglarin birbirleri iizerine olan etkilesim derecesinin saptanmast,
f. ilag metabolizmasinda genetik, yas, cevre ve hastalik faktorlerinin arastiriimast,

g. Bireylerin ilac allerjisi potansiyeline sahip olup olmadiginin 6ngdriilmesi (Wooster

ve ark., 1993; Saygi, 2003; Borgek Kasurka, 2010).

Insan hiicre kiiltiirlerinin toksisite arastirmalarindaki avantajlar;
a. Tiir farkliligin1 ortadan kaldirir,
b. Kimyasal maddelerin muhtemel toksik etki yapacagi diistiniilen deri, karaciger gibi
spesifik doku hiicreleri iizerinde arastirma yapilmasini saglar,
c. Toksisite mekanizmalarinin hiicreler lizerinde aydinlatilmasina imkan verir,
d. Deneyde kullanilan hayvanlarin aci ¢ekmesi veya Olmesi s6z konusu degildir
(Sayg1, 2003; Borgcek Kasurka, 2010).

Kimyasal maddelerin mutajenik ve kanserojenik potansiyelleri arasinda bir
iligkinin kurulmasini saglayan ve en yaygin olarak kullanilan in vitro hiicre kaltiri
mutajenite testleri; Kromozom anormallikleri (KA) testi, Mikronukleus (MN) testi,
Kardes kromatid degisimi (KKD) testi, Fare lenfoma testi ve Comet testidir (Borgek
Kasurka, 2010). Biz ¢alismamizda KA, MN ve KKD testlerini kullandigimiz igin

sadece bu testler hakkinda bilgiler verilmistir.
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2.6.1.1. In vitro Kromozom Anormallikleri (KA) Testi

In vitro kromozom anormalligi (KA) testi, genellikle periferal kan lenfosit hiicre
kiltirlerinin  kullanildig1, test bilesikleri tarafindan indiiklenen yapisal ve sayisal
kromozom anormalliklerin ve dolayisiyla genotoksik risklerin belirlemesinde siklikla
kullanilan en hassas yontemlerden biridir. Kromozom anormallikleri DNA diizeyindeki
zararin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir ve yiiksek KA sonucu genetik materyalde
olusan hasarlar tamir edilemediginde; rekombinasyon, mutasyon, doku hasari, yaglanma
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; Borgek Kasurka, 2010). In vitro KA
testinde, kiiltiirii yapilan hiicrelerin belirlenmis olan protokollere uygun olarak metafaz
kromozom preparatlart hazirlanir ve yapisal ve sayisal kromozom anormallikleri
yoniinden incelenir (EPA, 1998; Choy, 2001; Borcek Kasurka, 2010; Athi Sekeroglu ve
Sekeroglu, 2011).

KA analizi i¢in kandaki lenfosit hiicrelerinin segilme nedenleri:
1- Radyasyona kars1 ¢ok duyarli olmalari,
2- Vicudun herhangi bir noktasinda radyasyon sebebi ile olusan hasarin, kan dolagim
sisteminde tiim viicuda taginmasini saglamalari,
3- Kan dolasim sisteminde GO fazinda olmalari,
4- Doku kiiltiiri ortaminda bdliinmeye kolayca tesvik edilebilmeleri,
5- Senkronize (ayni anda, ayn1 fazda) bir populasyon olmalar1 seklinde siralanabilir.

Periferal kan lenfositlerinde sitogenetik testlerle genetik materyalin hasar
gordiigli gosterildigi zaman, sonuclar sadece populasyon diizeyinde risk hesaplamada
kullanilabilir. Populasyondaki artan KA frekansi, kanser riskinin artisinin bir isareti

olarak dikkate alinmalidir (Yirtici, 2007).

2.6.1.2. In vitro Mikronukleus (MN) Testi

Mikroniikleus (MN)’lar hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya cikarlar ve
esas ¢ekirdege dahil olmazlar. MN’ ler tam kromozom veya asentrik kromozom
pargalarindan koken alan olusumlardir. MN sayisindaki artig, somatik hiicrelerdeki

genomik kararsizligin gostergesidir. MN testi, fiziksel ve kimyasal ajanlarin hiicrelerde
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olusturdugu genotoksik etkinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir testtir. Bu
test mitoz boliinme ile olusan hemen hemen tiim hiicre tipleri tizerinde in vitro ve in
vivo olarak uygulanabilmekte ve kromozom anormallikleri testine gore daha kolay ve
hizli sonug vermektedir. Kiiltiirde bir kez boliinmesini tamamlamis bintikleat hiicrelerde
MN frekansin1 saptayan ve sitokalasin-B ile sitokinezin bloklanmasina dayanan
metodun gelismesi ile MN testinin giivenilirligi ve gegerliligi artmistir. MN testi ayni
zamanda, in vitro ¢alismalarda niikleus bolinme indeksi, in vivo c¢alismalarda ise
polikromatik eritrositler ile normokromatik eritrositler arasindaki oran kullanilarak
sitotoksisitenin tahmin edilmesini de saglamaktadir. Insan ve diger tiirler gevrelerinde
bulunan ¢ok sayida farkli kimyasal ve fiziksel etkenlere maruz kalmaktadir. Bu nedenle
kimyasal ve fiziksel faktorlerin potansiyel riskleri ve olumsuz etkilerini degerlendiren
genotoksisite caligmalar1 giderek daha ¢ok onem kazanmaktadir. MN testi; fiziksel
etkenlerin, ilaglarin, ¢evresel kirleticiler ve gida katki maddeleri gibi giinliik yasamda
siklikla maruz kaldigimiz her tiirlii kimyasal maddenin genotoksik ve karsinojenik
potansiyellerinin ve giivenilirliliklerinin arastirilmasini, kanser riskinin tahmin
edilmesini ve kanserin izlenmesini saglayan olduk¢a kullanight bir biyoizlem testidir.
Basitligi, gilivenirliligi, gecerliligi ve farkli hiicre tiplerine uygulanabilirligi gibi
avantajlara sahip olmasi nedeniyle yillardir kullanilmakta olan MN testinin, gelecekte
de mutajenitenin belirlenmesi ve dénlenmesinde énemli bir rolli olacaktir (Sekeroglu ve
Athi-Sekeroglu, 2011).

2.6.1.3. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Testi

Kardes Kromatid Degisimi (KKD) testi, kromozom morfolojisi degismeksizin,
kardes kromatidler arasinda, 6zdes segmentlerin simetrik genetik materyal aligverisi
sonucu olusan degisimlere neden olan mutajen bilesikleri saptamak i¢in kullanilan bir
testtir. KKD testi uygulanirken kardes kromatidlerdeki degisimi saptamak igin
bromodeoksiiiridin (BrdU) kullanilir. KKD sayisi, bir kromozomun ag¢ik boyanmis
kromatidindeki koyu boyanmis pargalarin veya koyu boyanmis kromatidindeki agik
boyanmis parcalarin sayilmasiyla belirlenir. Bu test ¢esitli fiziksel ve kimyasal ajanlarin
genotoksik etkilerini arastirmakta kullanilmakla birlikte, kromozom instabilitesi ile
seyreden Bloom Sendromu, Fankoni Aplastik Anemisi, Duchenne ve Becker tipi kas
distrofileri gibi baz1 hastaliklarda da arastirma ve tan1 amagh olarak da kullanilmaktadir

(Kontas ve ark., 2011).
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KKD testi, homolog kromozomlarinin gen lokuslari arasindaki DNA replikasyon
urinlerinin - degisimini test etmektedir ve mikroskobik olarak tanimlanabilir
kromozomal hasarlar1 gosterebilmektedir (Wolff, 1977; Latt ve ark., 1980; Bayel, 2006;
Kontas ve ark., 2011). Ozellikle DNA eklentileri olusturan veya DNA replikasyonu ile
etkilesime giren mutajen bilesiklerin saptanmasini saglayan bu test; cesitli ajanlarin
mutajenik ve Kkarsinojenik etkilerinin, deneysel calismalarda indikator test olarak
Ozellikle kromozomlarda olusan yapisal degisimleri arastirmak yoniinden énemli bir yer
tutmaktadir. Bu nedenle kimyasallarin mutajenik ve karsinojenik etkilerini belirlemek
icin uygun bir yontem olarak kullanilmaktadir (Taylor ve ark., 1957; Latt ve ark., 1980;
Latt ve Schreck, 1980; Wolff, 1977; Sonoda ve ark., 1999; Ustiin, 2007; Atli Sekeroglu
ve Sekeroglu, 2011; Kontas ve ark., 2011).

Cesitli  ajanlarin  genetik materyalde olusturdugu mikroskobik olarak
tanimlanabilen yapisal diizensizliklerinin gostergesi olarak degerlendirilen ve nokta
mutasyonlarin indiiksiyonu, gen amplifikasyonu ve sitotoksisite ile iliskili olan KKD
testi, organizmay1 etkileyen ajanlarin sitogenetik etkilerini belirlemek, kanser ve bazi
genetik hastaliklarin tan1 ve takibi icin yapilabilecek tarama ¢aligmalarinda giivenle

kullanilabilecek bir genotoksisite testidir (Kontas ve ark., 2011).

2.7. Antihistaminiklerle Yapilan Genotoksisite Calismalari

Brambilla ve ark. (2011) satis1 yapilan bazi antihistaminik ilaglarla ilgili derleme
calismasinda; genotoksisite ve/veya karsinojenite testleri ile incelenen 29 ilagtan 22
tanesinin uygulanan genotoksisite ve/veya karsinojenite testlerinden en az birinde
pozitif sonu¢ verdigini belirtmistir. Bu ilaglardan 12 tanesi en az bir genotoksisite
testinde, 6 tanesi en az bir karsinojenite testinde pozitif sonug verirken, 4 ilacin ise hem
genotoksisite hem de karsinojenite testlerinde en az bir pozitif sonuca sahip oldugu
tespit edilmistir.

Akrivastinin Ames testi, fare lenfoma gen mutasyon testi ve in vivo rat kemik
iligi kromozom anormallikleri testinde negatif sonu¢ verdigi, fakat insan periferal
lenfositlerinde in vitro kromozom anormalliklerini artirdig1 belirtilmistir. Ayrica fare ve
ratlarla yapilan uzun dénem karsinojenite testleri sonuclarma gore karsinojenik etkiye
sahip olmadig1 vurgulanmigtir (Physicians’ Desk Reference, 2005).

Astemizol Ames testi, dominant ve resesif letal mutasyon testlerinde negatif

sonuclar verirken, insan periferal lenfositlerinde in vitro KKD testi ve ratlarda in vivo
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MN testinda siipheli sonuglar vermistir. Fare ve ratlarla yapilan uzun dénem
karsinojenite testleri sonuglarina gore de bu ilacin karsinojenik olmadigi belirtilmistir
(Mavournin ve ark., 1990; Tucker ve ark., 1993; Benze ve ark., 1995; NCI/NTP
Carcinogenesis Technical Report Series, 1999; http://www.toxnet.nlm.nih.gov;
http://www.fda.gov.cder).

Azelastinin ~ Ames  testi, ratlarda  programlanmamis  DNA sentezi
(UDS=Unscheduled DNA Synthesis) testi, fare lenfoma testi, farelerde in vivo MN testi
ve ratlarda in vivo KA testi ile yapilan ¢alismalar sonucu genotoksik 6zellikte olmadigi
rapor edilmistir (http://dailymed.nlm.nih.gov/dailymed/druginfo.cfm?id=11204,
16.02.2010). Fakat maya Green Screen metoduyla yapilan bir ¢aligmada genotoksik ve
gucli bir sitotoksik ajan olarak bildirilmistir (Gompel ve ark., 2005). Ayrica fare ve
ratlarla yapilan uzun donem karsinojenite ¢aligmalart sonucu karsinojenik etki
gostermedigi vurgulanmistir (http://www.fda.gov.cder).

Desloratadinin genotoksisitesi ile ilgili yapilan Ames testi, insan periferal
lenfositlerinde in vitro KA testi ve farelerde in vivo MN testlerinde negatif sonug
verdigi goriilmesine ragmen, rat ve farelerde yapilan uzun donem Kkarsinojenite
caligmalarinin bazilarinda negatif bazilarinda ise pozitif sonu¢ verdigi vurgulanmistir
(Physicians’ Desk Reference, 2005; http://www.fda.gov.cder).

Difenhidraminin genotoksisitesi ile ilgili yapilan Ames testi, ratlarda UDS testi,
fare lenfoma testi ve Cin hamster hicrelerinde in vitro KKD testi sonuglar1 negatif
olmasina ragmen, ratlarda in vitro alkali ellisyon DNA zincir kiriklar testi, Cin hamster
V79 hicrelerinde in vitro MN testi ve Cin hamster hucreleri ile insan hicreleri
kullanilarak yapilan bazi in vitro KA testlerinde pozitif sonuglar elde edilmistir.
Karsinojenite ¢alismalarimin sonuglar1 farelerde negatif sonug verirken, ratlarda hem
negatif hem de siipheli sonuglar elde edilmistir (Probst ve Neal, 1980; Andrews ve ark.,
1984, Lijinsky, (1984a); Martelli ve ark., 1984; Zeiger ve ark., 1987; Loveday ve ark.,
1989; National Toxicology Program, 1989; Snyder, 1998; Snyder ve ark., 2006;
http://www.potency.berkeley.edu; http://www.toxnet.nlm.nih.gov).

Dimenhidrinat ile yapilan Ames testinin sonuglarina gére hem negatif hem de
pozitif sonuglar bildirilmistir. Ratlarda UDS testi ve in vitro alkali elisyon DNA zincir
kiriklar1 testinde ise negatif sonuclarin oldugu vurgulanmistir (Martelli ve ark., 1984;

Zeiger ve ark., 1987; http://www.toxnet.nlm.nih.gov).
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Doksilaminin Ames testi, Cin hamster V79 hiicrelerinde in vitro MN testi, insan
periferal lenfositlerinde in vitro KKD testi, fetal fare hiicrelerinde KKD ve MN testi ile
Cin hamster kemik iliginde in vivo MN testi iizerine yapilan genotoksisite
calismalarinda negatif sonuclar elde edildigi vurgulanirken, ratlarla yapilan UDS
testinde pozitif sonucun oldugu belirtilmistir. Rat ve farelerde yapilan karsinojenite
caligmalarinda ise negatif ve pozitif sonuglar elde edilmistir (Budroe ve ark., 1984,
Muiller ve ark., 1989; Jackson ve Sheldon, 1993; Jackson ve Blackwell, 1993; Snyder,
1998; http://www.toxnet.nlm.nih.gov; http://www.potency.berkeley.edu).

Ebastinin Ames testi, Cin hamster hiicrelerinde gen mutasyonlar testi, insan
periferal lenfositlerinde in vitro KA testi, farelerde in vivo MN testi ve fare ile ratlar
kullanilarak yapilan karsinejenite ¢alismalarinda negatif sonuglar verdigi vurgulanmistir
(Snyder, 1998). Epinastin Ames testi, Cin hamster hiicrelerinde gen mutasyonlari testi,
Suriye hamster embriyo hiicrelerinde hiicre transformasyonu caligmalari, ratlarda UDS
testi, farelerde in vivo MN testi ve Cin hamster hicrelerinde in vivo KA testlerinde
negatif sonuclar vermistir. Ayrica fare ve ratlarla yapilan uzun donem karsinojenite
caligmalar1 sonucu karsinojenik etki gostermedigi vurgulanmistir. Cin hamster V79
hlcrelerinde genotoksisite ile ilgili yapilan in vitro KA testinde ise pozitif sonuglarin
oldugy belirtilmistir. Ayn1 zamanda insan periferal lenfositleri ile yapilan in vitro KA
testlerinin bazilar1 pozitif bazilarinin ise negatif sonug verdigi belirtilmistir (Physicians’
Desk Reference, 2005; http://www.fda.gov.cder).

Feksofenadinin Ames testi, Cin hamster hicrelerinde gen mutasyonlar testi,
insan periferal lenfositlerinde in vitro KA ve MN testi, rat lenfositlerinde in vitro KA
testi ve farelerde in vivo MN testi sonuglarinin negatif oldugu vurgulanmistir
(Physicians’ Desk Reference, 2005; Borgek Kasurka ve ark., 2011). Rat ve farelerde
yapilan uzun donem karsinojenite ¢alismalarinda da aym sekilde negatif sonuglar elde
edilmistir (Physicians’ Desk Reference, 2005).

Feniltoloksaminin Cin hamster V79 hicrelerinde in vitro MN testinde ise
pozitif sonuglar elde edilmistir (Snyder, 1998).

Feniramin ile yapilan Ames testinde de negatif sonucun elde edildigi
vurgulanmistir (Mortelmans ve ark., 1986; http://www.toxnet.nlm.nih.gov).

Klemastinin Cin hamster V79 hiicrelerinde in vitro MN ve farelerde in vivo MN

testleri sonucu genotoksik olmadigi vurgulanirken, uzun donem karsinojenite
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caligmalar1 sonucu fare ve ratlarda karsinojenik etki gostermedigi da belirtilmistir
Snyder, 1998; http://www.toxnet.nlm.nih.gov).

Klorfeniraminin genotoksisitesi ile ilgili Ames testi, ratlarda UDS testi, fare
lenfoma testi ve Cin hamster V79 hucrelerinde in vitro KA testlerinde negatif sonuglar
bulunurken, Cin hamster V79 hiicrelerinde in vitro MN ve KKD testi ile ratlarda in vitro
alkali eliisyon DNA zincir kiriklar testinde pozitif sonuglar elde edilmistir. Yapilan
bazi uzun dénem karsinojenite ¢alismalar1 sonucu ise, bu ilacin ratlarda ve farelerde
karsinojenik olmadig1 sonuglarina ek olarak farelerle yapilan bazi ¢alismalarda siipheli
sonuclar da elde edilmistir (Probst ve Neal, 1980; Lijinsky, 1984a; National Toxicology
Program, 1986; Anderson ve ark., 1990; McGregor ve ark., 1991; Storer ve ark., 1996;
Snyder, 1998; http://www.toxnet.nlm.nih.gov).

Klorsiklizinin Ames testi, ratlarda UDS testi, fare lenfoma testi ve Cin hamster
V79 hiicrelerinde in vitro MN testlerinde negatif sonug verdigi bildirilmistir (Probst ve
Neal, 1980; Snyder, 1998).

LOR ile yapilan Ames testi, ratlarda UDS testi, insan periferal lenfositlerinde in
vitro KA testi ve farelerde in vivo MN testlerinde negatif sonuglarin elde edildigi
vurgulanmistir. Cin hamster hiicrelerinde yapilan gen mutasyonu testinde negatif
sonuca ulasilirken, ilacin fare lenfoma testinde kullanilmasiyla pozitif sonu¢ verdigi
belirtilmistir. Rat ve farelerde yapilan uzun donem Kkarsinojenite caligmalarinin
bazilarinda negatif bazilarinda ise pozitif sonuglara ulagilmistir
(http://www.toxnet.nlm.nih.gov).

Mepiraminin Ames testi ve fare lenfoma testinde negatif sonuclar elde
edilmistir. Ratlarla yapilan UDS testinde pozitif sonuglara ulasilirken, Cin hamster V79
hicrelerinde genotoksisite ile ilgili yapilan in vitro MN testinde ise siipheli sonuglara
ulasildig1 vurgulanmustir. Farelerdeki karsinojenite ¢alismalarinda negatif sonuclar elde
edilmesine ragmen, ratlarda yapilan bu ¢aligmalarin bazilariin negatif sonu¢ verdigi
bazilarinin ise pozitif sonuglar verdigi belirtilmistir (Probst and Neal, 1980; Andrews ve
ark., 1984; Budroe ve ark., 1984; Lijinsky, 1984b; Oberly ve ark., 1984; Greenman ve
ark., 1995a; Greenman ve ark., 1995b; Habs ve ark., 1986; Hansen ve ark., 1987,
Turner ve ark, 1987; Zeiger ve ark., 1987;  Snyder, 1998;
http://www.toxnet.nlm.nih.gov).

Metapirilen ile yapilan Ames testinde bazi sonuglarin pozitif bazilarinin ise

negatif oldugu vurgulanmistir. Aynmi sekilde ratlar kullanilarak yapilan in vivo UDS
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testinde de baz1 sonuglar negatitken bazilarmin pozitif sonuglandigr vurgulanmistir.
Ratlarda in vitro alkali elisyon DNA zincir kiriklari testi uygulanmis ve pozitif
sonuglarin elde edildigi belirtilmistir. Rat kemik iligi hicrelerinde in vivo KKD testi,
Fare lenfoma testi, Cin hamster hicrelerinde in vitro KKD testi ve fare lenfoma
hicrelerinde in vitro KA testinde sonuglar negatifken, Cin hamster V79 hucrelerinde in
vitro MN testinde ise pozitif sonuglar elde edilmistir. Suriye hamster embriyo
hiicrelerinde ve fare hiicrelerinde hiicre transformasyonu ¢alismalarinin pozitif
sonuglandigr vurgulanmigtir. DNA covalent binding ile yapilan in vivo ve in vitro
calismalarda bazi sonuclarin negatif bazilarinin ise siipheli oldugu elde edilmistir.
Ratlardaki karsinojenite caligsmalarinda ise ilacin karsinojenik oldugu belirtilmistir
(Probst ve Neal, 1980; Kubinski ve ark., 1981; Althaus ve ark., 1982; lype ve ark.,
1982; Andrews ve ark., 1984; Budroe ve ark., 1984; Casciano ve ark., 1984; Oberly ve
ark., 1984; Mirsalis, 1987; Turner ve ark., 1987; Ashby ve ark., 1988; Lijinsky ve
Yamashita, 1988; Casciano ve ark., 1991; Oberly ve ark., 1993; Madle ve ark., 1994;
Snyder, 1998; Snyder ve ark., 2006).

Metidilazinin genotoksisitesi ile ilgili yapilan Ames testi, ratlarda in vivo UDS
testi ve Cin hamster hicrelerinde in vitro KA testi sonuglarinin negatif oldugu
belirtilmistir (Mortelmans ve ark., 1986; Galloway ve ark., 1987; Madle ve ark., 1994;
http://www.toxnet.nlm.nih.gov).

Mizolastinin mutajenitesini belirlemek igin Ames testi uygulanmig ve
sonuclarin negatif  oldugu bildirilmistir (lwase ve ark., 1998;
http://www.toxnet.nlm.nih.gov).

Prometazin Ames testi, resesif letal mutasyon testi, Ratlarda in vitro alkali
elusyon DNA zincir kiriklart testi, ratlarda in vivo UDS testi, Cin hamster V79
hlcrelerinde gen mutasyonu testi, Cin hamster hicrelerinde in vitro KKD testi ve Cin
hamster hicreleri ile insan periferal lenfositlerinde yapilan in vitro KA testinde negatif
sonuglar verirken, Cin hamster V79 hicrelerinde in vitro MN testinde siipheli sonug
verdigi vurgulanmistir. Ayrica fare ve ratlardaki karsinojenite ¢alismalarinda
karsinojenik olmadiklar1 belirtilmistir (Fujioka ve Maizumi, 1983; Martelli ve ark.,
1984; Galloway ve ark., 1987; National Toxicology Program, 1993; Madle ve ark.,
1994;  Gocke, 1996; Motohashi ve ark., 1997;  Snyder, 1998,

http://www.toxnet.nlm.nih.gov).
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Setirizinin Ames testi, fare lenfoma testi, insan periferal lenfositlerinde in vitro
KA testi ve ratlarda in vivo MN testi sonucu genotoksik olmadigi belirtilmistir. Yapilan
uzun donem karsinojenite caligmalar1 sonucu bu ilacin farelerde karsinojenik
potansiyele sahip oldugu bildirilirken, ratlarda bodyle bir etkisinin olmadigi
vurgulanmigtir (Snyder, 1998; Physicians’ Desk Reference, 2005).

Siproheptadin Ames testi, Cin hamster V79 hucrelerinde in vitro MN testi ve
insan periferal lenfositlerinde in vitro KA testinin sonuglarina gore negatif sonug verdigi
bildirilmistir (Hite ve ark., 1977; Snyder, 1998).

Tenildiaminin Ames testinde negatif sonu¢ vermesine ragmen, ratlarla yapilan
UDS testinde pozitif sonu¢ verdigi belirtilmistir. Karsinojenite testlerinde ise ratlar
kullanilmis ve yine negatif sonuclar elde edilmistir (Budroe ve ark., 1984; Habs ve ark.,
1986; Zeiger ve ark, 1987; National Toxicology Program, 1989;
http://www.potency.berkeley.edu).

Terfenadinin genotoksisitesi ile ilgili yapilan Ames testi, Cin hamster V79
hicrelerinde in vitro MN testi ve farede in vivo MN testin sonuglarinin negatif oldugu
vurgulanmistir. Rat ve farelerde yapilan karsinojenite ¢alismalarina bakildiginda siipheli
sonuclarin elde edildigi bildirilmistir (Gibson ve ark., 1982; Snyder, 1998;
http://www.toxnet.nlm.nih.gov).

Tripelennaminin Ames testi ve fare lenfoma hucrelerinde gen mutasyon
testlerinde negatif sonuglar verdigi belirtilmistir. Ratlarda ve insanlarda yapilan in vitro
alkali eliisyon DNA zincir kiriklart testi ve UDS testinin pozitif sonuglandigi
vurgulanmigtir. Ayrica Cin hamster V79 hiicreleri kullanilarak yapilan in vitro MN
testinde siipheli sonuclar elde edilmistir (Probst ve Neal, 1980; Budroe ve ark., 1984;
Martelli ve ark., 1984; Oberly ve ark., 1984; Robbiano ve ark., 1986; Snyder, 1998).

Triprilidinin Ames testi sonuglar1 negatif olmasina ragmen, Cin hamster V79
hlcrelerindeki in vitro MN testinde silipheli sonuglar elde edildigi belirtilmistir.
Karsinojenik o6zelliklerini 6grenmek amaciyla uygulanan uzun doénem karsinojenik
calismalarda ise karsinojenik olmadig1 vurgulanmistir (Hensen ve ark., 1988; Greenman

ve ark., 1995c; Greenman ve ark., 1995d; Snyder, 1998).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada test maddesi olarak loratadin (LOR), materyal olarak sigara
icmeyen, gecirilmis herhangi bir ciddi hastaligi olmayan, rutin bir sekilde herhangi bir
ila¢ kullanmayan ve 20-24 yaslari 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 say1r numarast ile izin

alinmustir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.1.1.1. Loratadin

Bu c¢alismada test maddesi olarak kullandigimiz LOR’e (Sigma), alerjik
hastaliklarin tedavisinde kullanilan ve piperidin tirevi olan 2. kusak bir
antihistaminiktir.

Ticari Adlari: Claritin, Claritin RediTabs, Alavert, Triaminic, Claritin-D,
Alarin, Histadin, Loradif, Lorantis, Loratine, Ritin.

Kimyasal Adi: Etil-4-(8-kloro-5,6-dihidro-11H-benzo[5,6]siklohepta[1,2b]
piridin-11-ylidene)-1-piperidinkarboksilat.

CAS no: 79794-75--5

Molekiil Agirhigi: 382.883 g/mol

Saflik diizeyi: >%98

Erime Sicakhgi: 134-136 °C

Kaynama Sicakhigi: 531.3 °C

Kapalh Formiilii: C2,H33CIN,0,
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Acik Formiilu:
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3.1.1.2. Dimetil Sulfoksit (DMSO)

Bu c¢alismada LOR konsantrasyonlarinin hazirlanmasinda ¢6ziicii olarak
kullanilmigtir ve Merck’den saglanmistir. Test maddemiz olan LOR saf DMSO’da
¢oOziilmiistlir ve ayn1 zamanda saf DMSO, ¢6zticu kontrol grubu olarak kullanilmstir.

Kimyasal adi: Dimetil Stlfoksit (DMSO)

Molekiil agirhg: 78.19 g/mol

Saflik diizeyi: >%99.0

Kaynama noktasi: 189 °C

Erime noktasi: 18.0-18.5 °C

CAS No: 67-68-5

Kapah formiilii: (CH3),SO

Acik formiilii:

O

|
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C/\
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3.1.1.3. Kromozom Medyumu

Bu ¢alismada Biological Industries firmasinin trettigi RPMI 1640 (01-106-1)
hiicre kiiltiiri yapmak i¢in kullanilmistir. RPMI 1640 Medyumu’nun 100 ml.’sinde
asagidaki bilesikler belirtilen miktarlarda bulunmaktadir.
RPMI 1640 (Biological INAUSEIIES) ..........oerieiieieieierieeiesieeeeieeeee e 100 ml
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Fetal Bovine Serum (Biological INAUSEIIES) .....cceviieiieiiiieniieie e e 20 ml
Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin (PSA) (Biological Industries) ..........cccccceevveiennen. 1ml
Fitohemaglutinin M (PHA-M) (Biological INdUSLIies) ........ccccevviieieevieiesiennn, 1.2 ml
L-Glutamin (Merck) .......iiuiiiii i 2 ml

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

kullanilmustir.

3.1.1.4. Mitomisin C (MMC)

Bu calismada Mitomisin C pozitif kontrol olarak kullanilmistir ve Sigma
firmasindan saglanmistir.

Kimyasal adi: Mitomisin C

Molekul agirhgr: 334.33 g/mol

Erime noktasi: 360°C

CAS No: 50-07-7

Saflik diizeyi: %99

Kapah formiilii: Cy5H;3N4O5

Acik formiilii:

3.1.1.5. Sitokalasin B (Sigma)

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

Kimyasal adi: Sitokalasin B

Molekiil agirhgi: 479.62 g/mol

Saflik diizeyi: > %98

CAS No: 14930-96-2

Kapal formiilii: C29H37NOs
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Acik formiilii:

3.1.1.6. Kolsemid (Kolsisin)

Kiiltlirti 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 edilmistir.

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

Cat. No: 12-004-10

Molekiil agirhgi: 399.4 g/mol

Kapah formiilii: C;H2sNOg

Acik formiilii:
ing
o /CH3
i NH
3
~o
o)
Hac”
O
o
\C Hj

3.1.1.7. Hipotonik Eriyik
Hipotonik eriyik olarak %0,4’lik KCl (Merck) kullanilmistir. Uygulamadan
yaklasik bir giin 6nce eriyik bidistile su i¢inde hazirlanan hipotonik eriyik, her

preparasyondan once 37°C’deki inkiibatorde 1sitilip kullanilmastir.
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3.1.1.8. Fiksatif

KA deneylerinde 1 hacim asetik asit’in (Sigma) 3 hacim metanol (Sigma) ile
karigtirilmas1 sonucu hazirlanan fiksatif kullanilmistir. 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’iin (1/5 glasiyal asetik
asit/metanol) karistirilmas1 ile hazirlanmistir.  Fiksatifler, her preparasyonda

kullanilmadan iki saat dnce hazirlanarak buzdolabinda saklanmustir.

3.1.1.9. 5’-Bromo-2’-deoksitridin (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 miktan kiiltiir tiiplerine ilave edildigi zaman kiiltiir son konsantrasyonu 10
pg/ml olacak sekilde BrdUrd ihtiva etmektedir.

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

Molekiil agirhgi: 307.10 g/mol

Saflik diizeyi: % 99

CAS No: 59-14-3

Kapal formiilii: CoH11BrN,Os

Acik Formiil:

@)
Br.

HO N O
O

OH

Hazirlanmisi

Saf Suyun Sterilizasyonu

Temiz bir erlene saf su doldurularak erlenin agzi pamukla iyice kapatilmustir.
Sterilizasyon esnasinda erlenin Gzeri aluminyum kagidi ile ortiilmiis ve erlendeki saf su
otoklavda 1.2 atm. buhar basincinda, 120 °C’de 15 dk steril edilmistir.
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BrdUrd Eriyiginin Sterilizasyonu

BrdUrd eriyigi steril bir erlen i¢inde bulunan ve steril olan saf su icerisinde 5’-
bromo-2’-deoxyuridine maddesinin eritilmesiyle hazirlanmistir. Bu eriyik steril
sartlarda por c¢apt 0.2 um olan bakteri filtresinden (Corning Incorporated, membran
filtre) gegirilerek steril edilmistir. Hazirlanan eriyik agzi vida kapakli steril kiltiir
tiplerine alinarak, etrafi 1s1k gecirmeyecek sekilde kapatildiktan sonra buzdolabinda

saklanmustir.

3.1.1.10. Sorensen Tamponu
Bu eriyik, iki stok ¢ozelti halinde hazirlanmistir ve bu c¢ozeltiler ¢alismanin
amacina uygun olarak birbirleriyle degisik miktarlarda karistirilarak kullanilmistir.
Hazirlams1
Tampon A: 11.34 gr KH,PO,4 (Merck) 250 ml distile suda ¢dziinmiistiir
Tampon B: 14.83 gr Na;HPO,4.12H,0 (Sigma) 250 ml distile suda ¢ozlinmiistiir.

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

3.1.1.11. Standart Saline Citrate (SSC) Eriyigi

11.05 gr tri sodyum sitrat (CgHsNaszO7. 2H,0) (Merck) tartilarak bir miktar saf
su igerisinde eritilmistir. Daha sonra 21.9 gr NaCl (Sigma) tartilarak yine saf su
icerisinde ancak ayri bir kapta eritilmistir. iki eriyik, bir siseye dokiilerek iyice
karistirtlmis ve tizerine 500 ml oluncaya kadar saf su ilave edilmistir. Hazirlanan bu 5X
SSC’lik stok eriyik buzdolabinda saklanmistir. KKD’yi incelemek i¢in bu stoktan 20 ml
alinarak iizeri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlanmis ve elde edilen 1X SSC

eriyigi kullanilmistir.

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

kromozomlar1, MN testinde ise niikleuslari boyamak igin kullanilmustir.

3.1.1.13. Entellan
Hazirlanan preparatlari daimi hale getirmek amaciyla lam ile lameli birbirlerine

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

3.1.2.1. Hassas Terazi
Calismamizda kullanilan kimyasallarin tartilmasi amaciyla, hava akimlarina
kars1 6zel cam paravanlarla korunan ve 0.0001 gr hassasiyetindeki Precisa marka terazi

kullanilmustir.

3.1.2.2. Biyoguvenlik Kabini
Test soliisyonlarinin hazirlanmas, steril tliplere kan ekiminin yapilmasi ve test
sollisyonlariin kiiltiir tiiplerine ilave edilmesinin steril sartlarda gerceklesebilmesi icin,

ESCO marka Class-II biyogtivenlik kabini kullanilmistir.

3.1.2.3. Inkiibator
Hiicre kiiltliriiniin yapilmasinda ve bazi eriyiklerin 1sitilmasinda Binder marka

inkiibator kullanilmistir.

3.1.2.4. Santrifuj
Calismamizda kiiltiir tdplerindeki hiicreleri ¢oktiirmek amaciyla Centrifuge
MPW-351R marka santrifiij kullanilmigtir.

3.1.2.5. Vorteks Karistirici
Calismamizda kiiltiir tiiplerini dairesel salinimli hareketler ile karigtirmak

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

3.1.2.6. Su Banyosu
Hiicre kiiltiirii preparatlar1 hazirlandiktan sonra, kardes kromatidlerin farkl
boyanmasinda kullanilan SSC eriyiginin 58-60 °C’de sabit kalmasimi saglamak

amaciyla TERMAL marka su banyosu kullanilmistir.

3.1.2.7. UV Kabin
Calismamizda Uzeri Sorensen tamponu ile Ortlilen preparatlari 1sinlamak
amaciyla 254 ve 366 nm dalga boylarinda 151k yayabilen CAMAG marka UV kabin

kullanilmustir.
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3.1.2.8. Mikroskop
Preparatlar incelemek amaciyla Leica marka 151k mikroskobu ve goriintii analiz

sistemi kullanilmustir.

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

Boyanmasi

3.2.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Periferik kan oOrneklerinden KA’ni saptamak amaciyla hiicre kiiltiirliniin
yapilmasi ve preparatlarin hazirlanmasinda Evans (1984)’in teknigi hafif modifiye
edilerek kullanilmigtir. Sigara igmeyen, gegirilmis 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 kiiltiiri 37£1°C’de 72 saat i¢in inkiibe edilmek
izere inkiibatore yerlestirilmistir.

Caligmamizda negatif kontrol, pozitif kontrol ve LOR gruplart olusturulmustur.
Negatif kontrol grubunda etken maddemiz olan LOR igin ¢oziicli olarak kullandigimiz
saf DMSO kullanilmistir. Bu gruptaki kiltir tipleri, saf DMSO ile 48 saat muamele
edilecek sekilde inkiibasyona birakilmistir. DMSO kultir tlplerine 10 pl/ml olacak
sekilde ilave edilmistir. LOR disindaki tiim kosullarin ayni oldugu negatif kontrol
grubu, LOR uygulanan deney gruplarinda LOR’in etkisini karsilastirmak amaciyla
kullanilmigtir. CUnki negatif kontrol grubu ile deney gruplarmin karsilastirilmasi
sonucunda, bu gruplar arasinda istatistiksel farkliligin bulunmasi, bu farkliligin deney
grubuna uygulanan LOR’den kaynaklandigini gosterecektir. Calismamizda pozitif
kontrol olarak, sitotoksik ve genotoksik hasar yaptigi bilinen Mitomycin C (MMC)
maddesi kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan MMC, kiltir tlplerine 0.16
png/ml olacak sekilde kiiltiirlerin 24. saatinde ilave edilmis ve kiiltiirler 48 saat boyunca
MMC ile muamele edilmistir. Pozitif kontrol grubu, test maddemiz olan LOR ile MMC
arasindaki sitotoksik ve genotoksik etkileri karsilagtirmak amaciyla kullanilmigtir.
Pozitif kontrol grubu ile deney gruplarinin karsilastirilmast sonucunda, bu gruplar

arasinda istatistiksel farkliligin bulunmasi LOR’in MMC kadar etkili olmadigimi



33

gosterirken, bu gruplar arasinda farkliligin bulunmamast ise LOR’in MMC kadar
sitotoksik ve genotoksik etkisinin bulundugunu gosterecektir. Test maddemiz olan
LOR’in etkisini incelemek icin kiltdr siresinin bitimine 48 saat kala LOR’in daha 6nce
belirlenmis ve kiiltiir tiiplerine saf DMSQO’da ¢6ziilerek hazirlanmis konsantrasyonlari
olan 5, 15 ve 25 pg/ml’lik miktarlar ilave edilmistir.

LOR ile ilgili literatiirde yeterince sitotoksisite verisi olmadigi i¢in, LOR
konsantrasyonlarinin belirlenebilmesi igin bir seri hiicre kiiltiiri hazirlanmis ve bu
kilturlere 0.5-250 pug/ml arasindaki degisik dozlarda LOR eklenerek sitotoksisiteyi
belirleyebilmek amaciyla bir 6n ¢alisma yapilmistir. Hiicre kiiltiirleri 48 saat boyunca
farkli konsantrasyonlarda LOR ile muamale edilmis ve Kkiiltiirlerden elde edilen
preparatlar mitotik indeks bakimindan incelenmistir. LOR’in test edilen
konsantrasyonlarindan, 25 pg/ml dozun mitotik indekste yaklasik % 50 oraninda
azalmaya neden olmasindan dolayi inhibitdr konsantrasyon yani, IC50 degeri 25 pg/ml
olarak belirlenmistir. Bu nedenle ¢alismamizda en yiiksek LOR dozu 25 pg/ml olarak
secilmigtir. Ayrica, yapilan 6n c¢alismada 25 pg/ml’den daha yiiksek dozlarda doz
artisina paralel olarak mitotik indeksin azaldig1 ve sitotoksisitenin dnemli oranda artig
gosterdigi saptanmistir. LOR’in 50 pg/ml ve daha yiiksek konsantrasyonlarinda mitotik
aktiviteye rastlanmamistir. Calismamizda en diisiik LOR dozu olarak IC50 degerinin
1/5’1 olan 5 pg/ml’lik konsantrasyon ve en diisiikk doz ile en yiiksek doz arasindaki 15
pg/ml’lik konsantrasyon ise ara doz olarak kullanilmistir.

Tim tdplere kdltlr suresinin bitiminden 1 saat once (kdltlriin 71. saatinde)
kolsisin eriyiginden 0.06 pug/ml olacak sekilde ilave edilmis ve hiicreler 1 saat siresince
kolsisin ile muameleye birakilmistir. Kiiltiir siiresinin bitiminde tiipler 1200 rpm’de 15
dk. santriflij edilmis ve altta biriken hiicrelere zarar vermeden supernatant su trompu
yardimiyla atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden yaklasik Iml’lik sivi
karigtirildiktan sonra tiiplere, daha onceden 37°C’de 1sitilmis 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 dk hipotonik eriyikle muamele edilmistir. Muamele siiresinin sonunda
tipler 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



34

edilmistir. Yaklasik 20 dk oda sicakliginda fiksatif ile muamele edilen hicreler 1200
rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Tipte kalan sivinin tamamen berraklastigi
gorlliinceye kadar bu islem yaklasik 3 kez daha tekrarlanmistir. Son santrifiij
isleminden sonra tiiplerde yaklasik 1 ml siv1 kalacak sekilde slipernatant atilmistir.
Tipteki suspansiyon pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale getirildikten
sonra, daha Onceden alkolle temizlenmis ve buzdolabinda saklanan soguk lamlar
lizerine damlatilarak hiicrelerin lam {izerinde yayilmasi saglanmistir. Bu sekilde
hazirlanmis preparatlar kurumak {izere kapali bir yerde oda sicakliginda 24 saat

bekletilmistir.

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 dk
boyanmasi saglanmistir. Preparatlar 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 yapilmistir.

3.2.3. Mikroskobik Incelemeler ve Mikroskopta Fotograf Cekme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar goriintii analiz sistemli Leica marka 1s1k
mikroskobu ile X1000 biiyiitmede incelenmistir. Incelenen preparatlarda mitotik indeks
(MI) ve kromozom anormallikleri (KA) belirlenmistir. Mitozu gegiren bazi hiicrelerin
kromozomlar1 ve saptanan bazi kromozom anormallikleri yine X1000 buyitmede

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 bdliinme tizerindeki 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



35

hiicresi i¢inde bdliinme halindeki (metafaz evresindeki) hiicrelerin orani yiizde

cinsinden hesaplanarak mitotik indeks saptanmustir.

3.2.4.2. Kromozom Yapi ve Say1 Anormalliklerinin Saptanmasi

Kromozom aberasyonlarinin belirlenmesi amaciyla, her bir grup ve
konsantrasyon i¢in, her bir kisiden hazirlanan preparatlarda kromozomlari iyi dagilmis
100 metafaz plagi (4 kisiden toplam 400 hiicre) incelenerek normal (Sekil 3.1) ve
yapisal ve sayisal kromozom anormallikleri tasityan metafaz plaklari tespit edilmistir.
Bu hiicreler icinde gozledigimiz kromozom yapi ve sayr anormallikleri Uluslararasi
Insan Sitogenetik Adlandirma Sistemine (ISCN= International System for Human
Cytogenetic Nomenclature) uygun olarak degerlendirilmis ve adlandirilmistir (Paz-y-
Mino ve ark., 2002). Incelenen her 100 hiicrede saptanmis olan kromozom
anormalliklerinden toplam kromozom anormalligi, hiicre basina diisen toplam
kromozom anormalligi, hiicre basina diisen yapisal kromozom anormalligi ve

kromozom aberasyonu i¢eren anormal hiicre yiizdesi hesaplanmistir.

10 pm

Sekil 3.1. Normal metafaz plagi (X1000)

Mace ve ark. (1978) elektron mikroskobu calismasi ile gap bolgelerinde DNA
ipliginde kirik veya kiriklar olmadigini belirtmislerdir. Bu nedenle pek ¢ok caligmada
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gaplar kromozom anormalligi olarak degerlendirilmemektedir (Biiylikleyla, 2007;
Yavuz Kocaman ve Topaktas, 2007; Borcek Kasurka, 2010). Benzer olarak bu

caligmada da gaplar, kromozom anormalligi olarak degerlendirilmemistir.

3.3. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Testi I¢in Hiicre Kiiltiiriiniin

Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

3.3.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Periferik kan Orneklerinden KKD’ni saptamak amaciyla hiicre kiiltiiriiniin
yapilmasi ve preparatlarin hazirlanmasinda sigara igmeyen, gecirilmis herhangi bir ciddi
hastalig1 olmayan, rutin bir sekilde herhangi bir ila¢ kullanmayan ve 20-24 yaslari
arasinda olan saglikl iki erkek ve iki bayandan 1/10 oraninda heparinize edilerek kan
alimmustir. Alinan periferik kan 6rneklerinden 300 pl steril sartlarda igerisinde 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 kiiltiiri 37+1°C’de 72 saat i¢in inkiibe edilmek iizere inkiibatore
yerlestirilmigtir. Hiicre kiltlirliniin yapilmast ve preparatlarin hazirlanmast i¢in

kromozom anormallikleri testinde uygulanan proseddr bu testte de aynen uygulanmustir.

3.3.2. Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini (Sister Chromatid
Differentiation=SCD) saglamak amaciyla Speit (1984), Speit ve Haupter (1985)’in
gelistirdikleri metod modifiye edilerek olusturan Yavuz Kocaman (2007)’mn belirttigi
test protokolii kullanilmistir. Bu amagla bir giinliik preparatlar 1sinlama kabina konarak
uzeri bir film seklinde Sorensen tamponu ile ortiilecek sekilde kapatilmistir. Isinlama
eriyigi, 5 ml tampon A, 5 ml tampon B’den alinip bu karigimin destile su ile 100 ml’ye
tamamlanarak hazirlanmistir (pH=6.8).
Tampon A: 11.34 gr KH,PO, (Merck) 250 ml distile suda ¢ozinmiistiir
Tampon B: 14.83 gr Na;HPO,4.12H,0 (Sigma) 250 ml distile suda ¢oziinmiistiir.

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, 254

nm dalga boyuna ayarlanmis olan UV kabinde 30 dk ismlandirilmistir. Isinlama
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bittikten sonra preparatlar 1x SSC eriyigi icerisinde 58-60°C arasindaki sicakliklarda 60
dk inkiibe edilmistir. Inklibasyon siresi bitmeden 15 dk 6nce %5’lik Giemsa boya
eriyigi hazirlanmistir. Sorensen tamponu ile hazirlanmis olan % 5’lik Giemsa eriyigi
filtre kagidi ile dik bir saleye siiziilmiistiir. Inkiibasyon siiresinin sonunda preparatlar 1 x
SSC eriyiginden alinarak direk olarak boya igerisine konmus ve yaklasik olarak 20 dk
boya icerisinde bekletilmistir. 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

Hazirlanmis olan daimi preparatlar goriintii analiz sistemli Leica marka 1s1k
mikroskobu ile X1000 biiyiitmede incelenmistir. incelenen preparatlarda proliferasyon
indeksi (PI) ve kardes kromatid degisimi (KKD) belirlenmistir. Ayn1 preparatlarda 1.,
2., 3. mitoz bolinmeyi gegiren hiicrelerin sayist da saptanmistir. Mitoz bolunmeyi
geciren hiicreler ve saptanan kardes kromatid degisimleri X1000 buyitmede

fotograflanmis ve bilgisayara aktarilmistir.

3.3.4. Proliferasyon Indeksi (Pl) ve Kardes Kromatid Degisiminin (KKD)

Saptanmasi

3.3.4.1. Proliferasyon Indeksinin (PT) Saptanmasi

Test maddelerinin DNA replikasyonu iizerindeki etkilerini saptamak amaci ile
her kisiye ait preparatlardan tesadiifi se¢ilmis toplam 100 hiicrenin metafaz
kromozomlar1 incelenmistir. Bu incelemeler sirasinda gozlenen birinci, ikinci ve tGglncu
metafaz devresindeki hiicreler sayilmistir. Bu verilerden yola c¢ikarak PI su sekilde
hesaplanmastir:

[= (M1 +2M2+3M3)
100

P

3.1)
MI1: 1. Mitozdaki hiicre sayis1
M2: 2. Mitozdaki hiicre sayis1
M3: 3. Mitozdaki hiicre sayis1 (Yavuz kocaman, 2007).
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Birinci, ikinci ve liglincii metafazlar su sekilde ayirt edilmistir;

BrdUrd, DNA’nin yapisinda bulunan timin bazlarinin analogu oldugundan
dolay1 kiiltiir ortamina BrdUrd konuldugunda hiicre DNA’sin1 replike ettigi sirada (1.S
fazinda) yeni sentezlenen poliniikleotid ipligi i¢ine 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 boliinmeyi
geciren hicrelerdir. Birinci mitoz bélinmeyi geciren hiicrelerden meydana gelen yavru
hiicreler tekrar S fazna girdiginde (BrdUrd'li ortamda 2.S fazi) timin ihtiva eden
poliniikleotid 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 ayn1 kromozomun agik boyanan kromatidini olusturacaktir.
Bu hiicrenin metafaz devresinde preparat yapildiginda hiicrenin tiim kromozomlarinin
kromatidlerinden biri koyu digeri ise agik renkte boyanacaktir. Bunlar da 2. mitoz
boliinmeyi geciren hiicrelerdir. Bu hiicreler tekrar S fazmna girdiginde (BrdUrd'li
ortamda 3.S fazi1) ikinci mitozda agik boyanan kromatidden tiim poliniikleotid
ipliklerine BrdUrd girmis olan bir kromozom meydana gelecektir ve bu kromozomun
her iki kromatidi de acik 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 agik renkte boyanacaktir. Iste
bdyle hiicrelerin metafaz devresinde preparat yapildiginda bazi kromozomlarin her iki
kromatidi acik renkte, bazi kromozomlarin bir kromatidi agik, diger kromatidi de koyu
renkte boyanacaktir. Bu hiicrelerde 3. mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil 3.2)
(Topaktas ve Speit, 1990; Yavuz Kocaman, 2007).

Bu sekilde 1., 2. ve 3. mitoz boliinmeyi gegiren hiicreler ayirt edilmis (Sekil 3.3,
Sekil 3.4 ve Sekil 3.5), bu hiicrelerin 100 hiicre i¢indeki sayis1 saptanmis ve formiile

gore PI hesaplanmustir.
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I ormal DNA tek ipligi

1 BrdU girmis DNA tek Ipligi

]

/ \ Koyu boyanan kromozom
]
I Eir kromatidi koyu digeri
1 agik boyanan kromozom

—— 1
\ Acik boyanan kromozom
——

o

Sekil 3.2. BrdUrd’ nin DNA yapisina girmesi ile birinci, ikinci ve {iglincii mitoz
boliinmeyi gegiren hiicrelerin ayirt edilmesinin sematik olarak agiklanmasi

p ¢

i v

o 10 um
‘ ey

Sekil 3.3. Birinci mitoz bolinmeyi geciren hiicrelerin metafaz kromozomlari (X1000)
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Sekil 3.5. Uglincti mitoz bélinmeyi gegiren hiicrelerin metafaz kromozomlar1 (X1000)
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3.3.4.2. Kardes Kromatid Degisiminin (KKD) Saptanmasi

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

gerekir. Bu durumdaki kromozomlarda KKD yoktur (Sekil 3.6) (Yavuz Kocaman,

2007).
2 KKD 1 KKD

Sekil 3.6. Kardes kromatid degisimi

KKD YOK

3.4. Mikroniikleus (MN) Testi I¢in Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi,

Preparatlarin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

3.4.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Calismamizda in vitro mikroniikleus testi i¢in hiicre kiiltliriinliin yapilmasi ve
preparatlarin hazirlanmasinda Fenech (2000), Rothfuss ve ark. (2000) ve Kirsch-
Volders ve ark. (2003)’nin kullandiklar1 tekniklerden yararlanilmistir. Sigara igmeyen,
gecirilmis herhangi bir ciddi hastaligi olmayan, rutin bir sekilde herhangi bir ilag
kullanmayan ve 20-24 yaslar1 arasinda olan saglikli iki erkek ve iki bayandan 1/10
oraninda heparinize edilerek kan alinmistir. Icerisinde 2.5 ml’lik kromozom medyumu
bulunan steril tiiplere, alinan periferik kan orneklerinden 300 pl steril sartlarda
ekilmistir ve hiicre kiiltiirii 37+1°C’de 68 saat i¢in inkiibasyona birakilmstir.

Mikronukleus testi icin de negatif kontrol, pozitif kontrol ve LOR gruplar

bulunmaktadir ve bu gruplara uygulanan tiim test maddeleri, kromozom anormallikleri
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testinde uygulanan konsantrasyon ve muamele siirelerinde kullanilmigtir. Yani; saf
DMSO’nun 48 saatlik muamelesini i¢eren negatif kontrol grubu, Mitomycin C’nin 48
saatlik muamelesinden olusan pozitif kontrol grubu ve test maddemiz olan LOR’in saf
DMSO’da hazirlanmis olan 5, 15, 25 pg/ml’lik konsantrasyonlarinin 48 saat boyunca
etken madde ile muamele edilmelerinin yapildig1 deney gruplari, mikroniikleus testi i¢in
de aynen kullanilmastir.

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

Kltdr stresinin bitiminde tiipler 1200 rpm’de 15 dk santrifiijlenerek siipernatant
atilmigtir. Tiipte kalan yaklasik 1 ml’lik sivi 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 dk
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda tiipler 1200 rpm’de 15 dk santrifiijlenerek
tekrar siipernatant atilmistir. Bu sefer hipotonik eriyik ilavesi gibi yavas yavas ve
karigtirarak her tiipe 5 ml olacak sekilde soguk fiksatif ilave edilecektir. Daha sonra
glasiyal asetik asit / metanol / % 0.9 NaCI (1/5/6 oranlarinda) karigimindan olusan 5 ml
soguk fiksatif, hipotonik eriyik ilavesi gibi yavas yavas ve damlalar halinde tiipteki
stvinin iizerine ilave edilmistir. Ik fiksatif ile oda sicakhiginda 20 dk fiksatif ile
muamele edildikten sonra tiipler tekrar 1200 rpm’de 15 dk santrifiij edilmis ve
stpernatant 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 sivinin berraklastig1 goriiliinceye kadar 2-3
kez tekrarlanmistir. Son santrifiijden sonra tiiplerde yaklasik 1 ml siv1 kalacak sekilde
slipernatant atilmistir ve tiiplerdeki sivi pasteur pipeti ile karistirilarak resiispanse
edilmistir. Daha Once temizlenmis ve alkol icerisinde buzdolabinda saklanan soguk
lamlarin {izerine hiicre stispansiyonu damlatilarak preparatlar hazirlanmistir. Hazirlanan

preparatlar kurumalari i¢in kapali bir yerde 24 saat oda 1sisinda bekletilmistir.

3.4.2. 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-
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Tampon boya eriyiginde yaklasik 14 dk boyanmistir. Preparatlar 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 yapilmistir.

3.4.3. Mikroskobik Incelemeler ve Mikroskopta Fotograf Cekme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar goriintii analiz sistemli Leica marka 1s1k
mikroskobu ile X400 biiyiitmede incelenmistir. Incelenen preparatlarda mononiikleat
(bir nikleuslu), binukleat (iki nukleuslu), trinlikleat (U¢ nukleuslu) ve tetrantkleat (dort
niikleuslu) hiicreler ile mikroniikleuslu biniikleat hiicreler tespit edilmistir. Bir, iki, li¢
ve dort niikleuslu bazi hiicrelerin ve mikroniikleus bulunduran bazi biniikleat hiicrelerin

fotograflama islemi X400 biiylitmede yapilmis ve goriintiiler bilgisayara aktarilmistir.

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

Mikroniikleus sayisin1 belirlemek amaciyla daimi preparatlarda her kisi i¢in, her
muamele grubu ve kontrollerinde iki niikleusa sahip (Sekil 3.7) toplam 2000 hiicre
incelenmis ve bu biniikleat hiicreler igerisinden mikroniikleus tagiyanlar (Sekil 3.8)
belirlenmistir. Ayrica incelenen biniikleat hiicrelerde toplam mikroniikleus sayisit ve
toplam mikroniikleus sayisinin incelenen iki niikleuslu hiicre sayisina boliinmesiyle
hiicre bagina diisen mikroniikleus sayis1 (MN/Hiicre) ve % MN hesaplanmustir.

Binlkleer hiicre ve mikronikleus ayirimi Titenko-Holland ve ark. (1997) ve
Fenech (2000)’e gore yapilmistir: (1) Hiicreler belirgin sitoplazmasiyla yuvarlak ya da
oval goriinlime sahip olmalidir; (2) Benzer olarak, niikleuslar belirgin niikleus zariyla
cevrili yuvarlak ya da oval olmahdir; (3) Icerisinde MN sayilan hiicreler sadece bir
nikleus bolunmesi gegiren hicrelerdir; (4) MN’lar sadece ana niikleusun 1/3’i ya da
daha kiiciik 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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10 ym 10 uym
Sekil 3.7. Biniikleat hiicre (X400) Sekil 3.8. Bir mikronikleus bulunduran

binukleat hiicre (X400)

Her bir kisiden hazirlanan preparatlardan 1000 (4 kisi 4000 hiicre) hiicre
sayilarak, bu hiicreler arasindan bir niikleuslu, iki niikleuslu, ii¢ niikleuslu ve dort
nukleuslu (Sekil 3.9) olanlarin orani saptanmistir. Bu orandan yola ¢ikarak Eastmond ve
Tucker (1989) tarafindan onerilmis olan formiile gére Nukleer Boliinme Indeksi (NBI)
(Nuclear Division Index = NDI) hesaplanmistir (Yavuz Kocaman ve Topaktas, 2007;
Borcek 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).

( MI+2MIT-+3MIIT+MIV )

NEI=
N

(3.2)
MI: Bir nikleuslu hicreler

MI1: iki niikleuslu hiicreler

MI11: Ug niikleuslu hticreler

MIV: Dort niikleuslu hiicreler

N: Toplam hiicre say1s1
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p 10 ym
10 ym %

' 10um
10 um u

Sekil 3.9. Mononukleat (a), binukleat (b) ,trinikleat (c) ve tetraniikleat hiicreler (d)
(X400)

3.5. Istatistiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen test maddesinin uygulandigi MI,
KA, NBI, MN, PI ve KKD parametrelerine ait verilerin ortalamalar1 SPSS istatistik
programi kulanilarak ANOVA analizi kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen verilerin
hem kendi aralarinda, hem de negatif kontrol ve pozitif kontrol gruplar ile arasindaki
farkin 6nemli olup olmadigi Tukey testi-Post-Hoc analizi ile karsilagtirilmistir. 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 iligkiler de belirlenmistir. TUm analizler 4 bireyden elde edilen
verilerin ortalamas1 alinarak hesaplanmistir. Tiim analizlerde; p degeri (giiven araligi)

0.05 olarak alinmustir.

Mikroskobik incelemeler sonucunda elde edilen goriintiiler sekiller halinde,

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

4.1. Loratadinin DNA Replikasyonu, Mitoz Béliinme ve Nikleus Bélunmesi
Uzerindeki Etkileri

4.1.1. Loratadinin DNA Replikasyonu Uzerindeki Etkileri

Loratadinin (LOR) DNA replikasyonu iizerindeki etkisi Proliferasyon Indeksi
(PI) hesaplanarak belirlenmistir. 5, 15 ve 25 pg/ml’lik konsantrasyonlarda LOR’in insan
periferal kan lenfositlerinde 48 saatlik muamele sonucunda elde edilen 1. Mitoz, 2.
Mitoz ve 3. Mitoz oranlariyla PI degeri hesaplanmis ve doz artisina gore bu degerin
anlaml odlglide azaldigi ve LOR dozlar ile PI degerleri arasinda istatistiksel olarak

onemli bir korelasyon oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1).

1,64 -

1,62 -
y =-0,005x + 1,659
r=0,99*

1,6
1,58 ~
1,56 -

1,54 -

Proliferasyon Indeksi (PI)

1,52 -

1,5
0] 5 10 15 20 25

Konsantrasyon {ug/ml)

(*P<0.05)

Sekil 4.1. Loratadinin test edilen dozlar ile PI arasindaki iliskiyi gdsteren regresyon
dogrusu ve korelasyon katsay1

LOR doza bagli olarak PI'ni diislirmesine ragmen bu azalmalar negatif
kontrollere gore kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel agidan farklilik bulunmamaistir.
Fakat LOR uygulamasi sonucu PI'nde elde edilen tiim degerler ile pozitif kontrol
arasinda da istatistiki farkliliklar tespit edilmemistir (p<0.05) (Cizelge 4.2). Yapilan

istatistik hesaplamalara gére LOR uygulanan kiiltlirlerin PI’'ndeki degerler, negatif ve
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pozitif kontrol grubuna ait degerlerin arasinda degerler olarak tespit edilmistir ve

LOR’in zayif sitotoksik bir profile sahip oldugu diistiniilebilir.

4.1.2. Loratadinin Mitoz B6ltinme Uzerindeki Etkileri

LOR’in mitoz boliinme iizerindeki etkisi Mitotik Indeks (MI) hesaplanarak
belirlenmistir. LOR’in 5, 15 ve 25 pg/ml dozlarinda insan periferal lenfositlerine 48 saat
muamelesi sonucu, LOR dozunun artisina bagli olarak MI’in anlamh 6l¢iide diistiigii ve
LOR dozlari ile MI degerleri arasinda istatistiksel olarak 6énemli bir korelasyon oldugu

tespit edilmistir (Sekil 4.2).

)
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L

2,6

NS
™

M
3]

4

[y
[es]

y=-0,0555x+2,9792

[y
(=]

Mitotik indeks (%o MI)
[

r=0,98*%
1,4
1,2
1
0] 5 10 15 20 25
Konsantrasyon (ug/ml)
(*P<0.05)

Sekil 4.2. Loratadinin test edilen dozlari ile % MI arasindaki iliskiyi gésteren regresyon
dogrusu ve korelasyon katsay1

LOR’in en diisiik dozu olan 5 pg/ml konsantrasyonda MI’deki diisiis negatif
kontrole gore istatistiksel anlamda 6nemli bulunmazken, LOR’in 15 ve 25 pg/ml doz
uygulamalar1 % MI’ i1 negatif kontrole gore istatistiksel acidan 6nemli olacak derecede
diistirmiistiir (p<0.05). Ayrica 15 ve 25 pg/ml’lik konsantrasyonlardaki degerler ile
pozitif kontrol arasinda istatistiksel agidan 6nemli farkliliklar bulunmadigr i¢in, bu
dozlarda MI’deki diisiislerin pozitif kontrol kadar etkili oldugu tespit edilmistir (Cizelge
4.1).



48

4.1.3. Loratadinin Nukleus Boltinmesi Uzerindeki Etkileri

LOR’in nikleus bolinmesi Gzerindeki etkisi nikleus bolinme indeksi (NBI)
hesaplanarak belirlenmistir. LOR’in 5 pg/ml, 15 pg/ml ve 25 pg/ml dozlarinin 48
saatlik muameleleri sonucu LOR dozunun artisina bagli olarak NBI’in anlamli 6l¢iide
distiigii ve LOR dozlart ile NBI degerleri arasinda istatistiksel olarak Onemli bir

korelasyon oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3).

1,58
1,56
1,54

1,52

1,5

*

y=-0,006x+1,5867
r=0,99*

1,48

1,46

Niikleus Boliinme indeksi (NBI)

1,44

1,42

° 3 10 5 . y
Konsantrasyon (ug/ml)

(*P<0.05)

Sekil 4.3. Loratadinin test edilen dozlar1 ile NBI arasindaki iligkiyi gdsteren regresyon
dogrusu ve korelasyon katsay1

LOR doza baghh olarak hem c¢ok cekirdekli hiicre sayis1t hem de NBI’ni
diistirmesine ragmen NBI'ndeki bu azalmalar negatif kontrole gore kiyaslandiginda
istatistiksel agidan dnemli bulunmamistir. Fakat LOR uygulamasi sonucu NBI’nde elde
edilen tim degerler ile pozitif kontrol arasinda da istatistiksel farkliliklar
bulunamamustir (p<0.05) (Cizelge 4.3). Istatistiki hesaplamalara gére LOR e ait veriler
negatif ve pozitif kontrol gruplarina ait degerlerin arasinda degerler olarak tespit

edilmistir. Bu sonuclar LOR’in zayif sitotoksik bir profile sahip oldugu gostermektedir.

4.2. Loratadin Dozlarina Bagh Olarak PI, MI ve NBI Arasindaki iliski
LOR ile 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde test maddesinin

doz artigina bagl olarak PI, MI ve NBI degerlerini diisiirdiigii ve LOR dozlarina bagh
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olarak bu parametrelerdeki azalmalar arasinda paralel bir iliski oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6). LOR dozlaria baglh olarak PI, MI ve NBI degerleri

arasinda istatistiksel olarak énemli bir korelasyon belirlenmistir.

1,58 +
1,56 -
1,54 4

1,52

y=0,1065x+ 1,2681

Niikleer Béliinme Indeksi (NBI)
t

1,48 r=0,99*
1,46 -
1,44
1,42 T T T T T T 1
1,5 1,7 1,9 2,1 2,3 2,5 2,7 2,9
Mitotik Indeks (MTI)
(*P<0.05)

Sekil 4.4. Loratadinin test edilen dozlar1 ile NBI ve MI arasindaki iliskiyi gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsay1

1,66
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1
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Proliferasyon Indeksi (PI)

1,5 T T T
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Sekil 4.5. Loratadinin test edilen dozlar1 ile PI ve MI arasindaki iliskiyi gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsay1
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1,6
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Proliferasyon Indeksi (PI)
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Niikleer Béliinme indeksi (NBI)

(*P<0.05)

Sekil 4.6. Loratadinin test edilen dozlar1 ile PI ve NBI arasindaki iliskiyi gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsay1

4.3. Loratadinin Kromozom Anormalligi, Kardes Kromatid Degisimi ve
Mikroniikleus Olusumu Uzerindeki Etkileri

4.3.1. Loratadinin Kromozom Anormalliklerinin (KA) Olusumu Uzerindeki
Etkileri

5, 15 ve 25 pg/ml konsantrasyonlarindaki LOR’in insan periferal lenfositlerine
48 saat muamelesi sonucu, test edilen tim dozlarda; kromatid kirigi (Sekil 4.7, Sekil
4.8, Sekil 4.9), kromozom kirigr (Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12), fragment (Sekil
4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15), kardes kromatid birlesmesi (Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil
4.18), ve poliploidi (Sekil 4.19) meydana geldigi belirlenmistir (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.8. Kromatid Kirig1 (5 pg/ ml) X1000
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Sekil 4.10. Kromozom Kirig1 (15 pg/ ml) X1000



Sekil 4.11. Kromozom Kirigi (5 pg/ ml) X1000

Sekil 4.12. Kromozom Kirigi (25 pg/ ml) X1000
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Sekil 4.13. Fragment (5 pg/ ml) X1000
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Sekil 4.14. Fragment (15 pg/ ml) X1000




Sekil 4.16. Kardes Kromatid Birlesimi (KKB) (5 pg/ ml) X1000
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Sekil 4.18. Kardes Kromatid Birlesimi (KKB) (25 pg/ ml) X1000
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Sekil 4.19. Poliploidi (25 pg/ ml) X1000

LOR’in test edilen tim dozlarinda, toplam KA ile KA ve AHO yuzdeleri
bakimindan artiglar gériilmesine ragmen (Cizelge 4.1), bu artislarin doza bagli olmadigi
belirlenmistir (Sekil 4.20, Sekil 4.21). Bu nedenle LOR dozlan ile KA ve AHO

degerleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli korelasyon olmadigi bulunmustur.

— 14 4
3
= 13,75
= 13,5
E 1325 *
2
<Y 13 y =-0,05x + 13,917
g 12,75 r=0,56*
S 12,5
E 1225 .
Y, 12
0 5 10 15 20 25
Konsantrasyon (ug/ml)
(*P<0.05)

Sekil 4.20. Loratadinin test edilen dozlar1 ile KA arasindaki iligkiyi gosteren regresyon
dogrusu ve korelasyon katsay1



= 13,5
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E
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ot 6 12,5
5T
= 12
m ~—
g 11,5
S
=
< 11
(*P<0.05)

Sekil 4.21. Loratadinin test edilen dozlar1 ile AHO arasindaki iligkiyi gosteren
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L 2
¢ y = -0,0375x + 12,896
r=0,42*
L 2
5 10 15 20 25

Konsantrasyon (ug/ml)

regresyon dogrusu ve korelasyon katsay1

LOR’ in 48 saatlik uygulamalarda, toplam KA ile KA ve AHO yuzdeleri
bakimindan en yliksek ve pozitif kontrole en yakin degerler 15 pg/ml dozda
bulunmustur. Fakat tiim dozlarda bu artiglar istatistiksel anlamda negatif kontrol

gruplarindan farkli bulunmamaistir. Ayrica uygulanan tiim dozlarda gézlenen bu artiglar

pozitif kontrol kadar etkili olmamistir (p<<0.05) (Cizelge 4.1).
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4.3.2. Loratadinin Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Olusumu Uzerindeki
Etkileri

LOR’in 5, 15 ve 25 pg/ml’lik konsantrasyonlarinin insan periferal lenfositlerine
48 saatlik muamelesi sonucu, doz artisina bagl olarak KKD oranmnin anlamli dlgiide
arttigit ve LOR dozlan ile KKD degerleri arasinda istatistiksel olarak onemli bir

korelasyon oldugu bulunmustur (Sekil 4.22).

130
125
120
115
110

105

100 y=1,8625x+ 82,063

r=0,99*
95

90

Kardes Kromatit Degisimi (KIKD)

85

0] 5 10 15 20 25

Konsantrasyon (ug/ml)

(*P<0.05)

Sekil 4.22. Loratadinin test edilen dozlari ile KKD arasindaki iliskiyi gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsay1

LOR uygulamasma bagli olarak ikinci mitoz sathasinda metafaz
kromozomlarinda goézlenen KKD’ler Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil
4.27, Sekil 4.28” de gosterilmistir.

LOR’in 5, 15 ve 25 pg/ml’lik konsantrasyonlarini doz artigina bagl olarak KKD
frekansin1 artirmasina ragmen, LOR’in test edilen en diisiik dozu olan 5 pg/ml’lik
konsantrasyonda ortaya ¢ikan KKD frekansinin negatif kontrole gore diisiik oldugu
bulunmustur. LOR’in 15 ve 25 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda ise negatif kontrole gore
yiiksek KKD degerleri saptanmigtir. Fakat KKD frekansindaki bu artislar negatif
kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamda farklilik géstermemistir. Ayrica bu
dozlarda KKD degerlerindeki bu artislar istatistiksel olarak pozitif kontrole gére dnemli
derecede diisiik bulunmustur (P<0.05) (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.23. 5 pg/ml konsantrasyondaki ikinci mitoz boéltinmeyi geciren hiicrelerin
metafaz kromozomlarinda goriilen KKD’ler (X1000)

Sekil 4.24. 5 pg/ml konsantrasyondaki ikinci mitoz bolinmeyi geciren hucrelerin
metafaz kromozomlarinda goriilen KKD’ler (X1000)



Sekil 4.25. 15 pg/ml konsantrasyondaki ikinci mitoz bolinmeyi geciren hicrelerin
metafaz kromozomlarinda goriilen KKD’ler (X1000)

Y & ’ K

‘.\‘ ,s -
0‘ - w e

® -
” 10 um

Sekil 4.26. 15 pg/ml konsantrasyondaki ikinci mitoz bolinmeyi gegiren hicrelerin
metafaz kromozomlarinda gériilen KKD’ler (X1000)
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Sekil 4.27. 25 pg/ml konsantrasyondaki ikinci mitoz bolinmeyi geciren htcrelerin
metafaz kromozomlarinda goriilen KKD’ler (X1000)

10 ym

Sekil 4.28. 25 pg/ml konsantrasyondaki ikinci mitoz bolinmeyi gegiren hicrelerin
metafaz kromozomlarinda goriilen KKD’ler (X1000)
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4.3.3. Loratadinin Mikroniikleus (MN) Olusumu Uzerindeki Etkileri

LOR’in 5, 15 ve 25 pg/ml konsantrasyonlarinin insan periferal lenfositlerine 48
saatlik muameleleri sonucu LOR’in, doz artisina bagli olarak MN olusumunu anlaml
Olctde uyardigi ve LOR dozlari ile MN degerleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir

korelasyon oldugu bulunmustur (Sekil 4.29).

2,5
2
= 2
=
S 15 y =0,0825x - 0,0042
e r=0,91*
>
(5]
x 1
= N
o
< *
= 0,5
=
0
0 5 10 15 20 25
Konsantrasyon (pg/ml)
(*P<0.05)

Sekil 4.29. Loratadinin test edilen dozlari ile % MN arasindaki iligkiyi gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsay1

LOR’in insan periferal lenfositlerine 48 saat muamelesi sonucu olusan
MNBN’ler Sekil 4.30, Sekil 4.31, Sekil 4.32° de gdsterilmistir.

MN bulunduran BN (MNBN) hiicrelerin sayis1 ve ylizdesi, LOR dozunun
artisina bagl olarak artmasina ragmen, negatif kontrol ile karsilastirildiginda bu artiglar
istitistiksel anlamda 6nemli bulunmamaistir (P<0.05). Ayrica LOR’in 5 ve 15 pg/ml’lik
konsantrasyonlarinin uygulamasi sonucu elde edilen degerler pozitif kontroller kadar
etkili olmadigi halde, LOR’in test edilen en yiiksek dozu olan 25 pg/ml’lik
konsantrasyonda ortaya ¢ikan MN frekansi pozitif kontrol ile kiyaslandiginda aralarinda
istatistiksel olarak 6nemli farklilik bulunmamistir (p<0.05) (Cizelge 4.3). Bu nedenle
test edilen en yiiksek dozda LOR’in zayif genotoksik bir profil sergiledigi sdylenilebilir.
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1
Oum 10 ym

Sekil 4.30. Bir mikroniikleus (a) ve iki mikronikleus (b) iceren binikleat hucre (5
pg/ml) X400

10 ym 10 pm

Sekil 4.31. Bir mikronukleus (a) ve iki mikronikleus (b) iceren bintkleat hicre (15
pg/ml) X400

10 um
10 pm Op

Sekil 4.32. Bir mikrontkleus (a) ve iki mikrontkleus (b) igeren bintkleat hiicre (25
pg/ml) X400
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4.4. Loratadin Dozlarina Bagh Olarak KKD, KA ve MN Arasindaki Iliski

Insan periferal lenfositlerine 48 saat boyunca uygulanan LOR’in doz artisina
bagli olarak MN ve KKD frekanslarin1 anlamli 6lgiide artirdigi saptanirken, KA
frekansinda doza bagl artig goriilmemistir. Bu nedenle MN ve KKD degerleri arasinda
kismen paralel bir iliski bulunurken (Sekil 4.33), KA ile MN ve KA ile KKD degerleri
arasinda daha zayif iliskiler tespit edilmistir (Sekil 4.34, Sekil 4.35). KA frekansindaki
artiglar doza bagli olmadig: i¢in, KA ile KKD ve KA ile MN degerleri arasinda

istatistiksel olarak ¢cok 6nemli korelasyon olmadig1 saptanmistir.

- 140

g

% 130

£

Z 120

=11l

=

= 110

= y=18,36x+ 87,34

§ 100 r=0,88*

E

< 90 .

4

&0
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Mikroniikleus (MN)

(*P<0.05)

Sekil 4.33. Loratadinin test edilen dozlari ile % MN ve KKD arasindaki iligkiyi
gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayi



69

A)
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12,8 y =-0,830x + 14,19
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K

=
[

EKromozom Anormallikleri (F

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Mikroniikleus (MN)
(*P<0.05)

Sekil 4.34. Loratadinin test edilen dozlar1 ile % MN ve % KA arasindaki iliskiyi
gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayi
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12 12,5 13 13,5 14 14,5

Kromozom Anormallikleri (IKKA)

(*P<0.05)

Sekil 4.35. Loratadinin test edilen dozlar1 ile KA ve KKD arasindaki iliskiyi gosteren
regresyon dogrusu ve korelasyon katsay1
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada, alerjik semptomlarin tedavisinde siklikla kullanilan loratadinin
(LOR) in vitro sitotoksik ve genotoksik etkileri incelenmistir. LOR’in
genotoksisitesinin belirlenmesi amaciyla, saglikli bireylerden alinan periferal kan
lenfositlerine in vitro KA, KKD ve MN testleri uygulanmistir. Sitotoksisiteyi belirlemek
icin LOR’in PI, MI ve NBI zerine etkileri ve bu parametrelerin birbirleri ile olan
iliskileri arastirilmistir.

MI, hiicre siklusunda metafazdaki hiicre yiizdesini vermektedir. Azalmis MI,
hicre siklusu ilerlemesinde inhibisyonu ve/veya proliferatif kapasitedeki kaybi
gostermektedir (Gokalp Muranli, 2006). Mitotik indeksteki diisme, hiicre dongiisiiniin
G2 fazimin engellenmesi sebebiyle hiicrenin mitoza gecememesinden kaynaklanabilir.
Diger bir olasilik da ATP seviyesinin diigmesi ve enerji iiretim merkezinin zorlanmasi
olabilir. Maddelerin antimitotik  aktivitesi, hiicre  dongisine  06zgl
proteinlerin/enzimlerin inhibisyonu ile DNA sentezinin inhibisyonu veya ig ipliklerinin
olusum, toplanma veya oryantasyonun inhibisyonundan da kaynakli olabilir
(Yiizbasioglu ve ark., 2006).

Pl ve NBI ortalama degerleri hiicre siklusu kinetiginin 6l¢iilmesini saglamakta
ve bu 6l¢iimler belli kimyasal veya fiziksel ajanlarin sitotoksik etkileri hakkinda 6nemli
verileri yansitmaktadir. Bu indekslerdeki anlamli azalma, yeni bir DNA replikasyonu
baslamadan 6nce indiiklenen genotoksik hasari onarmak iizere onarim sistemlerine izin
veren hicre siklusu gecikmesini gostermektedir (Laffon ve ark., 2001; Gokalp Muranli,
2006). NBI sitostatik etkinin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir ve NBI’ndeki
anlamli azalma, yeni bir DNA replikasyon strecinden once indiklenen genotoksik
hasarin onarilmasi i¢in onarim sistemlerine izin veren hiicre siklusu gecikmesini
gostermektedir (Laffon ve ark., 2001; Eke, 2007). Hiicre boliinme kinetigini ifade eden
bir parametre olan PI, test edilen bilesigin sitotoksisitesini analiz etmek Uzere 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).

LOR’in sitotoksisitesi ile ilgili yapilan bazi c¢alismalarla bu ilacin ¢esitli
mekanizmalar1 degistirerek antitimor etki gosterdigi belirtilmistir (Chen ve ark., 2006).
Terfenadin (1-20 uM) ve LOR (10-50 uM)’in doza bagli olarak insan primer neoplastik

mast hureleri ve insan mast hiicre serisi HMC-1’de in vitro biliyiimeyi baskiladigi ve
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apoptozisi indiikledigi belirtilmistir (Hadzijusufovic ve ark., 2010). insan kolon kanseri
HT?29 hiicre serisine ait hiicreler radyasyon verilmeden dnce ve sonra farkli zamanlarda
LOR’in farkli dozlar1 ile muamele edilmistir. LOR’in ile 6n muamele edilen hiicrelerde
radyasyonun indiikledigi sitotoksisitenin daha c¢ok arttig1 bildirilmistir. Radyasyonla
uyarilmada oldugu gibi LOR’in de G2/M fazin1 alikoydugunu ve G2/M kontrol noktasi
ile uyumlu Serin/treonin-protein kinazi (Chk1) ve siklin B nin ekspresyonunu azalttigini
ve bdylece bu hicrelerin in vitro biiyiimesini engelledigini belirtilmistir. Radyasyonla
indiiklenen hasarin artigina ek olarak LOR ile muamele edilen hiicrelerde de belirgin bir
DNA hasari tespit edilmistir (Soule ve ark., 2010). Bu c¢alismalar LOR’in kemoterapik
potansiyeline sahip oldugunu ve kanser tedavisinde rasyasyon duyarliligini modifiye
eden bir ajan oldugunu gostermektedir. Bizim ¢alismamizda da test edilen tiim dozlarda
LOR’in PI ve NBI’deki azalmalara bagli olarak zayif sitotoksik etki gdstermesi, yiiksek
dozlarda MI’de istatistiksel olarak Onemli diisiisler meydana getirmesi ve doz
belirlemek i¢in yaptigimiz 6n ¢aligmada 50 pg/ml konsantrasyondan sonra hig béltnen
hicreye rastlanmamasi bakimindan bu ¢alismalarin  sonuglar1 ile paralellik
gostermektedir. Daha 6nceki ¢aligmalar ile uyumlu olarak bizim elde ettigimiz sonuglar
da, LOR’in bazi insan hiicreleri lizerinde boliinmeyi inhibe eden bir potansiyele sahip
olabilecegi fikrini desteklemektedir.

Hiicre siklusu, ¢ogalmak (prolifere olmak) iizere uyarilmis bir hiicrede
gerceklesen ve bir dizi gecici biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin
goriildiigii bir siiregtir. Bir siklusa giren hiicre, morfolojik ve genetik olarak birbirine
tipa tip benzeyen iki hiicre olusumuyla dongiliyli tamamlar. Hiicre proliferasyonu hiicre
siklusu i¢inde yer alan bazi kontrol noktalar1 (check-points) tarafindan diizenli olarak
kontrol edilir. Bu kontrol noktalarinda varsa genetik defektler diizeltilir ve hicrenin
siklusa devam edip etmeyecegi karar1 verilir. Hiicre siklusunda, onkogenler ve timor
baskilayic1 genler (p53 ve Rb) olarak bilinen iki tip gen grubunun rolii vardir.
Onkogenler, kanser gelisimini dogrudan ve dolayli olarak etkileyen gen grubudur.
TUmor baskilayict genler ise kanser gelisimini baskilayan genlerdir. Normal bir hiicrede
DNA hasar1 oldugunda, p53 diizeyi artar ve hiicre siklusunu G1 fazinda inhibe ederek
DNA onarimu i¢in hiicreye zaman kazandirir. Genel olarak, hiicreler bir boliinme sinyali
almadiklar siirece hiicre siklusunun aktif (G1, G2, S ve M) fazlarina girmezler. Bu
dinlenme periodlari, siklin bagimli kinazlarin ve tiimor baskilayict proteinlerin

aktivitelerinin azalmasiyla gerceklesir. Radyasyon veya degisik mutajenlerle muamele
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edilen hicrelerde DNA'da meydana gelen hasara gore hiicre siklusu kontrol noktalari
Gl’den S fazmma veya G2’den mitoza gecisi engeller. DNA’s1 replike olmamis
hiicrelerde mitoza giris kinaz komplekslerinin inaktivasyonu ile engellenir. Taninan bu
stirede DNA hasar tamir edilemiyorsa hiicre apoptozise gider (Vermeulen ve ark., 2003;
Maddika ve ark., 2007; Cabadak, 2008; Foster, 2008). Baz1 kanser tiplerine ait hiicreler
tizerinde yapilan galismalarda LOR’in, Serin/treonin-protein kinazi (Chk1) ve siklin
B’nin ekspresyonunu azaltarak hiicre déngusini G2/M fazinda alikoymasi, hiicrelerin
in vitro blyumesini baskilamasi, apoptozisi indiiklemesi ve benzer sekilde bizim
calismamizda da periferal lenfositlerde LOR’in sitotoksik etki gostermesi ve 50 pg/ml
ile daha yuksek konsantrasyonlarda proliferasyonu tamamen inhibe etmesi, bu ilacin
hiicre dongiisii kontrol noktalarini denetleyen genler ve bu genlerin tirlinleri Uzerindeki
etkileri ile ilgili daha detayli g¢alismalarin yapilmasi gerekliligini agik¢a ortaya
koymaktadir. Ciinkii LOR’in hiicre siklusunu kontrol eden genlerde mutasyona yol
acmadan sadece ekspresyonu degistirerek proliferasyonu engelledigi tespit edilirse, bu
ilacin antihistaminik olarak kullaniminin yani sira uygun doz ve muamele sureleri
belirlenerek kanser tedavisinde antineoplastik bir ilag olarak kullanimi da diistiniilebilir.

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 gostergesi olup, bu
durum baz1 genetik hastaliklar1 ve kanser riskini artirmaktadir (Anderson, 1988; Savage,
1993; Norppa ve ark., 2006).

MN testi genotoksisite ve kanserojenitenin belirlenmesinde kullanilan
sitogenetik metodlardan biridir. MN’ler asentrik kromozom ya da anafazda geri kalarak
mitoz sirasinda kutuplara gidemeyen kromozom bulunduran hiicrelerin béliinmesi
sirasinda olusurlar. Telofazda, geri kalan kromozomlar ve asentrik kromozomlarin
etrafinda niikleer bir zar olusur ve bu yapi1 hiicrenin ana ¢ekirdeginden daha kiiciik bir
cekirdekgik olarak gorulebilir. (Fenech ve Morley, 1985; Fenech 2000). MN olusumuna
neden olabilen kromozom kaybi ya da kromozomlarin ayrilamamasi kanser ve
yaslanmada g6zlenen 6nemli olaylardan biridir. MN testi ile hem klastojenik hem de
andjenik etkiler belirlenebilmesi ve bu hasarlarin uygun ve guvenilir 6lcimini
saglamaktadir. Ayrica, insan mikroniikleus projesi bulgulari, MN ile kanser arasindaki
iliskiyi agikca desteklemistir (Kirsch-Volders ve ark., 1997; Fenech ve ark., 1999;
Norppa ve Falck, 2003; Yavuz Kocaman, 2007).



73

Genotoksik riski belirlemede kullanilan diger yontemlerden biri de, tek bir
kromozomun iki kromatidi arasinda gergeklesen karsilikli degisimleri gosteren KKD
testidir (Tucker ve ark., 1993; Yavuz Kocaman, 2007). KKD tam DNA c¢iftsarmali
degis - tokusunu izleyen her iki DNA ipliginin kirilmasini i¢erdiginden dolayr KKD,
DNA kirilmasinin sitolojik gostergesidir (Natarajan ve Obe, 1982; Gokalp Muranli,
2006). Mutajen ve kanserojen oldugu bilinen maddelere maruz kalan insan ve
hayvanlarin hiicrelerinde KKD frekansinin arttigt bulunmustur. Ayrica, tek-gen
mutasyonlarinin artisi ile KKD frekansi arasinda lineer bir iligki oldugu da saptanmustir.
Benzer bir iligkinin KKD’nin artisiyla in vivo tiimoérlerin olusumu arasinda da oldugu
bildirilmistir (Cheng ve ark, 1981; Albertini ve ark., 2000; Yavuz Kocaman, 2007).
KA’nin aksine KKD tek basina genotoksik riski belirlemede yetersiz olmasina ragmen
KKD’nin deneysel ¢alismalarda indikator test olarak insanlarda genotoksik etkileri
gostermede uygun bir yontem olarak kullanilmasina devam edilmektedir (Norppa ve
ark., 2006; Yavuz Kocaman, 2007). Pek c¢ok sitogenetik ¢alismada hem KA, hem de
KKD’lere bakilmasi, o maddenin etkinliginin anlagilmasi agisindan 6nemlidir
(Natarajan ve Obe, 1982; Gokalp Muranli, 2006).

LOR’in genotoksisite ve karsinojenite bilgilerini igeren ¢ok fazla sayida ¢alisma
bulunmamaktadir. Genotoksisite ¢alismalart ¢ogunlukla ilag piyasaya siiriiliirken
yapilan arastirmalarla sinirli kalmis olup, literatiirde de yaymlanmamis bu raporlar
refere edilmektedir (http://www.toxnet.nim.nih.gov, 07.06.2012;
http://www.fda.gov/ohrms/dockets/ac/01/briefing/3737b_12_label-claritin.pdf,
07.06.2012). Bu raporlarda LOR’in Ames testi, ratlarda UDS testi, insan periferal
lenfositlerinde in vitro KA testi ve farelerde in vivo MN testleri ile yapilan ¢aligmalarda
negatif sonuglarin elde edildigi vurgulanmistir. Fakat bu g¢alismalarin dozlarina ait
herhangi bir bilgi verilmemistir. Cin hamster hiicrelerinde yapilan gen mutasyonu
testinde negatif sonuca ulasilirken, ilag fare lenfoma testinde 10 pM dozun pozitif sonug
verdigi belirtilmistir. Goriildiigii gibi LOR sadece fare lenfoma testinde pozitif sonug
vermis, yapilan diger testlerin hepsinde negatif sonuclar elde edilmistir. Negatif sonug
veren bu testlerin sonuglari bizim calismamizda elde ettigimiz bulgularla uyumlu
gorinmektedir. Rat ve farelerde karaciger tlimorlerinde yapilan uzun donem
karsinojenite ¢alismalarda ise giinde kg basma 10, 25 ve 40 mg dozlar kullanilmis ve

ilacin karsinojenik etkisinin oldugu sonucuna varilmistir. Buna ragmen disi farelerdeki
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karsinojenite testinde 40 mg olarak uygulanan dozda negatif etkinin oldugu sonucuna
ulagilmistir (http://www.toxnet.nlm.nih.gov).

LOR’in genotoksisite ve karsinojenitesi ile 1ilgili ¢ok fazla c¢alisma
bulunmadigindan, c¢alisma sonuglarimiz feksofenadin, siproheptadin, mizolastin,
terfenadin, ebastin, astemizol ve LOR’in de iginde yer aldigi gibi piperidin grubu
antihistaminiklerin genotoksisite sonuglariyla da karsilastirilacaktir.

Feksofenadinin Ames testi, Cin hamster hiicrelerinde gen mutasyonlari testi, rat
lenfositlerinde in vitro KA testi ve farelerde in vivo MN testi sonuglarmin negatif
oldugu wvurgulanmistir. Rat ve farelerde yapilan uzun donem karsinojenite
calismalarinda da aymi sekilde negatif sonuclar elde edilmistir (Physicians’ Desk
Reference, 2005). Feksofenadinin in vitro sitotoksik ve genotoksik etkisinin KA ve MN
yontemleriyle arastirildig: bir calisma, 50, 100 ve 150 pg/ml’ lik konsantrasyonlara 24
ve 48 saatlik siireyle maruz birakilan insan periferal lenfosit hiicrelerinde
feksofenadinin genotoksik etki gostermedigi, fakat doz artisina bagli olarak sitotoksik
etki gosterdigini ortaya ¢ikarmistir (Bor¢ek Kasurka ve ark., 2011). Bu sonuglara benzer
olarak bizim g¢alismamizda da LOR genotoksik etki gostermezken, Pl ve NBI’e ait
degerler hafifce azaldigindan ve ozellikle yiiksek dozlarda MI degerleri istatistiksel
olarak anlamli Olglide diistiiglinden, LOR’in sitotoksik potansiyelinin olabilecegini
diistindiirmektedir.

Siproheptadinin  Ames testinde negatif sonu¢ verdigi bildirilmistir. Fakat
kullanilan doz ile ilgili herhangi bir bilgi verilmemistir. Cin hamster V79 hiicrelerinde
in vitro MN testi uygulanmig ve 30 pg/ml konsantrasyonda negatif sonug¢ verdigi
vurgulanmistir (Snyder, 1998). Insan periferal lenfositlerinde genotoksisite ile ilgili
yapilan in vitro KA testinde ise 0.2 mM konsantrasyon kullanilmis ve negatif sonuglar
elde edildigi belirtilmistir (Hite ve ark., 1977; Snyder, 1998). Bizim g¢alismamizda
LOR’in genotoksik etki gostermemesi, bu ¢alismalarin bizim ¢alismamizla benzer bir
sonug ortaya ¢ikardigini gostermektedir.

Mizolastin’e dair genotoksikoloji ¢alismalari sadece Ames testine dayanmakta
olup 5,000 pg dozda sonuglarin negatif oldugu bildirilmistir (lwase ve ark., 1998;
http://www.toxnet.nlm.nih.gov). Yapilan bu calismada bizim calismamiza gore farkli
bir metot kullanilmasina ragmen, bu calisma sonucunda LOR’in mutajenik etkisinin

goriilmemesi bizim ¢alismamizla benzer bir sonug ortaya ¢ikarmistir.
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Terfenadinin genotoksisitesi ile ilgili yapilan Ames testinde 1 pg dozda, Cin
hamster V79 hucrelerinde in vitro MN testinde 10 pg/ml dozda (Snyder, 1998) ve
farede in vivo MN testinde 2 mg/kg/glin dozda sonuglarin negatif oldugu belirtilmistir
(Gibson ve ark., 1982; http://www.toxnet.nlm.nih.gov). Rat ve farelerde yapilan
karsinojenite calismalarina bakildiginda ise 150 mg/kg/giin dozda siipheli sonuglarin
elde edildigi bildirilmistir (Gibson ve ark., 1982; http://www.toxnet.nlm.nih.gov). Bu
calismanin sonuglarina gore, ¢alismamizda LOR’in kullanilan en yiksek dozdaki hafif
artis disinda MN frekansini artirmamasi bu ¢alisma ile benzer bir sonug elde edildigini
gOstermektedir.

Ebastinin Ames testi, Cin hamster hiicrelerinde gen mutasyonlari testi, insan
periferal lenfositlerinde in vitro KA testi, farelerde in vivo MN testi ve fare ile ratlar
kullanilarak  yapilan  karsinejenite  c¢alismalarinda negatif sonuglar  verdigi
vurgulanmigtir. Fakat bu testlere ait doz bilgileri verilmemistir (Snyder, 1998). Bu
sonuclara benzer olarak bizim ¢alismamizda da LOR’in genotoksik etki gostermemesi
yoniinden uyumlu sonuglar elde edilmistir.

Astemizol Ames testi ile dominant ve resesif letal mutasyon testlerinde negatif
sonuclar verirken, ratlarda in vivo MN testinde siipheli sonu¢ vermistir ve bu testlerle
ilgili kayithh doz bilgisi bulunmamaktadir (Mavournin ve ark., 1990; NCI/NTP
Carcinogenesis Technical Report Series, 1999; http://www.fda.gov.cder). Insan
periferal lenfositlerinde in vitro KKD testinde 10 uM doz uygulanmis ve siipheli
sonuglar elde edilmistir (Tucker ve ark., 1993; http://www.fda.gov.cder). Fakat bizim
calismamizda uygulanan tiim LOR dozlarinda KKD frekansinda istatistiksel anlamda
onemli artiglar tespit edilmemistir. Fare ve ratlarla yapilan uzun donem karsinojenite
testlerinde sirastyla 400 ppm ve 800 ppm dozlar1 kullanilmis ve sonuglara gore bu ilacin
karsinojenik olmadigi belirtilmistir (http://www.fda.gov.cder). Ayrica fare ve ratlarla
yapilan farkli bir karsinojenite testinde ise giinde kg basina 80 mg doz uygulanmis ve
ayni sekilde karsinojenik etkinin bulunmadigr goriilmiistir (Benze ve ark., 1995;
http://www.toxnet.nlm.nih.gov).

Goriildigi gibi piperedin grubu antihistaminiklerle yapilan g¢alismalarin pek
cogunda, calisilan antihistaminikler genotoksisite bakimindan negatif sonuglar
vermistir. Bizim ¢alismamizda da LOR’in KKD, KA ve MN {zerindeki etkileri
incelendiginde, negatif kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar

bulunamamis ve pekcok caligmanin sonuglarina benzer sekilde negatif bir sonug elde
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edilmistir. Baz1 antihistaminiklerin nispeten zayif genotoksik profil sergiledikleri ve bu
durumun ilgili galismalar1 daha zor hale getirdigi ifade edilmistir (Snyder, 1998). Bizim
calismamizda da LOR’in test edilen en yliksek dozunda MN frekansindaki artis zayif
bir genotoksik etki olarak diisliniilebilir ve daha detayli ¢aligmalarin yapilmasin

gerektirebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ilag etkilesimlerini ve istenmeyen yan etkileri en aza indirmek, tedavi icin
belirlenecek doz-maruziyet iliskisini saglam temellere dayandirmak ve genetik
materyalde hasara neden olmayacak yeni ilaglarin gelistirilebilmesi amaciyla, yeni
hedeflerin saptanmasi ve yeni mekanizmalarin belirlenmesi gerekmektedir. Ciinkii tamir
edilemeyen DNA hasar1 ve bu hasarda rol alan kilit molekiillerde ve yollardaki
bozukluklar; doku hasari, yaslanma, kanser, infertilite ve cesitli hastaliklara yol
acmaktadir. Bu nedenle akademik ve biyoteknolojik kuruluslar, ilag endiistrisi ve saglik
hizmeti sunan kurumlar isbirligi i¢cinde calisarak, yeni ilaglarin piyasaya siiriilmeden
once Ozellikle DNA molekiiliinde hasar meydana getirip getirmedigi uygun testlerle
mutlaka degerlendirilmeli ve ilacin genotoksisite bakimindan gilivenirligi test
edilmelidir. Tiim diinyada kullanim1 gittikge yayginlasan ve insan saglig1 agisindan risk
olusturup olusturmadigi heniiz belli olmayan pek¢ok ila¢ etken maddesinin
kullanimlarinin kontrol altina alinmasi ve gerekli siirlandirmalarin yapilmasi, kanser
vakalarinin 6nlenmesi ve insan sagligi i¢in biiyiik 6neme sahip olacaktir.

Kullanimlar1 giderek artan ilag gruplarindan olan antihistaminik ilaglardan
bazilar1 piyasaya sunulduktan sonra istenmeyen ciddi etkileri nedeniyle piyasadan
cekilmistir. Bu nedenle yeni ilag gruplarinin etkinlik ve giivenilirlik acisindan titizlikle
degerlendirilmesi gerekmektedir. Antihistaminik ilaglarin neden oldugu c¢esitli yan
etkiler arasinda, sitotoksik, genotoksik ve kanserojenik etkilerinin degerlendirilmesi
gerekliligi goz ardi edilmemelidir ve bu ilaglarin satisa sunulmasi ig¢in gerekli onay
alinmadan 6nce uygun genotoksisite ve karsinojenite ¢aligmalarinin yapilmasi zorunlu
kilinmalidir.

Calismamiz, alerji tedavisinde siklikla recete edilen Loratadin (LOR)
antihistaminiginin test edilen dozlarda genotoksik etkiye sahip olmadigini, ancak
yiiksek dozlarda MTI’i istatistiksel acidan anlamli derecede diislirmesi ve doz artisina
bagl olarak PI ile NBI'i azaltmasindan kaynaklanan zayif sitositatik potansiyelinden
dolayr LOR’in in vitro kosullarda sitotoksik olabilecegi gostermektedir. Daha 6nceden
yapilan calismalarda LOR’in bazi tiimor hiicrelerinde hiicre boliinmesi iizerinde
inhibitor etkisinin bulundugunun gosterilmesi bu diisiincemizi desteklemektedir. Sadece
calismamizin sonuglarmma dayanarak LOR’in dogrudan sitotoksik ve genotoksik
etkilerinin olmadigin1 séylemek yetersizdir. Ciinkii LOR’in doza bagl olarak artan

sitotoksik etkisi, genotoksik ve dolayli olarak karsinojenik etki icin potansiyel bir zemin
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hazirlamaktadir. Ciinkii kronik alerji durumlarinda uzun sire ilagla tedavi goren
hastalarda sikayetlerinin artmasi durumunda bazen ila¢ dozunun artirilmasi
gerekmektedir. Bu nedenle doz artis1 ve ilaca maruz kalinan siirenin uzamasi
beraberinde, insanlarda antihistaminiklerin risk oraninin da gozden gegirilmesi
gerekliligini ortaya c¢ikarmaktadir. Ciinkii ilaclar, tedavi amaciyla kullanilirken doz
artis1 ve maruziyet siiresine bagl olarak genotoksik hasarlara da yol agabilirler. Ayrica
cesitli tiimor hiicreleri iizerinde bilinen sitotoksik etkisinden dolayr LOR’in, dogrudan
timor gelisimini durdurmasa bile bolinmeyi engellemesi 6zelliginden dolayi, uygun
doz ve muamele siirelerinde antitlimoral olarak kullanimi ile ilgili daha detayli
calismalar yapilmasinin faydali olacagi diisiincesindeyiz.

Sonu¢ olarak LOR’in sitotoksisite, genotoksisitesi ve karsinojenitesi hakkinda
kesin yargiya varmak igin ¢esitli hiicreler iizerinde daha detayli in vitro ve in vivo
sitogenetik c¢alismalarin yapilmasi; bu ilacin hiicre boliinmesi Uzerindeki etkileri,
sitotoksik, genotoksik ve apoptotik etkileri arasindaki iliskinin belirlenmesini ve bu
ilacin kullanimu ile ilgili yeni diizenlenmelerin yapilabilmesi bakimindan daha ¢ok bilgi

sahibi olmamiz1 saglayacaktir.
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