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OZET

Anahtar kelimeler: Genotoksisite, Kromozomal Anormallik, Mikronukleus, Insan
Periferal Kan Lenfositleri, Ftalazin, B-Laktam, Karbonik Anhidraz Inhibitorii

Bu calismada, ila¢ hammaddesi olma potansiyeli diisiiniilerek Sakarya Universitesi
Kimya Bolimii'nde yeni sentezlenen ve insan karbonik anhidraz 1 ve I
izoenzimlerini inhibe ettigi belirlenen ftalazin igerikli B-Laktam tiirevi (IV-b)’nin
genotoksik ve sitotoksik profillerinin belirlenmesi amaglanmustir. Ila¢ hammaddesi
olarak sunulmasi diisiiniilen kimyasal maddeler ¢ok c¢esitli toksikolojik
arastirmalardan gegirilirr. Bu aragtirmalardan bir kismi da sitotoksisite ve
genotoksisite ¢aligmalaridir.

Bu baglamda in vitro insan periferal kan lenfositleri {izerine test maddesi IV-b’nin
sitotoksik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in kromozomal anormallik (CA)
ve mikronukleus (MN) testleri uygulanmistir. Bu amagcla lenfosit kiiltiiri 24 ve 48
saat siire ile test maddesinin dort farkli konsantrasyonu (3,75, 7,5, 15, 30 ug/mL) ile
muamele edilmistir.

Aragtirmada elde edilen verilere gore, test maddesinin biitiin uygulama gruplarinda
negatif kontrole gore mitotik indeksi anlamli bir sekilde azalttigi gozlenmistir.
Coziici kontrole gore ise, 24 saatlik uygulamada sadece 3,75 pg/mL’lik
konsantrasyon ile 48 saatlik uygulamada 7,5 ve 15 pg/mL’lik konsantrasyonlarda
anlaml azaliglar gdzlemlenmistir. Biitiin uygulama gruplarinda en fazla gézlemlenen
kromozomal anormallik tipi kromatid kirigi iken, bunu fragment ve kromozom
kiriklart izlemigtir. Anormal hiicre yiizdesi ve hiicre basina diisen kromozomal
anormallikler bakimindan negatif kontrole gore her iki uygulama siiresinde de en
yiikksek iki konsantrasyonda anlamli artiglar gozlenmistir. Ayrica 24 saatlik
uygulamada 7,5 pg/mL’lik konsantrasyonda da anlamli artis s6z konusudur. Her iki
degerlendirme kriteri agisindan her iki uygulama siiresinde ¢oziicii kontrole gore en
yiiksek konsantrasyonda anlamli artiglar goriilmiistiir. Bununla birlikte hiicre basina
diisen kromozomal anormallikler bakimindan 48 saalik uygulamada 15 pg/mL’lik
konsantrasyonda da anlamli bir artig goriilmiistiir. Mikronukleus frekansi
bakimindan, en diisilk konsantrasyon hari¢ biitiin konsantrasyonlarda ¢oziicii
kontrole gore anlamli artiglar s6z konusudur. Elde edilen sonuglara gore, test
maddesinin uygulanan konsantrasyonlarinin in vitro sartlarda sitotoksik etkili oldugu,
ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda ise genotoksik etkili oldugu goriilmiistiir.
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DETERMINATION OF THE GENOTOXIC PROFILES OF NEW
SYNTHESIS B-LACTATE DERIVATIVES

SUMMARY

Keywords: Human peripheral blood lymphocytes, chromosomal aberration,
micronucleus, phthalazine, genotoxicity, carbonic anhydrase inhibitory, B-lactam

The aim of this study was to determine the genotoxic and cytotoxic profile of the
phthalazine-containing B-lactam derivative (IV-b), which is newly synthesized in
Sakarya University Chemistry Department and inhibited the isoenzymes of human
carbonic anhydrase I and II. Chemical substances which are considered as
pharmaceutical raw materials are subjected to a wide variety of toxicological
researches. Some of these studies are cytotoxicity and genotoxicity studies.

In this context, chromosomal abnormality (CA) and micronucleus (MN) tests were
performed to determine the cytotoxic and genotoxic effects of test substance IV-b on
in vitro human peripheral blood lymphocytes. For this purpose, the lymphocyte
culture was treated with four different concentrations of test substance (3,75, 7,5, 15,
30 pug/mL) for 24 and 48 hours.

According to the data obtained in the study, it was observed that the test substance
significantly reduced the mitotic index in all application groups compared to the
negative control. According to the solvent control, significant reduces were observed
in the concentration of 7,5 and 15 pg/mL in 48 hours with only 3,75 pg/mL
concentration in 24 hours of application. The most observed chromosomal
abnormality was chromatid fracture in all groups, followed by fragment and
chromosome fractures. Significant increases in the maximum two concentrations
were observed with respect to the percentage of abnormal cells and chromosomal
abnormalities per cell. There is also a significant increase in the concentration of 7,5
ug/mL in 24 hours. For both evaluation criteria, significant increases were observed
in the highest concentration of solvent control in both application periods. However,
in terms of chromosomal abnormalities per cell, a significant increase in the
concentration of 15 pg/mL was observed in 48 hours. In terms of micronucleus
frequency, there is a significant increase in all concentrations except the lowest
concentration compared to solvent control. According to the results obtained, the
applied concentrations of the test substance were cytotoxic in in vitro conditions and
genotoxic effect, especially at high concentrations.



BOLUM 1. GIRIS

Gilinlimiizde degisik nedenlerle yeni ilaclara ihtiya¢ duyulmakta ve bu nedenle yeni
ilag gelistirme caligmalar1 artarak devam etmektedir. Bununla birlikte, halen
kullanilmakta olan binlerce ilacin yan etkileri de azaltilmaya ¢alisilmaktadir. Ayrica
bir takim hastaliklara spesifik veya farkli mekanizmalarla etki edebilen tiirevleri de
gelistirilerek yeni ilaglar sentezlenmeye c¢alisilmaktadir. Cagimizin en yaygin
problemlerinden biri olan antibiyotik direnci ve hastaliklarin siklikla tekrar1 da
mevcut ilaglarin yetersizligini gostermektedir. Ek olarak en 6nemlisi hala kanser gibi
oliimciil bazi hastaliklarin tedavisinde kullanilacak etkili ilaglarin piyasada mevcut
olmayisindan dolay1 da bu arayis calismalar1 yogun bir sekilde siirmektedir (Barrios

ve ark., 2002; Scozzafava ve ark., 2003; Mondelli ve ark., 2008).

Yeni ilag gelistirme calismalarina dahil olan gruplardan birisi de Beta-laktam (-
laktam) halkas1 iceren bilesiklerdir. B-laktam halka sistemi, penisilin, sefalosporin,
karbapenem, monobaktam gibi yaygin olarak kullanilan antibakteriyel molekiillerin
bir parcasidir (Mehta ve Pathak, 2011; Thomas ve ark., 2016). B-laktam halkasini
igeren bilesikler ayrica antiinflamatuar (Veinberg ve ark., 1998; Kumar ve Rajput,
2009), antiparkinsoniyen (Srivastava ve ark., 1999), antihiperlipidemik (Wu ve ark.,
1999; Leach ve ark., 2001), antiviral (Kiiciikgiizel ve ark., 1999; Sperka ve ark.,
2005), antidiyabetik (Goel ve ark., 2004), apoptozis indiiktor aktivitesi (Kazi ve ark.,
2004), merkezi sinir sistemi aktivatorii (Goelab ve ark., 2005), vazopressin Vla
antagonisti (Guillon ve ark., 2007) gibi Ozelliklere sahip oldugu goriilmiistiir. B-
laktam tiirevlerinin genis ve gii¢lii biyoaktivite 6zellikleri, bunlarin ilag gelistirmede
biyolojik olarak olduk¢a 6nemli bir noktaya getirmistir (Thomas ve ark., 2016).
Ozellikle son dénemlerde yapilan calismalarda, B-laktam substratlarinin trombin
(Han ve ark., 1995), kimaz (Aoyama ve ark., 2001), serin proteazlar (Koteva ve ark.,

2001; Konaklieva, 2002; Turan ve ark., 2016), matriks metaloproteazlar1 (Cainelli ve



ark., 2003), triptaz (Bisacchi ve ark., 2004) ve karbonik anhidraz (Berber ve ark.,
2015; Turan ve ark., 2016) gibi baz1 enzimlerin gii¢lii inhibitorleri oldugu ortaya

cikarilmistir.

Karbonik anhidraz enzim inhibitor ajanlar1 da farmasotik kimyada her zaman dikkat
cekmistir. Karbonik anhidraz enzimleri, karbondioksidin geri dondiiriilebilir
hidrasyonunu katalize eder: CO, + H,O «» HCO; + H'. Bu reaksiyon, insan
viicudunda pH kontrolii, sivi sekresyonu, iyon tasinmasi, siddetli biyosentez
reaksiyonlar1, kemik rezorpsiyonu, kalsifikasyon, epileptogenez ve tiimorojenez gibi
bircok fizyolojik ve patolojik siireci destekler (Supuran ve Scozzafava, 2000;

Supuran, 2001; Supuran ve Scozzafava, 2007; De Simone ve ark., 2013).

Giliniimiize kadar insanlarda farkli dokulardan 12 aktif karbonik anhidraz izozimi (1,
IL 1IL, IV, VA, VB, VI, VII, IX, XII, XIII, XIV) izole edilmistir. Karbonik anhidraz I
ve II fizyolojik olarak bol ve yaygin olarak bulunan izozimlerdir (Supuran ve

Scozzafava, 2007; Wilkinsin ve ark., 2007; Supuran, 2008).

Karbonik anhidraz inhibitorii (KAI) ilaglar, diiiretikler, antiglakoma ve antiepileptik
ajanlar olarak 50 yildan uzun siiredir klinik kullanimdadir. Bununla birlikte,
kullanilabilir KAl'lerin izoenzim segicilii yoktur ve sistemik yan etkilere neden
olurlar. Bu nedenle, belirli karbonik anhidraz izozimlerini hedefleyen yeni KAl'lerin
gelistirilmesi ile ilgili arastirmalar yogun bir sekilde devam etmektedir. Ayrica,
kanser, obezite, osteoporoz ve enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilecek

KAl'lerinin sentezi {izerine arastirmalar da devam etmektedir (Supuran, 2001).

Ote yandan, yeni nitrojen iceren heterosiklik bilesiklerin sentezi, genis klinik
uygulamalarindan otiirii, son yillarda ilag gelistirilmesinde biiyiik bir ilgi konusu
olmustur. Cok cesitli nitrojen igeren heterosiklik bilesikler arasinda, ftalazin
parcasin1 igeren heterosiklikler ¢esitli biyolojik aktiviteleri nedeniyle biiyiik ilgi
gormiistiir (Sayyafi ve ark., 2008; Shaterian ve ark., 2008). Ftalazin tiirevlerinin
antihistaminik (Tatsumi ve ark., 1980), antikonviilsan (Nomoto ve ark., 1990; Grasso

ve ark., 2000), vasorelaksan (Watanabe ve ark., 1998; Demirayak ve ark., 2004),



antibakteriyel, antifungal (Sinkkonen ve ark., 2002; Sonmez ve ark., 20006),
antiinflamatuar (Dogruer ve ark., 2004; Sharma ve ark., 2014), antitiimor (Zhang ve
ark., 2010; Wasfy ve ark., 2013), antihiperglisemik (Davis ve ark., 2013) ve
sitotoksik (Rodriguez-Ciria ve ark., 2003; Kim ve ark., 2008; Zhai ve ark., 2008;
Zhang ve ark., 2010; Xue ve ark., 2014) aktivite gibi ¢ok sayida aktiviteye sahip
oldugu bildirilmistir. B-laktam ve ftalazin tiirevleri, cesitli biyolojik aktivitelere sahip
ve yillarca eczaciligin kullandig1 ana iskelet olan bilesikler oldugu i¢in bu gruplari

ayn1 yapi i¢inde tasiyan bilesiklerin gli¢lii biyolojik etkiler gostermesi muhtemeldir.

Belirtilen bu bilgiler 1s1ginda ayni yapi i¢inde etkili biyolojik aktivitelere sahip hem
ftalazin hem de B-laktam islevlerini iceren molekiillerin sentezlenmesi oldukca ilgi
cekmistir. Bu amagla, ilag hammaddesi olarak kullanilabilecegi diisiiniilerek Sakarya
Universitesi Kimya Boliimii'nde yeni bir dizi ftalazin icerikli B-laktam tiirevleri
sentezlenmis ve yeni sentezlenen bu bilesikler arasindan 1-(4-(3,3-dimetil-1,6-
dioxo0-2,3,4,6,11,13-hekzahidro-1H-indazolo[ 1,2-b]ftalazin-13-yl)fenil)-2-

fenilazetidin-3-yl asetat (IV-b)’1n, insan KAI ve KAII enzim inhibisyonu i¢in daha
etkili oldugu bulunmustur (Berber ve ark., 2015). Ancak, yeni sentezlenen bir
bilesigin ilag¢ hammaddesi olarak onerilebilmesi ic¢in, Oncelikle bir ¢ok testten
gecirilmesi gerekmektedir. Bu testlerden onemli bir kismi toksisite testleridir ve
bunlar icinde sitotoksisite ve genotoksisite testleri dnemli bir yer tutmaktadir (Sen,
2018). Bu c¢aligmada; yeni sentezlenen [-laktam tiirevi bilesigin genotoksik
potansiyelinin in vitro insan periferal kan lenfosit kiiltiirlinde kromozomal anormallik

(CA) ve mikroniikleus (MN) testleri ile arastirilmasi amaglanmistir.



BOLUM 2. GENEL BILGILER

2.1. Ftalazin Icerikli Heterosiklik Bilesikler

Biiyiik cogunlugu dogada meydana gelen heterosiklik bilesiklerin hayatimizda
oldukca 6nemli bir yeri vardir. Bu bilesikler arasindan; 6zellikle ftalazin pargacikli
heterosiklik yapilar farmakolojik ve biyolojik aktivite géstermelerinden dolay1 ayri
bir 6neme sahiptirler (Berber ve ark., 2015). Son yillarda da genis uygulama alanina
sahip olmalar1 ve ftalazin parcacikli olanlarin yasamsal bir¢ok aktivitede rol
oynamalar1 dolayisiyla heterosiklik komponentlerin sentezi biiylik 6nem kazanmustir.
Ftalazin icerikli yapilar, tedavi edici Ozellik gostermekle beraber, sitotoksik,
antikonviilzan, kardiyotonik, antimikrobiyal, antifungal, antikanser gibi pek c¢ok
biyolojik aktivitelere sahipdirler (Katritky ve ark., 1979; Grasso ve ark., 2000;
Sinkkonen ve ark., 2002; Rodriguez-Ciria ve ark., 2003; Kim ve ark., 2008; Zhai ve
ark., 2008; Zhang ve ark., 2010; Xue ve ark., 2014; Sabitha ve ark., 2010).

Ayrica antitimor ajani olarak, anti-anksiyete ilaclarda kullanilmis ve GABA
reseptOriiniin secici baglayiciliginda, diyabet fareleri ile yapilan ¢alismalarda ftalazin
tiirevlerinin  antibakteriyel etkisinin yam1 sira anti-hiperglisemik ve anti-
hiperlipidemik etki gosterdigi de gézlemlenmistir (Imamura ve ark., 2003; Carling ve

ark., 2004; Kim ve ark., 2004; Abd El-Ghaffar ve ark., 2011).

Azelastin, alerjik rinit tedavisinde antihistamin olarak, Hidralazin, bir hidrazin tiirevi
olup tansiyon diisliriici ve damar genisletici ajan olarak kullanilirken, seker
hastaliginda; retinopati, norapati ve katarakt olugsmasini engellemek amaciyla
Zopolrestat, analitik uygulamalarda kimyasal 1s1ma verdigi bilindiginden kriminal
caligmalarda ortamda kan varligimi tespit etmek amaciyla kullanilmakta olan

Luminol birer ftalazin tiirevidir (Ito ve ark., 1992; Campos-Toimil ve ark., 1994;



Kikuchi ve ark., 1999; Napoletano ve ark., 2001). Bunlarin yaninda, parkinson,
alzheimer, epilepsi, felg, tiimor, romatik hastaliklar ve kalp hastaliklarinin da

tedavisinde bazi ftalazin tiirevleri kullanilmaktadir (Korea Patent, 2001).

Ftalazin igerikli bilesiklerin genis ve gii¢lii biyoaktivite 6zelliklerine sahip olmalari
ve bazi hastaliklarin tedavisinde halen kullaniliyor olmasindan dolayi, tiirevlerinin

arastirilmasi konusuna ilgi glinlimiizde halen devam etmektedir (Sen, 2018).

2.2. Karbonik Anhidrazlar ve inhibitorleri

Giliniimiizde biyolojik molekiiller arasinda ila¢ hedefi olmasi sebebiyle de
aragtirmalara sikca konu olan en 6nemli molekiillerden biri de enzimlerdir. Clinkii
enzim aktivitesinin  dlizenlenmesiyle giinlimiizde bircok hastalik tedavi
edilebilmektedir. Bu sebeple ilag hedeflerinin % 40’m1 enzimler olusturmaktadir

(Winum ve ark., 2009).

Onaylanmis ila¢ hedefi olarak 66 adet insan enzimi bilinmektedir (Winum ve ark.,
2009). Bu enzimler i¢inde en dikkat ¢eken grup ise karbonik anhidrazlardir (KA).
Aktif bolgelerinde Zn™ iyonu iceren, insanda KA izoenzimi ve 3 KA baglantili
proteini tanimlanan KA’lar metaloenzimlerdir (Supuran, 2001; Anzelotti ve Farrel,
2008; Simone ve ark., 2008; Thiry ve ark., 2008; Pastorekova ve ark., 2008;
Supuran, 2010; Supuran, 2012; Aggarwal ve ark., 2013).

Insan viicudunda bircok kritik siirecte fizyolojik ve patolojik rol iistlenen KA’lar
akciger, eritrosit, goz, bobrek, beyin, pankreas, tiikriikk bezleri, kaslar, kolon, prostat
gibi ¢esitli dokulardan izole edilmektedir. Giinlimiize kadar 12 farkli aktif karbonik
anhidraz enzimi izole edilmis olup, fizyolojik olarak en yaygin olan karbonik
anhidraz 1 ve II’dir. Solunum, viicut sivisi iretilmesi, timorlesme, elektrolit
sekresyonu, pH ve CO, homeostazisinin saglanmasi gibi insan viicudu icin ¢ok
Oonemli olan bu olaylarda KA’larin katalizledikleri karbondioksitin bikarbonata geri
doniistimlii  hidratasyonu sayesinde KA izoenzimleri yukarida sayilan kritik

stireglerde rol oynamaktadir (Mohanty ve ark., 1998; Supuran ve Scozzafava, 2000;



Leppilampi, 2006; Supuran ve Scozzafava, 2007; Wilkinsin ve ark., 2007; Thiry ve
ark., 2008; Supuran, 2008; Ekinci, 2008; Giimiig, 2008). Bu gibi kritik siireclerde
onemli derecede rol oynamalar1 ve insan dokularinda yaygin dagilim gostermeleri
sebebiyle de KA izoenzimleri, ila¢g tasariminda dikkat ¢eken hedeflerden biri haline
gelmislerdir. Dolayisiyla KA izoenzimlerini inhibe eden ajanlar da, KA inhibitorleri,
farmakolojik 6nem kazanmistir ve bu inhibitorler arasinda B-laktam substratlari en
giiclii gruplardan biri olarak goriilmektedir. Son yillarda bazi KA izoenzimleri
kanser, obezite ve osteoporoz tedavisinde rol aldig1 anlasilmis olup bu izoenzimlere
spesifik yeni ila¢ etken maddeleri sentezleme calismalar1 yapilmaktadir (Winum ve

ark., 2009; Supuran, 2010; Lee, 2010; Berber ve ark., 2015; Turan ve ark., 2016).

Karbonik anhidraz ihbitorii ilaglar ajan olarak yaklagik 50 yildir klinik olarak cesili
alanlarda kullanilmaktadir fakat izoenzim seciciligi olmayis1 ve sistemik yan
etkilerinden dolay1 spesifik yeni KAI’lerin gelistirilmesine halen devam edilmektedir

(Supuran, 2001).
2.3. p-Laktamlar

Keten ve iminlerin tepkimesi sonucunda ortaya farmakolojik oneme sahip cesitli
maddeler ¢ikmis ve sentez edilmistir. Bu maddelerden birisi de Sekil 2.1°de

gosterilen imin ve difenilketen kullanilarak sentezlenmis B-laktamlardir.

Ph Ph
Ph Ph ‘N
—N + >:C:O —_—
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O Pn

Sekil 2.1. Hermann staundinger’ in -laktam sentezi (Staudinger, 1905).

Farmakolojik 6nemi, sentezlenmesinden yillar sonra fark edilen B-laktamlar imin ve
keten birlesiminden olusmaktadir. Bu kesif siireci, 1929 yilinda, Alexander Fleming
tarafindan yapilan bir ¢alismada potansiyel antibiyotik olan penisilini bulmasi ile

sonuclanmistir (Woodward ve ark., 1949). Yapilan bu calismada penisillium



kolonisinin ¢evresinde bulunan Staphylococcus aureus kolonilerinin iiremesinin
durmus oldugunu fark etmis ve bu etkiyi yapan maddeye penisilin adin1 verdigini
bildirmistir. Calismada elde edilen bulgular 15181nda penisilinin antibiyotik 6zellige
sahip oldugu gosterilmis olup, kiiltiirden elde edilen penisilinin miktar olarak yetersiz
ve saklama kosullar1 agisindan da dayaniksiz olmasi sebebiyle tedavi amagh
kullanilamamustir. Ilerleyen siirecte Alexander Fleming ve arkadaslari penisilinin
daha dayanikli, tedavi amacl kullanabilmek i¢in aktif seklini bol miktarda elde etmis
ve 1940 yilinda kullanima sunmuglardir. Akabindeki ilk yirmi yil igerisinde yeni bazi
penisilin tiirevleri sentezlenirken, ikinci yirmi yilda da penisilin tirevleri
gelistirilerek sentezi gerceklestirilmis ve birgok bakteriyel hastaliklarin tedavisinde
basarili bir sekilde kullanilmistir. Kimyasal yapilarinda B-laktam halkasi igeren biitiin
antibiyotik maddeler B-laktam antibiyotikler olarak adlandirilmaktadir ve bazi -
laktam grubu antibiyotiklerin kimyasal yapilar1 Sekil 2.2°de gosterilmistir (Berber ve
ark., 2015).

B-laktam halkasini iceren bilesiklerin ayrica antiinflamatuar (Veinberg ve ark., 1998;
Kumar ve Rajput, 2009), antiparkinsoniyen (Srivastava ve ark., 1999),
antihiperlipidemik (Wu ve ark., 1999; Leach ve ark., 2001), antiviral (Kiiglikglizel ve
ark., 1999; Sperka ve ark., 2005), antidiyabetik (Goel ve ark., 2004), apoptozis
indiiktor aktivitesi (Kazi ve ark., 2004), merkezi sinir sistemi aktivatorii (Goelab ve
ark., 2005), vazopressin Vla antagonisti (Guillon ve ark., 2007) gibi 6zelliklere de

sahip oldugu goriilmiistiir.

Onceki yillarda P-laktam icerikli antibiyotikler; penisilinler, sefolosporinler,
karbapenemler ve monobaktam grubu [-laktamlar olmak tizere 4 grup altinda
toplansa da son yillarda [-laktamaz inhibitorleri de (klavulonat, sulbaktam,
tazobaktam) bu gruba dahil edilerek 5 grup altinda toplanmistir (Bradford, 2001).
Bazi B-laktam grubu antibiyotiklerin kimyasal yapilar1 Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Baz1 B-laktam grubu antibiyotiklerin kimyasal yapilar1 (Berber ve ark., 2015)



2.3.1. p-laktam grubu antibiyotiklerin etki mekanizmasi

B-laktamlar bakterisid olarak yani bakterilerin hiicre duvarini inhibe ederek
antibakteriyel 6zellik gostermektedirler (Cetin, 1986). Bu antibiyotiklerin asil hedefi,
“penisilin baglayan protein (PBP)” ad1 verilen enzimlerdir. Bu enzimler hiicre duvar
sentezinin transpeptidasyon evresini katalizlemektedir. B-laktam antibiyotikler PBP
enzimleri ile baglanarak enzimin asil substratina baglanmasina engel olur, bdylece
duvar sentezi engellenmis olur ve bakterinin hiicre duvari inhibisyona ugradigi icin

duvar sentezi gerceklesemez (Onciil, 2002).

B-laktam antibiyotiklerin en sik kullanilan antibiyotik grubu olmalarinin basinda yan
etkilerinin azlig1 ve yukarida da bahsedildigi gibi bakterisid olmalar1 gelmektedir. Bu
antibiyotik grubu, bakterilerin hiicre duvarinda bulunan ve mikroorganizma
biitiinliiglini  koruyan peptidoglikan tabakasinin sentezini bozarak etki eder.
Peptidoglikan tabakasi, N-asetil muramik asitin yapisinda bulunan D-alanin-D-
alanin molekiillerinin transpeptidasyon reaksiyonu sayesinde capraz baglanan kisa
peptid zincirleri ile saglamlasir. Bu transpeptidasyon reaksiyonunu gercgeklestiren
enzimler olan penisilin baglayan proteinler -laktam antibiyotiklerinin asil hedefidir.
B-laktam grubu antibiyotiklerin yapis1 D-alanin—D-alanin molekiiline ¢ok
benzediginden, bu antibiyotikler PBP ile reaksiyona girer ve D-alanin—D-alanin
molekiiliiniin yerine gecer. Boylelikle transpeptidasyonu engeller. Hiicre duvarinin

yapisi bozuldugu i¢in bakteri ozmotik direng kaybi yasar ve oliir (Giir ve ark, 2001).

Giliniimiize kadar tanimlanan 350’ye yakin B-laktamaz enzimi vardir. B-laktamazlar
molekiiler yapilarina gore 1980°de Ambler tarafindan 4 sinifa ayrilmislardir (Bush ve

ark., 1995). Bunlar;

Smif A: Onceligi penisilinleri hidrolize etmek olan enzim grubu,

Smif B: Metallo-B-laktamaz olarak bilinen, karbapenemazlardan olusan grup,

Smif C: AmpC geni tarafindan kodlandigi i¢in AmpC enzimler olarak da anilan,
oncelikle sefalosporinazlardan olusan enzim grubu,

Smif D: Oksasilinazlardan olusan enzim grubu.
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B-laktam halkasindaki amid baglarin1 parcalayip, B-laktam ajanlarini inhibe ederek
antibiyotige kars1 direnc etkisi gosteren -laktamazlar, anaerob, gram negatif ve gram
pozitif bakteriler tarafindan sentezlenen enzimlerdir ve PBP’lere de yapisal olarak
benzemektedirler. Stafilakoklar, bu enzimleri olusturan en Onemli gram pozitif
patojenlerdendir (Jayanthi ve ark., 2004; Sari, 2005). Gram negatifler digerlerine
nazaran daha ¢ok B-laktamaz enzimi iiretmektedir ve bu bakteriler arasinda p-laktam
direncindeki en onemli mekanizma iiretimdir. Enterobacteriaceae liyeleri giiclii p-
laktamaz ireticileri olarak gram negatiflere Ornek verilmektedir. Anaerobik
bakterilerde farkli etki mekanizmalar1 vardir. Clostridium ve Fusobacterium’larin
urettigi P-laktamazlar penisilini parcalayarak etki ederken Bacteriodes’ler ise

genellikle sefalosporinaz etkinligi gostermektedir (Pool, 2004).

Son yillarda baz1 B-laktamaz inhibitorleri ile penisilin tiirevlerini birlestirip kombine
penisilinler elde edilmistir. Bu kombinasyonlarda ampisilin, piperasilin, tikarsilin,
amoksilin gibi penisilin tlirevleri kullanilirken, B-laktamaz inhibiorii olarak da
sulbaktam, klavulanik asit ve tazobaktam gibi ihbitorler kullanilmistir. Bu
inhibitorlerin yapilar1 Sekil 2.3’te gosterilmistir. -laktamaz salgilayan bakterilere de
etki gosteren [B-laktamaz inhibitérlii kombine penisilinler elde etmek amaciyla
gelistirilen bu kombine preparatlarin genellikle Staphylococcus, Haemophilus,
Bacteriodes, Klebsiella tiirleri ve E. coli’nin basit B-laktamazlar1 disinda kalan B-

laktamazlar1 inhibe edemedigi goriilmiistiir (Chambers ve ark., 2005).

Son yillarda tiim diinyada oldugu gibi lilkemizde de kokutucu diizeyde artis gosteren
antibiyotik direncinin en O6nemli sebebi kontrolsiiz ve bilingsizce antibiyotik
kullanimidir. Kullanilan antibiyotigin aktif halde disar1 atilmasi, tedavideki hedef
bolgenin yapisal degisime ugramasi, plazmidlerle kromozomlarin araci oldugu direng
faktorleri, B-laktamaz veya aminoglikozidleri degistirecek enzim olusturma ve hiicre
gecirgenliklerindeki degisiklikler gibi cesitli mekanizmalarla antibiyotik direnci
ortaya ¢ikmaktadir (Itokazu ve ark., 1996; Archibald ve ark., 1997).

Direncli bakterilerin ortaya ¢ikmasinda en biiyiik rol R-plazmidleri tarafindan

sentezlenen B-laktamazlara aittir. Bu plazmidler bakteriler arasinda yiiksek oranla
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aktarilmaktadir. Plazmitten sentezlenen bu enzyme Enferobacteriaceae iiyelerinin
yaklasik %25-75’inde bu plazmitin bulunmas1 6rnek olarak verilmektedir (Gutmann

ve ark., 1988).

H 0
- ,COOH Q '
N H GOoH COH =\
— O - O N \H N\N/
H R S\ z ,S\‘O
HO O HO
Klavulanik asit Sulbaktam Tazobaktam

Sekil 2.3. Baz1 -laktamaz inhibitor yapilar1 (Berber ve ark., 2015)

B-laktam enzim inhibisyon mekanizmasindan bir tanesi; klavulanik asitin karbonil
grubuna geri donilislimsiiz olarak baglanmasi sonucu, hidroksil (Ser-70) sebebiyle
savunmasiz kalip agil ara {irliniine doniisiir ve besli azot halkasinin da agilmasiyla
imin ara iiriiniine doniisiir. imin izomerizasyonlar gecirerek kararli hale gelir ve
reaksiyonu takip eden birka¢ saat sonrasinda B-laktam enzimi klavulanik asitin bu
degisimiyle yok edilmis olur (Chen ve Herzberg, 1992; Padayatti ve ark., 2005;
Berber ve ark., 2015).

B-laktam ve ftalazin tiirevleri, c¢esitli biyolojik aktivitelere sahip ve yillarca
eczaciligin kullandig1 ana iskelet olan bilesikler oldugu i¢in, bu gruplari aynmi yap1
icinde tastyan bilesiklerin giiclii biyolojik etkiler gostermesi muhtemeldir. Bu sebeple
ilac hammadesi olmasi disiiniilerek iki yapiyr iceren tiirev bilesiklerin

sentezlenmesine olan ilgi oldukga artmistir (Thomas ve ark., 2016).

3.4. Genotoksisite Testleri

Giiniimiizde radyoaktif kirlilik ve cevre kirliliginin gelisen teknoloji ile beraber
artmasindan tiim canlilar ve Ozellikle de insanlar ¢ok sik etkilenmektedir. Her ne
kadar tedavi edici amagl da olsa, farkli siire ve dozda kimyasal maddelere maruz

kalan insanlar, bunlarin yani1 sira gerek zararli aligkanliklarla (sigara, alkol vb.),
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gerek gidalarla ve hatta solunan havanin kirliligi de eklenince maruziyetin etkisi
diislindiiriici  boyutlara varmaktadir. Adeta kirlilik c¢emberi haline gelen bu
maruziyetlerin canlilarin genetik yapisinda herhangi bir hasara sebep olup olmadigin
aragtirmak igin c¢esitli test metotlart gelistirilmistir. Bazi kirleticiler hicbir
anormallige yol agmazken, bazi kirleticilerin sebep olduklar1 organizma hasarlari ise
DNA tamir mekanizmas1 sayesinde diizeltilebilmektedir. Fakat bu her zaman
miimkiin olamamakla birlikte yapisal kromozom hatalari, gen mutasyonlar1 gibi geri
doniislimsiiz hasarlara sebep olabilmektedir ki sayet iireme hiicrelerinde meydana

gelirse sonraki nesillere aktarilmaktadir (Kilig, 2005).

Kisaca genotoksisite; gen mutasyonlari, yapisal veya sayisal kromozom anormalligi,
DNA zincir kiriklar1 ya da DNA eklentileri gibi hasarlarin tiimiine verilen isimdir.
Gen, kromozom, genomun biitiinii veya DNA ile iligkili hiicresel yapilarin hepsinde
meydana gelebilecek olan hasarlarin sebebi genotoksik etkili ajanlardir (Sekeroglu ve

Sekeroglu, 2011).

Genotoksik ajanlarin yol agtig1 hasarlarin tespiti i¢in ¢esitli yontemler kullanilip
gelistirilmekle beraber kisa siireli mutajenite ve kanserojenite testleri gliniimiizde
hala kullanilmaktadir ve bu test metotlarinin basinda bakteriyel mutajenite testleri
gelmektedir. Bir etkenin mutajen ya da kanserojen olup olmadigini anlamak igin
yapilan test metotlarinda Ozellikle de gen mutasyonu tespiti i¢in kullanilan bu
metotlarda ¢cabuk boliinebilen tek hiicreli bakteriler tercih edilmektedir ve Ames testi

glinlimiizde bilinen en iyi bakteriyel mutajenite testlerinin basinda gelir.

Son yillarda insanlarin maruz kaldig1 bu kimyasallarin hem kiside hem de gelecek
nesilde meydana getirdigi ve getirecegi hasarlarin boyutuna soyle bakacak olursak;
oncelikle kanser, kisirlik, dogum sorunlar1 gibi oldukca 6nemli ve endise verici
oldugu goriilmektedir. Genotoksik ajanlarin sebep oldugu bu hasarlarin sonucunda
meydana gelen hastaliklarin baginda gelen kanserin genotoksisite ile yiiksek derecede
iligkili oldugu ve karsinojen ajanlarin insanlarda kanser oranini % 90’a ulastirdig:

goriilmistiir (Kilig, 2005; Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).
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Tiim bu bilgiler 15181nda ve ortaya ¢ikan tabloyla birlikte artan kimyasal kullaniminin
yol actig1 ve acacagi ciddi saglik sorunlarimin anlagilmasi genotoksisite testlerinin
gelistirilmesine sebep olmustur (Tarhan, 2006; Yirtici, 2007). Yukarda bahsedilen
bakteriyel mutajenite testi disinda in vitro testler de oldukca etkili, ¢alisma amacina
gore cesitli ve yaygin kullanim alanina sahiptir. Herhangi bir etkenin kromozom
seviyesinde anormallige sebep olup olmadigimi arastirmak i¢in kullanilan in vitro
testlerde deney materyali olarak sperm, periferal kan, kemik iligi gibi materyalleri
fare, tavsan, sican, insan veya baliktan elde edilmektedir. Ancak siklikla insan
kaynakli hiicreler deneylerde kullanilmaktadir (Berber ve ark., 2014). Genotoksik
etkilerin tamamini gosterebilecek yeterlilikte oldugu diisiiniilmeyen kisa stireli
genotoksisite testlerinin tek tek degil ancak bir arada seri olarak degerlendirilmesi ile
gecerliligini arttirdigr diisiiniilmektedir. Bu seri testler uzun siireli testlerin sonuglari

ile benzerlik gostermektedir (Tarhan, 2006; Yirtici, 2007).

Genotoksisite testleri, ilag liretiminde de olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir ve ilaglarin
kullanima sunulmadan 6nce mutlaka genotoksik giivenirlilik testi i¢in kisa siireli test
sisteminde standarda oturtulmus olan ii¢ basamakli seriden gegmesi gerektigi
bildirilmektedir. Bu ii¢ basamakli seride bakteriyel mutajenite testleri (6rn: Ames) ilk
basamak icin Onerilirken, ikinci basamakta memeli hiicrelerinde gen mutasyonu veya
kromozom hasar1 6lgmek icin in vitro sitogenetik testlerin (0rn: in vitro CA veya
MN) yapilmasi tavsiye edilmektedir. Sonradan olusabilecek genotoksik ajanlarin
belirlenmesi olduk¢a 6nemli olup bu amacgla da serinin son basamaginda in vivo
kromozom hasari testleri onerilmektedir. Ciinkii ila¢ olarak kullanilmasi diistiniilerek
sentezlenmis herhangi bir kimyasal maddenin dagilimi, emilimi ve viicuttan
atilmasinda izledigi yollar hakkinda istedigimiz bilgileri bu testler sayesinde elde
edebilecegimiz verilerden degerlendirme yaparak bulabilecegimiz onerilmektedir

(OECD, 2008; Demircigil ve ark., 2009; Brambilla ve ark., 2012).

flag olmas1 Ongoriilerek sentezlenen maddelerin genotoksisitesinin belirlenmesi
amaciyla en yaygin kullanilan kisa stireli testlerden biri CA ve digeri ise MN
testleridir (Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011). Bu ¢alismada da kisa siireli genotoksisite

testleri olarak in vitro insan kan lenfosit kiiltiiriinde CA ve MN testleri uygulanmistir.



14

2.4.1. Kromozomal anormallik testi (CA)

Kromozomal anormallik testi (CA), genotoksik ajanlara g¢esitli sebeplerle
maruziyetin sonucunda olusan genetik hasarin izlemi ve tespitinde kullanilan en
etkili yontem olarak hatta altin standart olarak tanimlanmakta ve bir¢ok mutajen ya
da karsinojenin de kromozomal anormallige dolayli veya dogrudan etki ettigi

gosterilmektedir (Albertini, 2003).

Hasar goren kromozomlarin tamir edilememesi veya yanlis tamiri ile olabilecegi gibi
hiicre bdoliiniirken kutuplara gidemeyen veya giderken olusan anormalliklerin
sonucunda olusan kromozomal anormallikler, sayisal veya yapisal olarak
kromozomlarda goriilen mikroskobik degisikliklerdir. Kisa siireli genotoksisite
testlerinden biri olan kromozomal anormallikler testi, in vitro ve in vivo olarak
yapilabilme 6zelligine sahip genotoksik risk tespiti i¢in oldukca hassas bir testtir. /n
vivo CA’da genellikle kemik iligi hiicreleri kullanilirken, in vitro yontemde memeli
hiicreleri olan fibroblast, sperm ve cogunlukla periferal kan lenfositleri kiiltlire
edilerek kullanilmaktadir. Her iki uygulamada da kiiltlire veya kemik iligine tiibiilin
polimerizasyonunu inhibe ederek boliinmeyi metafaz evresinde durdurma 6zelligine
sahip olan kolsisin ilavesi yapilmakta ve elde edilen metafaz plaklarindaki
kromozomlar incelenmektedir. Bu yontemle incelenen kromozomlarda sayisal ve
yapisal anormallikler tespit edilmektedir (Hagmar ve ark., 1994; Norppa ve ark.,
2006; Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011; Yiizbasioglu ve ark., 2016).

Kromozomal anormallik testi ile belirlenebilen yapisal anormalliklere; kromozom
kirig, kromatid kirigi, kardes kromatidlerde birlesme, disentrik kromozom, halka
kromozom, inversiyon, translokasyon ve fragment Ornek olarak verilmektedir

(Topaktas ve Renciizogullari, 2010).

Insan periferal kan lenfositleri ile yapilan kromozomal anormallik calismalarinda
saptanan anormallik sikliginin hem maruz kalinan karsinojenler dolayisiyla
genotoksik etkilerin hem de bireysel hassaslik veya yatkinligin gostergesi olarak

kanser riski agisindan Onemli bir belirteg oldugu gosterilmektedir ve kromozom
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anormallik frekans1 ile kanser olusumu arasinda kuvvetli bir iliski oldugu
bildirilmistir (Ji ve ark., 2001; Najataryan, 2012; Yiizbasioglu ve ark., 2014;
Santovito ve ark., 2014; Ginzkey ve ark., 2014; Zemanova ve ark, 2014). Bunlara ek
olarak kanser riskinin CA testi ile erken donemde saptanabilecegi belirtilmektedir.
Ciinki bu teknik tiim genomdaki hasarin izlenmesini miimkiin kilmaktadir (Brusick,

1987; Hagmar ve ark., 1994; Bonassi ve ark., 2000; Au, 2007).

2.4.2. Mikronukleus testi (MN)

Kimyasal ve fiziksel ajanlarin genotoksik ve kanserojenik etksinin oOl¢iilmesi
amaciyla siklikla kullanilan kisa siireli testlerden biri olan MN testinde, kromozomal
anormallik testine gore sitogenetik hasar tespiti daha kolay uygulanmaktadir. Hemen
hemen mitoz boliinme gegiren her hiicrede in vitro ve in vivo olarak uygulanmakla
beraber kolay ve hizli sonug verdigi belirtilmektedir (Sekeroglu ve Atli-Sekeroglu,
2011).

Insanlarin genotoksik kimyasallara maruz kalmasi sonucu olusabilecek klastojenik
ve/veya anojenik etkilerin ortaya ¢ikarilmasinda hem hizli hem de giivenilir olarak
kabul goren bir test metotu olan MN testi yaygin olarak kullanilmaktadir (Brambilla
ve ark., 2012). Kanser hastas1 olan kisilerden temin edilen periferal kan lenfositleri
ile yapilan bir¢ok calismada, kanserli dokudaki MN frekansi ile lenfositlerdeki MN
frekansinin ayni diizeyde oldugu saptanmis ve bazi epidemiyolojik ¢alismalarda da
MN frekansi artis1 ve kanser arasinda oldukc¢a dikkat ¢eken bir iliski oldugu ortaya
koyulmustur (Cheng ve ark., 1996; Uffaud ve ark., 1997; Fenech ve ark., 1999;
Bonassi ve ark., 2007; Parry ve Kirsch-Volders, 2010; Preston ve ark., 2010; Ginzkey
ve ark., 2014; Nersesyan ve ark., 2014).

Hiicrenin mitoz ge¢irdigi sirada esas cekirdege dahil olamayan kromozom veya
kromozom parg¢asi olan mikronukleusun hiicredeki artiginin bir genomik kararsizlik
oldugu ifade edilmektedir. Cesitli ajanlarin kromozom kirigt olusumuna, ig
iplikciklerinde fonksiyon kaybi veya bozukluklarina, sentromerin bdéliinme hatasina

sebep olmast sonucunda hiicredeki MN sayisinda artis goriilmesi indirekt olarak
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genomik kararsizlik gostergesi olarak kabul gormiistiir (Vanparys ve ark., 1990;
Kirsch-Volders ve ark., 1997; Stopper ve Miiler, 1997; Choy, 2001; Demirel ve
Zamani, 2002).

MN’ler DNA sentez hatalar1 sonucu veya DNA kiriklarindan kaynaklanabilen
kromozomal fragmentler igerebilir. Onarillamamis kromozom kiriklari, disentrik
kromozom ve asentrik fragment olusumu ile kendini yeniden diizenleme yoluna
gidebilir. Bunun sonucunda disentrik kromozomlarin sentromerleri genelde anafazda
niikleuslar arasinda niikleoplazmik koprii olustururken asentrik fragment ise MN
olusumuna sebep olur. Anafazda geri kalan asentrik fragmentler ve kromatid veya
kromozom kiriklar1 veya tam bir kromozom sonucunda MN’ler olusur. Telofazda da
niikleuslarin disinda kalan MN’ler, kiigiik niikleuslar olarak goriiliir. (Surralles ve

ark., 1995; Aardema ve Kirsch-Volders, 2001; Sekeroglu ve Atli-Sekeroglu, 2011).

In vitro MN testinde en Onemli nokta uygun sartlarda inkiibe edilen hiicre
kiiltiirlerine sitokalasin B (Cyt-B) eklenmesidir. Kiiltiirin 44. saatinde ilave edilen
Cyt-B, sitokinez esnasinda mikrofilament olusumunu bozar ve karyokinezi
gerceklesen hiicrenin sitokinezi gergeklesemez. Sitokinezi bloke olan bu hiicrelerde
karyokinez gerceklestigi i¢in ¢ift ¢ekirdek (binukleat) elde edilmis olur ki amag da
bunu elde etmektir. Test maddesi ile muamele edilen hiicrelerin kiiltiir siiresi
bitiminde hazirlanan preparatlardan yapilan binukleat hiicrelerdeki MN sayimi ile
hem hiicrenin boliinmiis oldugu ispatlanirken hem de en az bir kere boliinerek yavru
hiicreye nakledilen genetik hasar gosterilerek saptanir (Sekeroglu ve Sekeroglu,

2011).



BOLUM 3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Test maddesi

Sakarya Universitesi Kimya Béliimii’nde sentezlenen ve bu calismada kullanilan B-
laktam  tiirevi olan  1-(4-(3,3-dimetil-1,6-diox0-2,3,4,6,11,13-hekzahidro-1H-
indazolo[ 1,2-b]fitalazin-13-yl)fenil)-2-fenilazetidin-3-yl asetat (IV-b) test
maddesinin karakterizasyonu yapilmis, insan KAI ve KAII izoenzimlerini inhibe
edici etkisi Berber ve arkadaslar1 (2015) tarafindan belirlenmistir. Arastirmamizda

kullanilan bu test maddesinin (IV-b) kimyasal yapist Sekil 3.1.’de gosterilmistir.

Sekil 3.1. 1-(4-(3,3-dimetil-1,6-diox0-2,3,4,6,11,13-hekzahidro-1H-indazolo[ 1,2-b]ftalazin-13-yl)fenil )-2-

fenilazetidin-3-yl asetat’in kimyasal yapisi
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3.1.2. Periferal kan

Sigara igmeyen, alkol kullanmayan, son 6 ay igerisinde herhangi bir 151na maruz
kalmayan, son 2 y1l igerisinde herhangi bir mutajenik ajan ve ilag tedavisi almayan,
kronik bir hastalig1 olmayip son bir hafta i¢inde de herhangi bir viral ya da bakteriyel
enfeksiyon gecirmeyen ve ilag kullanmayan, 20-25 yaslar1 arasinda saglikli 2 erkek 2

bayan dondrden alinan periferal kanlar ¢calismamizda kullanilmistir.

3.1.3. Calismada kullanilan kimyasallar

- Chromosome medium B (Cat no: F 5023, Biochrom)

- Mitomycin C (C;sH;3N40, Cas no: 50-07-7, Applichem)

- Colchicine (C,H5NOg, Cat no: 64-86-8, Sigma)

- Cytocalasin B (Cy9H37NOs, Cat no: 14930-96-2, Applichem)
- Heparin (C;,H9NO,S3, Mustafa Nevzat)

- Giemsa (HS Kodu: 3204-19-00, Merck)

- Entellan (HS Kodu: 3208-20-10, Merck)

- Dimetilstlfoksit (DMSO, Cas no: 67-68-5, Applichem)

- Nitrik Asit (HNOs3, Cas no:7697-37-2, Merck)

- Potasyum kloriir (KCl, Cat no: 7447-40-7, Merck)

- Metanol (CH3;OH, Cat no: 67-56-1, Merck)

- Asetik Asit (CH3;COOH, Cat no: 64-19-7, Merck)

- Tampon A (KH,POys, Cat no: 7778-77-0, Sigma Aldrich)

- Tampon B (Na,HPO,, Cat no: 7558-79-04, Sigma Aldrich)

3.1.4. Kullanilan kimyasal cozeltiler

-Tampon A



-Tampon B
NazHPO412H20 ............ 14,83 ar
Distile su..........coouvve... 250 mL

KCL.o 1,398 gr
Distile su..........cceeueenn.. 250 mL
-Kolkisin (0,06 gr/mL)
Kolkisin...........coceoenene. 0,01 gr
Distile su...........cooueene.. 10 mL
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Stok olarak hazirlanan bu ¢6zeltiden 87,47 puL alinmis ve 10 mL’ye tamamlanmistir.

-Mitomisin C (MMC) (0,2 pg/mL)
Mitomisin C................... 2 mg
Distile su.........cooeiiinnne 2 mL

Stok olarak hazirlanan bu ¢6ézeltiden 110 puL alinmis ve 1 mL’ye tamamlanmaistir.

-Sitokalasin B (5,2 pg/mL)

Sitokalasin.................... 5mg
DMSO.....ccoiiiiiiiinnn 2240 pL
3.1.5. Doz secimi

B-laktam tiirevi olan test maddesinin ICsy degerine gore uygulama dozlarinin se¢imi

yapilmis olup, c¢alismamizdaki tiim genotoksisite testleri i¢in en yiiksek uygulama

dozu 30 pg/mL olarak belirlenmistir. Diger uygulama dozlar1 en yiliksek uygulama

dozunun 1/2, 1/4 ve 1/8 oraninda seyreltilmesi ile hazirlanmistir. Sonug olarak test

maddesinin uygulama konsantrasyonlar1 30, 15, 7,50 ve 3,75 pg/mL sekinde

belirlenmistir. Ayrica pozitif, negatif ve ¢0ozlcli kontrol

kullantlmistir.

de wuygulamada
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3.2. Metot

3.2.1. Kromozomal anormallik testi

Steril tiiplerin her birine 2,5 mL olacak sekilde dagitilmis olan besiyerlerine 2 disi 2
erkek olmak {izere toplamda 4 saglikli donorden alinan 0,2 mL heparinize edilmis
periferal kan ekimi yapilmustir. Kan tiipleri 37 °C olan etiive kaldirilarak 72 saatlik
inkiibasyon baslatilmistir. Inkiibasyon boyunca her giin diizenli araliklarla tiipler
yavasca alt Uist edilmistir. Test maddesinin kiiltiirdeki kan tiiplerine ekimi, maruziyet
siiresine bagli olarak gergeklestirilmistir. 24 saatlik maruziyet uygulamasi icin
kiiltiiriin 48. saatinde, 48 saatlik maruziyet i¢in kiiltiiriin 24. saatinde kan kdiltiirii
tiiplerine 30, 15, 7,50 ve 3,75 pg/mL olacak sekilde test maddesinin uygulama
dozlarinin ekimi yapilmistir. Ayn1 zamanda pozitif kontrol olarak 0,2 pg/mL MMC
(mitomycin C), negatif kontrol olarak steril distile su, ¢oziicii kontrol olarak da
DMSO (dimetilsiilfoksit) eklenmistir. Inkiibasyonun 70. saatinde kiiltiir tiiplerine ig
ipliklerinin depolarizasyonunu saglamak amaciyla kolkisin (0,06 pg/mL) ekimi

yapilmuistir.

Kiiltiir stiresi bitiminde etiivden ¢ikarilan tiipler 10 dk boyunca 1200 rpm’de santrifiij
edilmigtir. Santrifiij bitiminden sonra konik kisma kadar siipernatantlar atilmig olan
tiiplere, 37 °C’deki hipotonik soliisyon olan 0,075 M KCI’den 5’er mL damla damla
vortex esliginde eklenmistir. Hipotonik soliisyon eklenmesinden sonra tiipler 37 °C
etlivde 30 dk bekletilmistir. Siiresi dolan tiipler tekrar 10 dk 1200 rpm’de santrifiij
edilmistir. Siipernatantlar1 atilan tiiplere daha onceden hazirlamp +4 °C’de
bekletilmis olan fiksasyon ¢ozeltisinden (3 birim methanol:1 birim asetik asit) 5’er
mL olmak {tizere her bir tiipe vortex esliginde eklenmistir. Sonrasinda 45 dk
bekletilmek iizere +4 °C’ye kaldirlmustir. Bekleme siiresi dolan tiipler tekrar
santrifiij edilmis ve slipernatant1 atilmisitr. Bu islemden sonra tekrar soguk fiksatiften
5’er mL her bir tiipe vortex lizerinde damlatilmis ve santriflij edilmistir. Santrifiijden
sonra siipernatant1 atilan tiiplere tekrar soguk fiksatif ¢ozeltisi 5’er mL eklenmis,
tiipler tekrar ve son kez santrifiij edilmis siipernatant1 konik kisma kadar atilmistir.

Kalan kisim pastor pipeti yardimiyla homojenize edilmistir. Elde ettigimiz hiicre
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kiltiirlerini 6nceden temizlenmis (¢esme suyu altinda 10-15 dk yikanmis, saf sudan
gecirilmis -20 °C’de bekletilmis) lamlar tizerine damlatarak preparatlar hazirlanmis
ve preparatlar 1 gilin boyunca kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlar, pH 6,8
olacak sekilde tampon A ve tampon B ile hazirlanan % 5°lik giemsa boyasi ile 15-20

dk kadar boyanmis ve 1 giin sonra entellanla daimi preparat haline getirilmistir.

3.2.1.1. Mitotik indeks ve kromozomal anormalliklerin incelenmesi

Mitotik indeks (MI) hesaplanmasi i¢in biitliin uygulama dozlarinda her bir birey i¢in
3000 hiicre olmak {izere her bir doz i¢in toplamda 12000 hiicre incelenmistir.
Boliinen hiicre sayisinin, toplam hiicreye oraninin yilizde cinsinden degerinin
hesaplanmasiyla mitotik indeks belirlenmistir. Kromozomal anormallikler, her bir
doz i¢in 46 kromozomlu ve kromozomlar1 diizgiin dagilmis 100’er hiicre olmak
lizere her bir bireyin uygulama dozlar1 toplaminda 400’er hiicre incelenerek
degerlendirilmistir. Incelenen toplam hiicre igindeki anormal hiicre yiizdeleri ve

hiicre basina diisen anormallik sayilari da belirlenmistir.

3.2.2. Mikronukleus testi

Heparinli enjektorle dondrlerden alinan kanlardan 0,2°ser mL olacak sekilde
tiiplerdeki 2,5 mL’lik besiyerlerine eklenmistir. 37 OC’lik etiive kaldirilan tiipler 72
saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresince tiipler diizenli olarak
yavasca alt iist edilmistir. Kiiltiiriin baslangicindan itibaren 24. saatinde tiiplere -
laktam tlirevi olan test maddemizin 30, 15, 7,50, 3,75 pug/mL olarak uygulama
dozlar1 eklenmigtir. Ayni zamanda pozitif kontrol olarak MMC (mitomycin C),
coziicii kontrol olarak DMSO (dimetilsiilfoksit) ve negatif kontrol olarak da steril
distile su eklenmistir. Kiiltiiriin 44. saatinde tiliplere sitokinezi bloke etmek amaciyla

Cytochalasin B (5,2 pg/mL) eklenmistir.

Kiiltiir siiresi biten tiipler etiivden ¢ikarilmis, 10 dk 1000 rpm’de santrifiij edilmistir.
Santrifiij islemi biten tiiplerin siipernatanti atilmis ve her bir tiipe vortex esliginde

damla damla 5’er mL olacak sekilde +4 °C’de bekleyen hipotonik soliisyondan
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(0,075 M KCl) eklenmistir. Ardindan tiipler +4 °C’de 5 dk bekletilmis ve siire
sonunda 10 dk 1000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiijii tamamlanan tiiplerin
siipernatant: atilmustir. Onceden hazirlamp +4 °C’de bekletilen soguk fiksatiften (3
methanol:1 asetik asit) tliplere vortex ilizerinde 5’er mL olarak eklenmis ve 15 dk
buzdolabinda +4 °C’de bekletilmistir. Siiresi biten tiiplerin tekrar santrifiij isleminden
sonra slipernatantlar1 atilmis ve soguk fiksatiften 5’er mL damla damla vortex
tizerinde eklenmistir. Tekrar santriflij edilen tiiplerin siipernatantlar1 atilmistir. Bu
islemden sonra O6nceden hazirlanmis olan soguk 3:1 fiksasyon ¢ozeltisine % 1’lik
olacak sekilde formaldehit eklenmesiyle elde edilen son fiksatiften her bir tiipe
vortex lizerinde damla damla 5’er mL ilave edilmistir. Formaldehitli son fiksatiften
sonra tlipler tekrar santrifiij edilmis ve silipernatanti konik kisma kadar atilmistir.

Kalan kisim pator pipeti ile yavasca homojenize edilmistir.

Elde edilen hiicre kiiltiirleri onceden temizlenmis (1N nitrik asitte 1 gece bekletilmis,
15-20 dk ¢esme suyunda yikanmis, saf sudan gecirilip % 70’lik alkol igerisinde -20
°C’de ¢alisma zamammna kadar bekletilmis) lamlar iizerine damlatilmustir. 1 giin
boyunca kurumaya birakilan preparatlarin siire bitiminde pH’1 6,8 olacak sekilde
hazirlanmis % 5°lik giemsa boyast ile 13-15 dk boyanmis ve 1 giin sonra entellanla

kapatilarak daimi preparat haline getirilmistir.

3.2.2.1. Mikronukleus frekansinin incelenmesi

Kalic1 hale gelmis preparatlarda her bir bireyde her bir doz i¢in 1000 bintikleat hiicre
olmak tizere her bir doz i¢in toplam 4000 biniikleat hiicre incelenmis ve

mikroniikleus frekanslar1 belirlenmistir.

3.3. istatistiksel Analiz

Calismamizda deney gruplarinin mitotik indekslerinde, mikroniikleus frekanslarinda
ve kromozomal anormalliklerinde kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli
farklilik olup olmadiginin saptanmasinda z dagilim testi kullanilmistir. Doz-etki

iliskisini belirleyebilmek i¢in SPSS.11 programi kullanilmistir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. (IV-b)’mn Insan Periferal Kan Lenfositlerindeki Genotoksik Ekileri

Test bilesiginin (IV-b) genotoksik potansiyelini degerlendirmek amaciyla in vitro
insan periferik kan lenfositlerinde CA ve MN testleri uygulanmis sitotoksik

potansiyelin degerlendirilmesi i¢in mitotoik indeks (MI) incelenmistir.
4.1.1. Kromozomal anormallik (CA) testinin bulgular:

Yeni sentezlenen [-laktam tiirevi test maddesi IV-b ile yapilan kromozomal
anormallik testi sonucunda goézlenen kromozomal anormallik tipleri ve analiz
sonucunda elde edilen anormal hiicre %’si, kromozomal anormallik/hiicre sayis1 ve
mitotik indeksler Tablo 4.1.'de gosterilmistir. Test maddesi (IV-b) ile 24 ve 48
saatlik in vitro uygulamalarda her doz i¢in toplamda 400 metafaz plagi incelenmis ve
ti¢ tip yapisal anormallige sebep oldugu goriilmiistiir. Bu anormallikler kromatit ve
kromozom kiriklar1 ve fragmentlerdir. G6zlenen bu anormallikler Sekil 4.1-4.6’da
gosterilmistir. Her iki uygulama siiresinde de en sik goriilen anormallik tipi kromatit
kiriklar1 iken bunu fragment takip etmistir. Kromozom kiriklar1 en az goézlenen

anormallik tipidir.



Tablo 4.1. IV-b’nin 24 ve 48 saat uygulamasi ile insan periferal lenfositlerinde olusan kromozomal anormallik frekanslar1 ve mitotik indeksler

Uygulama Anormallikler
Test maddesi Anormal hiicre KA/Hiicre Mi + SH
Stire Doz Ktk kzk f kkb h + SH (%) L sH %)
(saat)  (ng/
ml)
Kontrol 24 0,00 5 2 1 - - - 1,75+0,66 0,020+0,007 7,09+0,23
Coziicii Kontrol 24 10 ul 10 2 2 - - - 3,5040,92 0,035+0,009 6,28+0,22
Pozitif Kontrol 24 0,20 113 29 15 1 10 2 29,00+2,27 0,425+0,025 3,27+0,16
IV-b 24 3,75 5 2 3 - - - 2,50+0,78 0,025+0,008 5,49+0,21%**4F
7,5 11 2 4 - - - 4,25+1,01%* 0,043+0,010 5,99+0,22%%*
15 12 4 7 - - - 5,00+1,09%* 0,058+0,012** 6,25+0,22%*
30 22 7 8 - - - 8751, 41% R 0,093+0,015***4+  6,17+0,22%*
Kontrol 48 0,00 4 1 - - - - 1,50+0,67 0,013+0,006 5,70+0,21
Coziici Kontrol 48 10pul 7 - 4 - - - 2,75+0,82 0,028+0,008 5,23+0,20
Pozitif Kontrol 48 0,10 74 41 7 - 10 1 25,7542,19 0,333+0,024 2,44+0,14
IV-b 48 3,75 4 1 1 - - - 1,50+0,67 0,015+0,006 4,8140,20%*
7,5 8 1 3 - - - 3,00+0,85 0,030+0,009 3,56£0,17*** 1+
15 11 5 8 - - - 5,00+1,09%* 0,060+0,012***f 4,48+0,19%**§+
30 25 5 11 - - - 92541, 45% R 0,10310,015% 44+ 4,7540,19%*

ktk: kromatid kirigi, kzk: kromozom kirigy, f: fragment, kkb: kardes kromatidlerde birlesme, h: hag, ds: disentrik kromozom, e: endoreduplikasyon, p: poliploidi
*Kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

**Kontrole gore p< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)

***Kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

TCoziicl kontrole gore p< 0,05 diizeyinde anlamli (z testi)

T1Coziicii kontrole gore p< 0,01 diizeyinde anlamli (z testi)

T 1Coziicti kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlamli (z testi)

24
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Test maddesi IV-b, hem 24 saat hem de 48 saatlik uygulama periyodlarinda anormal
hiicre yilizdesini doza bagli olarak arttirmistir (sirasiyla, r = 0,99 ve r = 00,97, negatif
ve c¢oziicii kontrole gore). 24 saatlik muameledeki bu artis, negatif kontrol ile
karsilagtirildiginda  en  disik  konsantrasyon  hari¢  diger  uygulama
konsantrasyonlarinda (30, 15, 7,5 pg/mL) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Coziicli kontrol ile kiyaslandiginda ise test maddesinin anormal hiicre yiizdesini
sadece en yiiksek uygulama konsantrasyonunda (30 pg/mL) anlamli bir sekilde
arttirdigr  gozlenmistir. 48 saatlik uygulamada bu artis, negatif kontrol ile
karsilastirildiginda en yiiksek iki uygulama konsantrasyonunda (30, 15 pg/mL)
istatistiksel olarak anlamli bulunurken, ¢6ziicii kontrolii ile karsilastirildiginda; 24

saatlik muamele ile ayn1 oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.1.’deki sonuglara gore test maddesi, 24 ve 48 saatlik muamele periyotlarinda
doza bagli bir sekilde hiicre basina diisen kromozomal anormallik sayisini (sirasiyla,
r =0,99 ve r =00,97, negatif ve ¢oziicii kontrole gore) arttirmistir. Bu artislar, negatif
kontrol ile karsilastirildiginda en yiiksek iki uygulama konsantrasyonunda (30, 15
ng/mL) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Coziicii kontrolle kiyaslandiginda
ise, 24 saatlik uygulamada en yiiksek uygulama konsantrasyonunda (30 pg/mL), 48
saatlik uygulamada ise en yiiksek iki uygulama konsantrasyonunda (30, 15 pg/mL)

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Test maddesi, 24 ve 48 saatlik muamele periyotlarinda, negatif kontrole gore tiim
uygulama konsantrasyonlarinda mitotik indeksi anlamli bir sekilde azaltmstir.
Bununla birlikte, ¢oziicii kontrol ile kiyaslandiginda, test maddesi 24 saatlik
uygulamada 3,75 pg/mL’lik konsantrasyonda, 48 saatlik uygulamada 15 ve 7,5
ng/mL’lik konsantrasyonlarda mitotik indeksi anlamli sekilde diisiirmiistiir. Bu
diisiisler, her iki uygulama siiresinde de doza bagh degildir (sirasiyla, r=-0,16 ve r =

-0,21; r=0,31 ve r = -0,08; 24 saat, 48 saat, negatif ve ¢oziicii kontrol).



I:h.

Sekil 4.2. 24 saat IV-b test maddesi ile muamele sonucunda olusan kromozom kirig1

-

Sekil 4.3. 24 saat IV-b test maddesi ile muamele sonucunda olusan fragment
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Sekil 4.4. 48 saat IV-b test maddesi ile muamele sonucunda olusan kromatit kirigi

Sekil 4.6. 48 saat IV-b test maddesi ile muamele sonucunda olusan fragment
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4.1.2. Mikroniikleus (MN) testinin bulgulari

Yeni sentezlenen B-laktam tiirevi olan test maddesi IV-b ile mikroniikleus testi
yapilmis ve toplamda 4 bireyde 4000 biniikleat hiicre incelenmistir. Hiicre basina
diisen MN sayilar1 ile MN frekanslar1 tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo
4.2.°de verilmis olup mikroniikleus igeren bintikleat hiicreler Sekil 4.7. ve 4.8.’de

gosterilmistir.

Tablo 4.2. Yeni sentezlenen B-laktam tiirevinin (IV-b) insan lenfositlerinde olusturdugu mikronukleus frekanslari

Test maddesi Uygulama Sayilan BN hiicreler i¢inde
= biniikleat mikroniikleus MN=+SH
Surg Doz hiicre frekanslar1 (%)
(saat) - (wgmb) s 1 @ 06
Negatif Kontrol 48 0,00 4000 4 1 - 0,150 £0,055
Coziicii kontrol 48 0,10 4000 2 - - 0,050 +£0,035
Pozitif kontrol 48 0,20 4000 164 5 1 4,425 +0,318
IV-b 3,75 4000 2 - - 0,050 +£0,035
7,5 4000 10 - - 0,250 +0,079}
15 4000 10 - - 0,250 +£0,079F
30 4000 12 1 - 0,350 0,089t

SH: Standart Hata.
FCoziicili kontrole gore anlamli fark vardir. (p<0,05).

F1Coziicii kontrole gore anlamli fark vardir. (p<0,01).

Muhtemel klastojenik ve/veya aneujenik etkileri degerlendirmek i¢in sitokinez
bloklama ile gergeklestirilen MN testinin Tablo 4.2°de sunulan sonuglarina gore; test
maddesi (IV-b)’nin MN frekansimi arttirdigin1 ancak bu artiglar negatif kontrol ile
karsilagtirildiginda, mikroniikleus frekansinda anlamli bir farkliligin olmadig
goriilmiistiir. Coziicii kontrol ile karsilastirildiginda ise en diisiik konsantrasyon (3,75
ng/mL) hari¢ tim konsantrasyonlarda test maddesinin mikroniikleus frekansini
anlaml 6lgiide arttirdig1 goriilmiistiir. Bununla birlikte, bu artiglar doza bagli olarak

gerceklesmistir (sirastyla, r = 0,83 ve r = 0,88; negatif ve ¢oziici kontrol).
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BOLUM 5. TARTISMA ve SONUC

Yeni farmasotik hammaddelerin biyolojik aktivitelerini (6rn: enzim inhibisyonu)
tespit etmek, bunlari ilag adaylar1 olarak 6nermek i¢in yeterli degildir. Kemoterapi de
dahil hastaliklarin iyilestirilmesinde, saglik riski olusturmadan hastalar1 tedavi etmek
onemlidir ve ilaglarin giivenligi, etkinliklerinden daha elzemdir. Bu baglamda,
farmasotik hammadde olarak sunulmasi amacglanan kimyasal maddeler, insana
uygulanmadan Once kapsamli toksikolojik incelemelere tabi tutulmalidir.
Toksikolojik arastirmalarin  bir asamasit olan genotoksisite arastirmalarinda,
farmasotik ~ adaylarin =~ genetik  materyal  lizerindeki  olast  zararlan
degerlendirilmektedir. Bu amacla, in vivo veya in vitro kosullarda kisa siireli
genotoksisite testleri kullanilir. Genotoksik ajanlarin neden oldugu DNA hasarlar
ciddi saglik sorunlarina yol agabileceginden, ilag gelistirme siirecinin baslangicinda
genotoksisite testlerinin uygulanmasi ¢ok 6nemli bir ilkedir (Sen, 2018). Bu ¢alisma,
kullanilan test maddesinin, karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerini inhibe etme
kabiliyeti nedeniyle farmasotik bir hammadde olma potansiyeline sahip bir bilesik

oldugundan, genotoksik potansiyelinin arastirilmasi amaciyla yapilmistir.

Kimyasal maddelerin genotoksisitesinin degerlendirilmesi icin en yaygin kullanilan
test sistemleri kromozomal anormallik (CA) ve mikroniikleus (MN) test
sistemleridir. Bu sitogenetik yoOntemlerle yapisal veya sayisal kromozom
anormallikleri belirlenebilir (Albertini ve ark., 2000). Bir¢ok bilimsel ¢alismada, tek
bir genotoksisite testinin kullanilmasinin sadece genotoksik etkileri tespit etmek igin
yeterli olmadigr bildirilmistir. Ciinkii genotoksisite ¢esitli mekanizmalarla
olusturulabilir ve farkli yontemlerle yapilan testlerin uygulanmasi veya farkh
organizmalarda uygulanmasi farkli sonuglar elde edilmesine sebep olabilir (Au,
2007; Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011). Bu nedenle, bu c¢alismada yeni sentezlenen

karbonik anhidraz inhibitorii olan ve ftalazin icerikli B-laktam tiirevinin genotoksik
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potansiyellerini belirlemek i¢in iki test sistemini birden (CA ve MN testi)

kullanilmistir.

Bu test sistemlerinde genotoksik ajanlar1 tanimlamak i¢in en ¢ok tercih edilen model
hiicreler lenfositlerdir. Lenfositler uzun Omiirlii ve tiim viicudu dolasan hiicrelerdir.
Boylece, herhangi bir dokuya/organa zarar verebilecek g¢evresel toksik ajanlardan
etkilenebilirler (Beceren, 2011). Farkli dokularda kromozomal hasar olusum
mekanizmalar1 benzer oldugundan, lenfositlerdeki hasar seviyeleri, kansere egilimli
dokulardaki hasar seviyelerini yansitir. Bunun i¢in, genotoksisiteyi veya kanser
riskini belirlemek amaciyla lenfositlerdeki DNA hasarlarini baz alip degerlendirmek
uygundur (Albertini, 2003; Bonassi ve ark., 2000; Norppa ve ark., 2006). Bu sebeple
bu caligmada da insan periferal kan lenfositleri kullanilarak CA ve MN testlerini

gerceklestirilmistir.

Literatiirde, Cloxacillin, Ampicillin, Amoxicillin, Carbenicillin, Seftriakson,
Sefalosporin  gibi antibakteriyelleri igeren p-laktam halkasinin  genotoksik
degerlendirilmesi i¢in CA testi kullanilarak yapilan bir¢cok calisma vardir. Bu
caligmalarin ¢ogunda, sadece orta ve ¢ok yiiksek P-laktam konsantrasyonlarinda
goriilen pozitif in vitro etkiler bildirilmistir (Istifli ve Topaktas, 2010). Oysaki
yapilan bu calismada diisiik konsantrasyonlar uygulanmis ve bunun etkileri

belirlenmistir.

Zavarise ve ark. (1984), farkli konsantrasyonlarda Cloxacillin'e maruz kalan lenfosit
kiltirlerindeki  kromozom  anormalliklerini  arastirmiglardir.  Arastirmacilar,
uygulamalarinin yiiksek konsantrasyonlarinda Cloxacillin insan lenfosit kiiltiirlerinde
kromozomal aberasyonlara neden oldugunu agiklamislardir. Bununla birlikte,
terapotik seviyelere benzer konsantrasyonlar insan lenfosit kiiltiirlerinin DNA'sina
etki etmemistir. Stemp ve ark. (1989), kiiltlire alinmis insan lenfositleri kullanarak ii¢
B-laktam antibiyotigin (Ampisilin, Karbenisilin ve Penisilin VK) in vitro klastojenik
potansiyelini arastirmiglardir. Arastirma sonucuna gore, Ampisilin ve Carbenicillin
test konsantrasyonlar1 10 pg/mL'ye kadar kromozom hasarinda 6nemli artislara

neden olmamustir. Diger taraftan, in vitro Penicillin VK'nin 1,25 pg/mL'ye kadar olan
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konsantrasyonlari, kromozom ve kromatid gaplar1 ve kirilmalar1 ile doza bagl bir
artisa neden olmustur. Jaju ve ark. (1984), insan lenfositlerinde ampisilin ve
karbenisilin in vitro genotoksik etkilerini arastirmislardir. Bu ilaglar, 72 saatlik kiiltiir
periyodu boyunca ¢esitli konsantrasyonlarda ve zamanlarda eklenmistir. Her iki ilag
da plazma seviyesindeki konsantrasyonlarda kromozom sapmalari, mitotik indeks ve
hiicre dongiisii hizin1 etkilememis ancak tiim bu parametreler daha yiiksek
konsantrasyonlardan etkilenmistir. Metovic ve ark. (2013) standart CA testi ile 48
saatlik insan periferal kan lenfosit kiiltlirlinde Seftriakson genotoksisitesini analiz
etmislerdir. Lenfosit kiiltlirlinde artan seftriakson konsantrasyonlari ile kromozomal
aberasyonlarin siklig1 artmistir. Yapisal aberasyonlarin sikligi ve seftriakson
konsantrasyonlari arasinda pozitif bir korelasyon gozlenmistir. Lenfosit kiiltiirlerinde
farkli konsantrasyonlarda (0,15, 0,25, 0,50 mg/mL) seftriakson ile in vitro
muameleden sonra 0,25 mg/mL ve 0,50 mg/mL konsantrasyonlarinda sayisal ve
yapisal aberasyonlar tespit edilmis fakat bu farkliliklar kontrol grubuna kiyasla
anlamlt bulunmamistir. Bizim calismamizda ise negatif kontrole gore her iki
uygulama siiresinde de en yiiksek iki konsantrasyonda anlamli artiglar gozlenmis,
ayrica 24 saatlik uygulamada 7,5 pg/mL’lik konsantrasyonda da anlamli bir artis
gozlenmistir. Calismamizin her iki uygulama siiresinde de en ¢ok goriilen anormallik
tipi kromatid kingidir. Test maddesinin, boliinmenin S fazinin sonlarina ya da G
fazina etki ederek bu anormallige neden olabilecegi diisliniilmektedir (Natarajan,
2002). Yine her iki uygulamada da kromatid kirigindan sonra en sik gozlenen bir
diger anormallik tipi olan kromozom kirigi, kromozomun her iki kolunda da tamir
edilememis olan bozuklugu ifade ederken, calismamizda gozlenen fragmentlerin ise
kromozom veya kromatidlerde meydana gelen delesyonlar sonucunda olustugu

diistiniilmektedir (Y1lmaz ve ark., 2008).

Donya (2002), iki Sefalosporin antibiyotigi olan Cefadroxil ve Cefaclor'un fare
spermatoitlerinde kromozomal anormallikleri indiikleme kabiliyetini aragtirmistir.
Erkek Isvigre fareleri, 40, 80, 160 mg/kg'lik dozlarla tek doz gavaj yoluyla muamele
edilmistir. Diyakinez-metafaz I spermatoitlerde kromozomal aberasyonlarin yiizdesi
doza bagli olarak artmis, yiiksek ve tekrarli dozlardan sonra istatistiksel olarak

anlaml1 bulunmustur. Spermatoitlerle yapilan bir diger ¢alismada ise Fahmy ve ark.
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(2009), fare spermatositlerinde Cefotaximenin (Sefalosporin tiirevi) genotoksik
etkisini kromozomal aberasyon testi kullanarak degerlendirmistir. Farelere, 4, 7 ve
10 giin boyunca giinlik 260, 520 ve 1040 mg/kg’lik dozlarda Cefotaxime enjekte
edilmistir. Daha sonra, farelerin primer spermatoitlerinde kromozomal aberasyonlar
belirlenmistir. 520 ve 1040 mg/kg’lik Cefotaxime ile muamele edilen farelerin
spermatoidlerinde yapisal ve sayisal kromozomal aberasyonlarin ylizdesinde anlamli
artislar gozlenmistir. Bizim ¢alismamizda, yukaridaki arastirmalarda anlamli
anormalliklerin bulundugu dozlardan daha diisiik konsantrasyonlarda anlamli
anormallikler tespit edilmistir. Bunun temel nedeni, bu arastirmalarin in vivo, bizim

calismamizin ise in vitro sartlarda yapilmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Literatiirde, MN testi kullanilarak -laktam igeren antimikrobiyallerin genotoksisitesi
hakkinda da ¢alismalar mevcuttur. Stemp ve ark. (1989), in vivo sigcan mikroniikleus
testi kullanilarak ti¢ B-laktam antibiyotigin (Ampisilin, Karbenisilin ve Penisilin VK)
klastojenik potansiyelini aragtirmistir. Ampisilin ve Karbenisilin’in, in vivo sican
mikronukleus testinde, tek veya c¢ift dozlama rejimleri (Ampisilin 5 g/kg oral olarak;
Karbenisilin 500 mg/kg i.m., ya kemik iligi preparatindan 30 saat 6nce tek doz ya da
48 saat ve 24 saat Once iki doz uygulama) kullanilmis olup anlamli bir fark
gozlemlenmemistir. Isitifli ve Topaktas (2010), insan periferal kan lenfositlerinde
SCE, CA ve MN testleri ile 400, 600, 800, 1000 upg/mL Amoksisilin
genotoksisitesini metabolik aktivatér varliginda ve yoklugunda degerlendirmistir.
Amoksisilin, hem metabolik aktivatoriin varliginda hem de yoklugunda CA'lar1 ve
MN olusumunu indiiklememis ve buna ek olarak Amoxicillin ile 24 saat muamele
edilmis kiiltlirlerde, mitotik indeksin negatif kontrol ile karsilastirildiginda
azalmadig1 belirtilmistir, ancak arastrimacilar bu ¢aligmada ¢6ziicli kontrolii ile bir
karsilagtirma yapmamislardir. Anlas ve ark. (2016), gokkusagr alabalig
(Oncorhynchus  mykiss)  eritrositlerinde =~ Amoksisilin'in ~ genotoksisitesini
aragtirmiglardir. Amoksisilinin 80 ve 160 mg/kg’lik konsantrasyonlar1 Oncorhnchus
mykiss eritrositlerinde genotoksik etkilere neden olmadig1 gortilmistiir. Yaptigimiz
bu ¢alismada, MN frekanslarinin, en diisiik konsantrasyon haricinde, ¢oziicii kontrolii
ile karsilastirildiginda, 6nemli 6l¢iide arttig1 gbzlemlenmistir. Ayrica, sitotoksisitenin

degerlendirilmesi i¢in kullanilan bir parametre olan mitotik indeks (MI) bakimindan
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test maddesinin tim uygulama siireleri (24 ve 48 saat) ve konsantrasyonlarindaki
negatif kontrol ile karsilastirildiginda mitotik indeksi 6nemli Ol¢iide azalttigini
gozlemledik. Bu azalmalar her iki uygulama siiresinde de doza bagli degildir. Test
maddesinin sitotoksik etkisinin hiicre bdliinmesindeki G2 evresini engelleyerek
gerceklesebilecegi distiniilmektedir (Van’t Hof, 1968). Zira DNA polimeraz enzimi
gibi hiicre boliinmesinde etkili enzimlerin yapisinin bozulmasina veya ATP
seviyesinin diismesi bu etkinin ger¢eklesmesine neden olabilir (Epel, 1963). Bununla
birlikte, ¢oziicli kontrol ile karsilastirildiginda, tiim gruplarin mitotik indeksinde

onemli bir azalma olmadigin1 gézlemledik.

Yapilan literatiir incelemelerinde, ftalazin tiirevlerinin genotoksisitesi hakkinda
herhangi bir arastirma bulunamazken birka¢ ftalazin tiirevinin sitotoksisitesi
hakkinda bir¢ok arastirma mevcut olup, bu arastirmalarin kanser hiicre hatlari
tizerinde yapildigi gorilmiistiir (Rodriguez-Ciria ve ark., 2003; Kim ve ark., 2008;
Zhai ve ark., 2008; Zhang ve ark., 2010; Xu ve ark., 2014). Kim ve ark. (2004), bir
dizi ftalazin tiirevini sentezlemis ve birka¢ insan tiimor hiicre hattina karsi in vitro
sitotoksisitesini  degerlendirmiglerdir. Test edilen bilesiklerin ¢ogu, referans
bilesiklerden daha yiiksek potansiyel sitotoksik aktivite gostermistir. Arif ve ark.
(2006) insan meme kanseri hiicre hatlarinda bakir ve platin kompleksleri dahil yeni
sentezlenmis ftalazin tiirevlerinin sitotoksisitesini degerlendirmislerdir. Hiicreler, 72
saat boyunca bilesikler (100 uM) ile inkiibe edilmis, sitotoksisite, apoptoz ve DNA
igerigi, akis sitometrisi ile Olgiilmiistiir. Elde edilen sonuglarda, ebeveyn (H1-2),
bakir (C1-2) ve platin (P1-2)’den tiirevlendirilmis bilesiklerin, hem insan meme
kanseri hiicre hatlarinda, hem de apoptoz ve hiicre 6liimiinii indiiklemede nispeten
daha aktif oldugunu gostermistir. Daha hassas olan MDA-MB-231 hiicrelerinde %
40 apoptozise neden olan H-5 hari¢ diger bilesikler bu parametrelere karsi ya zayif

ya da hig tepki gostermemistir.

Literatiirde, B-laktam antibiyotiklerin sitotoksik oldugunu gosteren arastirmalar da
vardir.  Marie ve ark. (1986), Piperracilin, Ceftazidime ve Ceftriaxone ve
Mezlocilin'in in vitro graniilositler lizerinde antiproliferatif etkilerini gdstermistir.

Neftel ve Hiibscher (1987), kiiltiire alinmis sigan karacigeri, insan fibroblast ve insan
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lenfoid hiicrelerinde B-laktam antibiyotiklerin antiproliferatif etkilerini vurgulamstir.
Bizim calismamizda da B-laktam tiirevi test maddesinin in vitro periferik insan

lenfositlerinde kullandigimiz konsantrasyonlarin sitotoksik oldugunu gézlemledik.

Sonug olarak, incelenen literatiir ve elde edilen tiim sonuclar, bu bilesigin periferal
insan lenfositleri kiiltiiriinde ozellikle yliksek konsantrasyonlarda genotoksik ve
sitotoksik etkiler gosterebilecegine yonelik veriler saglamaktadir. Dolayisiyla, bu
yeni sentezlenen B-laktam tiirevi bilesigin daha giivenli farmasotik iiretimi igin genis
kapsamli in vitro ve in vivo genotoksisite calismalarinin yapilmasinin gerektigini
sOyleyebiliriz. Yapilacak yeni caligmalarla bu bilesigin sitotoksik ve genotoksik

profili tam olarak tanimlanmali ve elde edilen sonuglar birlikte degerlendirilmelidir.
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