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DOKSİSİKLİNİN İNSAN PERİFERAL LENFOSİTLERİNDE IN VITRO 

GENOTOKSİK ETKİLERİ 

 

 

ÖZ 

 

Bu çalışmada, antimikrobiyal ve antiinflamatuvar etkiye sahip ve pek çok 

enfeksiyonun tedavisinde yaygın olarak kullanılan doksisiklin (DOX) etken maddesinin 

insan periferal lenfosit hücrelerindeki in vitro genotoksik etkileri, kromozom 

anormalliği (KA) ve mikronükleus (MN) testleri kullanılarak araştırılmıştır. Ayrıca test 

maddesinin hücre bölünmesi üzerindeki sitotoksik etkisini belirlemek için, mitotik 

indeks (MI) ve nükleer bölünme indeksi (NBI) hesaplanmıştır. Hücre kültürleri DOX’in 

2, 4 ve 6 µg/ml’lik konsantrasyonlara 48 saatlik süreyle maruz bırakılmıştır. 

DOX’in kullanılan tüm dozlarının doz artışına bağlı olarak negatif kontrole göre 

MI’i istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde düşürdüğü belirlenmiştir. Ayrıca DOX, iki 

yüksek doz olan 4 ve 6 µg/ml’ lik konsantrasyonlarda doz artışına bağlı olarak negatif 

kontrolle karşılaştırıldığında NBI’ni de istatistiksel olarak önemli derecede 

düşürmüştür. Fakat DOX’in test edilen tüm konsantrasyonlarında KA ve MN 

oluşumunda ortaya çıkan artışların negatif kontrole göre istatiksel açıdan önemli 

olmamıştır. Bu çalışmanın sonuçları DOX’in insan periferal lenfositleri üzerine 

genotoksik etki göstermediğini fakat doz artışına bağlı olarak sitotoksik etki 

gösterdiğini ortaya çıkarmıştır. 

 

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

mikronükleus 
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IN VITRO GENOTOXIC EFFECTS OF DOXYCYCLINE ON HUMAN 

PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES 

 

ABSTRACT 

 

In this study, in vitro genotoxic effects of doxycycline (DOX), which has 

antimicrobial and antiinflammatory effects, and it has been widely used to treat many 

infections were investigated in peripheral human lymphocytes by using chromosomal 

aberrations (CA) and micronucleus (MN) tests. In addition to these methods, mitotic 

index (MI) and nuclear division index (NDI) were also calculated to determine the 

cytotoxic effect of test substance for cell division. The cell cultures were treated with 2, 

4 and 6 µg/ml concentrations of DOX for 48 hours. 

It was stated that all used concentrations for 48 hours treatments of DOX, 

significantly decreased the MI in a concentration-dependent manner as compared with 

the negative control. Furthermore, DOX also significantly decreased the NDI at the two 

highest concentrations (4 and 6 µg/ml) in a concentration-dependent manner as 

compared with the negative control. However, the increases of CA and MN formation at 

all DOX concentrations tested were not statistically significant as compared with the 

negative control. The results of this study suggest that DOX has a cytotoxic effect in a 

concentration-dependent manner but not genotoxic effect on human peripheral blood 

lymphocyte cultures. 

 

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

 

Enfeksiyonlar tarih boyunca insan hayatını etkileyen ve çoğu zaman insan 

hayatını sonlandıran en önemli etkenlerden biri olmuştur. Bu nedenle enfeksiyon etkeni 

olan mikroorganizmalara karşı etkin bir mücadele yapılması eski çağlardan beri tıbbın 

en önemli amaçlarından biri olmuş, koruyucu ve tedavi edici hekimlikteki ilerlemelere 

rağmen güncelliğini kaybetmemiştir (Baştürk, 2005; Altay, 2008). İnsanlık tarihi 

boyunca toplumlar, tüberküloz, veba, kolera gibi bulaşıcı hastalıklarla mücadele etmiştir 

ve günümüzde de çeşitli enfeksiyon hastalıkları ile bu mücadelesini devam 

ettirmektedir. Tüm dünyada görülen ölümlerin en önemli sebeplerinden biri enfeksiyon 

hastalıkları olmuştur. Dünya Sağlık Örgütü istatistiklerine göre, 2004 yılında dünyada 

her beş ölümden biri enfeksiyöz ya da paraziter sebeplerle oluşmuştur. Afrika’da 

ölümlerin %53’ü, Amerika’da %7’si, Avrupa’da ise %2’si enfeksiyonlarla ilişkilidir 

(Altay, 2008). 

İlk ve orta çağlarda mikroorganizmaların neden oldukları enfeksiyon 

hastalıklarının tedavileri için otlar, ağaç kabukları, baharatlar ve diğer karışımlar 

kullanılmıştır. Bu durum 1908’ de Alman bakteriyolog Paul Ehrlich’in bazı bakteriler 

üzerine kesin olarak zararlı, konak hücreye ise daha az zararlı bazı kimyasal maddeleri 

bilimsel metodlarla araştırıp ortaya koymasına kadar sürmüştür. 1935'te Alman 

farmakolog Dogmagk’ın ilk sülfonamidleri tedaviye sokması ile bu sahada esaslı 

ilerlemeler olmuştur. 19. yüzyılın ortalarında Louis Pasteur’ün bazı 

mikroorganizmaların diğerlerini öldürdüğü şeklindeki gözleminden sonra,  1924 yılında 

ilk defa İskoç bilim adamı Alexander Fleming tarafından Penicillium notatum’dan izole 

edilen penisilinin keşfi antibiyotik çağını başlatmış ve enfeksiyonlarla mücadelede 

bugüne kadar geliştirilecek olan pek çok antibiyotiğe ilham kaynağı olmuştur. Penisilin 

ve sülfonamidlerden sonra özellikle 1930-1960’lı yıllar arasında, başta daha geniş 

spektrumlu penisilinler olmak üzere hızla yeni antibiyotikler geliştirilerek insan ve 

hayvanlarda birçok enfeksiyon başarıyla tedavi edilmeye başlanmıştır. En ufak bir 

enfeksiyondan çok daha ciddi rahatsızlıklara kadar çok geniş bir alanda kullanılan ve 

yaşam karşıtı ilaçları ifade eden antibiyotikler, yarım yüzyılı aşkın bir süredir zararlı 

mikroorganizmaların hayatta kalmalarını önleyerek milyonlarca hayat kurtarmıştır 

(Baştürk, 2005; Sarmah ve ark., 2006; Yalap, 2008; http://antibiyotikler.com, 

25.09.2010).  

http://antibiyotikler.com/
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Antibiyotikler tüm dünyada en sık kullanılan ilaç grubudur. Ülkemizde de tüm 

dünyada olduğu gibi en fazla tüketilen ilaçlar arasında antibiyotikler yer almaktadır. 

Ayrıca, kontrolsüz ve uygunsuz kullanılan ilaçlar içerisinde yine ilk sıralarda 

bulunmaktadır (Bayındır, 2003; Devrim ve ark., 2009). Mikroorganizmalar, yaygın 

antibiyotik kullanımının başlamasından bu yana, antibiyotiklerin seçici etkisi ve 

antibiyotik direnç genlerinin varlığı sayesinde antibiyotikleri tolere etme ve bu 

bileşiklere karşı direnç geliştirme yeteneklerinden sorumlu farklı mekanizmalar 

kazanmışlardır (Cohen ve Tartasky, 1997). Antibiyotik kullanımının her geçen gün 

artmasından dolayı enfeksiyon hastalıkları açısından en önemli sorun olan antibiyotik 

direnci de giderek artmaktadır. Antibiyotiklerin gereksiz ve uygun olmayan kullanımı, 

hastalarda yan etki sıklığında artışa ve antibakteriyel direncin artmasına bağlı olarak 

tedavide başarısızlığına neden olmaktadır ve bu durum sürekli yeni antibiyotik 

çeşitlerinin piyasaya sürülmesine yol açmaktadır (Bartlett ve Froggatt, 1995; Wise ve 

ark., 1998; Durupınar, 2001; Aktürk, 2009; Devrim ve ark., 2009). 

İlaçlar bir hastalığın teşhisini, iyileştirilmesini veya semptomlarının azaltılması 

amacıyla tedavisini veya bir hastalıktan korunmayı mümkün kılan, canlılara değişik 

uygulama yöntemleri ile verilen doğal, yarı sentetik veya sentetik kimyasal 

preparatlardır (WHO, 1969). İnsan sağlığını ve hayat kalitesini artırmak amacıyla 

sürekli yeni etken maddeler içeren yeni ilaçlar üretilmektedir. Yapılan tüm klinik öncesi 

ve klinik testlere rağmen ilâçların insanlarda kullanım emniyeti tam olarak 

belirlenememektedir ve ilaçlar bazen istenmeyen yan etkiler ve sağlık problemleri 

ortaya çıkarmaktadır. Hatta bazı ilaçların DNA moleküllerinde mutasyona yol 

açabildiği ve bu tip mutajenik (mutasyona yol açan) ilaçların çoğunun karsinojenik 

(kansere yol açan) ve teratojenik (doğumsal anomalilere neden olan) potansiyele de 

sahip olduğu belirtilmektedir. Yapılan pek çok çalışma ile bazı ilaçların genotoksik 

etkiye yol açtığı açıkça gösterilmiştir ve bu tip ilaçların listesi her geçen gün 

uzamaktadır (Snyder ve Green, 2001; Saygı, 2003; Vural, 2005; Brambilla ve Mortelli, 

2009). Piyasada bulunan 838 ilacın genotoksisite ve karsinojenitesinin değerlendirildiği 

bir çalışmada, değerlendirilen ilaçların %56,3’ünün (472 ilaç) yapılan çeşitli 

genotoksisite ve karsinojenite testlerinden en az birine pozitif cevap verdiği 

belirtilmiştir (Brambilla ve Martelli, 2009). Bu nedenle yeni ilaç gruplarının etkinlik ve 

güvenlilik açısından titizlikle değerlendirilmesi ve insanlarda emniyetli kullanımı için 

toksisite testleri giderek daha büyük önem kazanmaktadır (Saygı, 2003).  



 3 

Özellikle son yıllarda etki profilleri daha iyi olan yeni antibiyotik sınıfları 

geliştirilmiş olup, pek çoğu çeşitli infeksiyonların tedavisinde kullanılmak üzere onay 

almıştır. Fakat bu ilaçlar pazara sunulduktan kısa süre sonra ciddi ve istenmeyen etkileri 

nedeni ile piyasadan çekilmek zorunda kalmıştır (25.09.2010 http://antibiyotikler.com). 

Yapılan in vivo ve in vitro çalışmalar ile antibiyotik olarak kullanılan bazı ilaçların 

sitotoksik ve genotoksik etkilerinin de olabileceği gösterilmiştir (Snyder ve Green, 

2001; Snyder ve ark., 2006; Brambilla ve Martelli, 2009).  

Doksisiklin birçok hücresel fonksiyonu etkilemesi ve oldukça geniş bir etki 

spektrumuna sahip olması nedeniyle araştırmacılar tarafından birçok alanda 

kullanılmaktadır. Ancak literatürde doksisiklinin insan periferal lenfositleri üzerine 

sitotoksik ve genotoksik etkisi ile ilgili çok fazla çalışma yoktur. Bu nedenle bu 

çalışmadaki amacımız; yaygın bir şekilde kullanılan bir antibiyotik etken maddesi olan 

doksisiklinin, insan lenfosit kültürlerinde in vitro sitotoksik etkisini mitotik indeks, 

nükleer bölünme indeksi parametreleri ile, genotoksik etkisini ise mikronükleus testi ve 

kromozom anormallikleri yöntemleriyle araştırarak, bu ilacın insanda sitotoksik ve 

genotoksik potansiyelinin bulunup bulunmadığını ortaya çıkarabilmektir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Antibiyotikler 

Antibiyotikler, bazı bakteriler ve çoğunlukla mantarlar tarafından üreme 

ortamlarında oluşturulan ve düşük konsantrasyonlarda bile diğer mikroorganizmaların 

üremelerinin engellenmesi ya da bu mikroorganizmaların öldürülmesi amacıyla 

kullanılan kemoterapötik ajanlardır. Uzun yıllardır enfeksiyonların tedavisinde 

kullanılan antibiyotikler, bugün için en önemli ilaç grubunu oluşturmaktadır. Daha 

önceden sadece mikroorganizmalar tarafından üretilebilen antibiyotiklerin çoğu 

günümüzde sentetik ya da semisentetik yollarla da elde edilebilmektedir (Chrintensen, 

1998; Bilgehan, 1994; Erdem 2004; Yalap, 2008; Aktürk, 2009). Enfeksiyonun tedavi 

edilmesi, enfeksiyon periyodunun kısaltılması, enfeksiyonun anatomik boşluklara 

yayılımının ve sistemik bulguların ortaya çıkmasının önlenmesi açısından 

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

 

2.1.1. Antibiyotiklerin Etki Güçlerine Göre Sınıflandırılmaları 

Antibiyotikler, mikroorganizmalar üzerindeki etki derecelerine göre iki gruba 

ayrılırlar (Kayaalp, 1991; Akkan,1997; Aktürk, 2009). 

2.1.1.1. Bakteriostatikler: Bunlar bakteri hücrelerinin gelişmesini veya 

üremesini önlerler. Gelişmesi ve üremesi duran bakteriler, vücudun savunma 

mekanizmaları tarafından kolaylıkla yok edilirler. Amfenikoller, linkozamidler, 

makrolidler, sülfonamidler ve tetrasiklinler bakteriostatik etkiye sahip antibiyotiklere 

örnektir. 

2.1.1.2. Bakterisidler: Bunlar bakterileri doğrudan yok ederler. 

Aminoglikozidler, Beta-laktamlar, florokinolonlar, penisilinler, polipeptidler, 

sefalosporinler, ve basitrasin bakterisid etkiye sahip antibiyotiklere örnektir. 

 

2.1.2. Antibiyotiklerin Etki Mekanizmalarına Göre Sınıflandırılmaları 

Antibiyotiklerin etkili olabilmeleri için, bakteri hücresi içine girerek metabolize 

veya inaktive olmadan bakterinin belli bir fonksiyonunu inhibe etmeleri gerekmektedir. 

Antibiyotikler bu etkilerini belirli bir hedefi etkileyerek gösterirler. Antibiyotikler genel 

olarak beş temel hedef üzerinden etki göstermektedirler:  

1.Hücre duvarı sentezinin inhibisyonu (örneğin; β-laktamlar ve glikopeptidler),  
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2.Hücre membranının yapı ve fonksiyonunun bozulması (örneğin; polimiksinler),  

3.Protein sentezinin inhibisyonu (örneğin; aminoglikozidler, tetrasiklinler, 

linkozamidler ve makrolidler),  

4.Nükleik asit sentezinin inhibisyonu (örneğin; kinolonlar, rifamisinler, aktinomisinler 

ve mitomisinler), 

5.Antimetabolik etki (örneğin; sülfonamidler) (Burns, 1995; Fraimow ve Abrutyn, 

1995; Akkan,1997; Durupınar, 2001; Baştürk, 2005; Gangle, 2005; Aktürk, 2009). 

Türkiye’de en sık kullanılan antibiyotikler penisillin (%45), sephalosporinler 

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

Hoşoğlu, 2008; Yalap, 2008). 

 

2.2. Tetrasiklinler 

Bir grup antibiyotiğe verilen genel bir isim olan tetrasiklinler, yapıca birbirine 

çok benzeyen ve tetrasiklik bir bileşik olan naftasenkarboksamidden türeyen geniş 

spektrumlu antibiyotiklerdir. Streptomyces aureofaciens’den 1948’de izole edilen 

tetrasiklinler grubundan ilk antibiyotik olan klortetrasiklinin bulunmasından sonra, 

1953’de klortetrasiklinin dehalojenizasyonu ile tetrasiklinler izole edilerek tedaviye 

sokulmuştur. Diğer Streptomyces türlerinden izolasyonla ya da yarı sentetik yolla 

değişik tetrasiklin türevleri elde edilmiştir (Kayaalp, 2005; Ünal, 2007). 

Tetrasiklinler, insanlarda ve hayvanlarda, bakteriyel enfeksiyonların kontrol 

edilmesinde ve gerektiğinde koruyucu tedavide sıklıkla kullanılan bakteriyostatik 

aktiviteli ve en geniş antibakteriyel spektrumlu antibiyotiklerdir. Gram pozitif, gram 

negatif, aerobik, anaerobik bakterilere, spiroketlere, mikoplazma, klamidya, brusella, 

leptospira, riketsiya ve bazı protozoolara etkilidirler. Ayrıca toplanmış meyve ve 

sebzelerin korunmasında da uygulamaları bulunmaktadır (Hallworth, 1993; Kayaalp, 

2005; Blanchflower ve ark., 1997; Posyniak ve ark., 1998; Hernandez ve ark., 2003; 

Erdem, 2004; Ünal, 2007; Tuygun, 2008 ). 

 

2.2.1. Tetrasiklinlerin Sınıflandırılmaları 

Tetrasiklinler bugün bir grup antibiyotiğe verilen genel bir isimdir. Dört halkalı 

hidronaftasen çekirdeğine eklenen yan grupların oluşturduğu değişik farmakolojik 

özelliklerine göre üç gruba ayrılırlar: 
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1. Kısa Süre Etkili Tetrasiklinler: 

a. Klortetrasiklin 

b. Tetrasiklin  

c. Oksitetrasiklin 

2. Orta Süre Etkili Tetrasiklinler: 

a. Dimetilklortetrasiklin (Demeklosiklin) 

b. Metasiklin 

3. Uzun Süre Etkili Tetrasiklinler: 

a. Doksisiklin 

b. Minosiklin  

Tedavi dozlarında bakteriyostatik olan bu antibiyotiklerin, antimikrobiyal 

spektrumları benzerdir (Akkan,1997, Kayaalp, 2005; Tuygun, 2008). 

 

2.2.2. Tetrasiklinlerin Etki Mekanizması 

Tetrasiklinler bakteri çeperinden porinlerden pasif difüzyon yoluyla, sitoplazmik 

zardan ise aktif transport yoluyla geçerler. Hücre içinde birikerek etkili yoğunluğa 

ulaşırlar. Tetrasiklinler bakteriyostatik etkili maddelerdir. Bakteriyostatik etkilerini 

bakteri hücresindeki ribozomların 30 S alt ünitelerine geri dönüşümlü olarak 

bağlanarak, mRNA-ribozom kompleksinin akseptör bölgesine aminoasil transfer 

RNA’nın bağlanmasını bloke ederek ve peptid zincirine aminoasit eklenmesini 

olanaksız duruma getirerek gösterirler. Tetrasiklinler protein sentezini inhibe eden 

antibiyotikler içinde en az seçici olan gruptur (Bendeck ve ark., 2002; Kayaalp, 2005; 

Ünal, 2007; Tuygun, 2008). Memeli hücresinde de özellikle mitokondrial ribozomlarda 

protein sentezini engelleyebilen tetrasiklinler için bu olay toksik sınırlarda değildir 

(Kayaalp, 2005; Tuygun, 2008). 

 

2.3. Doksisiklin 

Doksisiklin; bakteriyostatik etkili olup, antimikrobiyal etkisini 

mikroorganizmaların protein sentezini inhibe etmek suretiyle gösterir. Pek çok gram-

pozitif ve gram-negatif mikroorganizmalara karşı geniş spektrumlu antimikrobial 

aktiviteye sahip, yarı sentetik, uzun etkili, ikinci jenerasyon tetrasiklin grubu bir 

antibiyotiktir. Oksitetrasiklinden sentetik olarak türetilmiştir ve genellikle monohidrat 
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ve hiklat formu olmak üzere iki kimyasal formül halinde kullanılmaktadır (Saivin ve 

Houin,1988; Joshi ve Miller, 1997; Nelson, 1998; Özdemir, 2007). 

Doksisiklin, duyarlı mikroorganizmaların etken olduğu ürogenital sistem, 

solunum sistemi, gastrointestinal sistem, deri ve yumuşak doku, dental, kemik ve eklem, 

oftalmik, akne, belsoğukluğu, rosacea ve riketsiyal enfeksiyonlar gibi çok çeşitli 

enfeksiyonların tedavisinde kullanılır (Saivin ve Houin, 1988; Joshi ve Miller, 1997; 

Dimitrijevic ve ark., 2006). Doksisiklin, tetrasiklinler içerisinde yağda en fazla çözünen 

yapıda olması, günde iki doz kullanım kolaylığı, kan-beyin bariyerini en iyi geçebilen 

tetrasiklin grubu olması ve lökositler içine daha fazla nüfuz edebilmesi gibi özellikleri 

sayesinde sıklıkla tercih edilen bir antibiyotiktir (Gotuzzo ve Cellillo, 1992; Altay 

2008). 

Son yıllarda tetrasiklin grubu bir antibiyotik olan doksisiklinin sadece 

antimikrobiyal etkisinin olmadığı, bunun yanında antiinflamatuvar ve bazı biyolojik 

özellikleri olduğu da ortaya konmuştur. Doksisiklinin antibiyotik etkisinin yanında 

antiinflamatuar etkisinin olduğu gösteren çalışmaların artmasının ardından, eş zamanlı 

yapılan birçok çalışmada, doksisiklinin; önemli bir inflamasyon medyatörü olduğu, yara 

iyileşmesi üzerine etkili olduğu, lökosit akışını azaltarak doku hasarını azalttığı, aortik 

anevrizma, periodontal hastalık ve artritte doku yıkımını azalttığı, matriks 

metalloproteinazları inhibe ettiği, hücrelerin proliferasyonunu önlediği ve apoptozisi 

indüklediği, tümör kaynaklı angiogenezisi önlediği, polimorfik nötrofillerden oksijen 

radikal salınımını baskıladığı da vurgulanmıştır. Deneysel ve klinik çalışmalar 

doksisiklinin romatoid artrit ve diğer inflamatuar hastalıkların tedavisinde yararlı 

olabileceğini ve doksisiklinin submikrobiyal dozlarda kullanımı ile reperfüzyon hasarını 

azaltıcı etkiye sahip olabileceğini göstermiştir (Greenwald ve ark., 1987; Fife ve Sledge, 

1995; Rose ve ark., 1997; Curci ve ark., 1998; Golub ve ark., 1998; Nelson, 1998; 

TeKoppele ve ark., 1998; Nagase ve Woessner, 1999; Bettany ve ark., 2000; Bazerra ve 

ark., 2002; Bendeck ve ark., 2002; Iwasaki ve ark., 2002; Visse ve Nagase, 2003; 

Konukoğlu ve Turhan, 2005; Özdemir, 2007). 
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2.3.1. Doksisiklinin Farmakokinetik Özellikleri 

 

2.3.1.1. Absorbsiyon ve Biyoyararlanımı 

Tetrasiklinler içinde en iyi emilime sahip olan antibiyotik doksisiklindir. 

Erişkinler için günlük doz, 12 saatte bir 100 mg olmak üzere 200 mg’dır. Oral 

uygulamadan sonra hemen hemen tümüyle absorbe edilir. Oral verilişlerinden sonra 

sindirim kanalından genellikle %90-100 oranında bir absorbsiyona uğrar ve 

biyoyararlılığı %90-%100 arasında değişir. Sindirim kanalından başlıca absorbe olduğu 

yerler, mide ve ince barsaklardır. Doksisiklinin emilimi mide içeriğinden etkilenmez, 

absorbsiyonu en iyi oniki parmak barsağında gerçekleşir ve %93-95 oranında absorbe 

olur (Campistron ve ark., 1986; Saivin ve Houin, 1988; Jack, 1992; Agwuh ve 

MacGowan, 2006; Brunton ve ark., 2006; Jantratid ve ark., 2010). 

Diğer tetrasiklinlerin aksine, günlük alınan besinlerin doksisiklinin ortalama 

plazma konsantrasyonu ve zamanını hafifçe azaltmalarına rağmen, çok da fazla 

etkilemedikleri belirlenmiştir. Fakat süt ve yoğurt gibi besinler, antasidler ve antiemetik 

ilaçlardaki alüminyum, kalsiyum, magnezyum, demir ve çinko gibi metaller 

doksisiklinin absorpsiyonunu az da olsa olumsuz yönde etkilediklerinden, doksisiklin 

ile birlikte kullanılmamaları tavsiye edilmektedir (Campistron ve ark., 1986; Kshirsagar 

ve Ankalesaria, 1987; Saivin ve Houin, 1988; Nguyen ve ark., 1989; Agwuh ve 

MacGowan, 2006; Jantratid ve ark., 2010). Ayrıca doksisiklini de kapsayan tüm 

tetrasiklin antibiyotiklerinin, 8 yaş altı çocuklarda, hamilelikte ve emzirme süresince 

kullanılması önerilmemektedir (Dimitrijevic ve ark., 2006). 

 

2.3.1.2. Dağılımı 

Doksisiklin lipofilik bir tetrasiklin olup, tüm vücut dokuları ve sıvılarına 

dağılımları iyidir. Ayrıca lipofilik olması, bakterilerin çift katlı tabakasından kolaylıkla 

geçmesini ve daha kısa sürede etkili olmasını sağlar. Doksisiklin; karaciğer, böbrekler 

ve sindirim sistemi organları başta olmak üzere, etkili bir şekilde tüm vücuda dağılır. 

Absorbsiyonunu takiben konsantrasyonunun en yüksek olduğu organlar; karaciğer, 

böbrekler ve sindirim sistemi ile ilgili alanlardır. Fakat diğer tetrasiklinler gibi 

doksisiklin de, kemik oluşumunu sağlayan bölgelerde tutulabilir ve diş gelişiminde 

kalsifikasyonları bozabilir. Hızla emildiği için uygulandıktan yaklaşık 15 dakika sonra 

kana geçtiği belirlenmiştir (Saux ve ark., 1981). Yaklaşık 2-3 saat içinde zirve serum 
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değerlerine ulaşır ve 24 saat süreyle serumda terapötik etkinliği olan konsantrasyonlarda 

bulunur. Maksimum plazma konsantrasyonu doza bağlı olarak değişir, fakat 200 mg.’lık 

oral uygulamadan 2-3.5 saat sonra plazmadaki en yüksek değerinin yaklaşık 2.6 mg/ml 

olduğu belirtilmiştir. Serum yarı ömrü 18-22 saat arasındadır. Doksisiklini bağlayan 

plazma proteinlerinin oranı %80 ile %95 oranında değişmektedir ve bu oran, diğer 

tetrasiklinlere göre oldukça yüksektir (Saivin ve Houin, 1988; Agwuh ve MacGowan, 

2006; Jantratid ve ark., 2010).  

 

2.3.1.3. Metabolizması ve Atılımı 

İnsanda doksisiklin karaciğerde metabolize olur, fakat çok önemli 

metabolitlerinin olmadığı belirtilmiştir. İdrar ve feçesle vücuttan uzaklaştırılır. Vücuttan 

atılım süresi 12 saat ile 25 saat arasında değişir. Başlıca eliminasyon yolları 

böbreklerdir. Normal böbrek fonksiyonlarına sahip insanlarda idrar yoluyla 72 saatte 

%40'ı atılır. Geriye kalan miktarı, kısmen safra kesesi yoluyla, kısmen intestinal kanal 

boyunca difüzyonla ve kısmen de Ca ve Mg gibi metal iyonları ile şelasyon yoluyla 

sindirim kanalı ve feçesle vücuttan uzaklaştırılır (Saivin ve Houin, 1988; Nguyen ve 

ark., 1989; Agwuh ve MacGowan, 2006; Gschwend ve ark., 2007; Jantratid ve ark., 

2010). 

2.4. Genetik Toksikoloji 

Genetik toksikoloji; organizmanın normal biyolojik işleyişi sırasında veya 

kimyasal,  fiziksel ve biyolojik etkenlere bağlı olarak hücrelerin kromozom ve DNA 

moleküllerinde meydana gelen değişiklikleri (DNA kırıklarını, gen mutasyonlarını, 

kromozom anormalliklerini, klastojenite ve anöploidi gibi) inceleyen bir bilimdir. 

Özellikle yeni bileşiklerin ve ilaçların toksikolojik açıdan değerlendirilmesinde önemli 

bir yere sahiptir (Young, 2002; Mortelmans ve Rupa, 2004; Zeiger, 2004; Üstün, 2007).  

Son yıllarda gelişen teknoloji ile birlikte sürekli yeni kimyasallar, ilaçlar, gıda 

katkı maddeleri ve tarım ilaçları üretilerek piyasaya sürülmektedir. Bu durum, 

insanların günlük yaşamlarında, doğal maddelerin yerini alan, biyolojik etkileri tam 

olarak bilinmeyen ve kullanımları her geçen gün hızla artan bu yeni kimyasal maddelere 

maruz kalmalarına yol açmıştır. Bu maddelerin pek çoğu beraberinde istenmeyen yan 

etkiler ve sağlık problemleri ortaya çıkarmıştır. Hatta bu maddeler canlıların genetik 

yapısında mutasyon oluşumuna yol açarak mutajenik, karsinojenik ve teratojenik 
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etkilere neden olabilmekte, kanser oluşumu ve ölümler ortaya çıkarabilmektedir. Bu 

durum kimyasal maddelerin karsinojenik ya da mutajenik potansiyelleri yönünden test 

edilmeleri gereğini ortaya çıkardığı için genetik toksikolojinin önemini her geçen gün 

artırmıştır (Purchase ve ark., 1978; Stich ve Dunn, 1986; Choy, 2001).  

Kimyasal maddelerin mutajenik etkileri ile karsinojenik potansiyelleri arasında 

oldukça kuvvetli bir ilişki bulunmaktadır. Çünkü mutajenik olan birçok maddenin aynı 

zamanda karsinojenik olduğu belirtilmektedir. Bu nedenle genotoksisite testleri, pek çok 

kurum ve kuruluş tarafından kimyasal maddelerin karsinojenik risklerinin 

araştırılmasında biyogösterge testleri olarak kullanılmaktadır (Purchase ve ark., 1978; 

Choy, 2001; Zeiger, 2004; Vural, 2005; Üstün, 2007). 

2.4.1. Genetik Toksikoloji Testleri 

Genetik toksikoloji testleri, çeşitli mekanizmalarla direkt veya indirekt olarak 

genetik materyalde hasara neden olan bileşikleri saptamak amacıyla geliştirilmiş in vitro 

ve in vivo testlerden oluşurlar. Mutajenik ve genotoksik olan maddelerin karsinojenik 

potansiyellerini ölçebilmek için birçok in vivo ve in vitro genotoksisite testi 

geliştirilmiştir. Bu testler, başlıca kanser araştırmalarında, çevresel etkenlerin ve 

endüstriyel kimyasalların etkilerinin araştırılmasında, ilaçların piyasaya sürülmeden 

önce toksik etkilerinin ve bu sayede güvenilirliklerinin araştırılmasında yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Choy, 2001; Bedir ve ark., 2004; Zeiger, 2004; Üstün, 2007). 

Genotoksik hasarın ölçülmesi ve bu sayede kimyasal maddelerin mutajenik ve 

karsinojenik potansiyeleri arasında ilişki kurulmasını sağlayan ve en yaygın olarak 

kullanılan in vitro genotoksisite testleri; Salmonella / mikrozom (Ames) testi, 

kromozom anormallikleri (KA) testi, mikronukleus (MN) testi, kardeş kromatid 

değişimi (KKD) testi, fare lenfoma testi ve comet testidir. Çalışmamızda bu testlerden 

in vitro kromozom anormallikleri ve mikronukleus testleri kullanıldığı için, bu testler 

hakkında kısa bilgiler verilecektir. 

2.4.1.1. In vitro Kromozom Anormallikleri (KA) Testi 

In vitro kromozom anormallikleri (KA) testi, genotoksik ajanların oluşturduğu 

hasarın kromozom düzeyinde tespit edilmesini sağlayan ve bu ajanlar tarafından 

indüklenen yapısal ve sayısal kromozom anormalliklerinin belirlemesinde sıklıkla 

kullanılan en hassas yöntemlerden biridir. Genotoksisiteye yol açan madde veya 

maddelerin insanlarda meydana getirebileceği hasarları gösterebilmesi açısından, bu test 
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için genellikle periferal kan lenfosit hücre kültürlerinin kullanılmaktadır. KA oluşum 

mekanizması farklı dokularda benzer olduğundan, lenfositlerdeki anormallik 

seviyesinin kansere eğilimli dokulardaki anormallik seviyesini ve kanser riskini 

önceden gösterebileceği belirilmiştir (Savage, 1993; Anderson, 1988; Carrano ve 

Natarajan, 1988; Albertini ve ark., 2000; Norppa ve ark, 2006; Yavuz Kocaman, 2007). 

In vitro KA testinde, periferal kan lenfositleri, hücrelerin mitoz bölünme 

geçirmesini sağlayan kromozom medyumlarında inkübasyona bırakılır.  Kültürlere 

bırakılan hücreler inkübasyonun belirli zamanlarında kimyasal ajan veya ajanlara maruz 

bırakılır. Kültür süresi tamamlanmasına 2 saat kala, tübilin polimerizasyon inhibitörü 

olan ve hücre bölünmesini metafaz aşamasında durduran kolşisin uygulanır. Kültürü 

yapılan hücrelerden daha önceden belirlenmiş protokollere uygun olarak metafaz 

kromozom preparatları hazırlanır ve mikroskop altında yapısal ve sayısal kromozom 

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

2.4.1.2. In vitro Mikronukleus (MN) Testi 

Mikronükleus hücrenin mitoz bölünmesi sırasında ortaya çıkan, esas çekirdeğe 

dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarından köken alan ve 

tüm kromozomlar ya da kromatidlerin anafazda geri kalmasından dolayı telofazda 

oluşan kardeş nükleusun dışında rastlanan oluşumlardır. MN’lar hem kromozom 

kırılması hem de kromozom kaybının uygun ve güvenilir ölçümünü sağlamaktadır. 

Hücrelerde MN sayısında artış saptanması somatik hücrelerdeki genomik kararsızlığın 

ve dolayısıyla kanserin göstergesidir (Vanparys ve ark., 1990; Surrallés ve ark., 1995;  

Cheng ve ark., 1996; Duffaud ve ark., 1997; Kirsch-Volders ve ark., 1997; Fenech 

2000; Choy, 2001; Demirel ve Zamani, 2002).  

MN testi, çeşitli bileşikler tarafından oluşturulan kromozomal hasarların 

değerlendirilmesinde yaygın olarak kullanılan standart genotoksisite testlerinden biridir. 

Kromozom analizine göre kolay uygulanabilmesi, daha fazla sayıda hücre sayılması ve 

istatistiksel yönden daha anlamlı sonuçlar elde edilmesi gibi avantajlara sahip 

olmasından dolayı oldukça yaygın bir kullanıma sahiptir (Schmid, 1975; Garewal ve 

ark., 1993; Stopper ve Müler, 1997; Fenech, 2000; Krishna ve Hayashi, 2000; Widel ve 

ark, 2001; Demirel ve Zamani, 2002). Fenech ve Morley (1986) tarafından, küf 

mantarlarının metabolitlerinden olan Sitokalasin-B (Cyt-B) ile mitoz geçiren hücrelerde 

sitokinezi durdurma esasına dayanarak ve bir hücre siklusunu tamamlayan hücrelerin 
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binüklear hücrelerin elde edilmesine olanak sağlayan modifiye bir tekniğin 

geliştirilmesi sayesinde, bazı kinetik problemler ortadan kalkmış ve in vitro MN 

tekniğinin uygulanmasındaki güvenilirlik artmıştır (Fenech, 2000; Aardema ve Kirsch-

Volders, 2001; Choy, 2001; Demirel ve Zamani, 2002). 

In vitro MN testinde, periferal kan lenfositleri, hücrelerin mitoz bölünme 

geçirmesini sağlayan hücre kültürü ortamlarında inkübasyona bırakılır ve kültürler 

belirlenen zamanlarında kimyasal ajan veya ajanlara maruz bırakılır. Kültürün yaklaşık 

44. saatinde sitokinezi engelleyerek binükleer hücre elde etmek amacıyla kültürlere Cyt-

B eklenir. İnkübasyon süresi tamamlandığında kültürler protokollere uygun şekilde 

hasat edilir ve preparatlar hazırlanır. Preparatlardaki mikronükleus taşıyan binükleer 

hücreler mikroskop altında incelenir (OECD, 2006).  

2.5. Tetrasiklinler İle Yapılan Genotoksisite Çalışmaları 

Literatür taraması sonucunda tetrasiklinler grubundaki antibiyotiklerden; 

tetrasiklin, oksitetrasiklin ve doksisikline ait genotoksisite ya da mutajenite araştırmaları 

elde edilebilmiştir.  

 Tsutsui ve ark. (1976) tetrasiklinin fare meme karsinom FM3A hücre serisinde 

klastojenik ve mutajenik etki gösterdiğini tespit etmişlerdir. Zeiger ve Haworth (1985) 

tetrasiklinin mutajenitesinin Ames testi ile araştırılması sonucu, bu ilacın mutajenik 

etkiye sahip olmadığını belirtmişlerdir. Suzuki (1987) Suriye hamster embriyo 

hücrelerinde morfolojik transformasyon ve programsız DNA sentezine yol açmadığını 

belirtmişlerdir. Anderson ve ark. (1990) tetrasiklinin, Çin hamster ovaryum 

hücrelerinde KA ve kardeş kromatid değişimi frekansını arttırmadığını bulmuşlardır. 

Myhr ve ark. (1990) tetrasiklinin fare lenfoma testi sonucu şüpheli sonuçlar verdiğini 

bildirmişlerdir. Foureman ve ark. (1994) tetrasikline maruz bırakılan erkek Drosophila 

melanogaster bireylerinde cinsiyete bağlı resesif letal mutasyonların oluşumunun 

gözlenmediğini ifade etmişlerdir. Hagiwara ve ark. (2006) 60, 200, 600 µM dozlarında 

tetrasiklinin Suriye hamster embriyo hücrelerine uygulanması sonucu doz artışına bağlı 

olarak MI’de azalma ve KA’nde artma görülmesine rağmen, bu değişimlerin 

istatistiksel olarak anlamlı olmadığını belirtmişlerdir. Aynı çalışmada aynı dozlardaki 

tetrasiklinin klastojenik etkisinin bulunup bulunmadığı eksogenus metabolik aktivasyon 

varlığında aynı hücreler üzerinde test edilmiş ve benzer şekilde MI ve KA’nde meydana 

gelen değişimler istatistiksel olarak önemli bulunmamıştır. Çelik ve Eke (2011) 
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tetrasikilinin 0.1, 0.5, 1, 1.5, 2 μg/ml konsantrasyonlarındaki dozlarının insan periferal 

lenfositlerine uygulanması sonucu, negatif kontrol grubu ile kıyaslandığında 

tetrasiklinin, doz artışına bağlı olarak istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde MI, NBI ve 

Proliferasyon indeksini (PI) düşürdüğünü ve kardeş kromatid değişimi frekansını 

arttırdığı tespit etmişlerdir. Araştırıcılar bu sonuçlara dayanarak tetrasiklinin in vitro 

koşullarda insan periferal lenfositlerinde sitostatik, sitotoksik ve genotoksik etki 

gösterdiğini belirtmişlerdir. 

 Blitek ve ark. (1983) fare kemik iliği hücrelerinde oksitetrasiklinin 

klastojenitesini araştırmışlar ve kemik iliğindeki polikromatik eritrositlerdeki MN 

sıklığının önemli ölçüde arttığını bulmuşlardır. Oksitetrasiklinin Ames testi sonucu 

mutajenik olmadığı (Andrews ve ark., 1980; Mortelmans ve ark., 1986), Çin hamster 

ovaryum hücrelerinde KA ve kardeş kromatid değişimi oluşumunu arttırmadığı 

(Anderson ve ark., 1990), Drosophila melanogaster bireylerinde cinsiyete bağlı resesif 

letal mutasyonların oluşumuna yol açmadığı belirtilmiştir (Foureman ve ark., 1994). 

Fakat L5178Y fare lenfoma hücrelerinde mutasyon oluşumunu artırdığı tespit 

edilmiştir(Myhr ve ark., 1990; McGregor ve ark., 1991). Oksitetrasiklinin 0.05, 0.50, 

4.96, 49.6 ve 496 µg/ml konsantrasyonlardaki genetoksik etkisi Çin hamster V79 

hücrelerinde foto-MN testi ile araştırılmış ve oksitetrasiklinin UV ile indüklenmiş MN 

frekansını artırmadığı ve proliferasyon indeksini düşürmediği, yani fotositotoksik ve 

fotogenotoksik etki göstermediği belirtilmiştir (Kersten ve ark., 1999). 0.3125 ile 100 

mg/L arasındaki konsantrasyonlarda oksitetrasiklinin genotoksik etkisinin Ames testi ile 

araştırıldığı bir çalışmada, test edilen tüm oksitetrasiklin dozlarında oksitetrasiklinin 

mutajenik olmadığı rapor edilmiştir (Isidori ve ark., 2005).  

 DOX’in insandaki genotoksisitesiyle ilgili bilgi içeren çok fazla sayıda çalışma 

bulunmamaktadır. Genotoksisite çalışmaları çoğunlukla ilacın sponsor firmasının 

yaptığı çalışmalarla sınırlı olup, literatürde de genellikle EMEA, FDA ve PDR’nin 

yayınlanmamış raporları refere edilmektedir. EMEA’nın raporlarına göre DOX’in 

genotoksik potansiyele sahip olmadığı belirtilmiştir (EMEA, 1997). Çin hamster 

ovaryum hücrelerinde metabolik aktivasyon varlığında ve yokluğunda 350 µg/ml 

konsantrasyona kadar denenen dozlardaki DOX’in KA’ne yol açıp açmadığı incelenmiş 

ve DOX’in KA bakımından doza bağlı olmayan artışlar gösterdiği tespit edilmiştir. 

Çalışmanın sonucunda DOX’in zayıf klastojenik etki gösterdiği belirtilmiştir. 15 dişi ve 

15 erkek CD-1 farelerinde 500, 800 ve 1250 mg/kg dozlarındaki DOX’in, kemik iliği 
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polikromatik eritrositlerindeki MN oluşumunun incelendiği başka bir çalışmada, test 

edilen dozlardaki DOX’in MN frekansını istatistiksel olarak önemli olacak kadar 

artırmadığı ve bu nedenle DOX’in test edilen dozlarda genotoksik ve/veya klastojenik 

etki göstermediği belirlenmiştir (FDA, 1997; PDR, 2005). DOX’in 0.05, 0.46, 4.62, 

46.2 ve 462 µg/ml konsantrasyonlarının Çin hamster V79 hücrelerine uygulanarak 

genetoksik etkisinin foto-MN testi ile araştırıldığı bir çalışmada, DOX’in, UV ile 

indüklenmiş MN frekansını artırmadığı, fakat UV varlığında proliferasyon indeksini 

düşürdüğü belirtilmiştir (Kersten ve ark., 1999). Bu sonuçlara dayanarak araştırıcılar 

DOX’in fotogenotoksik olmadığı, fakat fotositotoksik olduğu sonucuna varmışlardır. 

DOX’in prostat, göğüs, böbrek ve kemikte oluşan çeşitli tümör hücreleri için sitostatik 

ve sitotoksik etkisinin olduğu bildirilmiştir (Saikali ve Singh, 2003). 75 ve 100 mg 

DOX dozlarının in vitro Çin hamster akciğer hücrelerinde fare lenfoma testi sonucu 

genotoksik etki bakımından pozitif sonuçlar verdiği ifade edilmiştir (FDA, 2004). Deri 

yoluyla 40, 80 ve 160 mg/kg DOX’in verildiği farelerde; bu ilacın kan, karaciğer, 

akciğer, böbrek, dalak ve kalp üzerindeki genotoksik etkilerinin Comet testi ile 

araştırıldığı bir çalışmada, tüm dokularda DOX dozunun artışına bağlı olarak DNA 

hasarının arttığı ve özellikle yüksek dozlarda DOX’in genotoksik olduğu bildirilmiştir 

(Arshad ve ark., 2005). Genital Chlamydia trachomatis enfeksiyon tanısı konmuş 38 

bayan hastada DOX kullanımının periferal lenfositler üzerindeki genotoksik etkisi 

sitokinezi bloklanmış MN yöntemi kullanılarak incelenmiştir. Tedavi amacıyla hastalar 

10 gün boyunca günlük 200 mg, daha sonraki 10 günlük periyotta ise günlük 100 mg 

DOX’i oral yolla kullanmışlardır. DOX tedavisinden önce ve tedavi tamamlandıktan 6-

8 gün sonra hastalardan kan örnekleri alınarak periferal lenfositlerdeki MN sıklığı 

belirlenmiştir. 20 günlük DOX kullanımı sonucu BN hücrelerde gözlenen MN 

frekansının, tedaviden önce belirlenen MN frekansına göre önemli ölçüde artış 

gösterdiği belirlenmiştir (Dimitrijevic ve ark., 2006).  
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 3. MATERYAL VE YÖNTEM  

 

Bu çalışmada test maddesi olarak doksisiklin ve materyal olarak sigara içmeyen, 

geçirilmiş herhangi bir ciddi hastalığı olmayan, rutin bir şekilde herhangi bir ilaç 

kullanmayan ve 20-24 yaşları arasında olan sağlıklı iki erkek ve iki bayandan alınan 

periferik kanlar kullanılmıştır. Çalışmamızın yapılabilmesi amacıyla Samsun Klinik 

Araştırmalar Etik Kurulu’ndan 10.11.2009 tarihinde 121 sayı numarası ile izin 

alınmıştır. 

3.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar 

3.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler  

3.1.1.1. Doksisiklin (Doksisiklin hiklat) 

Bu çalışmada test maddesi olarak kullandığımız doksisiklin hiklat (Sigma), geniş 

spektrumlu bir tetrasiklin antibiyotiğidir. 

Sinonimleri: Doksisiklin hidroklorid, Doksisiklin monohidrat, Doksitetrasiklin, 

Doksisiklin hidroklorid hemietanolat hemihidrat. 

Ticari Adları: Adoxa, Alodox, Atridox, Avidoxy, Doksin, Doryx, Doxoral, 

Doxyhexal, Doxylin, Microdox, Monodox, Oracea, Oraxyl, Periostat, Tetradox, 

Vibramycin, Vibra-Tabs, Vibrox. 

Kimyasal Adı: Doxycycline hyclate (DOX), (4S,4aR,5S, 5aR,6R,12aS)-4-

(dimethylamino)-3,5,10,12,12a-penta hydroxy-6-methyl-1,11-dioxo-1,4,4a,5,5a,6, 11, 

12a-octahydrotetracene-2-carboxamide mono hydro chloride, compound with ethyl 

alcohol (2:1), monohydrate. 

CAS no: 24390-14-5 

Molekül Ağırlığı: 512.94 g/mol 

Saflık düzeyi: ≥%98 

Erime Sıcaklığı: 201°C 

Kapalı Formülü: C22H24N2O8 · HCl · ½ H2O · ½ C2H6OH 
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Açık Formülü: 

  

 

3.1.1.2. Kromozom Medyumu 

Hücre kültürleri için Biological Industries firmasının ürettiği RPMI 1640 (01-

106-1) medyumu kullanılmıştır. RPMI 1640 Medyumu’nun 100 ml’ sine aşağıdaki 

bileşikler belirtilen miktarlarda eklenmiştir.  

RPMI 1640 (Biological Industries) ………............................................................100 ml  

Fetal Bovine Serum (Biological Industries) .............................................................20 ml  

Penicillin/Streptomycin/Amphotericin (PSA) (Biological Industries) .......................1 ml  

Phytohemaglutinin M (PHA-M) (Biological Industries)  ........................................1.2 ml  

L-Glutamin (Merck) …………………………………………………………….…...2 ml 

Bu karışımdan steril olan her bir kültür tüpüne 2.5 ml konulmuştur ve hücre 

kültürlerinde kullanılmıştır. 

3.1.1.3. Mitomisin C (Mitomycin C, MMC) 

Bu çalışmada Mitomisin C pozitif kontrol olarak kullanılmıştır ve Serva 

firmasından sağlanmıştır.  

Kimyasal adı: Mitomisin C  

Molekül ağırlığı: 334.327 g/mol  

Erime noktası: 360oC  

CAS No: 50-07-7 

Saflık düzeyi: %99  

Kapalı formülü: C15H18N4O5  
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3.1.1.4. Sitokalasin B (Cytochalasin B)  

Mikronükleus testinde, hücrelerin sitokinezini engellemek ve iki nükleuslu 

hücreler oluşturmak amacıyla kullanılmıştır ve Sigma’dan sağlanmıştır.  

Kimyasal adı: Sitokalasin B  

Molekül ağırlığı: 479.61 g/mol  

Saflık düzeyi: ≥ %98  

CAS No: 14930-96-2  

Kapalı formülü: C29H37NO5  

3.1.1.5. Kolsemid (Colcemid) 

Kültürü yapılan hücreleri metafaz safhasında durdurmak için kullanılmıştır ve 

Biological Industries firmasından sağlanmıştır. Kolsemid (Kolşisin) eriyiği kromozom 

medyumunun her ml’sinde 0.06 μg olacak şekilde (0.06 μg/ml) kromozom medyumuna 

ilave edilmiştir.  

Kimyasal adı: Kolsemid, N-Deasetil-N-metil kolşisin 

Cat. No: 12-004-1 

Molekül ağırlığı: 399.4  

Kapalı formülü: C22H25NO6 

3.1.1.6. Hipotonik Eriyik 

Hipotonik eriyik olarak %0,4’lük KCl (Merck) kullanılmıştır. Uygulamadan 

yaklaşık bir gün önce bidistile su içinde hazırlanan hipotonik eriyik, preparasyonlardan 

önce 37ºC’deki inkübatörde ısıtılarak kullanılmıştır. 

3.1.1.7. Fiksatif 

KA deneylerinde 1 hacim asetik asit’in (Sigma) 3 hacim metanol (Sigma) ile 

karıştırılması sonucu hazırlanan fiksatif kullanılmıştır. MN deneylerinde birinci fiksatif; 

1 hacim glasiyal asetik asit, 5 hacim metanol ve 6 hacim %0.9 NaCI (1/5/6 glasiyal 

asetik asit/metanol/%0.9’luk NaCI) karıştırılarak hazırlanırken, ikinci fiksatif 1 hacim 

glasiyal asetik asit ve 5 hacim metanol’ün (1/5 glasiyal asetik asit/metanol) 

karıştırılması ile elde edilmiştir. Fiksatifler, taze hazırlanmıştır ve buzdolabında 

saklanmıştır. 
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3.1.1.8. Sorensen Tamponu   

Bu eriyik, iki stok çözelti halinde hazırlanmıştır ve bu çözeltiler çalışmanın 

amacına uygun olarak pH=6.8 olacak şekilde birbirleriyle değişik miktarlarda 

karıştırılarak kullanılmıştır. 

 

Hazırlanışı  

-11.88 gr. Na2HPO4 (Sigma) 1000 ml distile suda çözünmüştür. 

-9.08 gr. KH2PO4 (Merck) 1000 ml distile suda çözünmüştür. 

KH2PO4 çözeltisi, Na2HPO4 çözeltisinin üzerine ilave edilmiştir. 

3.1.1.9. Giemsa 

Giemsa boyası Merck firmasından temin edilmiş olup, % 5’lik Giemsa-Tampon 

(Sorensen) boya eriyiği şeklinde hazırlanmıştır ve kromozomları ve nükleusları 

boyamak için kullanılmıştır. 

3.1.1.10. Entellan 

Hazırlanan preparatları daimi hale getirmek amacıyla lam ile lameli birbirlerine 

yapıştırmak için kullanılmıştır ve Merck’den temin edilmiştir. 

 

3.1.2. Kullanılan Cihazlar 

3.1.2.1. Hassas Terazi 

Çalışmamızda kullanılan kimyasalların tartılması amacıyla, hava akımlarına 

karşı özel cam paravanlarla korunan ve 0.0001 gr hassasiyetindeki Precisa marka terazi 

kullanılmıştır.  

3.1.2.2. Biyogüvenlik Kabini 

In vitro kromozom anormallikleri ve mikronükleus testlerinin çeşitli 

basamaklarının steril şartlarda gerçekleşebilmesi için, ESCO marka Class-II 

biyogüvenlik kabini kullanılmıştır. 

3.1.2.3. İnkübatör  

Hücre kültürünün yapılmasında ve bazı eriyiklerin ısıtılmasında Binder marka 

inkübatör kullanılmıştır. 
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3.1.2.4. Santrifüj  

Çalışmamızda kültür tüplerindeki hücreleri çöktürmek amacıyla Eppendorf 

marka santrifüj kullanılmıştır. 

3.1.2.5. Vorteks  

Kültür tüplerini dairesel hareketler ile homojen bir şekilde karıştırmak amacıyla 

Velp marka vorteks kullanılmıştır. 

3.1.2.6. Mikroskop  

Preparatları incelemek amacıyla Leica marka ışık mikroskobu ve görüntü analiz 

sistemi kullanılmıştır.  

3.2. Kromozom Anormalliklerini (KA) ve Mitotik İndeksi (MI) Saptamak 

Amacıyla Hücre Kültürünün Yapılması, Preparatların Hazırlanması ve 

Boyanması  

 

3.2.1. Hücre Kültürünün Yapılması ve Preparatların Hazırlanması  

Periferik kan örneklerinden KA’ni saptamak amacıyla hücre kültürünün 

yapılması ve preparatların hazırlanmasında Evans (1984)’ın tekniği modifiye edilerek 

kullanılmıştır. Sigara içmeyen, geçirilmiş herhangi bir ciddi hastalığı olmayan, rutin bir 

şekilde herhangi bir ilaç kullanmayan ve 20-24 yaşları arasında sağlıklı iki erkek ve iki 

bayandan 1/10 oranında heparinize edilerek kan örnekleri alınmıştır. Alınan periferik 

kan örnekleri steril şartlarda içerisinde 2.5 ml’lik kromozom medyumu bulunan steril 

tüplere 300 µl’lik konsantrasyonlarda ilave edilmiştir ve hücre kültürü 37±1°C’de 72 

saat için inkübe edilmek üzere inkübatöre yerleştirilmiştir. 

Çalışmamızda negatif kontrol, pozitif kontrol ve test maddemiz olan doksisikline 

ait deney grupları oluşturulmuştur. Negatif kontrol grubuna ait tüplere herhangi bir 

madde eklenmeksizin inkübasyona bırakılmıştır. Pozitif kontrol olarak kullanılan 

Mitomycin C, kültür tüplerine 0.16 μg/ml olacak şekilde kültürlerin 24. saatinde ilave 

edilmiş ve kültürler 48 saat boyunca Mitomycin C ile muamele edilmiştir. Test 

maddemiz olan doksisiklin bidistile suda çözülerek hazırlanmış ve kültürlere 2, 4 ve 6 

μg/ml’lik konsantrasyonlarda ilave edilmiştir. Doksisiklin ile ilgili literatürde 

sitotoksisite verisi olmadığı için, doksisiklin konsantrasyonlarının belirlenebilmesi için 

bir seri hücre kültürü hazırlanmış ve bu kültürlere 0-300 μg/ml arasındaki değişik 
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dozlarda doksisiklin eklenerek sitotoksisiteyi belirleyebilmek amacıyla bir ön çalışma 

yapılmıştır. Hücre kültürleri 48 saat boyunca farklı konsantrasyonlarda doksisiklin ile 

muamale edilmiş ve kültürlerden elde edilen preparatlar mitotik indeks bakımından 

incelenmiştir. Doksisiklinin çalışılan konsantrasyonlarından, 6 μg/ml dozun hücre 

proliferasyonunda yani mitotik indekste yaklaşık % 50 oranında azalmaya neden 

olmasından dolayı inhibitör konsantrasyon yani, IC50 değeri 6 μg/ml olarak 

belirlenmiştir. Bu nedenle çalışmamızda en yüksek doksisiklin dozu 6 μg/ml olarak 

seçilmiştir. Ayrıca, yapılan ön çalışmada 6 μg/ml’den daha yüksek dozlarda doz artışına 

paralel olarak mitotik indeksin azaldığı ve sitotoksisitenin önemli oranda artış gösterdiği 

saptanmıştır. Çalışmamızda en düşük doksisiklin dozu olarak IC50 değerinin 1/3’ü olan 

2 μg/ml’lik konsantrasyon ve en düşük doz ile en yüksek doz arasındaki 4 μg/ml’lik 

konsantrasyon ise ara doz olarak kullanılmıştır. 

Tüm tüplere kültür süresinin bitiminden 2 saat önce (kültürün 70. saatinde) 

kolşisin eriyiğinden 0.06 µg/ml olacak şekilde ilave edilmiş ve hücreler 2 saat süresince 

kolşisin ile muameleye bırakılmıştır. Kültür süresinin bitiminde tüpler 1200 rpm’de 15 

dk. santrifüj edilmiş ve altta biriken hücrelere zarar vermeden üstte biriken süpernatant 

su trompu yardımıyla atılmıştır. Dipte kalan ve hücreleri ihtiva eden yaklaşık 1 ml’lik 

sıvı karıştırıldıktan sonra tüplere, daha önceden 37° ’de ısıtılmış olan %0.4’lük KCI 

hipotonik solüsyonundan yavaş yavaş damlalar halinde 10 ml. ilave edilmiştir. 

Hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tüpler, ağzı kapatılarak inkübatöre konulmuştur 

ve 37°C’de 20-30 dakika hipotonik eriyikle muamele edilmiştir. Muamele süresinin 

sonunda tüpler 15 dk. 1200 rpm’de santrifüj edilmiş ve süpernatant atılmıştır.  

Hücrelerin fikse edilmesi için tüplere, 3:1 oranında hazırlanan soğuk tespit 

(fiksatif) çözeltisi (metil alkol: glisial asetik asit), 10 ml. olacak şekilde damlalar 

halinde yavaş yavaş tüplere ilave edilmiştir. Yaklaşık 20 dakika oda sıcaklığında fiksatif 

ile muamele edilen hücreler 1200 rpm’de 15 dk. santrifüjlenmiştir. Santrifüj sonrası 

süpernatant atılmış ve tüplere tekrar fiksatif ilave edilmiştir. Tüpte kalan sıvının 

tamamen berraklaştığı görülünceye kadar bu işlem yaklaşık 3 kez daha tekrarlanmıştır. 

Son santrifüj işleminden sonra tüplerde yaklaşık 1 ml sıvı kalacak şekilde süpernatant 

atılarak işleme son verilmiştir.  

Tüpteki süspansiyon pasteur pipeti ile karıştırılarak homojen hale getirildikten 

sonra, daha önceden temizlenmiş ve buzdolabında saklanan soğuk lamlar üzerine 
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damlatılarak hücrelerin lam üzerinde yayılması sağlanmıştır. Bu şekilde hazırlanan 

preparatlar kurumak üzere oda sıcaklığında 24 saat bekletilmiştir. 

 

3.2.2. Preparatların Boyanması ve Daimi Preparatların Hazırlanması 

Sorensen tamponu ile hazırlanmış olan % 5’lik Giemsa eriyiği filtre kağıdı ile 

dik bir şaleye süzülmüştür ve preparatlar Giemsa-Tampon boya eriyiğinde yaklaşık 4-5 

dakika boyanmıştır. Preparatlar boyadan çıkarıldıktan sonra farklı kaplardaki distile 

sulardan geçirilerek fazla boyanın akması sağlanmış ve preparatlar dik bir şekilde 

kurumaya bırakılmıştır. Boyanan preparatlar en az 1 gece kurutulduktan sonra, entellan 

yardımıyla kapatılarak daimi hale getirilmiştir. Entellan kuruduktan sonra daimi 

preparatlarda mikroskobik incelemeler yapılmıştır. 

 

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

Saptanması  

 

3.2.3.1. Mitotik İndeksin (MI) Saptanması  

Test maddelerinin mitoz bölünme üzerindeki etkilerini saptamak amacı ile her 

kişiye ait preparatlardan toplam 2000 bin hücre incelenmiş ve bunlar arasında metafaz 

devresinde olan hücreler saptanarak kaydedilmiştir. Her bir kişinin incelenen 2000 

hücresi içinde bölünme halindeki hücrelerin oranı yüzde cinsinden hesaplanarak mitotik 

indeks saptanmıştır. 

 

3.2.3.2. Kromozom Yapı ve Sayı Anormalliklerinin Saptanması  

Kromozom anormalliklerinin belirlenmesi için, her bir çalışma grubu ve 

konsantrasyon için, her bir kişiden hazırlanan preparatlarda kromozomları iyi dağılmış 

100 metafaz plağı (4 kişiden toplam 400 hücre) incelenerek normal (Şekil 3.1) ve 

yapısal ve sayısal kromozom anormallikleri taşıyan metafaz plakları tespit edilmiştir. 

Gözlenen kromozom yapı ve sayı anormallikleri Uluslararası İnsan Sitogenetik 

Adlandırma Sistemine (ISCN= International System for Human Cytogenetic 

Nomenclature) uygun olarak değerlendirilmiş ve adlandırılmıştır (Paz-y-Mino ve ark., 

2002). Her bir muamele grubunda gözlenen kromozom anormallikleri tipleri ve sayıları,  

toplam kromozom anormalliği ve kromozom anormallikleri içeren anormal hücre 

yüzdesi hesaplanmıştır.  
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Mace ve ark. (1978) elektron mikroskobu çalışması ile gap bölgelerinde DNA 

ipliğinde kırık veya kırıklar olmadığını belirtmişlerdir. Bu nedenle pek çok çalışmada 

gaplar kromozom anormalliği olarak değerlendirilmemektedir (Yavuz Kocaman ve 

Topaktaş, 2007) Benzer olarak bu çalışmada da gaplar, kromozom anormalliği olarak 

değerlendirilmemiştir. 

 
 

 
 
Şekil 3.1. Normal metafaz plağı (x1000) 

 

3.3. Mikronükleus (MN) Testi İçin Hücre Kültürünün Yapılması, 

Preparatların Hazırlanması ve Boyanması  

 

3.3.1. Hücre Kültürünün Yapılması ve Preparatların Hazırlanması 

Çalışmamızda in vitro mikronükleus testinin uygulanmasında Fenech (2000), 

Rothfuss ve ark. (2000) ve Kirsch-Volders ve ark. (2003)’nın kullandıkları tekniklerden 

yararlanılmıştır. Sigara içmeyen, geçirilmiş herhangi bir ciddi hastalığı olmayan, rutin 

bir şekilde herhangi bir ilaç kullanmayan ve 20-24 yaşları arasında olan sağlıklı iki 

erkek ve iki bayandan 1/10 oranında heparinize edilerek kan alınmıştır. İçerisinde 2.5 

ml’lik kromozom medyumu bulunan steril tüplere, alınan periferik kan örneklerinden 

300 µl steril şartlarda ekilmiştir ve hücre kültürü 37±1°C’de 68 saat için inkübasyona 

bırakılmıştır. 

Mikronükleus testi için negatif kontrol, pozitif kontrol ve doksisiklinin grupları 

bulunmaktadır ve bu gruplara uygulanan tüm test maddeleri, kromozom anormallikleri 
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testinde uygulanan konsantrasyon ve muamele sürelerindeki gibi kullanılmıştır. Yani 

mikronükleus testi için de hazırlanan kültürler; herhangi bir maddenin ilave edilmediği 

bir negatif kontrol grubu, Mitomycin C’nin kullanıldığı pozitif kontrol grubu ve test 

maddemiz olan doksisiklinin bidistile suda çözülerek hazırlandığı 2, 4 ve 6 μg/ml’lik 

konsantrasyonlarının 48 saat boyunca muamelelerinin yapıldığı deney gruplarından 

oluşmaktadır. 

Sitokinezi engelleyerek iki nükleuslu hücre oluşumunu sağlamak için kültür 

süresinin bitimine 24 saat kala (inkübasyonun başlangıcından 44 saat sonra) tüm kültür 

tüplerine 8 μg/ml olacak şekilde sitokalasin B ilave edilmiştir. Kültür süresinin 

bitiminde tüpler 1200 rpm’de 15 dk. santrifüjlenerek süpernatant atılmıştır. Tüpte kalan 

sıvı karıştırıldıktan sonra tüplere, daha önceden 37°C’de ısıtılmış olan hipotonik 

eriyikten (%0.4 KCI) 5 ml olacak şekilde yavaş yavaş ilave edilmiştir. Hipotonik eriyik 

ilave edilen tüpler, 37°C’de 10 dakika inkübasyona bırakılmıştır. Süre sonunda tüpler 

1200 rpm’de 15 dk. santrifüjlenerek süpernatant kısmı atılmıştır. Daha sonra glasiyal 

asetik asit/metanol/%0.9 NaCI (1/5/6 oranlarında) karışımından oluşan 5 ml soğuk 

fiksatif, yavaş yavaş ve damlalar halinde tüpteki sıvının üzerine ilave edilmiştir. Fiksatif 

ile oda sıcaklığında 20 dk. muamele edildikten sonra tüpler tekrar 1200 rpm’de 15 dk. 

santrifüj edilmiş ve süpernatant atılmıştır. Bu defa tüplere 1 kısım asetik asit ve 5 kısım 

metil alkolden (1/5) oluşan ikinci fiksatif 5 ml olacak şekilde ilave edilmiş ve oda 

sıcaklığında 20 dk. muamele edilmiştir. Bu işlem tüpte kalan sıvının berraklaştığı 

görülünceye kadar 2-3 kez tekrarlanmıştır. Son santrifüjden sonra tüplerde yaklaşık 1 

ml sıvı kalacak şekilde süpernatant atılmıştır ve tüplerdeki sıvı pasteur pipeti ile 

karıştırılarak resüspanse edilmiştir. Daha önceden temizlenmiş ve alkol içerisinde 

buzdolabında saklanan soğuk lamların üzerine hücre süspansiyonu damlatılarak 

preparatlar hazırlanmıştır ve kurumaları için kapalı bir yerde 24 saat oda ısısında 

bekletilmiştir. 

 

3.3.2. Preparatların Boyanması ve Daimi Preparatların Hazırlanması 

Sorensen tamponu ile hazırlanmış olan % 5’lik Giemsa eriyiği filtre kağıdı ile 

dik bir şaleye süzülmüştür. Mikronükleusların boyanması için preparatlar Giemsa-

Tampon boya eriyiğinde 15 dakika boyanmıştır. Preparatlar boyadan çıkarıldıktan sonra 

farklı kaplardaki distile sulardan geçirilerek fazla boyanın akması sağlanmış ve 

preparatlar dik bir şekilde kurumaya bırakılmıştır. Boyanan preparatlar bir gece 
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kurutulduktan sonra entellan ile kapatılarak daimi hale getirilmiştir ve entellan 

kuruduktan sonra mikroskobik incelemeler yapılmıştır. 

 

3.3.3. Mikronükleus Sayısı ve Nükleus Bölünme İndeksinin (NBI) 

Saptanması 

Mikronükleus sayısını belirlemek amacıyla daimi preparatlarda her kişi için, her 

muamele grubu ve kontrollerinde iki nükleusa sahip (Şekil 3.2) toplam 2000 hücre 

incelenmiş ve bu binükleat hücreler içerisinden mikronükleus taşıyanlar (Şekil 3.3) 

belirlenmiştir. Ayrıca incelenen binükleat hücrelerde toplam mikronükleus sayısı 

saptanarak, mikronükleus taşıyan iki nükleuslu hücrelerin oranı ve toplam mikronükleus 

sayısının incelenen iki nükleuslu hücre sayısına bölünmesiyle hücre başına düşen 

mikronükleus sayısı (MN/Hücre) ve % MN hesaplanmıştır.  

 
Şekil 3.2. Binükleat hücre (x400) 
 

 
 
Şekil 3.3. Bir mikronükleus bulunduran binükleat hücre (x400) 
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Binükleer hücre ve mikronükleus ayırımı Titenko-Holland ve ark. (1997) ve 

Fenech (2000)’e göre yapılmıştır:  

(1) Hücreler belirgin sitoplazmasıyla yuvarlak ya da oval görünüme sahip 

olmalıdır. 

(2)  Benzer olarak, nükleuslar belirgin nükleus zarıyla çevrili yuvarlak ya da 

oval olmalıdır. 

(3) İçerisinde MN sayılan hücreler sadece bir nükleus bölünmesi geçiren 

hücrelerdir. 

(4)  MN’lar sadece ana nükleusun 1/3’ü ya da daha küçük olduklarında hesaba 

katılmalıdır. 

(5)   MN’lar ana nükleus gibi boyanmalıdır. 

(6)  MN’lar ana nükleustan açık bir şekilde ayrılmış olmalıdır (Yavuz Kocaman, 

2007).   

Her bir kişiden hazırlanan her bir preparattan 1000 hücre sayılarak, bu hücreler 

arasından bir nükleuslu, iki nükleuslu, üç nükleuslu ve dört nükleuslu (Şekil 3.4) 

olanların oranı saptanmıştır. Bu orandan yola çıkarak Eastmond ve Tucker (1989) 

tarafından önerilmiş olan formüle göre, kimyasal veya fiziksel bir maddenin sitotoksik 

etkisini göstermede önemli bir parametre olan Nükleer Bölünme Indeksi  (NBI)  

(Nuclear  Division  Index  =  NDI)  hesaplanmıştır (Yavuz Kocaman ve Topaktaş, 

2007).  

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

MI: Bir nükleuslu hücreler 

MII: İki nükleuslu hücreler 

MIII: Üç nükleuslu hücreler 

MIV: Dört nükleuslu hücreler 

N: Toplam hücre sayısı  
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Şekil 3.4. a- mononükleat, b- binükleat ,c- trinükleat, d- tetranükleat hücre (x 400) 

 

3.4. Mikroskobik İncelemeler ve Mikroskopta Fotoğraf Çekme 

Hazırlanmış olan daimi preparatlar görüntü analiz sistemli Leica marka ışık 

mikroskobu ile incelenmiştir. İncelenen preparatlarda MI, KA, mononükleat (bir 

nükleuslu), binükleat (iki nükleuslu),  trinükleat (üç nükleuslu) ve tetranükleat (dört 

nükleuslu)  hücreler ile MN’li binükleat hücreler tespit edilmiştir. Elde edilen bazı 

görüntüler X40 ve X100 büyütmede fotoğraflanarak bilgisayara aktarılmıştır. 

 

3.5. İstatistiksel Analiz ve Sonuçların Değerlendirilmesi  

Mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen KA, MI, NBI ve MN 

parametrelerine ait verilerin hem kendi aralarında, hem de negatif ve pozitif kontrol 

grupları ile arasındaki farkın önemli olup olmadığı SPSS istatistik programı kullanılarak 

Tukey testi-Post-Hoc analizi ile karşılaştırılmıştır. Doz-etki ilişkisini belirlemek 

amacıyla regresyon denklemi ve korelasyon katsayısı (r) bulunmuş ve regresyon 

doğrusu çizilmiştir. Ayrıca KA ile MN oluşumu ve MI ile NBI arasında ilişki olup 
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olmadığı korelasyon-regresyon analizi ile araştırılmıştır. Tüm analizler 4 bireyden elde 

edilen verilerin ortalaması alınarak hesaplanmıştır. Tüm analizlerde; p değeri (güven 

aralığı) 0,05 olarak alınmıştır. 

Mikroskobik incelemeler sonucunda elde edilen görüntüler şekiller halinde, 

istatistiksel bulgular ise çizelgeler ve grafikler halinde verilmiştir. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Doksisiklinin Mitotik İndeks (MI) ve Kromozom Anormalliklerinin 

(KA) Oluşumu Üzerindeki Etkileri  

2, 4 ve 6 µg/ml dozlarındaki Doksisiklin (DOX)’in insan periferal lenfositlerine 

48 saat muamelesi sonucu, DOX dozunun artışına bağlı olarak MI’in düştüğü tespit 

edilmiştir (Şekil 4.1). En yüksek DOX dozu olan 6 µg/ml konsantrasyonda MI en düşük 

değerde bulunmuştur. Tüm DOX dozlarındaki MI değerleri, negatif kontrole göre 

istatistiksel anlamda farklı olarak bulunmuştur (p<0.05). Fakat MI’deki bu düşüşler 

istatistiksel anlamda pozitif kontrol kadar etkili olmamıştır. (Çizelge 4.1). 

 
 *: P< 0,05 

Şekil 4.1. Doksisiklinin test edilen dozları ile MI arasındaki ilişkiyi gösteren regresyon 
doğrusu ve korelasyon katsayı 

DOX’in insan periferal lenfositlerine 48 saat muamelesi sonucu; kromatid kırığı 

(Şekil 4.2, Şekil 4.3, Şekil 4.9, Şekil 4.10, Şekil 4.11), kromozom kırığı (Şekil 4.4, Şekil 

4.5, Şekil 4.6), fragment (Şekil 4.7, Şekil 4.8, Şekil 4.9, Şekil 4.10, Şekil 4.11, Şekil 

4.14), kardeş kromatid birleşmesi (Şekil 4.12, Şekil 4.13, Şekil 4.14), kromatid değişimi 

(Şekil 4.10) ve poliploidi (Şekil 4.15, Şekil 4.16, Şekil 4.17) gibi kromozom 

anormallikleri meydana geldiği belirlenmiştir (Çizelge 4.1). DOX’in 2 ve 6 µg/ml 

dozlarında kromatid kırığı, kromozom kırığı, fragment, kardeş kromatid birleşmesi ve 

poliploidi gibi kromozom anormallikleri gözlenmiştir. 4 µg/ml dozda ise kromatid 

kırığı, kromozom kırığı, fragment, kardeş kromatid birleşmesi, kromatid değişimi ve 

poliploidi saptanmıştır.  
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Şekil 4.2. Kromatid kırığı (2 µg/ml’lik uygulama) x1000 

 

 

 
Şekil 4.3. Kromatid kırığı (4 µg/ml’lik uygulama) x1000 
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Şekil 4.4. Kromozom kırıkları (2 µg/ml’lik uygulama) x1000 

 
 
 
 

 
Şekil 4.5. Kromozom kırığı (4 µg/ml’lik uygulama) x1000 
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Şekil 4.6. Kromozom kırıkları (6 µg/ml’lik uygulama) x1000 

 
 
 
 
 
 
 

 
Şekil 4.7. Fragment (2 µg/ml’lik uygulama) x1000 
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Şekil 4.8. Fragment (4 µg/ml’lik uygulama) x1000 

 
 
 
 

 
Şekil 4.9. Kromatid kırığı ve fragment (2 µg/ml’lik uygulama) x1000 
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Şekil 4.10. Kromatid kırığı, kromatid değişimi ve fragment (4 µg/ml’lik uygulama) 

x1000 

 
 

 
Şekil 4.11. Kromatid kırığı ve fragment (6 µg/ml’lik uygulama) x1000 
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Şekil 4.12. Kardeş kromatid birleşmesi (2 µg/ml’lik uygulama) x1000 

 
 

 
 
 

 
 

Şekil 4.13. Kardeş kromatid birleşmesi (6 µg/ml’lik uygulama) x1000 
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Şekil 4.14. Kardeş kromatid birleşmesi ve fragmentler (4 µg/ml’lik uygulama) x1000 

 
 
 

 
Şekil 4.15. Poliploidi (2 µg/ml’lik uygulama) x400 
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Şekil 4.16. Poliploidi (4 µg/ml’lik uygulama) x1000 

 

 
 

Şekil 4.17. Poliploidi (6 µg/ml’lik uygulama) x1000 
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DOX’in test edilen tüm dozlarında toplam KA, % KA ve KA içeren anormal 

hücre (AH) yüzdesinin, DOX dozundaki artışa paralel olarak arttığı tespit edilmiştir 

(Şekil 4.18). Toplam KA, % KA ve AH yüzdesi bakımından en yüksek değer, en 

yüksek DOX dozu olan 6 µg/ml konsantrasyonda bulunmuştur. Fakat negatif kontrole 

göre kıyaslandığında test edilen tüm DOX dozlarında gözlenen bu artışlar istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmamıştır. Ayrıca DOX’in tüm doz ve muamele sürelerinde 

gözlenen bu artışlar pozitif kontrol kadar etkili olmamıştır (p<0.05) (Çizelge 4.1). 

 
 
*: P< 0,05 

Şekil 4.18. Doksisiklinin test edilen dozları ile KA ve AH arasındaki ilişkiyi gösteren 
regresyon doğrusu ve korelasyon katsayı 

 
4.2. Doksisiklinin Nükleus Bölünme İndeksi (NBI) ve Mikronükleus (MN) 

Oluşumu Üzerindeki Etkileri 

DOX’in insan periferal lenfositlerine 2, 4 ve 6 µg/ml dozlarının 48 saat 

muamelesi sonucu oluşan MNBN’ler Şekil 4.19, Şekil 4.20, Şekil 4.21, Şekil 4.22,  

Şekil 4.23, Şekil 4.24’ da, nükleus sayısına göre hücrelerin dağılımı, NBI, MN sayısına 

göre BN hücrelerin dağılımı ve binükleat hücrelerdeki %MN değerleri Çizelge 4.2’de 

verilmiştir.  
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Şekil 4.19. Bir mikronükleus içeren binükleat hücre (2 µg/ml’lik uygulama) x400 

 

 

 
Şekil 4.20. Bir mikronükleus içeren binükleat hücre (4 µg/ml’lik uygulama) x400 

 

 

 
Şekil 4.21. Bir mikronükleus içeren binükleat hücre (6 µg/ml’lik uygulama) x400 
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Şekil 4.22. İki mikronükleus içeren binükleat hücre (2 µg/ml’lik uygulama) x400 

 

 

 
Şekil 4.23. İki mikronükleus içeren binükleat hücre (4 µg/ml’lik uygulama) x400 

 
 
 

 
Şekil 4.24. İki mikronükleus içeren binükleat hücre (6 µg/ml’lik uygulama) x400 

 



 41 

 



 42 

DOX dozunun artışına bağlı olarak BN hücrelerin sayısının ve NBI değerlerinin 

düştüğü tespit edilmiştir (Şekil 4.25) ve en yüksek DOX dozu olan 6 µg/ml 

konsantrasyonda hem BN hücrelerin sayısının hem de NBI’nin en düşük değerde 

olduğu belirlenmiştir. DOX’in test edilen en düşük konsantrasyonu olan 2 µg/ml 

dozunda NBI’ndeki değer negatif kontrole göre istatistiksel anlamda farklılık 

göstermemesine rağmen, DOX’in 4 ve 6 µg/ml dozlarındaki NBI değerlerindeki 

düşüşler negatif kontrole göre istatistiksel anlamda farklı olarak bulunmuştur (p<0.05). 

Fakat NBI’nde azalmalara yol açan tüm DOX konsantrasyonlarında bu düşüşler 

istatistiksel anlamda pozitif kontrol kadar etkili olmamıştır. (Çizelge 4.2). 

 
 

*: P< 0,05 

Şekil 4.25. Doksisiklinin test edilen dozları ile NBI arasındaki ilişkiyi gösteren 
regresyon doğrusu ve korelasyon katsayı 

 

MN bulunduran BN hücrelerin sayısının ve MN bulunduran BN (MNBN) hücre 

yüzdesinin, DOX dozunun artışına bağlı olarak arttığı tespit edilmiştir (Şekil 4.26). MN 

bulunduran BN hücre sayısı ve % MNBN sıklığının en yüksek değerleri, DOX’in test 

edilen en yüksek dozu olan 6 µg/ml konsantrasyonda tespit edilmiştir. DOX dozunun 

artışı, % MNBN’ni artırmış olmasına rağmen bu artışlar negatif kontrollere göre 

kıyaslandığında aralarında istatistiksel anlamlı farklılık bulunmamıştır (p<0.05). Ayrıca 

DOX uygulaması sonucu elde edilen değerlerin pozitif kontroller kadar etkili olmadığı 

belirlenmiştir (Çizelge 4.2). 
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*: P< 0,05 

Şekil 4.26. Doksisiklinin test edilen dozları ile %MNBN arasındaki ilişkiyi gösteren 
regresyon doğrusu ve korelasyon katsayı 

 

4.3. Doksisiklin Dozlarına Bağlı Olarak MI ile NBI ve KA ile MN 

Arasındaki İlişki  

DOX ile 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde test maddesinin 

doz artışına bağlı olarak MI ve NBI değerlerini istatistiksel olarak önemli ölçüde 

düşürdüğü ve DOX dozlarına bağlı olarak MI ve NBI değerleri arasında paralel bir ilişki 

olduğu belirlenmiştir (Şekil 4.27). Ayrıca DOX konsantrasyonu arttıkça % KA ve % 

MN’nin de artış gösterdiği ve bu artışlar arasında istatistiksel bakımdan anlamlı bir 

ilişkinin olduğu belirlenmiştir (Şekil 4.28).  

 

 
*: P<0,05 
Şekil 4.27. Doksisiklin muamelesi sonucu MI ile NBI arasındaki ilişkiyi gösteren 
regresyon doğrusu ve korelasyon katsayı 
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*: P<0,05 
Şekil 4.28. Doksisiklin muamelesi sonucu KA ile MN arasındaki ilişkiyi gösteren 
regresyon doğrusu ve korelasyon katsayı 
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5. TARTIŞMA 

Bu çalışmada, pek çok mikroorganizmanın yol açtığı çeşitli enfeksiyonun 

kontrol edilmesinde ve gerektiğinde koruyucu tedavisinde sıklıkla kullanılan ve pek çok 

mikroorganizma üzerinde geniş etki spektrumlu olan DOX’in in vitro sitotoksik ve 

genotoksik etkileri incelenmiştir. Sağlıklı bireylerden alınan periferal kan lenfositleri 48 

saat boyunca DOX ile muamele edilmiştir. Sitotoksik etkiyi belirlemek için MI ve NBI 

parametreleri, genotoksik etkiyi belirlemek için ise KA ve MN testleri uygulanmıştır. 

Ayrıca DOX’in KA, MI, MN ve NBI üzerine etkileri ve bu parametrelerin birbirleri ile 

olan ilişkileri araştırılmıştır.  

MI ve NBI, hücre proliferasyonu, sitostatik etki ve sitotoksisiteyi göstermek için 

kullanılan indikatörlerdir. Sitotoksisite doğrudan karsinojeniteyi göstermemesine 

rağmen, sitotoksisite ve tümör gelişimi arasındaki ilişki pek çok çalışmada 

gösterilmiştir. Çünkü sitotoksisite büyük oranda DNA’daki bazların 

modifikasyonlarından doğan kromozom değişikliklerine veya DNA’daki diğer 

bozukluklara yol açar. Azalmış MI ve NBI, hücre siklusu ilerlemesinde inhibisyonu 

ve/veya proliferatif kapasitedeki kaybı göstermektedir. Bu parametreler ayrıca bazı 

ilaçların in vitro etki mekanizmaları hakkında bilgiler vermektedir (Rojas ve ark., 1993; 

Anderson ve ark., 1988; Albert and Magee, 2000; Lo´pez Nigro ve ark., 2003; 

Seligmann ve ark., 2003; Gökalp Muranlı, 2006). NBI’ndeki anlamlı azalma, yeni bir 

DNA replikasyon sürecinden önce indüklenen genotoksik hasarın onarılması için 

onarım sistemlerine izin veren hücre siklusu gecikmesini göstermektedir (Laffon ve 

ark., 2001). MI’deki düşme ise, hücre döngüsünün G2 fazının engellenmesi sebebiyle 

hücrenin mitoza geçememesinden kaynaklanabilmektedir. ATP seviyesinin düşmesi ve 

enerji üretim merkezinin zorlanması da bu düşüşe neden olabilir. Maddelerin 

antimitotik aktivitesi, hücre döngüsüne özgü proteinlerin/enzimlerin inhibisyonu ile 

DNA sentezinin inhibisyonu veya iğ ipliklerinin oluşum, toplanma veya oryantasyonun 

inhibisyonundan da kaynaklanabilir (Yüzbaşıoğlu ve ark., 2006).  

KA ve MN testleri, DNA’da hasara yol açan ajanların sitogenetik etkilerinin 

belirlenebilmesi için yaygın bir şekilde kullanılan indikatör testlerdir. Özellikle periferal 

lenfositlerdeki artmış KA ve MN frekansının, insanda klastojenitenin bir göstergesi 

olduğu, artmış kanser riskini ve genetik kararsızlığı gösterdiği belirtilmiştir (Carrano ve 

Natarajan, 1988; Albertini ve ark., 2000; Norppa ve ark., 2006; Bonassi ve ark., 2007) 
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İnsan periferal lenfositlerinin 2, 4 ve 6 µg/ml dozlarındaki DOX ile 48 saatlik 

muamelesi sonucu, DOX dozunun artışına paralel olarak MI ve NBI’nin azaldığı tespit 

edilmiştir. Test edilen tüm DOX konsantrasyonlarında doza bağlı olarak azalan MI 

değerleri negatif kontrole göre istatistiki olarak önemli bulunurken, NBI değerleri 

incelendiğinde, 4 ve 6 µg/ml dozlarındaki uygulamaların ortaya çıkardığı değerlerin 

negatif kontrolden istatistiksel açıdan farklı olduğu tespit edilmiştir. Fakat hem MI hem 

de NBI’ndeki bu düşüşler istatistiksel olarak pozitif kontrol kadar etkili olmamıştır 

(Çizelge 4.1). Bu sonuçlar uygulanan DOX dozunun artırılmasının MI ve NBI üzerinde 

olumsuz etki ortaya çıkardığını göstermektedir. Çünkü uygulanan bir kimyasalın 

toksisitesindeki artışın bölünme indeksi değerini gittikçe düşürdüğü belirtilmiştir (Eke, 

2007). Bizim çalışmamızda da, MI ve NBI’nin DOX dozundaki artışa bağlı olarak 

azalması, bu etken maddenin doza bağlı sitostatik ve sitotoksik etkiye sahip olduğunu 

göstermektedir. 

İnsan periferal lenfositleri üzerine 48 saat boyunca uygulanan tüm DOX dozları 

ortaya çıkan değerlerin toplam KA, % KA ve KA içeren AHO bakımından negatif 

kontrolden yüksek olmasına rağmen, bu artışların istatistiksel anlamda önemli olmadığı 

belirlenmiştir (Çizelge 4.2). MN testinde ise artan DOX dozlarına bağlı olarak MN 

sıklığı ve % MN değerlerinin arttığı, fakat bu artışların istatistiksel açıdan negatif 

kontrolden farklı olmadığı belirlenmiştir. Ayrıca tüm DOX dozlarının uygulaması 

sonucu oluşan KA ve MN değerlerinin pozitif kontrolden elde edilen değerlerden düşük 

olduğu ve istatistiksel anlamda pozitif kontrol kadar etkili olmadığı bulunmuştur 

(Çizelge 4.5). Bu sonuçlar DOX’in, insan periferal lenfositleri üzerinde test edilen tüm 

dozlarda KA ve MN oluşumu üzerinde çok fazla olumsuz etkisinin olmadığı, yani 

genotoksik etkisinin bulunmadığı sonucunu ortaya çıkmaktadır. 

EMEA, FDA ve PDR’nin, DOX’in genotoksisite bilgilerini içeren 

yayınlanmamış raporlara göre DOX’in bazı hücreler için genotoksik etkisinin 

bulunduğu belirtilirken, bazı genetik toksikoloji testlerinde bazı hücreler için 

genotoksisite bakımından negatif sonuçlar rapor edilmiştir. EMEA (1997)’nın 

raporlarına göre DOX’in genotoksik etki göstermezken, FDA (1997) ve PDR 

(2005)’nin raporlarında genotoksisite bakımından DOX’in hem negatif hem de zayıf 

pozitif sonuçlar verdiği ifade edilmiştir. 500, 800 ve 1250 mg/kg dozlarındaki DOX’in 

CD-1 farelerinin kemik iliği polikromatik eritrositlerindeki MN frekansını istatistiksel 

olarak artırmadığı ve bu nedenle DOX’in test edilen dozlarda genotoksik etki 
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göstermediği belirlenmiştir. Çin hamster ovaryum hücrelerinde ise, metabolik 

aktivasyon varlığında ve yokluğunda 350 µg/ml konsantrasyona kadar denenen 

dozlardaki DOX’in KA bakımından doza bağlı olmayan artışlar gösterdiği ve bu 

nedenle DOX’in zayıf klastojenik etki gösterdiği belirtilmiştir (FDA, 1997; PDR, 2005). 

75 ve 100 mg DOX dozlarının in vitro Çin hamster akciğer hücrelerinde ve fare 

lenfoma testinde genotoksik etki bakımından pozitif sonuçlar verdiği ifade edilmiştir 

(FDA, 2004). Bizim çalışmamızda insan periferal lenfositlerinde DOX, KA ve MN 

frekansını istatistiksel olarak önemli ölçüde artırmadığından genotoksik olmadığı 

sonucuna varılmıştır. Çalışmalar arasında farklı sonuçların ortaya çıkması, hem çalışılan 

canlı ve hücre gruplarının hem de kullanılan DOX dozlarının farklı olmasından 

kaynaklanabilir. 

DOX’in 0.05, 0.46, 4.62, 46.2 ve 462 µg/ml konsantrasyonlarının Çin hamster 

V79 hücrelerine uygulanarak genetoksik etkisinin foto-MN testi ile araştırıldığı 

çalışmada, DOX’in, UV ile indüklenmiş MN frekansını artırmadığını, fakat UV 

varlığında proliferasyon indeksini düşürdüğünü belirtilmiştir. Bu sonuçlara dayanarak 

DOX’in fotogenotoksik olmadığı, fakat fotositotoksik olduğu sonucuna varılmıştır 

(Kersten ve ark., 1999). Bu çalışma ile bizim çalışmamız arasında kullanılan hücre 

çeşiti ve DOX dozları farklı olmasına rağmen benzer sonuçlar elde edilmiştir. Çünkü 

bizim çalışmamızda da DOX, MN testinde genotoksik etki göstermezken, MI ve NBI’ni 

istatistiksel olarak anlamlı ölçüde düşürdüğü için sitotoksik etki göstermiştir. 

DOX’in prostat, göğüs, böbrek ve kemikte oluşan çeşitli tümör hücreleri için 

sitostatik ve sitotoksik etkisinin olduğu bildirilmiştir (Saikali ve Singh, 2003). Bizim 

çalışmamızda bu çalışmada kullanılan hücrelerden farklı bir hücre tipi kullanılmış 

olmasına rağmen DOX’in sitotoksik etkiye sahip olduğu bulunmuştur. 

40, 80 ve 160 mg/kg DOX’in deri yoluyla verildiği farelerde; bu ilacın kan, 

karaciğer, akciğer, böbrek, dalak ve kalp üzerindeki genotoksik etkilerinin Comet testi 

ile araştırıldığı bir çalışmada, tüm dokularda DOX dozunun artışına bağlı olarak DNA 

hasarının arttığı ve özellikle yüksek dozlarda DOX’in genotoksik olduğu bildirilmiştir 

(Arshad ve ark, 2005). Bizim çalışmamızda test edilen konsantrasyonlarda DOX’in MN 

ve KA oluşumunu artırmasına rağmen bu artışların negatif kontrol ile kıyaslandığında 

istatistiki olarak anlamlı olmadığı ve bu nedenle DOX’in genotoksik olmadığı sonucuna 

ulaşılmıştır. Her iki çalışmanın sonuçları arasındaki farklılık; DOX’in genotoksisitesinin 
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test edildiği yöntem farklılığı, kullanılan DOX dozlarının ve hücre ve canlı gruplarının 

farklılığından kaynaklanabilir.  

Genital Chlamydia trachomatis enfeksiyon tanısı konmuş ve 10 gün boyunca 

günlük 200 mg, daha sonraki 10 gün ise günlük 100 mg DOX’i oral yolla kullanan 38 

bayan hastada, DOX kullanımının periferal lenfositler üzerindeki genotoksik etkisinin, 

sitokinezi bloklanmış MN yöntemi kullanılarak incelendiği çalışmada, 20 günlük DOX 

kullanımı sonucu BN hücrelerdeki MN frekansının, tedaviden önce belirlenen MN 

frekansına göre önemli ölçüde artış gösterdiği belirlenmiştir (Dimitrijevic ve ark., 

2006). Bizim çalışmamızda DOX uygulanmış kültürlerde BN hücrelerin MN 

frekansındaki artış negatif kontrolle karşılaştırıldığında istatistiksel olarak önemli 

bulunmamıştır. Bizim çalışmamızın aksine bu araştırıcıların periferal lenfositlerdeki 

MN frekansında önemli artışlar tespit etmesi, kullanılan DOX dozu ve maruz kalma 

süresi ile DOX’in vücuttaki metabolizmasının sonuçları bağlı olabilir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Tüm dünyada en çok kullanılan ilaç gruplarından olan antibiyotiklerden bazıları 

ppiyasaya sunulduktan sonra istenmeyen ciddi etkileri nedeniyle piyasadan 

çekilmektedir. Bu nedenle çoğu yüksek maliyetli olan yeni ilaç gruplarının etkinlik ve 

güvenlilik açısından daha titizlikle değerlendirilmesi gerekmektedir. Direnç sorununun 

önüne geçebilmek, ilaç etkileşimlerini ve istenmeyen yan etkileri en aza indirmek ve 

özellikle genetik materyalde hasar meydana getirmeyecek antibiyotiklerin 

geliştirilebilmesi amacıyla, yeni hedeflerin saptanması, yeni mekanizmaların 

belirlenmesi ve bunlara yönelik güvenli antibiyotiklerin geliştirilmesi gerekmektedir. 

Çünkü tamir edilemeyen DNA hasarı ve bu hasarda rol alan kilit moleküllerde ve 

yollardaki bozukluklar; doku hasarı, yaşlanma, kanser, infertilite ve genetik ve 

multifaktoryal hastalıklara yol açmaktadır. İlaç seçiminde yaş, cinsiyet ve immün sistem 

farklılıkları gibi değişkenlerin yanı sıra genetik polimorfizmler de ilaç etkinliğini ve 

toleransını etkilemektedir. Tüm bu faktörlerin yanı sıra ilacın muhtemel genotoksik ve 

sitotoksik etkileri de düşünülürse tedavi için belirlenecek doz-maruziyet ilişkisinin 

sağlam temellere dayandırılması gerekir. Bu nedenle yeni antibiyotikler piyasaya 

sürülmeden önce özellikle DNA molekülünde hasar meydana getirip getirmediğini 

tespit etmek amacıyla mutlaka uygun bir genetik toksikoloji testi ile ilacın genotoksisite 

bakımından güvenirliği belirlenmelidir. Bunun için akademik ve biyoteknolojik 

kuruluşlar, ilaç endüstrisi ve sağlık hizmeti sunan kurumlar işbirliği içinde çalışmalıdır.  

Çalışmamızın sonuçları, pek çok mikroorganizmanın yol açtığı enfeksiyonların 

tedavisinde sıklıkla reçete edilen DOX etken maddesinin insan periferal lenfositlerinde 

KA ve MN oluşumuna yol açtığını, fakat negatif kontrol grubu ile karşılaştırıldığında 

KA ve MN oluşumundaki artışların istatistiksel anlamda önemli olmadığını 

göstermiştir. Bu sonuçlar test edilen dozlarda DOX’in genotoksik etkisinin 

bulunmadığını göstermektedir. Fakat MI ve NBI’ne ait sonuçlarımız, DOX dozundaki 

artışa bağlı olarak MI ve NBI değerlerinin istatistiksel açıdan önemli ölçüde düştüğünü 

ve bu nedenle DOX’in doza bağlı olarak sitotoksik etkiye sahip olduğunu 

göstermektedir.  

Sadece çalışmamızın sonuçlarına dayanarak DOX’in klastojenik etkisinin 

olmadığını söylemek yetersizdir. Doza bağlı olarak artan sitotoksik etki, klastojenik etki 

için potansiyel bir zemin hazırlamaktadır. Çünkü ağır enfeksiyon durumlarında uzun 
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süre ilaçla tedavi gören hastalarda ilaç dozunun artırılması ve ilaca maruz kalınan 

sürenin uzaması, insanda bu antibiyotiğin risk oranının da gözden geçirilmesi 

gerekliliğini ortaya çıkarmaktadır. Ayrıca çeşitli tümör hücreleri üzerindeki sitotoksik 

etkisinden dolayı DOX’in, doğrudan tümör gelişimini durdurmasa bile bölünmeyi 

engellemesi özelliğinden dolayı, uygun doz ve muamele sürelerinde antitümöral olarak 

kullanımı ile ilgili çalışmalar yapılmasının faydalı olacağı düşüncesindeyiz.  

Sonuç olarak DOX’in genotoksisitesi ve karsinojenitesi hakkında kesin yargıya 

varabilmek için diğer in vitro ve in vivo genotoksisite tekniklerinin de kullanıldığı daha 

detaylı çalışmalar yapılması, bu maddenin genotoksisite ve karsinojenitesi hakkında 

daha çok bilgi sahibi olmamızı sağlayacaktır. 
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