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ÖZET 

 

 
Anahtar kelimeler: Genotoksisite, Kromozomal Anormallik, Mikronukleus, İnsan 
Periferal Kan Lenfositleri, Ftalazin, β-Laktam, Karbonik Anhidraz İnhibitörü 

 

Bu çalışmada, ilaç hammaddesi olma potansiyeli düşünülerek Sakarya Üniversitesi 
Kimya Bölümü’nde yeni sentezlenen ve insan karbonik anhidraz I ve II 
izoenzimlerini inhibe ettiği belirlenen ftalazin içerikli β-Laktam türevi (IV-b)’nin 
genotoksik ve sitotoksik profillerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. İlaç hammaddesi 
olarak sunulması düşünülen kimyasal maddeler çok çeşitli toksikolojik 
araştırmalardan geçirilir. Bu araştırmalardan bir kısmı da sitotoksisite ve 
genotoksisite çalışmalarıdır.  
 

Bu bağlamda in vitro insan periferal kan lenfositleri üzerine test maddesi IV-b’nin 
sitotoksik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi için kromozomal anormallik (CA) 

ve mikronukleus (MN) testleri uygulanmıştır. Bu amaçla lenfosit kültürü 24 ve 48 
saat süre ile test maddesinin dört farklı konsantrasyonu (3,75, 7,5, 15, 30 µg/mL) ile 
muamele edilmiştir. 
 

Araştırmada elde edilen verilere göre, test maddesinin bütün uygulama gruplarında 
negatif kontrole göre mitotik indeksi anlamlı bir şekilde azalttığı gözlenmiştir. 
Çözücü kontrole göre ise, 24 saatlik uygulamada sadece 3,75 µg/mL’lik 
konsantrasyon ile 48 saatlik uygulamada 7,5 ve 15 µg/mL’lik konsantrasyonlarda 
anlamlı azalışlar gözlemlenmiştir. Bütün uygulama gruplarında en fazla gözlemlenen 
kromozomal anormallik tipi kromatid kırığı iken, bunu fragment ve kromozom 
kırıkları izlemiştir. Anormal hücre yüzdesi ve hücre başına düşen kromozomal 
anormallikler bakımından negatif kontrole göre her iki uygulama süresinde de en 
yüksek iki konsantrasyonda anlamlı artışlar gözlenmiştir. Ayrıca 24 saatlik 
uygulamada 7,5 µg/mL’lik konsantrasyonda da anlamlı artış söz konusudur. Her iki 
değerlendirme kriteri açısından her iki uygulama süresinde çözücü kontrole göre en 
yüksek konsantrasyonda anlamlı artışlar görülmüştür. Bununla birlikte hücre başına 
düşen kromozomal anormallikler bakımından 48 saalik uygulamada 15 µg/mL’lik 
konsantrasyonda da anlamlı bir artış görülmüştür. Mikronukleus frekansı 
bakımından, en düşük konsantrasyon hariç bütün konsantrasyonlarda çözücü 
kontrole göre anlamlı artışlar söz konusudur. Elde edilen sonuçlara göre, test 

maddesinin uygulanan konsantrasyonlarının in vitro şartlarda sitotoksik etkili olduğu, 
özellikle yüksek konsantrasyonlarda ise genotoksik etkili olduğu görülmüştür. 
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DETERMINATION OF THE GENOTOXIC PROFILES OF NEW 

SYNTHESIS β-LACTATE DERIVATIVES 

 

SUMMARY 

 

 

Keywords: Human peripheral blood lymphocytes, chromosomal aberration, 

micronucleus, phthalazine, genotoxicity, carbonic anhydrase inhibitory, β-lactam 

 

 

The aim of this study was to determine the genotoxic and cytotoxic profile of the 

phthalazine-containing β-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 µg/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 µg/mL in 48 hours with only 3,75 µg/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 

µg/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 µg/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. 



 

 

 

 

 

 

 

BÖLÜM 1. GİRİŞ 

 

 

Günümüzde değişik nedenlerle yeni ilaçlara ihtiyaç duyulmakta ve bu nedenle yeni 

ilaç geliştirme çalışmaları artarak devam etmektedir. Bununla birlikte, halen 

kullanılmakta olan binlerce ilacın yan etkileri de azaltılmaya çalışılmaktadır. Ayrıca 

bir takım hastalıklara spesifik veya farklı mekanizmalarla etki edebilen türevleri de 

geliştirilerek yeni ilaçlar sentezlenmeye çalışılmaktadır. Çağımızın en yaygın 

problemlerinden biri olan antibiyotik direnci ve hastalıkların sıklıkla tekrarı da 

mevcut ilaçların yetersizliğini göstermektedir. Ek olarak en önemlisi hala kanser gibi 

ölümcül bazı hastalıkların tedavisinde kullanılacak etkili ilaçların piyasada mevcut 

olmayışından dolayı da bu arayış çalışmaları yoğun bir şekilde sürmektedir (Barrios 

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

 

Yeni ilaç geliştirme çalışmalarına dahil olan gruplardan birisi de Beta-laktam (β-

laktam) halkası içeren bileşiklerdir. β-laktam halka sistemi, penisilin, sefalosporin, 

karbapenem, monobaktam gibi yaygın olarak kullanılan antibakteriyel moleküllerin 

bir parçasıdır (Mehta ve Pathak, 2011; Thomas ve ark., 2016). β-laktam halkasını 

içeren bileşikler ayrıca antiinflamatuar (Veinberg ve ark., 1998; Kumar ve Rajput, 

2009), antiparkinsoniyen (Srivastava ve ark., 1999), antihiperlipidemik (Wu ve ark., 

1999; Leach ve ark., 2001), antiviral (Küçükgüzel ve ark., 1999; Sperka ve ark., 

2005), antidiyabetik (Goel ve ark., 2004), apoptozis indüktör aktivitesi (Kazi ve ark., 

2004), merkezi sinir sistemi aktivatörü (Goelab ve ark., 2005), vazopressin V1a 

antagonisti (Guillon ve ark., 2007) gibi özelliklere sahip olduğu görülmüştür. β-

laktam türevlerinin geniş ve güçlü biyoaktivite özellikleri, bunların ilaç geliştirmede 

biyolojik olarak oldukça önemli bir noktaya getirmiştir (Thomas ve ark., 2016). 

Özellikle son dönemlerde yapılan çalışmalarda, β-laktam substratlarının trombin 

(Han ve ark., 1995), kimaz (Aoyama ve ark., 2001), serin proteazlar (Koteva ve ark., 

2001; Konaklieva, 2002; Turan ve ark., 2016), matriks metaloproteazları (Cainelli ve 
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ark., 2003), triptaz (Bisacchi ve ark., 2004) ve karbonik anhidraz (Berber ve ark., 

2015; Turan ve ark., 2016) gibi bazı enzimlerin güçlü inhibitörleri olduğu ortaya 

çıkarılmıştır.  

 

Karbonik anhidraz enzim inhibitör ajanları da farmasötik kimyada her zaman dikkat 

çekmiştir. Karbonik anhidraz enzimleri, karbondioksidin geri döndürülebilir 

hidrasyonunu katalize eder: CO2 + H2O ↔ HCO3
- 

+ H
+
. Bu reaksiyon, insan 

vücudunda pH kontrolü, sıvı sekresyonu, iyon taşınması, şiddetli biyosentez 

reaksiyonları, kemik rezorpsiyonu, kalsifikasyon, epileptogenez ve tümorojenez gibi 

birçok fizyolojik ve patolojik süreci destekler (Supuran ve Scozzafava, 2000; 

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

 

Günümüze kadar insanlarda farklı dokulardan 12 aktif karbonik anhidraz izozimi (I, 

II, III, IV, VA, VB, VI, VII, IX, XII, XIII, XIV) izole edilmiştir. Karbonik anhidraz I 

ve II fizyolojik olarak bol ve yaygın olarak bulunan izozimlerdir (Supuran ve 

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

 

Karbonik anhidraz inhibitörü (KAİ) ilaçlar, diüretikler, antiglakoma ve antiepileptik 

ajanlar olarak 50 yıldan uzun süredir klinik kullanımdadır. Bununla birlikte, 

kullanılabilir KAİ'lerin izoenzim seçiciliği yoktur ve sistemik yan etkilere neden 

olurlar. Bu nedenle, belirli karbonik anhidraz izozimlerini hedefleyen yeni KAİ'lerin 

geliştirilmesi ile ilgili araştırmalar yoğun bir şekilde devam etmektedir. Ayrıca, 

kanser, obezite, osteoporoz ve enfeksiyonların tedavisinde kullanılabilecek 

KAİ'lerinin sentezi üzerine araştırmalar da devam etmektedir (Supuran, 2001).  

 

Öte yandan, yeni nitrojen içeren heterosiklik bileşiklerin sentezi, geniş klinik 

uygulamalarından ötürü, son yıllarda ilaç geliştirilmesinde büyük bir ilgi konusu 

olmuştur. Çok çeşitli nitrojen içeren heterosiklik bileşikler arasında, ftalazin 

parçasını içeren heterosiklikler çeşitli biyolojik aktiviteleri nedeniyle büyük ilgi 

görmüştür (Sayyafi ve ark., 2008; Shaterian ve ark., 2008). Ftalazin türevlerinin 

antihistaminik (Tatsumi ve ark., 1980), antikonvülsan (Nomoto ve ark., 1990; Grasso 

ve ark., 2000), vasorelaksan (Watanabe ve ark., 1998; Demirayak ve ark., 2004), 
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antibakteriyel, antifungal (Sinkkonen ve ark., 2002; Sönmez ve ark., 2006), 

antiinflamatuar (Dogruer ve ark., 2004; Sharma ve ark., 2014), antitümör (Zhang ve 

ark., 2010; Wasfy ve ark., 2013), antihiperglisemik (Davis ve ark., 2013) ve 

sitotoksik (Rodrıguez-Ciria ve ark., 2003; Kim ve ark., 2008; Zhai ve ark., 2008; 

Zhang ve ark., 2010; Xue ve ark., 2014) aktivite gibi çok sayıda aktiviteye sahip 

olduğu bildirilmiştir. β-laktam ve ftalazin türevleri, çeşitli biyolojik aktivitelere sahip 

ve yıllarca eczacılığın kullandığı ana iskelet olan bileşikler olduğu için bu grupları 

aynı yapı içinde taşıyan bileşiklerin güçlü biyolojik etkiler göstermesi muhtemeldir. 

 

Belirtilen bu bilgiler ışığında aynı yapı içinde etkili biyolojik aktivitelere sahip hem 

ftalazin hem de β-laktam işlevlerini içeren moleküllerin sentezlenmesi oldukça ilgi 

çekmiştir. Bu amaçla, ilaç hammaddesi olarak kullanılabileceği düşünülerek Sakarya 

Üniversitesi Kimya Bölümü'nde yeni bir dizi ftalazin içerikli β-laktam türevleri 

sentezlenmiş ve yeni sentezlenen bu bileşikler arasından 1-(4-(3,3-dimetil-1,6-

dioxo-2,3,4,6,11,13-hekzahidro-1H-indazolo[1,2-b]ftalazin-13-yl)fenil)-2-

fenilazetidin-3-yl asetat (IV-b)’ın, insan KAI ve KAII enzim inhibisyonu için daha 

etkili olduğu bulunmuştur (Berber ve ark., 2015). Ancak, yeni sentezlenen bir 

bileşiğin ilaç hammaddesi olarak önerilebilmesi için, öncelikle bir çok testten 

geçirilmesi gerekmektedir. Bu testlerden önemli bir kısmı toksisite testleridir ve 

bunlar içinde sitotoksisite ve genotoksisite testleri önemli bir yer tutmaktadır (Şen, 

2018). Bu çalışmada; yeni sentezlenen β-laktam türevi bileşiğin genotoksik 

potansiyelinin in vitro insan periferal kan lenfosit kültüründe kromozomal anormallik 

(CA) ve mikronükleus (MN) testleri ile araştırılması amaçlanmıştır. 

 



 

 

 

 

 

 

 

BÖLÜM 2. GENEL BİLGİLER 

 

 

2.1. Ftalazin İçerikli Heterosiklik Bileşikler 

 

Büyük çoğunluğu doğada meydana gelen heterosiklik bileşiklerin hayatımızda 

oldukça önemli bir yeri vardır. Bu bileşikler arasından; özellikle ftalazin parçacıklı 

heterosiklik yapılar farmakolojik ve biyolojik aktivite göstermelerinden dolayı ayrı 

bir öneme sahiptirler (Berber ve ark., 2015). Son yıllarda da geniş uygulama alanına 

sahip olmaları ve ftalazin parçacıklı olanların yaşamsal birçok aktivitede rol 

oynamaları dolayısıyla heterosiklik komponentlerin sentezi büyük önem kazanmıştır. 

Ftalazin içerikli yapılar, tedavi edici özellik göstermekle beraber, sitotoksik, 

antikonvülzan, kardiyotonik, antimikrobiyal, antifungal, antikanser gibi pek çok 

biyolojik aktivitelere sahipdirler (Katritky ve ark., 1979; Grasso ve ark., 2000; 

Sinkkonen ve ark., 2002; Rodrıguez-Ciria ve ark., 2003; Kim ve ark., 2008; Zhai ve 

ark., 2008; Zhang ve ark., 2010; Xue ve ark., 2014; Sabitha ve ark., 2010).  

 

Ayrıca antitümor ajanı olarak, anti-anksiyete ilaçlarda kullanılmış ve GABA 

reseptörünün seçici bağlayıcılığında, diyabet fareleri ile yapılan çalışmalarda ftalazin 

türevlerinin antibakteriyel etkisinin yanı sıra anti-hiperglisemik ve anti-

hiperlipidemik etki gösterdiği de gözlemlenmiştir (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 türevi 

olup tansiyon düşürücü ve damar genişletici ajan olarak kullanılırken, şeker 

hastalığında; retinopati, nörapati ve katarakt oluşmasını engellemek amacıyla 

Zopolrestat, analitik uygulamalarda kimyasal ışıma verdiği bilindiğinden kriminal 

çalışmalarda ortamda kan varlığını tespit etmek amacıyla kullanılmakta olan 

Luminol birer ftalazin türevidir (Ito ve ark., 1992; Campos-Toimil ve ark., 1994; 
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Kikuchi ve ark., 1999; Napoletano ve ark., 2001). Bunların yanında, parkinson, 

alzheimer, epilepsi, felç, tümör, romatik hastalıklar ve kalp hastalıklarının da 

tedavisinde bazı ftalazin türevleri kullanılmaktadır (Korea Patent, 2001). 

 

Ftalazin içerikli bileşiklerin geniş ve güçlü biyoaktivite özelliklerine sahip olmaları 

ve bazı hastalıkların tedavisinde halen kullanılıyor olmasından dolayı, türevlerinin 

araştırılması konusuna ilgi günümüzde halen devam etmektedir (Şen, 2018). 

 

2.2. Karbonik Anhidrazlar ve İnhibitörleri 

 

Günümüzde biyolojik moleküller arasında ilaç hedefi olması sebebiyle de 

araştırmalara sıkça konu olan en önemli moleküllerden biri de enzimlerdir. Çünkü 

enzim aktivitesinin düzenlenmesiyle günümüzde birçok hastalık tedavi 

edilebilmektedir. Bu sebeple ilaç hedeflerinin % 40’ını enzimler oluşturmaktadır 

(Winum ve ark., 2009).  

 

Onaylanmış ilaç hedefi olarak 66 adet insan enzimi bilinmektedir (Winum ve ark., 

2009). Bu enzimler içinde en dikkat çeken grup ise karbonik anhidrazlardır (KA). 

Aktif bölgelerinde Zn+2 
iyonu içeren, insanda KA izoenzimi ve 3 KA bağlantılı 

proteini tanımlanan 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).  

 

İnsan vücudunda birçok kritik süreçte fizyolojik ve patolojik rol üstlenen KA’lar 

akciğer, eritrosit, göz, böbrek, beyin, pankreas, tükrük bezleri, kaslar, kolon, prostat 

gibi çeşitli dokulardan izole edilmektedir. Günümüze kadar 12 farklı aktif karbonik 

anhidraz enzimi izole edilmiş olup, fizyolojik olarak en yaygın olan karbonik 

anhidraz I ve II’dir. Solunum, vücut sıvısı üretilmesi, tümörleşme, elektrolit 

sekresyonu, pH ve CO2 homeostazisinin sağlanması gibi insan vücudu için çok 

önemli olan bu olaylarda KA’ların katalizledikleri karbondioksitin bikarbonata geri 

dönüşümlü hidratasyonu sayesinde KA izoenzimleri yukarıda sayılan kritik 

süreçlerde rol oynamaktadır (Mohanty ve ark., 1998; Supuran ve Scozzafava, 2000; 
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Leppilampi, 2006; Supuran ve Scozzafava, 2007; Wilkinsin ve ark., 2007; Thiry ve 

ark., 2008; Supuran, 2008; Ekinci, 2008; Gümüş, 2008). Bu gibi kritik süreçlerde 

önemli derecede rol oynamaları ve insan dokularında yaygın dağılım göstermeleri 

sebebiyle de KA izoenzimleri, ilaç tasarımında dikkat çeken hedeflerden biri haline 

gelmişlerdir. Dolayısıyla KA izoenzimlerini inhibe eden ajanlar da, KA inhibitörleri, 

farmakolojik önem kazanmıştır ve bu inhibitörler arasında β-laktam substratları en 

güçlü gruplardan biri olarak görülmektedir. Son yıllarda bazı KA izoenzimleri 

kanser, obezite ve osteoporoz tedavisinde rol aldığı anlaşılmış olup bu izoenzimlere 

spesifik yeni ilaç etken maddeleri sentezleme çalışmaları yapılmaktadır (Winum ve 

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

 

Karbonik anhidraz ihbitörü ilaçlar ajan olarak yaklaşık 50 yıldır klinik olarak çeşili 

alanlarda kullanılmaktadır fakat izoenzim seçiciliği olmayışı ve sistemik yan 

etkilerinden dolayı spesifik yeni KAİ’lerin geliştirilmesine halen devam edilmektedir 

(Supuran, 2001).  

 

2.3. β-Laktamlar 

 

Keten ve iminlerin tepkimesi sonucunda ortaya farmakolojik öneme sahip çeşitli 

maddeler çıkmış ve sentez edilmiştir. Bu maddelerden birisi de Şekil 2.1’de 

gösterilen imin ve difenilketen kullanılarak sentezlenmiş β-laktamlardır.  

 

Ph

N
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C O
N

Ph Ph
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Ph

 

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

 

Farmakolojik önemi, sentezlenmesinden yıllar sonra fark edilen β-laktamlar imin ve 

keten birleşiminden oluşmaktadır. Bu keşif süreci, 1929 yılında, Alexander Fleming 

tarafından yapılan bir çalışmada potansiyel antibiyotik olan penisilini bulması ile 

sonuçlanmıştır (Woodward ve ark., 1949). Yapılan bu çalışmada penisillium 
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kolonisinin çevresinde bulunan Staphylococcus aureus kolonilerinin üremesinin 

durmuş olduğunu fark etmiş ve bu etkiyi yapan maddeye penisilin adını verdiğini 

bildirmiştir. Çalışmada elde edilen bulgular ışığında penisilinin antibiyotik özelliğe 

sahip olduğu gösterilmiş olup, kültürden elde edilen penisilinin miktar olarak yetersiz 

ve saklama koşulları açısından da dayanıksız olması sebebiyle tedavi amaçlı 

kullanılamamıştır. İlerleyen süreçte Alexander Fleming ve arkadaşları penisilinin 

daha dayanıklı, tedavi amaçlı kullanabilmek için aktif şeklini bol miktarda elde etmiş 

ve 1940 yılında kullanıma sunmuşlardır. Akabindeki ilk yirmi yıl içerisinde yeni bazı 

penisilin türevleri sentezlenirken, ikinci yirmi yılda da penisilin türevleri 

geliştirilerek sentezi gerçekleştirilmiş ve birçok bakteriyel hastalıkların tedavisinde 

başarılı bir şekilde kullanılmıştır. Kimyasal yapılarında β-laktam halkası içeren bütün 

antibiyotik maddeler β-laktam antibiyotikler olarak adlandırılmaktadır ve bazı β-

laktam grubu antibiyotiklerin kimyasal yapıları Şekil 2.2’de gösterilmiştir (Berber ve 

ark., 2015). 

 

β-laktam halkasını içeren bileşiklerin ayrıca antiinflamatuar (Veinberg ve ark., 1998; 

Kumar ve Rajput, 2009), antiparkinsoniyen (Srivastava ve ark., 1999), 

antihiperlipidemik (Wu ve ark., 1999; Leach ve ark., 2001), antiviral (Küçükgüzel ve 

ark., 1999; Sperka ve ark., 2005), antidiyabetik (Goel ve ark., 2004), apoptozis 

indüktör aktivitesi (Kazi ve ark., 2004), merkezi sinir sistemi aktivatörü (Goelab ve 

ark., 2005), vazopressin V1a antagonisti (Guillon ve ark., 2007) gibi özelliklere de 

sahip olduğu görülmüştür. 

 

Önceki yıllarda β-laktam içerikli antibiyotikler; penisilinler, sefolosporinler, 

karbapenemler ve monobaktam grubu β-laktamlar olmak üzere 4 grup altında 

toplansa da son yıllarda β-laktamaz inhibitörleri de (klavulonat, sulbaktam, 

tazobaktam) bu gruba dahil edilerek 5 grup altında toplanmıştır (Bradford, 2001). 

Bazı β-laktam grubu antibiyotiklerin kimyasal yapıları Şekil 2.2’de gösterilmiştir. 
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Şekil 2.2. Bazı β-laktam grubu antibiyotiklerin kimyasal yapıları (Berber ve ark., 2015) 
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2.3.1. β-laktam grubu antibiyotiklerin etki mekanizması 

 

β-laktamlar bakterisid olarak yani bakterilerin hücre duvarını inhibe ederek 

antibakteriyel özellik göstermektedirler (Çetin, 1986). Bu antibiyotiklerin asıl hedefi, 

“penisilin bağlayan protein (PBP)” adı verilen enzimlerdir. Bu enzimler hücre duvar 

sentezinin transpeptidasyon evresini katalizlemektedir. β-laktam antibiyotikler PBP 

enzimleri ile bağlanarak enzimin asıl substratına bağlanmasına engel olur, böylece 

duvar sentezi engellenmiş olur ve bakterinin hücre duvarı inhibisyona uğradığı için 

duvar sentezi gerçekleşemez (Öncül, 2002). 

 

β-laktam antibiyotiklerin en sık kullanılan antibiyotik grubu olmalarının başında yan 

etkilerinin azlığı ve yukarıda da bahsedildiği gibi bakterisid olmaları gelmektedir. Bu 

antibiyotik grubu, bakterilerin hücre duvarında bulunan ve mikroorganizma 

bütünlüğünü koruyan peptidoglikan tabakasının sentezini bozarak etki eder. 

Peptidoglikan tabakası, N-asetil muramik asitin yapısında bulunan D-alanin‒D-

alanin moleküllerinin transpeptidasyon reaksiyonu sayesinde çapraz bağlanan kısa 

peptid zincirleri ile sağlamlaşır. Bu transpeptidasyon reaksiyonunu gerçekleştiren 

enzimler olan penisilin bağlayan proteinler β-laktam antibiyotiklerinin asıl hedefidir. 

β-laktam grubu antibiyotiklerin yapısı D-alanin‒D-alanin molekülüne çok 

benzediğinden, bu antibiyotikler PBP ile reaksiyona girer ve D-alanin‒D-alanin 

molekülünün yerine geçer. Böylelikle transpeptidasyonu engeller. Hücre duvarının 

yapısı bozulduğu için bakteri ozmotik direnç kaybı yaşar ve ölür (Gür ve ark, 2001). 

 

Günümüze kadar tanımlanan 350’ye yakın β-laktamaz enzimi vardır. β-laktamazlar 

moleküler yapılarına göre 1980’de Ambler tarafından 4 sınıfa ayrılmışlardır (Bush ve 

ark., 1995). Bunlar; 

 

Sınıf  A:   Önceliği penisilinleri hidrolize etmek olan enzim grubu, 

Sınıf  B:   Metallo-β-laktamaz olarak bilinen, karbapenemazlardan oluşan grup, 

Sınıf C:  AmpC geni tarafından kodlandığı için AmpC enzimler olarak da anılan, 

öncelikle sefalosporinazlardan oluşan enzim grubu,  

Sınıf  D:   Oksasilinazlardan oluşan enzim grubu. 
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β-laktam halkasındaki amid bağlarını parçalayıp, β-laktam ajanlarını inhibe ederek 

antibiyotiğe karşı direnç etkisi gösteren β-laktamazlar, anaerob, gram negatif ve gram 

pozitif bakteriler tarafından sentezlenen enzimlerdir ve PBP’lere de yapısal olarak 

benzemektedirler. Stafilakoklar, bu enzimleri oluşturan en önemli gram pozitif 

patojenlerdendir (Jayanthi ve ark., 2004; Sari, 2005). Gram negatifler diğerlerine 

nazaran daha çok β-laktamaz enzimi üretmektedir ve bu bakteriler arasında β-laktam 

direncindeki en önemli mekanizma üretimdir. Enterobacteriaceae üyeleri güçlü β-

laktamaz üreticileri olarak gram negatiflere örnek verilmektedir. Anaerobik 

bakterilerde farklı etki mekanizmaları vardır. Clostridium ve Fusobacterium’ların 

ürettiği β-laktamazlar penisilini parçalayarak etki ederken Bacteriodes’ler ise 

genellikle sefalosporinaz etkinliği göstermektedir (Pool, 2004). 

 

Son yıllarda bazı β-laktamaz inhibitörleri ile penisilin türevlerini birleştirip kombine 

penisilinler elde edilmiştir. Bu kombinasyonlarda ampisilin, piperasilin, tikarsilin, 

amoksilin gibi penisilin türevleri kullanılırken, β-laktamaz inhibiörü olarak da 

sulbaktam, klavulanik asit ve tazobaktam gibi ihbitörler kullanılmıştır. Bu 

inhibitörlerin yapıları Şekil 2.3’te gösterilmiştir. β-laktamaz salgılayan bakterilere de 

etki gösteren β-laktamaz inhibitörlü kombine penisilinler elde etmek amacıyla 

geliştirilen bu kombine preparatların genellikle Staphylococcus, Haemophilus, 

Bacteriodes, Klebsiella türleri ve E. coli’nin basit β-laktamazları dışında kalan β-

laktamazları inhibe edemediği görülmüştür (Chambers ve ark., 2005). 

 

Son yıllarda tüm dünyada olduğu gibi ülkemizde de kokutucu düzeyde artış gösteren 

antibiyotik direncinin en önemli sebebi kontrolsüz ve bilinçsizce antibiyotik 

kullanımıdır. Kullanılan antibiyotiğin aktif halde dışarı atılması, tedavideki hedef 

bölgenin yapısal değişime uğraması, plazmidlerle kromozomların aracı olduğu direnç 

faktörleri, β-laktamaz veya aminoglikozidleri değiştirecek enzim oluşturma ve hücre 

geçirgenliklerindeki değişiklikler gibi çeşitli mekanizmalarla antibiyotik direnci 

ortaya çıkmaktadır (Itokazu ve ark., 1996; Archibald ve ark., 1997). 

 

Dirençli bakterilerin ortaya çıkmasında en büyük rol R-plazmidleri tarafından 

sentezlenen β-laktamazlara aittir.  Bu plazmidler bakteriler arasında yüksek oranla 



11 

 

 

 

aktarılmaktadır. Plazmitten sentezlenen bu enzyme Enterobacteriaceae üyelerinin 

yaklaşık %25-75’inde bu plazmitin bulunması örnek olarak verilmektedir (Gutmann 

ve ark., 1988). 
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Şekil 2.3. Bazı β-laktamaz inhibitör yapıları (Berber ve ark., 2015) 

 

β-laktam enzim inhibisyon mekanizmasından bir tanesi; klavulanik asitin karbonil 

grubuna geri dönüşümsüz olarak bağlanması sonucu, hidroksil (Ser-70) sebebiyle 

savunmasız kalıp açil ara ürününe dönüşür ve beşli azot halkasının da açılmasıyla 

imin ara ürününe dönüşür. İmin izomerizasyonlar geçirerek kararlı hale gelir ve 

reaksiyonu takip eden birkaç saat sonrasında β-laktam enzimi klavulanik asitin bu 

değişimiyle yok edilmiş olur (Chen ve Herzberg, 1992; Padayatti ve ark., 2005; 

Berber ve ark., 2015).   

 

β-laktam ve ftalazin türevleri, çeşitli biyolojik aktivitelere sahip ve yıllarca 

eczacılığın kullandığı ana iskelet olan bileşikler olduğu için, bu grupları aynı yapı 

içinde taşıyan bileşiklerin güçlü biyolojik etkiler göstermesi muhtemeldir. Bu sebeple 

ilaç hammadesi olması düşünülerek iki yapıyı içeren türev bileşiklerin 

sentezlenmesine olan ilgi oldukça artmıştır (Thomas ve ark., 2016). 

 

3.4. Genotoksisite Testleri 

 

Günümüzde radyoaktif kirlilik ve çevre kirliliğinin gelişen teknoloji ile beraber 

artmasından tüm canlılar ve özellikle de insanlar çok sık etkilenmektedir. Her ne 

kadar tedavi edici amaçlı da olsa, farklı süre ve dozda kimyasal maddelere maruz 

kalan insanlar, bunların yanı sıra gerek zararlı alışkanlıklarla (sigara, alkol vb.), 
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gerek gıdalarla ve hatta solunan havanın kirliliği de eklenince maruziyetin etkisi 

düşündürücü boyutlara varmaktadır. Adeta kirlilik çemberi haline gelen bu 

maruziyetlerin canlıların genetik yapısında herhangi bir hasara sebep olup olmadığını 

araştırmak için çeşitli test metotları geliştirilmiştir. Bazı kirleticiler hiçbir 

anormalliğe yol açmazken, bazı kirleticilerin sebep oldukları organizma hasarları ise 

DNA tamir mekanizması sayesinde düzeltilebilmektedir. Fakat bu her zaman 

mümkün olamamakla birlikte yapısal kromozom hataları, gen mutasyonları gibi geri 

dönüşümsüz hasarlara sebep olabilmektedir ki şayet üreme hücrelerinde meydana 

gelirse sonraki nesillere aktarılmaktadır (Kılıç, 2005). 

 

Kısaca genotoksisite; gen mutasyonları, yapısal veya sayısal kromozom anormalliği, 

DNA zincir kırıkları ya da DNA eklentileri gibi hasarların tümüne verilen isimdir. 

Gen, kromozom, genomun bütünü veya DNA ile ilişkili hücresel yapıların hepsinde 

meydana gelebilecek olan hasarların sebebi genotoksik etkili ajanlardır (Şekeroğlu ve 

Şekeroğlu, 2011). 

 

Genotoksik ajanların yol açtığı hasarların tespiti için çeşitli yöntemler kullanılıp 

geliştirilmekle beraber kısa süreli mutajenite ve kanserojenite testleri günümüzde 

hala kullanılmaktadır ve bu test metotlarının başında bakteriyel mutajenite testleri 

gelmektedir. Bir etkenin mutajen ya da kanserojen olup olmadığını anlamak için 

yapılan test metotlarında özellikle de gen mutasyonu tespiti için kullanılan bu 

metotlarda çabuk bölünebilen tek hücreli bakteriler tercih edilmektedir ve Ames testi 

günümüzde bilinen en iyi bakteriyel mutajenite testlerinin başında gelir. 

 

Son yıllarda insanların maruz kaldığı bu kimyasalların hem kişide hem de gelecek 

nesilde meydana getirdiği ve getireceği hasarların boyutuna şöyle bakacak olursak; 

öncelikle kanser, kısırlık, doğum sorunları gibi oldukça önemli ve endişe verici 

olduğu görülmektedir. Genotoksik ajanların sebep olduğu bu hasarların sonucunda 

meydana gelen hastalıkların başında gelen kanserin genotoksisite ile yüksek derecede 

ilişkili olduğu ve karsinojen ajanların insanlarda kanser oranını % 90’a ulaştırdığı 

görülmüştür (Kılıç, 2005; Şekeroğlu ve Şekeroğlu, 2011). 

 



13 

 

 

 

Tüm bu bilgiler ışığında ve ortaya çıkan tabloyla birlikte artan kimyasal kullanımının 

yol açtığı ve açacağı ciddi sağlık sorunlarının anlaşılması genotoksisite testlerinin 

geliştirilmesine sebep olmuştur (Tarhan, 2006; Yırtıcı, 2007). Yukarda bahsedilen 

bakteriyel mutajenite testi dışında in vitro testler de oldukça etkili, çalışma amacına 

göre çeşitli ve yaygın kullanım alanına sahiptir. Herhangi bir etkenin kromozom 

seviyesinde anormalliğe sebep olup olmadığını araştırmak için kullanılan in vitro 

testlerde deney materyali olarak sperm, periferal kan, kemik iliği gibi materyalleri 

fare, tavşan, sıçan, insan veya balıktan elde edilmektedir. Ancak sıklıkla insan 

kaynaklı hücreler deneylerde kullanılmaktadır (Berber ve ark., 2014). Genotoksik 

etkilerin tamamını gösterebilecek yeterlilikte olduğu düşünülmeyen kısa süreli 

genotoksisite testlerinin tek tek değil ancak bir arada seri olarak değerlendirilmesi ile 

geçerliliğini arttırdığı düşünülmektedir. Bu seri testler uzun süreli testlerin sonuçları 

ile benzerlik göstermektedir (Tarhan, 2006; Yırtıcı, 2007).  

 

Genotoksisite testleri, ilaç üretiminde de oldukça önemli bir yere sahiptir ve ilaçların 

kullanıma sunulmadan önce mutlaka genotoksik güvenirlilik testi için kısa süreli test 

sisteminde standarda oturtulmuş olan üç basamaklı seriden geçmesi gerektiği 

bildirilmektedir. Bu üç basamaklı seride bakteriyel mutajenite testleri (örn: Ames) ilk 

basamak için önerilirken, ikinci basamakta memeli hücrelerinde gen mutasyonu veya 

kromozom hasarı ölçmek için in vitro sitogenetik testlerin (örn: in vitro CA veya 

MN) yapılması tavsiye edilmektedir. Sonradan oluşabilecek genotoksik ajanların 

belirlenmesi oldukça önemli olup bu amaçla da serinin son basamağında in vivo 

kromozom hasarı testleri önerilmektedir. Çünkü ilaç olarak kullanılması düşünülerek 

sentezlenmiş herhangi bir kimyasal maddenin dağılımı, emilimi ve vücuttan 

atılmasında izlediği yollar hakkında istediğimiz bilgileri bu testler sayesinde elde 

edebileceğimiz verilerden değerlendirme yaparak bulabileceğimiz önerilmektedir 

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

 

İlaç olması öngörülerek sentezlenen maddelerin genotoksisitesinin belirlenmesi 

amacıyla en yaygın kullanılan kısa süreli testlerden biri CA ve diğeri ise MN 

testleridir (Şekeroğlu ve Şekeroğlu, 2011). Bu çalışmada da kısa süreli genotoksisite 

testleri olarak in vitro insan kan lenfosit kültüründe CA ve MN testleri uygulanmıştır. 
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 2.4.1. Kromozomal anormallik testi (CA) 

 

Kromozomal anormallik testi (CA), genotoksik ajanlara çeşitli sebeplerle 

maruziyetin sonucunda oluşan genetik hasarın izlemi ve tespitinde kullanılan en 

etkili yöntem olarak hatta altın standart olarak tanımlanmakta ve birçok mutajen ya 

da karsinojenin de kromozomal anormalliğe dolaylı veya doğrudan etki ettiği 

gösterilmektedir (Albertini, 2003). 

 

Hasar gören kromozomların tamir edilememesi veya yanlış tamiri ile olabileceği gibi 

hücre bölünürken kutuplara gidemeyen veya giderken oluşan anormalliklerin 

sonucunda oluşan kromozomal anormallikler, sayısal veya yapısal olarak 

kromozomlarda görülen mikroskobik değişikliklerdir. Kısa süreli genotoksisite 

testlerinden biri olan kromozomal anormallikler testi, in vitro ve in vivo olarak 

yapılabilme özelliğine sahip genotoksik risk tespiti için oldukça hassas bir testtir. İn 

vivo CA’da genellikle kemik iliği hücreleri kullanılırken, in vitro yöntemde memeli 

hücreleri olan fibroblast, sperm ve çoğunlukla periferal kan lenfositleri kültüre 

edilerek kullanılmaktadır. Her iki uygulamada da kültüre veya kemik iliğine tübülin 

polimerizasyonunu inhibe ederek bölünmeyi metafaz evresinde durdurma özelliğine 

sahip olan kolşisin ilavesi yapılmakta ve elde edilen metafaz plaklarındaki 

kromozomlar incelenmektedir. Bu yöntemle incelenen kromozomlarda sayısal ve 

yapısal anormallikler tespit edilmektedir (Hagmar ve ark., 1994; Norppa ve ark., 

2006; Şekeroğlu ve Şekeroğlu, 2011; Yüzbaşıoğlu ve ark., 2016).  

 

Kromozomal anormallik testi ile belirlenebilen yapısal anormalliklere; kromozom 

kırığı, kromatid kırığı, kardeş kromatidlerde birleşme, disentrik kromozom, halka 

kromozom, inversiyon, translokasyon ve fragment örnek olarak verilmektedir 

(Topaktaş ve Rencüzoğulları, 2010).  

 

İnsan periferal kan lenfositleri ile yapılan kromozomal anormallik çalışmalarında 

saptanan anormallik sıklığının hem maruz kalınan karsinojenler dolayısıyla 

genotoksik etkilerin hem de bireysel hassaslık veya yatkınlığın göstergesi olarak 

kanser riski açısından önemli bir belirteç olduğu gösterilmektedir ve kromozom 
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anormallik frekansı ile kanser oluşumu arasında kuvvetli bir ilişki olduğu 

bildirilmiştir (Ji ve ark., 2001; Najataryan, 2012; Yüzbaşıoğlu ve ark., 2014; 

Santovito ve ark., 2014; Ginzkey ve ark., 2014; Zemanova ve ark, 2014). Bunlara ek 

olarak kanser riskinin CA testi ile erken dönemde saptanabileceği belirtilmektedir. 

Çünkü bu teknik tüm genomdaki hasarın izlenmesini mümkün kılmaktadır (Brusick, 

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

 

2.4.2. Mikronukleus testi (MN) 

 

Kimyasal ve fiziksel ajanların genotoksik ve kanserojenik etksinin ölçülmesi 

amacıyla sıklıkla kullanılan kısa süreli testlerden biri olan MN testinde, kromozomal 

anormallik testine göre sitogenetik hasar tespiti daha kolay uygulanmaktadır. Hemen 

hemen mitoz bölünme geçiren her hücrede in vitro ve in vivo olarak uygulanmakla 

beraber kolay ve hızlı sonuç verdiği belirtilmektedir (Şekeroğlu ve Atlı-Şekeroğlu, 

2011).  

 

İnsanların genotoksik kimyasallara maruz kalması sonucu oluşabilecek klastojenik 

ve/veya anojenik etkilerin ortaya çıkarılmasında hem hızlı hem de güvenilir olarak 

kabul gören bir test metotu olan MN testi yaygın olarak kullanılmaktadır (Brambilla 

ve ark., 2012). Kanser hastası olan kişilerden temin edilen periferal kan lenfositleri 

ile yapılan birçok çalışmada, kanserli dokudaki MN frekansı ile lenfositlerdeki MN 

frekansının aynı düzeyde olduğu saptanmış ve bazı epidemiyolojik çalışmalarda da 

MN frekansı artışı ve kanser arasında oldukça dikkat çeken bir ilişki olduğu ortaya 

koyulmuştur (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). 

 

Hücrenin mitoz geçirdiği sırada esas çekirdeğe dahil olamayan kromozom veya 

kromozom parçası olan mikronukleusun hücredeki artışının bir genomik kararsızlık 

olduğu ifade edilmektedir. Çeşitli ajanların kromozom kırığı oluşumuna, iğ 

iplikçiklerinde fonksiyon kaybı veya bozukluklarına, sentromerin bölünme hatasına 

sebep olması sonucunda hücredeki MN sayısında artış görülmesi indirekt olarak 
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genomik kararsızlık göstergesi olarak kabul görmüştür (Vanparys ve ark., 1990; 

Kirsch-Volders ve ark., 1997; Stopper ve Müler, 1997; Choy, 2001; Demirel ve 

Zamani, 2002).  

 

MN’ler DNA sentez hataları sonucu veya DNA kırıklarından kaynaklanabilen 

kromozomal fragmentler içerebilir. Onarılamamış kromozom kırıkları, disentrik 

kromozom ve asentrik fragment oluşumu ile kendini yeniden düzenleme yoluna 

gidebilir. Bunun sonucunda disentrik kromozomların sentromerleri genelde anafazda 

nükleuslar arasında nükleoplazmik köprü oluştururken asentrik fragment ise MN 

oluşumuna sebep olur. Anafazda geri kalan asentrik fragmentler ve kromatid veya 

kromozom kırıkları veya tam bir kromozom sonucunda MN’ler oluşur. Telofazda da 

nükleusların dışında kalan MN’ler, küçük nükleuslar olarak görülür. (Surralles ve 

ark., 1995; Aardema ve Kirsch-Volders, 2001; Şekeroğlu ve Atlı-Şekeroğlu, 2011).  

 

In vitro MN testinde en önemli nokta uygun şartlarda inkübe edilen hücre 

kültürlerine sitokalasin B (Cyt-B) eklenmesidir. Kültürün 44. saatinde ilave edilen 

Cyt-B, sitokinez esnasında mikrofilament oluşumunu bozar ve karyokinezi 

gerçekleşen hücrenin sitokinezi gerçekleşemez. Sitokinezi bloke olan bu hücrelerde 

karyokinez gerçekleştiği için çift çekirdek (binukleat) elde edilmiş olur ki amaç da 

bunu elde etmektir. Test maddesi ile muamele edilen hücrelerin kültür süresi 

bitiminde hazırlanan preparatlardan yapılan binukleat hücrelerdeki MN sayımı ile 

hem hücrenin bölünmüş olduğu ispatlanırken hem de en az bir kere bölünerek yavru 

hücreye nakledilen genetik hasar gösterilerek saptanır (Şekeroğlu ve Şekeroğlu, 

2011). 

 



 

 

 

 

 

 

 

BÖLÜM 3. MATERYAL ve METOT 

 

 

3.1.  Materyal 

 

3.1.1. Test maddesi 

 

Sakarya Üniversitesi Kimya Bölümü’nde sentezlenen ve bu çalışmada kullanılan β-

laktam türevi olan 1-(4-(3,3-dimetil-1,6-dioxo-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 yapılmış, insan KAI ve KAII izoenzimlerini inhibe 

edici etkisi Berber ve arkadaşları (2015) tarafından belirlenmiştir. Araştırmamızda 

kullanılan bu test maddesinin (IV-b) kimyasal yapısı Şekil 3.1.’de gösterilmiştir. 

      

N

N

N

O

O

O

O

O

O

 

 

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

fenilazetidin-3-yl asetat’ın kimyasal yapısı 
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3.1.2. Periferal kan 

 

Sigara içmeyen, alkol kullanmayan, son 6 ay içerisinde herhangi bir ışına maruz 

kalmayan, son 2 yıl içerisinde herhangi bir mutajenik ajan ve ilaç tedavisi almayan, 

kronik bir hastalığı olmayıp son bir hafta içinde de herhangi bir viral ya da bakteriyel 

enfeksiyon geçirmeyen ve ilaç kullanmayan, 20-25 yaşları arasında sağlıklı 2 erkek 2 

bayan donörden alınan periferal kanlar çalışmamızda kullanılmıştır. 

 

3.1.3. Çalışmada kullanılan kimyasallar 

 

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

- Mitomycin C (C15H18N40, Cas no: 50-07-7, Applichem)  

- Colchicine (C22H25NO6, Cat no: 64-86-8, Sigma) 

- Cytocalasin B (C29H37NO5, Cat no: 14930-96-2, Applichem) 

- Heparin (C12H19NO20S3, Mustafa Nevzat)  

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

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

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

- Nitrik Asit (HNO3, Cas no:7697-37-2, Merck) 

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

- Metanol (CH3OH, Cat no: 67-56-1, Merck) 

- Asetik Asit (CH3COOH, Cat no: 64-19-7, Merck) 

- Tampon A (KH2PO4, Cat no: 7778-77-0, Sigma Aldrich) 

- Tampon B (Na2HPO4, Cat no: 7558-79-04, Sigma Aldrich) 

 

3.1.4. Kullanılan kimyasal çözeltiler 

 

-Tampon A 

KH2PO4………………….11,34 gr 

Distile su…………………250 mL 
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-Tampon B 

Na2HPO412H2O…………14,83 gr 

Distile su…………………250 mL 

 

 

-0,075 M KCl çözeltisi 

KCl……………………….1,398 gr 

Distile su…………………250 mL 

 

-Kolkisin (0,06 gr/mL) 

Kolkisin…………………..0,01 gr 

Distile su…………………10 mL 

Stok olarak hazırlanan bu çözeltiden 87,47 µL alınmış ve 10 mL’ye tamamlanmıştır. 

 

-Mitomisin C (MMC) (0,2 µg/mL) 

Mitomisin C……………....2 mg 

Distile su……………….....2 mL 

Stok olarak hazırlanan bu çözeltiden 110 µL alınmış ve 1 mL’ye tamamlanmıştır. 

 

-Sitokalasin B (5,2 µg/mL) 

Sitokalasin………………..5 mg 

DMSO……………………2240 µL 

 

3.1.5. Doz seçimi 

 

β-laktam türevi olan test maddesinin IC50 değerine göre uygulama dozlarının seçimi 

yapılmış olup, çalışmamızdaki tüm genotoksisite testleri için en yüksek uygulama 

dozu 30 µg/mL olarak belirlenmiştir. Diğer uygulama dozları en yüksek uygulama 

dozunun 1/2, 1/4 ve 1/8 oranında seyreltilmesi ile hazırlanmıştır. Sonuç olarak test 

maddesinin uygulama konsantrasyonları 30, 15, 7,50 ve 3,75 µg/mL şekinde 

belirlenmiştir. Ayrıca pozitif, negatif ve çözücü kontrol de uygulamada 

kullanılmıştır.   
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3.2. Metot 

 

3.2.1. Kromozomal anormallik testi 

 

Steril tüplerin her birine 2,5 mL olacak şekilde dağıtılmış olan besiyerlerine 2 dişi 2 

erkek olmak üzere toplamda 4 sağlıklı donörden alınan 0,2 mL heparinize edilmiş 

periferal kan ekimi yapılmıştır. Kan tüpleri 37 
0
C olan etüve kaldırılarak 72 saatlik 

inkübasyon başlatılmıştır. İnkübasyon boyunca her gün düzenli aralıklarla tüpler 

yavaşça alt üst edilmiştir. Test maddesinin kültürdeki kan tüplerine ekimi, maruziyet 

süresine bağlı olarak gerçekleştirilmiştir. 24 saatlik maruziyet uygulaması için 

kültürün 48. saatinde, 48 saatlik maruziyet için kültürün 24. saatinde kan kültürü 

tüplerine 30, 15, 7,50 ve 3,75 µg/mL olacak şekilde test maddesinin uygulama 

dozlarının ekimi yapılmıştır. Aynı zamanda pozitif kontrol olarak 0,2 µg/mL MMC 

(mitomycin C), negatif kontrol olarak steril distile su, çözücü kontrol olarak da 

DMSO (dimetilsülfoksit) eklenmiştir. Inkübasyonun 70. saatinde kültür tüplerine iğ 

ipliklerinin depolarizasyonunu sağlamak amacıyla kolkisin (0,06 µg/mL) ekimi 

yapılmıştır.  

 

Kültür süresi bitiminde etüvden çıkarılan tüpler 10 dk boyunca 1200 rpm’de santrifüj 

edilmiştir. Santrifüj bitiminden sonra konik kısma kadar süpernatantları atılmış olan 

tüplere, 37 
0
C’deki hipotonik solüsyon olan 0,075 M KCl’den 5’er mL damla damla 

vortex eşliğinde eklenmiştir. Hipotonik solüsyon eklenmesinden sonra tüpler 37 
0
C 

etüvde 30 dk bekletilmiştir. Süresi dolan tüpler tekrar 10 dk 1200 rpm’de santrifüj 

edilmiştir. Süpernatantları atılan tüplere daha önceden hazırlanıp +4 
0C’de 

bekletilmiş olan fiksasyon çözeltisinden (3 birim methanol:1 birim asetik asit) 5’er 

mL olmak üzere her bir tüpe vortex eşliğinde eklenmiştir. Sonrasında 45 dk 

bekletilmek üzere +4 
0C’ye kaldırılmıştır. Bekleme süresi dolan tüpler tekrar 

santrifüj edilmiş ve süpernatantı atılmışıtr. Bu işlemden sonra tekrar soğuk fiksatiften 

5’er mL her bir tüpe vortex üzerinde damlatılmış ve santrifüj edilmiştir. Santrifüjden 

sonra süpernatantı atılan tüplere tekrar soğuk fiksatif çözeltisi 5’er mL eklenmiş, 

tüpler tekrar ve son kez santrifüj edilmiş süpernatantı konik kısma kadar atılmıştır. 

Kalan kısım pastör pipeti yardımıyla homojenize edilmiştir. Elde ettiğimiz hücre 
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kültürlerini önceden temizlenmiş (çeşme suyu altında 10-15 dk yıkanmış, saf sudan 

geçirilmiş -20 
0C’de bekletilmiş) lamlar üzerine damlatarak preparatlar hazırlanmış 

ve preparatlar 1 gün boyunca kurumaya bırakılmıştır. Kuruyan preparatlar, pH 6,8 

olacak şekilde tampon A ve tampon B ile hazırlanan % 5’lik giemsa boyası ile 15-20 

dk kadar boyanmış ve 1 gün sonra entellanla daimi preparat haline getirilmiştir. 

 

3.2.1.1. Mitotik indeks ve kromozomal anormalliklerin incelenmesi 

 

Mitotik indeks (MI) hesaplanması için bütün uygulama dozlarında her bir birey için 

3000 hücre olmak üzere her bir doz için toplamda 12000 hücre incelenmiştir. 

Bölünen hücre sayısının, toplam hücreye oranının yüzde cinsinden değerinin 

hesaplanmasıyla mitotik indeks belirlenmiştir. Kromozomal anormallikler, her bir 

doz için 46 kromozomlu ve kromozomları düzgün dağılmış 100’er hücre olmak 

üzere her bir bireyin uygulama dozları toplamında 400’er hücre incelenerek 

değerlendirilmiştir. İncelenen toplam hücre içindeki anormal hücre yüzdeleri ve 

hücre başına düşen anormallik sayıları da belirlenmiştir. 

 

3.2.2. Mikronukleus testi 

 

Heparinli enjektörle donörlerden alınan kanlardan 0,2’şer mL olacak şekilde 

tüplerdeki 2,5 mL’lik besiyerlerine eklenmiştir. 37 
0
C’lik etüve kaldırılan tüpler 72 

saat boyunca inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon süresince tüpler düzenli olarak 

yavaşça alt üst edilmiştir. Kültürün başlangıcından itibaren 24. saatinde tüplere β-

laktam türevi olan test maddemizin 30, 15, 7,50, 3,75 µg/mL olarak uygulama 

dozları eklenmiştir. Aynı zamanda pozitif kontrol olarak MMC (mitomycin C), 

çözücü kontrol olarak DMSO (dimetilsülfoksit) ve negatif kontrol olarak da steril 

distile su eklenmiştir. Kültürün 44. saatinde tüplere sitokinezi bloke etmek amacıyla 

Cytochalasin B (5,2 µg/mL) eklenmiştir. 

 

Kültür süresi biten tüpler etüvden çıkarılmış, 10 dk 1000 rpm’de santrifüj edilmiştir. 

Santrifüj işlemi biten tüplerin süpernatantı atılmış ve her bir tüpe vortex eşliğinde 

damla damla 5’er mL olacak şekilde +4 
0C’de bekleyen hipotonik solüsyondan 
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(0,075 M KCl) eklenmiştir. Ardından tüpler +4 
0C’de 5 dk bekletilmiş ve süre 

sonunda 10 dk 1000 rpm’de santrifüj edilmiştir. Santrifüjü tamamlanan tüplerin 

süpernatantı atılmıştır. Önceden hazırlanıp +4 
0C’de bekletilen soğuk fiksatiften (3 

methanol:1 asetik asit) tüplere vortex üzerinde 5’er mL olarak eklenmiş ve 15 dk 

buzdolabında +4 
0C’de bekletilmiştir. Süresi biten tüplerin tekrar santrifüj işleminden 

sonra süpernatantları atılmış ve soğuk fiksatiften 5’er mL damla damla vortex 

üzerinde eklenmiştir. Tekrar santrifüj edilen tüplerin süpernatantları atılmıştır. Bu 

işlemden sonra önceden hazırlanmış olan soğuk 3:1 fiksasyon çözeltisine % 1’lik 

olacak şekilde formaldehit eklenmesiyle elde edilen son fiksatiften her bir tüpe 

vortex üzerinde damla damla 5’er mL ilave edilmiştir. Formaldehitli son fiksatiften 

sonra tüpler tekrar santrifüj edilmiş ve süpernatantı konik kısma kadar atılmıştır. 

Kalan kısım patör pipeti ile yavaşça homojenize edilmiştir.  

 

Elde edilen hücre kültürleri önceden temizlenmiş (1N nitrik asitte 1 gece bekletilmiş, 

15-20 dk çeşme suyunda yıkanmış, saf sudan geçirilip % 70’lik alkol içerisinde -20 

0C’de çalışma zamanına kadar bekletilmiş) lamlar üzerine damlatılmıştır. 1 gün 

boyunca kurumaya bırakılan preparatların süre bitiminde pH’ı 6,8 olacak şekilde 

hazırlanmış % 5’lik giemsa boyası ile 13-15 dk boyanmış ve 1 gün sonra entellanla 

kapatılarak daimi preparat haline getirilmiştir.  

 

3.2.2.1. Mikronukleus frekansının incelenmesi 

 

Kalıcı hale gelmiş preparatlarda her bir bireyde her bir doz için 1000 binükleat hücre 

olmak üzere her bir doz için toplam 4000 binükleat hücre incelenmiş ve 

mikronükleus frekansları belirlenmiştir.  

 

3.3. İstatistiksel Analiz 

 

Çalışmamızda deney gruplarının mitotik indekslerinde, mikronükleus frekanslarında 

ve kromozomal anormalliklerinde kontrol gruplarına göre istatistiksel olarak anlamlı 

farklılık olup olmadığının saptanmasında z dağılım testi kullanılmıştır. Doz-etki 

ilişkisini belirleyebilmek için SPSS.11 programı kullanılmıştır. 



 

 

 

 

 

 

 

BÖLÜM 4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

 

 

4.1.  (IV-b)’ın İnsan Periferal Kan Lenfositlerindeki Genotoksik Ekileri 

 

Test bileşiğinin (IV-b) genotoksik potansiyelini değerlendirmek amacıyla in vitro 

insan periferik kan lenfositlerinde CA ve MN testleri uygulanmış sitotoksik 

potansiyelin değerlendirilmesi için mitotoik indeks (MI) incelenmiştir.  

 

4.1.1. Kromozomal anormallik (CA) testinin bulguları 

 

Yeni sentezlenen β-laktam türevi test maddesi IV-b ile yapılan kromozomal 

anormallik testi sonucunda gözlenen kromozomal anormallik tipleri ve analiz 

sonucunda elde edilen anormal hücre %’si, kromozomal anormallik/hücre sayısı ve 

mitotik indeksler Tablo 4.1.'de gösterilmiştir. Test maddesi (IV-b) ile 24 ve 48 

saatlik in vitro uygulamalarda her doz için toplamda 400 metafaz plağı incelenmiş ve 

üç tip yapısal anormalliğe sebep olduğu görülmüştür. Bu anormallikler kromatit ve 

kromozom kırıkları ve fragmentlerdir. Gözlenen bu anormallikler Şekil 4.1-4.6’da 

gösterilmiştir. Her iki uygulama süresinde de en sık görülen anormallik tipi kromatit 

kırıkları iken bunu fragment takip etmiştir. Kromozom kırıkları en az gözlenen 

anormallik tipidir. 
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Tablo 4.1. IV-b’nin 24 ve 48 saat uygulaması ile insan periferal lenfositlerinde oluşan kromozomal anormallik frekansları ve mitotik indeksler 

 

Test maddesi 

Uygulama Anormallikler  

Anormal hücre 

   ± SH (%) 

 

KA/Hücre 

   ± SH 

 

Mİ ± SH 

     (%) 
Süre 

(saat) 

Doz 

(μg/ 

ml) 

Ktk kzk f kkb h ds 

Kontrol 

Çözücü Kontrol 

Pozitif Kontrol 

IV-b 

 

 

 

 

Kontrol 

Çözücü Kontrol 

Pozitif Kontrol 

IV-b 

24 

24 

24 

24 

 

 

 

 

48 

48 

48 

48 

0,00 

10 µl 

0,20 

3,75 

7,5 

15 

30 

 

0,00 

10µl 

0,10 

3,75 

7,5 

15 

30 

5 

10 

113 

5 

11 

12 

22 

 

4 

7 

74 

4 

8 

11 

25 

2 

2 

29 

2 

2 

4 

7 

 

1 

- 

41 

1 

1 

5 

5 

1 

2 

15 

3 

4 

7 

8 

 

- 

4 

7 

1 

3 

8 

11 

- 

- 

1 

- 

- 

- 

- 

 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

10 

- 

- 

- 

- 

 

- 

- 

10 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

2 

- 

- 

- 

- 

 

- 

- 

1 

- 

- 

- 

- 

1,75±0,66 

3,50±0,92 

29,00±2,27 

2,50±0,78 

4,25±1,01* 

5,00±1,09** 

8,75±1,41***†† 

 

1,50±0,67 

2,75±0,82 

25,75±2,19 

1,50±0,67 

3,00±0,85 

5,00±1,09** 

9,25±1,45***††† 

0,020±0,007 

0,035±0,009 

0,425±0,025 

0,025±0,008 

0,043±0,010 

0,058±0,012** 

0,093±0,015***††† 

 

0,013±0,006 

0,028±0,008 

0,333±0,024 

0,015±0,006 

0,030±0,009 

0,060±0,012***† 

0,103±0,015***††† 

7,09±0,23 

6,28±0,22 

3,27±0,16 

5,49±0,21***†† 

5,99±0,22*** 

6,25±0,22** 

6,17±0,22** 

 

5,70±0,21 

5,23±0,20 

2,44±0,14 

4,81±0,20** 

3,56±0,17***††† 

4,48±0,19***†† 

4,75±0,19** 

ktk: kromatid kırığı, kzk: kromozom kırığı, f: fragment, kkb: kardeş kromatidlerde birleşme, h: haç, ds: disentrik kromozom, e: endoreduplikasyon, p: poliploidi 

*Kontrole göre p< 0,05 düzeyinde anlamlı (z testi) 

**Kontrole göre p< 0,01 düzeyinde anlamlı (z testi) 

***Kontrole göre p< 0,001 düzeyinde anlamlı (z testi) 

†Çözücü kontrole göre p< 0,05 düzeyinde anlamlı (z testi) 

††Çözücü kontrole göre p< 0,01 düzeyinde anlamlı (z testi) 

†††Çözücü kontrole göre p< 0,001 düzeyinde anlamlı (z testi) 
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Test maddesi IV-b, hem 24 saat hem de 48 saatlik uygulama periyodlarında anormal 

hücre yüzdesini doza bağlı olarak arttırmıştır (sırasıyla, r = 0,99 ve r = 00,97, negatif 

ve çözücü kontrole göre). 24 saatlik muameledeki bu artış, negatif kontrol ile 

karşılaştırıldığında en düşük konsantrasyon hariç diğer uygulama 

konsantrasyonlarında (30, 15, 7,5 μg/mL) istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. 

Çözücü kontrol ile kıyaslandığında ise test maddesinin anormal hücre yüzdesini 

sadece en yüksek uygulama konsantrasyonunda (30 μg/mL) anlamlı bir şekilde 

arttırdığı gözlenmiştir. 48 saatlik uygulamada bu artış, negatif kontrol ile 

karşılaştırıldığında en yüksek iki uygulama konsantrasyonunda (30, 15 μg/mL) 

istatistiksel olarak anlamlı bulunurken, çözücü kontrolü ile karşılaştırıldığında; 24 

saatlik muamele ile aynı olduğu görülmüştür. 

 

Tablo 4.1.’deki sonuçlara göre test maddesi, 24 ve 48 saatlik muamele periyotlarında 

doza bağlı bir şekilde hücre başına düşen kromozomal anormallik sayısını (sırasıyla, 

r =0,99 ve r =00,97, negatif ve çözücü kontrole göre) arttırmıştır. Bu artışlar, negatif 

kontrol ile karşılaştırıldığında en yüksek iki uygulama konsantrasyonunda (30, 15 

μg/mL) istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. Çözücü kontrolle kıyaslandığında 

ise, 24 saatlik uygulamada en yüksek uygulama konsantrasyonunda (30 μg/mL), 48 

saatlik uygulamada ise en yüksek iki uygulama konsantrasyonunda (30, 15 μg/mL) 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur.  

 

Test maddesi, 24 ve 48 saatlik muamele periyotlarında, negatif kontrole göre tüm 

uygulama konsantrasyonlarında mitotik indeksi anlamlı bir şekilde azaltmıştır. 

Bununla birlikte, çözücü kontrol ile kıyaslandığında, test maddesi 24 saatlik 

uygulamada 3,75 μg/mL’lik konsantrasyonda, 48 saatlik uygulamada 15 ve 7,5 

μg/mL’lik konsantrasyonlarda mitotik indeksi anlamlı şekilde düşürmüştür. Bu 

düşüşler, her iki uygulama süresinde de doza bağlı değildir (sırasıyla, r = -0,16 ve r = 

-0,21; r = 0,31 ve r = -0,08; 24 saat, 48 saat, negatif ve çözücü kontrol). 
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Şekil 4.1. 24 saat IV-b test maddesi ile muamele sonucunda oluşan kromatit kırığı 

 

 

Şekil 4.2. 24 saat IV-b test maddesi ile muamele sonucunda oluşan kromozom kırığı 

 

 

Şekil 4.3. 24 saat IV-b test maddesi ile muamele sonucunda oluşan fragment 
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Şekil 4.4. 48 saat IV-b test maddesi ile muamele sonucunda oluşan kromatit kırığı 

 

 

Şekil 4.5. 48 saat IV-b test maddesi ile muamele sonucunda oluşan kromozom kırığı 

 

Şekil 4.6. 48 saat IV-b test maddesi ile muamele sonucunda oluşan fragment 
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4.1.2. Mikronükleus (MN) testinin bulguları 

 

Yeni sentezlenen β-laktam türevi olan test maddesi IV-b ile mikronükleus testi 

yapılmış ve toplamda 4 bireyde 4000 binükleat hücre incelenmiştir. Hücre başına 

düşen MN sayıları ile MN frekansları tespit edilmiştir. Elde edilen sonuçlar Tablo 

4.2.’de verilmiş olup mikronükleus içeren binükleat hücreler Şekil 4.7. ve 4.8.’de 

gösterilmiştir. 

 

 

 

Tablo 4.2. Yeni sentezlenen β-laktam türevinin (IV-b) insan lenfositlerinde oluşturduğu mikronukleus frekansları 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

SH: Standart Hata. 

†Çözücü kontrole göre anlamlı fark vardır. (p˂0,05). 

††Çözücü kontrole göre anlamlı fark vardır. (p˂0,01). 

 

 

Muhtemel klastojenik ve/veya aneujenik etkileri değerlendirmek için sitokinez 

bloklama ile gerçekleştirilen MN testinin Tablo 4.2’de sunulan sonuçlarına göre; test 

maddesi (IV-b)’nin MN frekansını arttırdığını ancak bu artışlar negatif kontrol ile 

karşılaştırıldığında, mikronükleus frekansında anlamlı bir farklılığın olmadığı 

görülmüştür. Çözücü kontrol ile karşılaştırıldığında ise en düşük konsantrasyon (3,75 

μg/mL) hariç tüm konsantrasyonlarda test maddesinin mikronükleus frekansını 

anlamlı ölçüde arttırdığı görülmüştür. Bununla birlikte, bu artışlar doza bağlı olarak 

gerçekleşmiştir (sırasıyla, r = 0,83 ve r = 0,88; negatif ve çözücü kontrol). 

Test maddesi Uygulama Sayılan 

binükleat 

hücre 

sayısı 

BN hücreler içinde 

mikronükleus 

frekansları 

   (1)       (2)      (3)     

 

MN±SH 

(%) 
Süre 

(saat) 

Doz 

(μg/ml) 

Negatif Kontrol 

Çözücü kontrol 

Pozitif kontrol 

IV-b 

 

 

 

48 

48 

48 

0,00 

0,10 

0,20 

3,75 

7,5 

15 

30 

4000 

4000 

4000 

4000 

4000 

4000 

4000 

4 

2 

164 

2 

10 

10 

12 

1 

- 

5 

- 

- 

- 

1 

- 

- 

1 

- 

- 

- 

- 

  0,150 ±0,055 

  0,050 ±0,035 

  4,425 ±0,318 

  0,050 ±0,035 

0,250 ±0,079† 

  0,250 ±0,079† 

0,350 ±0,089†† 
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Şekil 4.7. Bir mikronükleuslu binükleat hücre 

 

 

 

 

 

Şekil 4.8. İki mikronükleuslu binükleat hücre 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

BÖLÜM 5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

 

Yeni farmasötik hammaddelerin biyolojik aktivitelerini (örn: enzim inhibisyonu) 

tespit etmek, bunları ilaç adayları olarak önermek için yeterli değildir. Kemoterapi de 

dahil hastalıkların iyileştirilmesinde, sağlık riski oluşturmadan hastaları tedavi etmek 

önemlidir ve ilaçların güvenliği, etkinliklerinden daha elzemdir. Bu bağlamda, 

farmasötik hammadde olarak sunulması amaçlanan kimyasal maddeler, insana 

uygulanmadan önce kapsamlı toksikolojik incelemelere tabi tutulmalıdır. 

Toksikolojik araştırmaların bir aşaması olan genotoksisite araştırmalarında, 

farmasötik adayların genetik materyal üzerindeki olası zararları 

değerlendirilmektedir. Bu amaçla, in vivo veya in vitro koşullarda kısa süreli 

genotoksisite testleri kullanılır. Genotoksik ajanların neden olduğu DNA hasarları 

ciddi sağlık sorunlarına yol açabileceğinden, ilaç geliştirme sürecinin başlangıcında 

genotoksisite testlerinin uygulanması çok önemli bir ilkedir (Şen, 2018). Bu çalışma, 

kullanılan test maddesinin, karbonik anhidraz I ve II izoenzimlerini inhibe etme 

kabiliyeti nedeniyle farmasötik bir hammadde olma potansiyeline sahip bir bileşik 

olduğundan, genotoksik potansiyelinin araştırılması amacıyla yapılmıştır.  

 

Kimyasal maddelerin genotoksisitesinin değerlendirilmesi için en yaygın kullanılan 

test sistemleri kromozomal anormallik (CA) ve mikronükleus (MN) test 

sistemleridir. Bu sitogenetik yöntemlerle yapısal veya sayısal kromozom 

anormallikleri belirlenebilir (Albertini ve ark., 2000). Birçok bilimsel çalışmada, tek 

bir genotoksisite testinin kullanılmasının sadece genotoksik etkileri tespit etmek için 

yeterli olmadığı bildirilmiştir. Çünkü genotoksisite çeşitli mekanizmalarla 

oluşturulabilir ve farklı yöntemlerle yapılan testlerin uygulanması veya farklı 

organizmalarda uygulanması farklı sonuçlar elde edilmesine sebep olabilir (Au, 

2007; Şekeroğlu ve Şekeroğlu, 2011). Bu nedenle, bu çalışmada yeni sentezlenen 

karbonik anhidraz inhibitörü olan ve ftalazin içerikli β-laktam türevinin genotoksik 
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potansiyellerini belirlemek için iki test sistemini birden (CA ve MN testi) 

kullanılmıştır. 

 

Bu test sistemlerinde genotoksik ajanları tanımlamak için en çok tercih edilen model 

hücreler lenfositlerdir. Lenfositler uzun ömürlü ve tüm vücudu dolaşan hücrelerdir. 

Böylece, herhangi bir dokuya/organa zarar verebilecek çevresel toksik ajanlardan 

etkilenebilirler (Beceren, 2011). Farklı dokularda kromozomal hasar oluşum 

mekanizmaları benzer olduğundan, lenfositlerdeki hasar seviyeleri, kansere eğilimli 

dokulardaki hasar seviyelerini yansıtır. Bunun için, genotoksisiteyi veya kanser 

riskini belirlemek amacıyla lenfositlerdeki DNA hasarlarını baz alıp değerlendirmek 

uygundur (Albertini, 2003; Bonassi ve ark., 2000; Norppa ve ark., 2006). Bu sebeple 

bu çalışmada da insan periferal kan lenfositleri kullanılarak CA ve MN testlerini 

gerçekleştirilmiştir. 

 

Literatürde, Cloxacillin, Ampicillin, Amoxicillin, Carbenicillin, Seftriakson, 

Sefalosporin gibi antibakteriyelleri içeren β-laktam halkasının genotoksik 

değerlendirilmesi için CA testi kullanılarak yapılan birçok çalışma vardır. Bu 

çalışmaların çoğunda, sadece orta ve çok yüksek β-laktam konsantrasyonlarında 

görülen pozitif in vitro etkiler bildirilmiştir (İstifli ve Topaktaş, 2010). Oysaki 

yapılan bu çalışmada düşük konsantrasyonlar uygulanmış ve bunun etkileri 

belirlenmiştir. 

 

Zavarise ve ark. (1984), farklı konsantrasyonlarda Cloxacillin'e maruz kalan lenfosit 

kültürlerindeki kromozom anormalliklerini araştırmışlardır. Araştırmacılar, 

uygulamalarının yüksek konsantrasyonlarında Cloxacillin insan lenfosit kültürlerinde 

kromozomal aberasyonlara neden olduğunu açıklamışlardır. Bununla birlikte, 

terapötik seviyelere benzer konsantrasyonlar insan lenfosit kültürlerinin DNA'sına 

etki etmemiştir. Stemp ve ark. (1989), kültüre alınmış insan lenfositleri kullanarak üç 

β-laktam antibiyotiğin (Ampisilin, Karbenisilin ve Penisilin VK) in vitro klastojenik 

potansiyelini araştırmışlardır. Araştırma sonucuna göre, Ampisilin ve Carbenicillin 

test konsantrasyonları 10 μg/mL'ye kadar kromozom hasarında önemli artışlara 

neden olmamıştır. Diğer taraftan, in vitro Penicillin VK'nin 1,25 μg/mL'ye kadar olan 
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konsantrasyonları, kromozom ve kromatid gapları ve kırılmaları ile doza bağlı bir 

artışa neden olmuştur. Jaju ve ark. (1984), insan lenfositlerinde ampisilin ve 

karbenisilin in vitro genotoksik etkilerini araştırmışlardır. Bu ilaçlar, 72 saatlik kültür 

periyodu boyunca çeşitli konsantrasyonlarda ve zamanlarda eklenmiştir. Her iki ilaç 

da plazma seviyesindeki konsantrasyonlarda kromozom sapmaları, mitotik indeks ve 

hücre döngüsü hızını etkilememiş ancak tüm bu parametreler daha yüksek 

konsantrasyonlardan etkilenmiştir. Metovic ve ark. (2013) standart CA testi ile 48 

saatlik insan periferal kan lenfosit kültüründe Seftriakson genotoksisitesini analiz 

etmişlerdir. Lenfosit kültüründe artan seftriakson konsantrasyonları ile kromozomal 

aberasyonların sıklığı artmıştır. Yapısal aberasyonların sıklığı ve seftriakson 

konsantrasyonları arasında pozitif bir korelasyon gözlenmiştir. Lenfosit kültürlerinde 

farklı konsantrasyonlarda (0,15, 0,25, 0,50 mg/mL) seftriakson ile in vitro 

muameleden sonra 0,25 mg/mL ve 0,50 mg/mL konsantrasyonlarında sayısal ve 

yapısal aberasyonlar tespit edilmiş fakat bu farklılıklar kontrol grubuna kıyasla 

anlamlı bulunmamıştır. Bizim çalışmamızda ise negatif kontrole göre her iki 

uygulama süresinde de en yüksek iki konsantrasyonda anlamlı artışlar gözlenmiş, 

ayrıca 24 saatlik uygulamada 7,5 µg/mL’lik konsantrasyonda da anlamlı bir artış 

gözlenmiştir. Çalışmamızın her iki uygulama süresinde de en çok görülen anormallik 

tipi kromatid kırığıdır. Test maddesinin, bölünmenin S fazının sonlarına ya da G 

fazına etki ederek bu anormalliğe neden olabileceği düşünülmektedir (Natarajan, 

2002). Yine her iki uygulamada da kromatid kırığından sonra en sık gözlenen bir 

diğer anormallik tipi olan kromozom kırığı, kromozomun her iki kolunda da tamir 

edilememiş olan bozukluğu ifade ederken, çalışmamızda gözlenen fragmentlerin ise 

kromozom veya kromatidlerde meydana gelen delesyonlar sonucunda oluştuğu 

düşünülmektedir (Yılmaz ve ark., 2008).  

 

Donya (2002), iki Sefalosporin antibiyotiği olan Cefadroxil ve Cefaclor'un fare 

spermatoitlerinde kromozomal anormallikleri indükleme kabiliyetini araştırmıştır. 

Erkek İsviçre fareleri, 40, 80, 160 mg/kg'lık dozlarla tek doz gavaj yoluyla muamele 

edilmiştir. Diyakinez-metafaz I spermatoitlerde kromozomal aberasyonların yüzdesi 

doza bağlı olarak artmış, yüksek ve tekrarlı dozlardan sonra istatistiksel olarak 

anlamlı bulunmuştur. Spermatoitlerle yapılan bir diğer çalışmada ise Fahmy ve ark. 
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(2009), fare spermatositlerinde Cefotaxime'nin (Sefalosporin türevi) genotoksik 

etkisini kromozomal aberasyon testi kullanarak değerlendirmiştir. Farelere, 4, 7 ve 

10 gün boyunca günlük 260, 520 ve 1040 mg/kg’lık dozlarda Cefotaxime enjekte 

edilmiştir. Daha sonra, farelerin primer spermatoitlerinde kromozomal aberasyonlar 

belirlenmiştir. 520 ve 1040 mg/kg’lık Cefotaxime ile muamele edilen farelerin 

spermatoidlerinde yapısal ve sayısal kromozomal aberasyonların yüzdesinde anlamlı 

artışlar gözlenmiştir. Bizim çalışmamızda, yukarıdaki araştırmalarda anlamlı 

anormalliklerin bulunduğu dozlardan daha düşük konsantrasyonlarda anlamlı 

anormallikler tespit edilmiştir. Bunun temel nedeni, bu araştırmaların in vivo, bizim 

çalışmamızın ise in vitro şartlarda yapılmasından kaynaklanıyor olabilir. 

  

Literatürde, MN testi kullanılarak β-laktam içeren antimikrobiyallerin genotoksisitesi 

hakkında da çalışmalar mevcuttur. Stemp ve ark. (1989), in vivo sıçan mikronükleus 

testi kullanılarak üç β-laktam antibiyotiğin (Ampisilin, Karbenisilin ve Penisilin VK) 

klastojenik potansiyelini araştırmıştır. Ampisilin ve Karbenisilin’in, in vivo sıçan 

mikronukleus testinde, tek veya çift dozlama rejimleri (Ampisilin 5 g/kg oral olarak; 

Karbenisilin 500 mg/kg i.m., ya kemik iliği preparatından 30 saat önce tek doz ya da 

48 saat ve 24 saat önce iki doz uygulama) kullanılmış olup anlamlı bir fark 

gözlemlenmemiştir. Isitifli ve Topaktaş (2010), insan periferal kan lenfositlerinde 

SCE, CA ve MN testleri ile 400, 600, 800, 1000 μg/mL Amoksisilin 

genotoksisitesini metabolik aktivatör varlığında ve yokluğunda değerlendirmiştir. 

Amoksisilin, hem metabolik aktivatörün varlığında hem de yokluğunda CA'ları ve 

MN oluşumunu indüklememiş ve buna ek olarak Amoxicillin ile 24 saat muamele 

edilmiş kültürlerde, mitotik indeksin negatif kontrol ile karşılaştırıldığında 

azalmadığı belirtilmiştir, ancak araştrımacılar bu çalışmada çözücü kontrolü ile bir 

karşılaştırma yapmamışlardır. Anlas ve ark. (2016), gökkuşağı alabalığı 

(Oncorhynchus mykiss) eritrositlerinde Amoksisilin'in genotoksisitesini 

araştırmışlardır. Amoksisilinin 80 ve 160 mg/kg’lık konsantrasyonları Oncorhnchus 

mykiss eritrositlerinde genotoksik etkilere neden olmadığı görülmüştür. Yaptığımız 

bu çalışmada, MN frekanslarının, en düşük konsantrasyon haricinde, çözücü kontrolü 

ile karşılaştırıldığında, önemli ölçüde arttığı gözlemlenmiştir. Ayrıca, sitotoksisitenin 

değerlendirilmesi için kullanılan bir parametre olan mitotik indeks (MI) bakımından 
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test maddesinin tüm uygulama süreleri (24 ve 48 saat) ve konsantrasyonlarındaki 

negatif kontrol ile karşılaştırıldığında mitotik indeksi önemli ölçüde azalttığını 

gözlemledik. Bu azalmalar her iki uygulama süresinde de doza bağlı değildir. Test 

maddesinin sitotoksik etkisinin hücre bölünmesindeki G2 evresini engelleyerek 

gerçekleşebileceği düşünülmektedir (Van’t Hof, 1968). Zira DNA polimeraz enzimi 

gibi hücre bölünmesinde etkili enzimlerin yapısının bozulmasına veya ATP 

seviyesinin düşmesi bu etkinin gerçekleşmesine neden olabilir (Epel, 1963). Bununla 

birlikte, çözücü kontrol ile karşılaştırıldığında, tüm grupların mitotik indeksinde 

önemli bir azalma olmadığını gözlemledik. 

 

Yapılan literatür incelemelerinde, ftalazin türevlerinin genotoksisitesi hakkında 

herhangi bir araştırma bulunamazken birkaç ftalazin türevinin sitotoksisitesi 

hakkında birçok araştırma mevcut olup, bu araştırmaların kanser hücre hatları 

üzerinde yapıldığı görülmüştür (Rodrıguez-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 türevini sentezlemiş ve birkaç insan tümör hücre hattına karşı in vitro 

sitotoksisitesini değerlendirmişlerdir. Test edilen bileşiklerin çoğu, referans 

bileşiklerden daha yüksek potansiyel sitotoksik aktivite göstermiştir. Arif ve ark. 

(2006) insan meme kanseri hücre hatlarında bakır ve platin kompleksleri dahil yeni 

sentezlenmiş ftalazin türevlerinin sitotoksisitesini değerlendirmişlerdir. Hücreler, 72 

saat boyunca bileşikler (100 µM) ile inkübe edilmiş, sitotoksisite, apoptoz ve DNA 

içeriği, akış sitometrisi ile ölçülmüştür. Elde edilen sonuçlarda, ebeveyn (H1-2), 

bakır (C1-2) ve platin (P1-2)’den türevlendirilmiş bileşiklerin, hem insan meme 

kanseri hücre hatlarında, hem de apoptoz ve hücre ölümünü indüklemede nispeten 

daha aktif olduğunu göstermiştir. Daha hassas olan MDA-MB-231 hücrelerinde % 

40 apoptozise neden olan H-5 hariç diğer bileşikler bu parametrelere karşı ya zayıf 

ya da hiç tepki göstermemiştir. 

 

Literatürde, β-laktam antibiyotiklerin sitotoksik olduğunu gösteren araştırmalar da 

vardır.  Marie ve ark. (1986), Piperracilin, Ceftazidime ve Ceftriaxone ve 

Mezlocilin'in in vitro granülositler üzerinde antiproliferatif etkilerini göstermiştir. 

Neftel ve Hübscher (1987), kültüre alınmış sıçan karaciğeri, insan fibroblast ve insan 
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lenfoid hücrelerinde β-laktam antibiyotiklerin antiproliferatif etkilerini vurgulamıştır. 

Bizim çalışmamızda da β-laktam türevi test maddesinin in vitro periferik insan 

lenfositlerinde kullandığımız konsantrasyonların sitotoksik olduğunu gözlemledik. 

 

Sonuç olarak, incelenen literatür ve elde edilen tüm sonuçlar, bu bileşiğin periferal 

insan lenfositleri kültüründe özellikle yüksek konsantrasyonlarda genotoksik ve 

sitotoksik etkiler gösterebileceğine yönelik veriler sağlamaktadır. Dolayısıyla, bu 

yeni sentezlenen β-laktam türevi bileşiğin daha güvenli farmasötik üretimi için geniş 

kapsamlı in vitro ve in vivo genotoksisite çalışmalarının yapılmasının gerektiğini 

söyleyebiliriz. Yapılacak yeni çalışmalarla bu bileşiğin sitotoksik ve genotoksik 

profili tam olarak tanımlanmalı ve elde edilen sonuçlar birlikte değerlendirilmelidir. 
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