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ANTIHISTAMINIK iLAC OLARAK KULLANILAN FEKSOFENADIN
ETKEN MADDESININ iNSAN PERIFERAL LENFOSITLERI
UZERINDEKI GENOTOKSIK ETKILERI

0z

Bu caligmada, alerjik rinit tedavisinde yaygin olarak kullanilan Feksofenadin
etken maddesinin insan periferal lenfosit hiicrelerinde in vitro genotoksik etkisi,
kromozom anormalligi (KA) ve mikroniikleus (MN) testleri kullanilarak arastirilmistir.
Ayrica mitotik indeks (MI) ve niikleer boliinme indeksi (NBI) belirlenerek test
maddesinin hiicre boliinmesine etkisi de incelenmistir. Hiicre kiiltiirleri 50, 100 ve
150 pg/ml’ lik konsantrasyonlara 24 ve 48 saat siireyle maruz birakilmistir.

Feksofenadinin 24 saatlik muamelelerinde 100 ve 150 pg/ml’lik
konsantrasyonlarinin ve 48 saatlik muamele siirelerinde tiim dozlarin MIi istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde diisiirdiigii belirlenmistir. Ayrica NBI’nin feksofenadinin
sadece 150 pg/ml konsantrasyonun 24 saatlik muamelesinde istatiksel olarak Snemli
derecede diistiigii saptanmistir. Fakat feksofenadinin uygulamasi sonucu, tiim doz ve
muamele silirelerinde KA ve MN olusumunda ortaya c¢ikan artisin istatiksel agidan
onemli olmadig1 belirlenmistir. Bu sonuglar feksofenadinin doz artisina bagl olarak

sitotoksik etki gdsterdigini ortaya ¢ikarmustir.

Anahtar sozciikler: Feksofenadin, in vitro genotoksisite, kromozomal anormallikleri,

mikrontkleus



GENOTOXIC EFFECTS OF FEXOFENADINE ACTIVE SUBSTANCE
USED AS ANTIHISTAMINIC DRUG ON HUMAN PERIPHERAL BLOOD
LYMPHOCYTES

ABSTRACT

In this study, in vitro genotoxic effects of Fexofenadin, which has been widely
used in allergic rhinits was investigated in peripheral human lymphocytes by using
chromosomal aberrations (CA) and micronucleus (MN) tests. In addition to these
methods, mitotic index (MI) and nuclear division index (NDI) were also calculated to
determine the implications of test substance for cell division. The cell cultures were
treated with 50, 100 and 150pg/ml concentrations of fexofenadine for 24 and 48 hours.

It was stated that 100 and 150 pg/ml concentrations for 24 hours treatments and
all used concentrations for 48 hours treatments of fexofenadine, significantly decreased
the MI. Furthermore NDI significantly decreased only at 150 pg/ml concentration for 24
hours treatments of fexofenadine. However, the increases of CA and MN formation at
all doses and treatment times of fexofenadine were not statistically significant. These

results indicated that fexofenadine has a cytotoxic effect depending on increase of dose.

Key words: Fexofenadine, in vitro genotoxicity, chromosomal aberration, micronucleus
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1. GIRIS

Alerji, bagisiklik sisteminin bazi maddelere karsi gosterdigi asir1 duyarlilik
reaksiyonudur. ilk defa 1906 yilinda ortaya atilan alerji terimi genel olarak “farklilagmis
viicut cevab1” anlamina gelmektedir. Her yastan ve her kesimden bireylerde alerjik
reaksiyonlara rastlanmaktadir. Komplikasyonlarin sekli ve siddeti kisiye gore degisse de
hayat kalitesini etkilemekte ve hatta bazi durumlarda dogrudan hayati tehdit etmektedir.
Degisen iklim, ilerleyen endiistri ve hayatimizin her alania giren kimyasal ve katki
maddeleri de bu durumu arttirmaktadir (Von Mutius, 1998; Kay, 2001).

Alerji, inflamatuvar bir hastaliktir ve alerjik reaksiyonlar, duyarli bireylerin
alerjen olarak adlandirilan maddelerle karsilagsmasi ile gelisen bir dizi karmasik
immiinolojik tepkimeler sonrasinda ortaya ¢ikar. Alerjenler, alerjik yanit: tetikleyebilen
her tiirli madde olabilir. Fakat en sik rastlanan alerjenler; polenler, sporlar, akarlar,
gidalar, ilaglar ve hayvansal atiklardir (Kay, 1997, 2001).

Alerjik hastaliklar yaklasik son 30 yilda ozellikle gelismis iilkelerde 6nemli bir
artis gostererek bir halk sagligi problemi haline gelmistir. Alerjik hastaliklar genetik
yap1 ve cevre etkilesimi sonucu ortaya ¢ikan “ekogenetik” bir olgudur. Ozellikle
gelismis iilkelerde alerjik reaksiyonlardaki belirgin artisin sadece genetik etkenler ve
tan1 olanaklarinin artis1 ile agiklanamayacadi; bu artista ¢evresel etkenlerin,
enfeksiyonlarin ve paraziter hastaliklarin azalmasinin ve kisisel hijyenin artmasi gibi
yasam bic¢imindeki degisimlerin 6nemli rol oynadigi diisiiniilmektedir. Bu olaylar ise
alerjik hastalik sikhiginin artismi giindeme getirmektedir. Ornegin alerjik rinit, 19.
ylizy1l baglarinda heniiz tam bilinmeyen ve ¢ok az goriilen bir hastalik iken, bugiin igin
pediatrik hasta grubunda en sik rastlanan alerjik bir hastaliktir (ISAAC, 1998; Von
Hertzen, 1998; Von Mutius, 1998; Gold ve Kemp, 2005; Herz ve Petschow, 2005;
Yildiz Zeyrek ve Zeyrek, 2006).

Strachan, ilk kez 1989 yilinda “hijyen hipotezi” olarak adlandirilan bir
goriisiinde, c¢ocukluk doneminde enfeksiydz mikroorganizmalara daha az maruz
kalmanin ileride bireyde alerjik hastalik gelisme riskini artirdigin1 savunmustur ve bu
hipotez daha sonra yapilan cesitli caligmalarla da dogrulanmistir. Yasamin erken
donemindeki olaylar, cevresel faktorler, ozellikle sistemik enfeksiyonlara neden olan

patojenlere sinirlt dl¢iide maruz kalinmasi, 6zellikle genetik yatkinligi olan ¢ocuklarda



alerjik hastaliklara neden olmaktadir (Strachan, 1989; Arshad, 1997; Yildiz Zeyrek ve
Zeyrek, 2006).

Alerjik hastaliklarin  tedavisinde H; histamin reseptdr antigonisti olan
antihistaminik ilaglar kullanilmaktadir. Bu ilaglar ayrica soguk alginligi semptomlarinin
giderilmesi ve mide bulantisinin bastirilmast  amaciyla da yaygin olarak
kullanilmaktadir. 1930’larda ilk antigonistin kesfinden bu yana ihtiya¢c dogrultusunda
stirekli yeni ilaclar kesfedilmektedir (Simons, 2003; Parsons ve Ganellin, 2006).

Ilaglar bir hastaligin teshisini, iyilestirilmesi veya semptomlarinin azaltilmasi
amaciyla tedavisini veya bir hastaliktan korunmayir miimkiin kilan, canlilara degisik
uygulama yoOntemleri ile verilen dogal, yar1 sentetik veya sentetik kimyasal
preparatlardir (WHO, 1969). Insan saghgm ve hayat kalitesini artirmak amaciyla
stirekli yeni etken maddeler iceren yeni ilaglar iiretilmektedir. Son elli yil icinde,
eskiden tedavisi miimkiin olmayan bazi hastaliklarda etkili ilaglarin tibbi kullanima
girmesi, daha etkili ve daha gilivenli olan yenilerinin gelistirilmesi ile ¢ok sayida yeni
ilag piyasaya sunulmustur. Ancak yeni bir etki mekanizmasina sahip ya da istenmeyen
etkilerinden arindirilmis olan yeni ilag da oldukg¢a azdir. Yapilan tiim klinik Oncesi ve
klinik testlere ragmen ilaglarin insanlarda kullanom emniyeti tam olarak
belirlenememektedir ve ilaglar bazen istenmeyen yan etkiler ve saglik problemleri
ortaya c¢ikarmaktadir. Bazi ilaglar ise hiicre c¢ekirdeginde DNA molekiillerinde
mutasyona yol agmaktadir ve bu tip mutajenik (mutasyona yol acan) ilaglarin ¢ogu
karsinojenik (kansere yol agan) ve teratojenik (dogumsal anomalilere neden olan)
potansiyele de sahiptir. Yapilan pek ¢ok calisma bazi ilaglarin etken maddelerinin bu tip
degisimlere yol actigini agik¢a gostermistir ve her gecen giin liste daha da uzamaktadir
(Snyder ve Green, 2001; Sayg1, 2003; Vural, 2005; Brambilla ve ark, 2009).

Yapilan c¢esitli calismalar antihistaminiklerin de diger birgok ilag gibi
yararlarinin yani sira zararli etkilerinin de olabilecegini gostermistir. Bu etkilerin
basinda norolojik ve kardiyotoksik etkiler goze carpmaktadir. Yan etkileri, ilag
etkilesimleri ve diger olumsuz etkilerini azaltarak, farmakolojik etkilerini korumak ve
giiclendirmek i¢in yeni iiretilen antihistaminiklerin bile insan iizerinde olumsuz etkileri
olabilecegi gosterilmistir. Ornegin saman nezlesinde kullanilan terfenadin ilacinin
Ingiltere'de 33 kiside ciddi kardiyak aritmi ve 14 &liime neden olmasi nedeniyle
kullanimdan kaldirildig1 ifade edilmektedir. Bu nedenle basta ilaglar olmak {izere, yeni

gelistirilen ve giinliilk hayatta yaygin olarak kullanilacak kimyasal maddelerin



insanlarda emniyetli kullanimi i¢in toksisite testlerinin 6nemi biiytiktiir (Krause, 1992;
Ozliioglu ve ark., 1994; Estelle ve Simons, 1999; Saygi, 2003). Antihistaminiklerin
genotoksik etkileri de uzun zamandir mercek altina alinan bir konudur. Yapilan in vivo
ve In vitro caligmalar bu ilaglarin mutajenite potansiyelini agik¢a sergilemektedir
(Snyder ve Green, 2001; Brambilla ve ark, 2009).

Bizim de bu caligmadaki amacimiz; yaygin bir antihistaminik ilag etken maddesi
olarak kullanilan feksofenadini, insan lenfosit kiiltiirlerinde in vitro mikrontikleus testi
ve kromozom anormallikleri yOntemleriyle arastirarak, bu maddenin genotoksik

potansiyelini ortaya ¢ikarabilmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Histamin:

1911 yilindaki kesfinden bu yana, histaminin alerjik reaksiyonlarda ve
hastaliklarda rol oynayan major mediator oldugu anlasilmis olup, antihistaminikler bu
hastaliklarin tedavisinde halen 6nemli ajanlar olarak yerlerini korumaktadir (Bachert,
1998; inal ve Altintas, 2005).

Histamin, viicutta bircok dokuda bulunan, fazla sayida alt tipleri aracilig1 ile
karmasik fizyolojik ve patolojik etkilere sahip, siklikla lokal olarak salinan ve cesitli
nedenlerle hiicre disina ¢iktiginda, alerji denilen reaksiyonlara sebebiyet veren biyolojik
olarak aktif bir amindir. Organizmada pek cok fizyolojik ve patolojik siirecte yer alan
bir hiicre-hiicre habercisi olan histamin 1911 yilinda etkili bir vazodilatér madde olarak
kesfedilmis, 1920’ lerde rinit, astim, {irtiker, anaflaksi gibi alerjik hastaliklarla
iligkilendirilmistir. 1953 yilinda ise doku mast hiicreleriyle baglantis1 bulunmustur.
Fakat kesin etki mekanizmasi 1966 yilinda H; reseptoriiniin kesfine kadar
¢Oziilememistir. Histamin, mide asidi iiretimi ve merkezi sinir sistemindeki rolii gibi
baz1 homeostazik gorevleri olmasina ragmen H;-reseptdrii aracili aktivitelerinden dolay1
oncelikle inflamasyon Oncesi bir ajan olarak degerlendirilmektedir (Simons, 2002;
Karatag, 2005; Parsons ve Ganellin, 2006). Yapilan arastirmalar sonucu, histaminin
lokal bir hormon gibi tesir ettigi, kan basincini diisiirdiigii, sinirsel iletimde rol aldigi,
bazi reseptorleri (H; ve H» reseptorleri gibi) etkiledigi ve damarlarda genisleme, damar
gecirgenliginin artmasi, mide salgisinin artmasi, kalp atislarinin hizlanmasi, kasinti,
hapsirik, ciltte kizariklik gibi etkiler ortaya ¢ikarabildigi gosterilmistir (Krause, 1992;
Ozliioglu ve ark., 1994; Simons, 2002; Karatas, 2005).

Histamin (2-(4-imidazolil)etilamin veya 5p-amino-etilimidazol); histidinin
histidin dekarboksilaz tarafindan dekarboksillenmesiyle olugsmakta, mast hiicreleri ile
bazofillerin sitoplazmik graniillerinde depolanmakta ve 6zgiil bir histaminaz ile etkisi
ortadan kaldirilmaktadir. Histamin molekiilleri, Ig-E (Immiinoglobiilin-E) aracil alerjik
reaksiyonlarin sonrasinda salinmaktadir (Simons, 2002; Parsons ve Ganellin, 2006;
Rosenfeld ve Loose, 2007).

Viicudun pek cok hiicresinde bulunan histaminin, 6zellikle akcigerler, cilt,

karaciger ve sindirim sistemi dokularinda daha fazla miktarlarda bulundugu



belirlenmistir. Histamin ayrica; mast hiicreleri, bazofil lokositler, histaminerjik
noronlar, beyin kapillerlerinin endotel hiicreleri ve yenilenen ve hizli biiyliyen doku
hiicrelerinde depolanmaktadir. Histamin salinimi immiinolojik ya da non-immiinolojik
olabilir. Histamin, saliniminin ardindan astim, alerjik rinit ve konjuktivit, anaflatik sok
ve trtikerin patofizyolojisine katkida bulunmaktadir. Erken ve geg¢-faz alerjik cevaba
katilmakta, sitokin salinimi ve adezyon siirecinde 6nemli rol oynamaktadir (Simons,
2002; Parsons ve Ganellin, 2006; Rosenfeld ve Loose, 2007). Histamin, histaminerjik
noronlar ve mide mukozasindaki enterokromafin benzeri hiicrelerde primer
ndrotransmiter olarak rol oynar ve sistemik etkilerinin yan1 sira néronal olaylara aracilik

eder (Wood, 1992; Hekimoglu ve Cigcek, 2006).

2.2. Histamin Reseptorleri:

Bugiin bilindigi kadariyla insanlarda histaminin H;, H,, H; ve H4 adlariyla
bilinen 4 tip reseptorii bulunmaktadir ve her bir reseptor farkli genler tarafindan
kodlanmaktadir. Bu reseptorler igerisinde en iyi bilinenleri H; ve H, reseptdrleridir
(Gonzalez ve Estes, 1998; Church, 2004; Inal ve Altintas, 2005; Parsons ve Ganellin,
2006).

2.2.1. Histamin-1 (H;) Reseptorleri:

Histamin H; reseptorii iiclincii kromozomun kisa kolunda kodlanir ve alerjik
yanittaki histamin etkilerinin ¢cogundan sorumludur. Alerjik hastaliklarin pek ¢ok klinik
semptomu H; reseptor stimiilasyonuna bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Hizla aktive
olurlar, hizli alerjik cevabin olusturulmasinda rol alirlar ve etkileri gegicidir. Uzun siireli
etkinlik i¢in siirekli histamin salinimi1 gerekmektedir. Vaskiiler gegirgenligi indiiklemek
icin endotelyal hiicrelerde bulunurlar. H; reseptdr blokeri antihistaminikler hedef
hiicrelerde H; reseptorlerine kompetetif baglanarak etki gosterirler. Histamin,
respiratuvar mukozada bu reseptore baglanarak, lokalize vaskiiler permiabileteyi
arttirtp, mukus salgisini fazlalastirir. Norolojik stimulasyonla da kasinti ve hapsirik

olusturur (Krause, 1992; Simons, 2002; Inal ve Altintas, 2005).

2.2.2. Histamin-2 (H,) Reseptorleri:
Besinci kromozomun uzun kolunda kodlanir ve cAMP diizeyini arttirarak hiicre

fonksiyonlarini kontrol ederler. Uyarilmalar1 daha yavastir, fakat cevaplar1 daha uzun



siirelidir. Uyarilmalar1 sonucu cAMP artis1 indiiklenir ve gastrik mukozada, vaskiiler
diiz kaslarda, beyinde, adopositlerde, bazofillerde, notrofillerde ve diger dokularda
intraselliiler kalsiyum artis1 gerceklesir. H, reseptdrlerinin uyarilmasi, vazodilasyonda
kiictik bir etkiye sahiptir fakat kalp tlizerinde anaflaksi gibi durumlara aracilik edebilir.
Mide asidi iiretimi ve 6zefagal kasilma iizerinde de biiyiik rolii vardir. (Simons, 2002;

Inal ve Altintas, 2005; Parsons ve Ganellin, 2006).

2.2.3. Histamin-3 (H3) Reseptorleri:

Yirminci kromozomun kisa kolunda kodlanirlar. Lokalizasyon ve farmakolojik
olarak H; ve H, reseptorlerinden farkhidirlar. Sadece beyinde bulunurlar ve primer
olarak sinirlerde histamin i¢in presinaptik reseptor olarak calisirlar. Presinaptik
lokalizasyonda bulunurlar ve merkezi sinir sisteminde histaminerjik sinir uclarinda
histaminin salinmasi ve biyosentezini kontrol eden bir otoreseptdr olarak gorev
yaparlar. Ayrica noradrenalin, dopamin, serotonin ve asetilkolin gibi diger amin
norotransmitterlerin sentez ve saliniminda rol oynayan bir heteroreseptdr oldugu da
diisiiniilmektedir (Schlicker ve ark., 1994; Inal ve Altintas, 2005; Parsons ve Ganellin,
2006).

2.2.4. Histamin-4 (H,) Reseptorleri:

Kemik iligi, timus, periferik kan monositleri ve graniilositik 16kositleri, dalak,
karaciger, akciger ve kolonda bulunurlar. Uzun yillar boyunca Hj reseptorlerinin
heterojen bir grup reseptér oldugu disiiniilmiis, ancak yapilan genetik caligmalar
sonucunda Hy reseptor geni 18. kromozom iizerinde bulunmustur. Hy reseptorii yapisal
ve fonksiyonel olarak Hj reseptore ¢cok benzemektedir. Ancak her iki reseptoér grubu
arasinda bu baglanmanin afinitesi ve baglanma giicii acgisindan farkliliklar vardir

(Nguyen ve ark., 2001; Inal ve Altintas, 2005; Parsons ve Ganellin, 2006).

2.3. Antihistaminik ilaclar:

Ik olarak 1937°de Avrupa'da kullanilmaya baslanan ve 1945’den sonra yaygin
bir sekilde tipta ve veterinerlikte 6zellikle alerjik hastaliklar basta olmak {izere anaflaksi
ve TUrtiker gibi hastaliklarda ve bazi durumlarda sedatif ve antiemetik olarak
kullanilmaktadir. Antihistaminikler, histamin reseptor antagonistleri olan, yani reseptore

histamin yerine baglanan ve bdylece histamine bagli etkilerin olusmasini 6nleyen



ilaglardir. Antibiyotiklerden sonra dermatolojide en yaygin kullanilan sistemik
ilaglardir. Antihistamikler H; reseptorlerine rekabet ederek baglanmakta ve histamin
“agonist” etkisini engellemektedir. H; reseptorlerine baglanarak da damar
gecirgenliginin artmasina ve 6deme engel olmaktadirlar. Antihistaminiklerin antialerjik
ve antiinflamatuar etkileri ise H; reseptor blokajindan bagimsiz olarak ve H; reseptor
blokaj1 i¢cin gereken dozdan daha yiiksek dozlarda gergeklesmektedir (Braun-Falco ve
ark., 2000; Simons, 2003; Kiremitgi, 2004).

Antihistaminikler oral yoldan uygulandiklarinda genelde iyi absorbe edilirler ve
hizla etki gosterirler. Bazi antihistaminikler metabolize olmadan idrar ve/veya digk ile
degismeden atilirken, bazilar1 da karaciger ve gastrointestinal kanaldaki sitokrom P450
sisteminde metabolize olurlar (Simons, 1999).

Antistaminikler kimyasal yapilarina gore 6 gruba ayrilmaktadirlar (Ozliioglu ve
ark., 1994; Simons, 2003; Kiremitci, 2004):

1. Ethanolaminler: Olduk¢a potent H; reseptdr antagonisti olmalarinin yaninda
giiclii antikolinerjik ve sedasyon yapici etkileri vardir. Diphenhidramin, klemastin,
bromazin, klorfenoksamin, dimenhidrinat ve doksilamin bu gruba dahil olan
antihistaminiklere drnektir.

2. Etilendiaminler: En eski H; reseptor blokerleridir. Antihistaminik etkileri
giicliidiir, sedatif etkileri belirgindir ve gastrointestinal yan etki olustururlar.
Tripelenamin, prilamin, methapirilen ve antazolin bu gruba dahil olan antihistaminiklere
ornektir.

3. Alkilaminler: Sedasyon yapici etkileri zayiftir. Bu nedenle en sik kullanilan
antihistaminik ~ grubudur. Bromfeniramin, dimetibden, feniramin, triprolidin,
klorfeniramin, tripalidin ve akrivastin bu gruba dahil olan antihistaminiklere drnektir.

4. Piperidinler: Genellikle ekzema tedavisinde etkilidirler. Siproheptadin,
mizolastin, loratadine, terfenadine, feksofenadin, ebastin ve astemizol bu gruba dahil
olan antihistaminiklere 6rnektir.

5. Fenotiazinler: Giiclii antihistaminik olmalarinin yaninda oldukga sedatiftirler.
Antikolinerjik etkileri de vardir. Antiemetik olarak bulant1 ve kusmalarda kullanilirlar.
Prometazin, trimeprazin ve methdilazin bu gruba dahil olan antihistaminiklere 6rnektir.

6. Piperazinler: Sedatif etkileri zayiftir. Kronik {irtiker tedavisinde ve hareket

hastaliginda tasit tutmasini 6nlemek i¢in kullanilmaktadirlar. Hidroksizin, trankilizan,



buklizin, meklizin, setirizin, siklizin ve oksatomid bu gruba dahil olan

antihistaminiklere ornektir.

2.3.1. Eski Ve Yeni Kusak Antihistaminikler:

Klasik antihistaminikler lipofilik olduklari ve bu nedenle kan-beyin bariyerini
gectikleri i¢in 6nemli yan etkilere neden olabilirler. Bu nedenle bu tip antihistaminikler
santral sinir sisteminde H; reseptorlerine baglanarak sedatif etki olustururlar ve dikkat ve
motor kabiliyet gerektiren aktiviteleri etkileyebilirler. Agiz ve tiim solunum yollar
boyunca mukoza tabakasmnin kurumasima, tasikardi ve kardiyak stimulasyon
olusmasina, gérmede bulaniklagsmaya, yaslilarda ve prostat hastalarinda idrar yapmada
giicliige ve kabizliga yol acabilirler. Bu tiir yan etkilerin 6zellikle de sedatif etkinin
ortadan kaldirilabilmesi amactyla yeni nesil antihistaminik ilaglar piyasaya stiriilmiistiir.
Antistaminikler iiretim-gelisim siireglerine gore birinci kusak, ikinci kusak ve tigiincii
kusak olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadirlar (Meltzer, 1990; Krause, 1992; Ozliioglu ve
ark., 1994; Handley ve ark., 1998; Braun-Falco ve ark., 2000; Weiler ve ark., 2000;
Kiremit¢i, 2004). Eski ve yeni kusak bazi antihistaminik 6rnekleri Cizelge 1.1°de

gosterilmistir.

2.3.1.1. Birinci Kusak (Klasik) Antihistaminikler:

Lipofilik yapida olup kan-beyin bariyerini kolayca gecer ve belirgin derecede
sedatif ve antikolinerjik yan etki olustururlar. Birinci kusak antihistaminikler histaminle
tersinir olarak yarigmali bir sekilde H; reseptorlerine baglanirlar ve histamin
konsantrasyonu arttiginda yer degistirirler. Bu yiizden etkili olabilmeleri i¢in histaminle
yarigabilecek kadar yliksek dozlarda kullanilmasi gerekmektedir. Bu durum ise yan
etkilerin meydana ¢ikmasina sebep olmaktadir. Birinci kusak antihistaminik ilaglarin, en
sik rastlanan yan etkileri 6zellikle sedasyon basta olmak iizere koordinasyon zayifligi,
bas donmesi, konsantrasyon problemleri ve paradoksal stimulasyondur ve bu tip yan
etkiler, maddelerin H,; reseptorlerine segiciliginin zayifligindan ya da kan-beyin
bariyerini ge¢cme kapasitelerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica antikolinerjik ve
antiserotonin etkileri de oldugu i¢in depresyon rahatsizliklarinda ya da Parkinson gibi
sinirsel hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadirlar (Krause, 1992; Greaves, 2001;

Bernstein, 2002; Simons, 2003).



2.3.1.2. ikinci Kusak Antihistaminikler:

Ikinci kusak antihistaminikler lipofobik yapidadirlar ve kan-beyin bariyerini
gecemezler. H; reseptdrlerine yarismasiz olarak baglanirlar. Reseptérden ayrilmalar
yavastir ve etki siireleri daha uzundur. Bu kusak antihistaminikler kan-beyin bariyerini
gecemedigi  i¢in  sedatif etkileri daha sinirhidir.  Dolayisiyla  birinci  kusak
antistaminiklerde goriilen yan etkiler bunlarda goriilmez ya da ¢ok hafif goriiliir. Fakat
kardiyotoksik  ozellik  gosterebildikleri  belirtilmistir.  Dermatolojide, iirtiker,
anjiyoddem, atopik dermatit ve kasintiyla seyreden diger bircok hastaligin tedavisinde
birinci kusak antihistaminikler ile bir¢ogu bunlardan tiiretilmis olan ikinci kusak
antihistaminikler kullanilmaktadir. Birinci kusak antistaminiklerin temel imidazol
halkasinin yeri degistirilerek ilacin kan-beyin bariyerini gegmesi 6nlenmistir (Handley

ve ark., 1998; Greaves, 2001; Simons, 2003).

2.3.1.3. Uciincii Kusak Antihistaminikler (Naturel Metabolitler):

H; antogonistlerinin dogal metabolitleridir ve lipofobik yapidadirlar. ikinci
kusak ilaclarin enantiyomerleri ya da aktif metabolitlerinden olusurlar. Bunlarin
kullanima girmesiyle, ana molekiille ayn1 etkinligi gosteren, fakat ana molekiilden ve
diger metabolitlerinden yan etki bakimindan daha giivenli bir H; antogonist etki
saglanmig olmaktadir. Ugiincii kusak antihistaminikler, ikinci kusak antihistaminikler
gibi kan-beyin bariyerini gecemezler ve sedatif etki gdstermezler (Greaves, 2001;
Bernstein, 2002; Kiremitgi, 2004)

Ikinci ve {iciincii kusak (nonsedatif) yeni nesil antihistaminikler, yan
etkileri, ila¢ etkilesimleri ve antikolinerjik etkileri azaltarak farmakolojik etkilerini
korumak ve giiclendirmek amaciyla yeni gelistirilen antihistaminik ilaglardir. Yeni
kusak antihistaminikler; H; reseptorleriyle kompetisyonun yaninda, hiicre
degraniilasyonunu Onlemekte ve 6zellikle sedasyon yapmamalari nedeniyle daha c¢ok
tercih edilmektedirler. Bu ajanlar biiyiikk oOlclide lipofobik oldugu icin kan beyin
bariyerinden minimal diizeyde gecerler ve az sedasyon yaparlar. Interaksiyona girdikleri
ilag sayist daha azdir ve antikolinerjik etkisi yok denecek kadar az oldugu icin bazi
hastaliklarda giivenli bir sekilde kullanilabilirler. Yarilanma siireleri degismekle birlikte
genellikle uzun etkilidirler (Kaliner, 1992; Ozliioglu ve ark., 1994; Handley ve ark.,
1998; Greaves, 2001; Bernstein, 2002; Simons, 2003).
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Cizelge 1.1. Eski ve yeni nesil bazi antihistaminik ilaglar

Birinci Kusak Antazolin Hidroksizin Pirilamin

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

Ikinci Kusak Akrivastin Loratadin

Antihistaminikler  Astemizol Levocabastin
Azelastin Mizolastin
Ebastin Setirizin
Ketotifen Terfenadin

Uciincii Kusak Desloratatin

Antihistaminikler  Feksofenadin
Levosetirizin
Norastemizol

2.4. Feksofenadin:

Feksofenadin, periferal selektif H; reseptor antagonisti olarak aktivite gosteren
ticlincii kusak bir antihistaminiktir. Terfenadin antihistaminiginin farmakolojik agidan
hidroklorid tuzu olarak sentezlenmis aktif bir karboksilat metabolitidir (Handley ve ark.,
1998; Markham ve Wagstaff, 1998; Baskan ve ark., 2003).

Feksofenadin, yan etkileri nedeniyle kullanimdan kaldirilmis ilk antihistaminik
olan terfenadinin aktif metabolitidir. Terferadin ise, senkop ve ani kardiyak o6liimlere
neden olan ciddi ventrikiiler aritmilere yol agmasindan dolayi, ABD ve Avrupa’da
piyasadan c¢ekilen ilk antihistaminiktir. Feksofenadin, terfenadinin yararli etkilerini
gosteren, fakat sedatif etkisi olmayan yeni bir antihistaminik ilagtir (Handley ve ark.,
1998; Markham ve Wagstaff, 1998; Braun-Falco ve ark., 2000; Bagkan ve ark., 2003).

Histaminin yol ac¢tigi 6dem, kizariklik, sicaklik ve kasinti gibi semptomlarin
giderilmesinde, mevsimsel alerjik rinit ve kronik idiyopatik iirtiker tedavisinde siklikla
feksofenadin kullanilmaktadir. Erigkinler ile 12 yas ve {izerindeki ¢ocuklar i¢in giinliik

dozu 120 mg’dir (Simpson ve Jarvis, 2000; Amichai ve ark., 2001).

2.4.1. Feksofenadinin Farmakodinamik Ozellikleri:
H; reseptdr antagonisti olan feksofenadin kan beyin bariyerini gegemedigi i¢in
sedasyon ve diger santral sinir sistemi etkilerini gostermez. Ayrica feksofenadinin,

terfenadinden farkli olarak, potasyum kanallarin1 blokaj etkisi olmamasi nedeniyle
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dogrudan kardiyotoksik etkiler ortaya ¢ikarmaz (Markham ve Wagstaft, 1998; Simpson
ve Jarvis, 2000; Amichai ve ark., 2001).

In vitroda feksofenadinin peritoneal fibroblast, bazofil, epitel ve mast
hiicrelerinde, histaminin de yer aldigi inflamatuar araci olan pek ¢ok molekiiliin
salinimint azalttigi belirlenmistir. Feksofenadin, insan epitel hiicrelerinde bulunan
adhezif ozellikteki ICAM-1 molekiiliiniin saliminm1 azaltmaktadir.Ayrica, insan nazal
epitelyum hiicrelerinde proinflamatuar maddelerin ve adhezyon molekiillerinin salimini
ayarlayarak bazi antiinflamatuar ozellikler gosterdigi de bulunmustur (Simpson ve

Jarvis, 2000; Amichai ve ark., 2001).

2.4.2. Feksofenadinin Farmakokinetik Ozellikleri:

Feksofenadinin tek ve tekrarlayan dozlardaki farmakokinetik 6zellikleri saglikli
ve alerjik rinitli goniilliller ile aragtirilmigtir. Feksofenadin oral alimi takiben hizla
absorbe olur ve absorpsiyon gidalardan g¢ogunlukla etkilenmez. Oral yolla alinimi
takiben, gastrointestinal sistemden hizla emilir. Dozu takip eden 1-3 saat icinde
maksimum plazma konsantrasyonuna ulasir. Plazmada, feksofenadinin yaklasik %60-
70’1 albiimin ve a-lasit glikoprotein gibi plazma proteinlerine baglanir. Oral yolla
uygulanan toplam dozun yaklasik %35°1 metabolize olur. Bunun ¢ogunlugu intestinal
mukozada ve %0.5-1.5” luk kismi ise karacigerde ger¢eklesmektedir. Sitokrom P-450
sistemiyle metabolize edilmediginden dolay1, ayn1 enzim sistemiyle metabolize edilen
ilaglarla yarigmaz. Kalan miktarin %80’1 fegesle, %12’si idrarla degismemis olarak
atilir. Feksofenadinin terminal eliminasyon yarilanma omrii, ¢oklu dozu takiben
yaklagik 15 saattir. Giinde tek doz ve iki doz seklinde alinabilinen ilacin antihistaminik
etkisinin bir saat i¢inde basladig1r ve 24 saat siirdiigii gézlenmistir (Handley ve ark.,

1998; Markham ve Wagstaff, 1998; Simpson ve Jarvis, 2000; Amichai ve ark., 2001).

2.4.3. Ilac Etkilesimleri:

Feksofenadin hepatik biyotransformasyondan ge¢mez ve bu nedenle hepatik
mekanizmalar yoluyla diger ilaglarla etkilesmez. Feksofenadin hidrokloriiriin
eritromisin ya da ketokonazol ile birlikte uygulanmasinin, plazma feksofenadin
seviyesinde yaklasik 2-3 kat artisa yol agtigi saptanmistir. Hayvan calismalari,
eritromisin ya da ketokonazol ile birlikte uygulama sonrasinda feksofenadinin plazma

diizeylerinde goriilen artisin gastrointestinal emilimde meydana gelen bir artisa ve safra
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yoluyla atilimda ya da gastrointestinal sekresyonda meydana gelen bir azalmaya bagh
olabilecegini gdstermistir. Fakat feksofenadinin; antifungal ajanlar, antidepresanlar ve
Hj-blokerleri ile birlikte kullanilmasinin giivenli oldugu belirtilmistir (Ament ve
Paterson, 1997; Markham ve Wagstaff, 1998; Simpson ve Jarvis, 2000; Amichai ve
ark., 2001).

2.5. Genetik Toksikoloji:

Son yillarda bitkisel, hayvansal ve mineral kaynakli dogal maddelerin yerini,
biyolojik etkileri tam olarak bilinmeyen ve pek cogu sentetik olan yeni kimyasal
maddeler almistir. Bu tip kimyasal maddelerin sayilarinin ve kullanimlarinin her gecen
giin hizla artmasi, beraberinde pek cok istenmeyen yan etkiler ve saglik problemleri
ortaya c¢ikarmistir. Bu nedenle bu durum pek ¢ok maddenin karsinojenik ya da
mutajenik potansiyelleri yoniinden test edilmeleri geregini ortaya c¢ikarmis ve
beraberinde genetik toksikolojinin 6nemi her gecen giin artmistir. Ciinkii etrafimizdaki
pek cok etken madde mutajenik, karsinojenik ve teratojenik olabilmekte, ciddi saglik
sorunlarinin ortaya ¢ikmasina, kanser olusumuna ve Oliimlere yol agabilmektedir
(Purchase ve ark., 1978; Choy, 2001).

Genetik toksikoloji; toksikolojinin bir alt dali olup, organizmanin normal
biyolojik isleyisi sirasinda veya kimyasal, fiziksel ve biyolojik etkenlere bagli olarak
hiicrelerin kromozom ve DNA molekiillerinde meydana gelen degisiklikleri inceleyen
bir bilimdir ve yeni bilesiklerin ve ilaglarin toksikolojik agidan degerlendirilmesinde
onemli bir yere sahiptir (Mortelmans ve Rupa, 2004; Ustiin, 2007). Genetik toksisite,
cekirdek, kromozom ve DNA yapisinda meydana gelen hasarlarini, DNA kiriklarini,
gen mutasyonlarini, kromozom anormalliklerini, klastojenite ve andploidi gibi olaylar
kapsayan genel bir terimdir (Young, 2002; Zeiger, 2004; Ustiin, 2007).

DNA veya genomun kopyasinin ¢ikarilmasin1 saglayan enzimlerle etkilesime
giren ve mutasyona neden olan maddelere genotoksik maddeler adi verilmektedir.
Genotoksik maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi veya bazi degisimlere yol
acmasi ise genotoksik etki olarak tanimlanmaktadir (Choy, 2001; Mortelmans ve Rupa,
2004; Ustiin, 2007).

Yapilan arastirmalar, c¢evremizdeki ¢esitli kimyasal maddelerin kiigiik
miktarlariin bile genotoksik, mutajenik veya karsinojenik olabilecegi gercegini ortaya

koymaktadir. Bu etkilere sahip olma potansiyeli tagiyan ilaglarin, tedavi edici etkilerinin
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belirlenmesinin yaninda, insan genomunda mutasyonlara sebep olup olmadiklarinin
ortaya ¢ikarilmasi son derece onem tagimaktadir. Genetik toksisite testlerinde alinan
pozitif sonuclar mutajenik olan bircok maddenin karsinojenik de oldugunu
gostermektedir. Kimyasal maddelerin mutajenik etkileri ile karsinojenik potansiyelleri
arasinda bdylesine kuvvetli bir iligkinin olmasi, mutajenezis testlerinin enddistri
kuruluglar1 tarafindan kimyasal maddelerin karsinojenik risklerinin arastirilmasinda
biyogdsterge testleri olarak kullanilmasi sonucunu dogurmustur. Mutajenite testleriyle
elde edilen sonuclara gore bilinen kanserojenlerin yaklasik %90 kadarinin ayn1 zamanda
mutajenik oldugu, buna karsin tim mutajenlerin potansiyel kanserojen olabilecegi
bildirilmistir (Purchase ve ark., 1978; Mavournin ve ark., 1990; Choy, 2001; Zeiger,
2004; Vural, 2005; Ustiin, 2007).

2.5.1. Genetik Toksisite Testleri:

Genotoksisite testleri esas olarak kanserden korunmada, c¢evresel etkenlerin ve
endiistriyel kimyasallarin etkisini arastirmada, ilaglarin piyasaya siiriilmeden once
toksik etkilerini ve giivenilirligini arastirmada yaygin olarak kullanilmaktadir.
1970’lerden bu yana mutajenik ve genotoksik olan maddelerin karsinojenik
potansiyellerini 6lgebilmek i¢in bir¢ok in vivo ve in vitro genotoksisite testi
gelistirilmistir. Genetik toksisite testleri, cesitli mekanizmalarla direkt veya indirekt
olarak genetik materyalde hasara neden olan bilesikleri saptamak amaciyla gelistirilmis
in vitro ve in vivo testlerden olusurlar (Choy, 2001; Bedir ve ark., 2004; Zeiger, 2004;
Ustiin, 2007).

2.5.1.1. Salmonella / mikrozom (Ames) Testi:

Ames testi, Ames (1970) tarafindan gelistirilmis ve bakteriyal mutasyon testleri
icinde detaylari en iyi bilinen ve karakterize edilen, gegerliligi, uygulanma kolayligi ve
hassaslig1 nedeniyle en fazla kabul gorerek tercih edilen ve gilinlimiizde de siklikla
kullanilan bir mutajenite testidir (Maron ve Ames, 1983; Gatehouse ve ark., 1990; Jung
ve ark., 1992; Jarvis ve ark., 1996; Mortelmans ve Zeiger 2000; Choy, 2001).

Salmonella-mikrozom testi ile bakteri DNA’s1 ile etkilesime girerek mutasyona
neden olan ajanlarin insan dahil diger tiirlerde de muhtemel mutasyonlara yol agma

yeteneginde olabilecekleri varsayilmaktadir (Ozbek, 2006).
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2.5.1.2. Memeli Hiicre Kiiltiirii Testleri:

Pekcok arastirici, genotoksik etkinin saptanmasinda tek bir testin tek basina
yeterli olmadigini, bir maddenin genotoksik ya da mutajenik aktivitesinin
belirlenmesinde bir seri test sisteminin kullanilmasi gerektigini belirtmislerdir
(Mortelmans ve Rupa, 2004; Ustiin, 2007). Son zamanlarda herhangi bir ilacin belli
organ veya dokular flizerine zararli etkileri, kanserojen, mutajen veya teratojen
etkilerinin olup olmadigini saptamak amaciyla fare kullanimindan vazgecilerek, daha
¢ok hiicre kiiltiirii ile yapilan calismalara yogunluk verilmistir. ilaglar basta olmak
tizere, yeni gelistirilen ve giinliik hayatta yaygin olarak kullanilacak kimyasal
maddelerin insanlarda emniyetli kullanimi i¢in toksisite testlerinin énemi biiyiiktiir.
Insan hiicre kiiltiirleri kullanilarak ilaglarmn genotoksik etkileri de arastirilabilir.
Amerika Ulusal Kanser Enstitiisii kanser arastirmalarinda insan kanser hiicre kiiltiirleri
tizerinde bagirsak, akciger, melanoma, bobrek, beyin ve kan kanseri i¢in haftada 300
yeni kimyasal maddenin antikanser etkinligini arastirabilmekte, hiicre kiiltlirlerinden
alian sonuglarin daha gerceke¢i ve daha spesifik oldugu ifade edilmektedir (Banerjee ve
ark., 1997; Davila ve ark., 1998; Zoli ve ark., 1995; Robinson ve ark., 2002; Saygi,
2003).

Hiicre Kkiiltiirlerinin kullanim alanlari;

a. Ilag metabolizmasindan sorumlu enzim sisteminin saptanmasi,

b. ilag metabolize eden enzim aktivitesini etkileyebilecek faktorlerin

saptanmasi,

[lag¢ metabolitleri ve bu maddelerin toksik etki potansiyellerinin saptanmasi,

& o

[lacin metabolik yikilma siiresinin saptanmasi,

[laglarin birbirleri iizerine olan etkilesim derecesinin saptanmasi,

-oe

[la¢ metabolizmasinda genetik, yas, c¢evre ve hastalik faktdrlerinin
arastirilmasi,
g. Bireylerin ila¢ alerjisi potansiyeline sahip olup olmadiginin 6ngoriilmesi

(Wooster ve ark., 1993; Saygi, 2003).

Insan hiicre kiiltiirlerinin toksisite arastirmalarindaki avantajlari;
a. Tir farkliligini ortadan kaldirir,
b. Kimyasal maddelerin muhtemel toksik etki yapacagi diisiiniilen deri,

karaciger gibi spesifik doku hiicreleri lizerinde arastirma yapilmasini saglar,
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c. Toksisite mekanizmalarinin hiicreler lizerinde aydinlatilmasina imkan verir,

d. Deneyde kullanilan hayvanlarin acit ¢ekmesi veya Olmesi s6z konusu
degildir (Saygi, 2003).

Kimyasal maddelerin mutajenik ve karsinojenik potansiyeleri arasinda bir

iligkinin kurulmasini saglayan ve en yaygin olarak kullanilan in vitro hiicre kiiltiirii

mutajenite testleri; Kromozom anormallikleri (KA) testi, Mikronukleus (MN) testi,

Kardes kromatid degisimi (KKD) testi, Fare lenfoma testi ve Comet testidir.

2.5.1.2.1. In vitro Kromozom Anormallikleri (KA) Testi:

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

In vitro KA testinde, hiicrelerin mitoz boliinme gegirmesini saglayan ortamlarda,
periferal kan lenfositlerinden olusan hiicre kiiltiirleri inkiibasyona birakilir. Kiiltiirler
inkiibasyonun belirli zamanlarinda test bilesigi ilave edilir. Kiltir siiresi
tamamlanmadan ortalama 2 saat Once, tiibilin polimerizasyon inhibitdrii olan ve hiicre
boliinmesini metafaz asamasinda durduran kolsisin uygulanir. Kiiltirii yapilan
hiicrelerin belirlenmis olan protokollere uygun olarak metafaz kromozom preparatlar
hazirlanir ve mikroskop altinda yapisal ve sayisal kromozom anormallikleri yoniinden

incelenir (EPA, 1998; Choy, 2001).

2.5.1.2.2. In vitro Mikronukleus (MN) Testi:
Mikroniikleuslar (MN) hiicrenin mitoz bdliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan

koken alan ve tiim kromozomlar ya da kromatidlerin anafazda geri kalmasindan dolay1
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telofazda olusan kardes niikleusun disinda rastlanan olugumlardir. MN sayisindaki artis,
cesitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin
indirekt gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Andploidiyi uyaran ajanlar, sentromer
boliinme hatalarina ve ig iplikgiklerinde fonksiyon bozukluklarina yol acarak;
klastojenler ise kromozom kiriklari  olusturarak MN olusumuna katkida
bulunmaktadirlar. Hiicrelerde MN sayisinda artis saptanmasi somatik hiicrelerdeki
genomik kararsizligin gostergesidir ve MN olusumuna neden olabilen kromozom kaybi
ya da kromozomlarin ayrilamamasi kanser ve yaslanmada gdzlenen Onemli
olaylardandir. Yapilan c¢alismalarda, kanser hastalarindan alinan periferal kan
lenfositlerindeki MN frekansinda belirlenen artis, kanser olusan hedef dokudaki MN
frekansi kadar bulunmustur (Vanparys ve ark., 1990; Surrallés ve ark., 1995; Cheng ve
ark., 1996; Duffaud ve ark., 1997; Kirsch-Volders ve ark., 1997; Choy, 2001; Demirel
ve Zamani, 2002).

MN testi, ¢esitli bilesikler tarafindan olusturulan kromozomal hasarlarin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan standart genotoksisite testlerinden biridir.
Ayrica, sitogenetik harabiyetin tespitinde, kromozom analizine gore kolay
uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmasi ve istatistiksel yonden daha anlaml
sonuglar elde edilmesi gibi avantajlar1 sayesinde yaygin kullanim alani bulan bir
tekniktir (Schmid, 1975; Garewal ve ark., 1993; Stopper ve Miiler, 1997; Fenech, 2000;
Krishna ve Hayashi, 2000; Widel ve ark, 2001; Demirel ve Zamani, 2002). Ayrica
biitiin halde kromozom seklinde mikroniikleus olusumuna neden olan ve kromozomal
anormallik testleriyle calisilmasi giic olan andploidiyi indiikleyici ajanlar bu testle
kolaylikla saptanabilmektedir (Aardema ve Kirsch-Volders, 2001; Lorge ve ark.,
2007). Bircok aragtirict MN analizi i¢in ¢esitli teknikler kullanmislardir. Fakat Fenech
ve Morley (1986) tarafindan, kiif mantarlarinin metabolitlerinden olan Sitokalasin-B
(Cyt-B) ile mitoz geciren hiicrelerde sitokinezi durdurma esasina dayanarak ve bir hiicre
siklusunu tamamlayan hiicrelerin biniiklear goriiniimleriyle ayirt edilmesine olanak
saglayan modifiye bir teknik gelistirmiglerdir. Sitokinezi bloklama metodu ile bazi
kinetik problemler ortadan kalkmis ve in vitro MN tekniginin uygulanmasindaki
giivenilirlik artmistir (Fenech ve Morley, 1985; Fenech, 2000; Aardema ve Kirsch-
Volders, 2001; Choy, 2001; Demirel ve Zamani, 2002).

In vitro MN testinde, hiicrelerin mitoz bdoliinme gegirmesini saglayan

ortamlarda, periferal kan lenfositlerini i¢eren hiicre kiiltilirleri inkiibasyona birakilir ve
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kiiltiirlere belirli zamanlarinda test bilesigi ilave edilir. ilk mitozdan 6nce kiiltiiriin
yaklagik 44. saatinde sitokinezi engellemek ve biniikleer hiicre elde etmek amaciyla
kiiltiirlere belirli miktarda Cyt-B eklenir. Inkiibasyon siiresi sonunda Kkiiltiirler
protokollere uygun sekilde hasat edilir ve preparatlar hazirlanarak sitokinezi bloklanmis

biniikleer hiicreler mikroskop altinda mikroniikleus yoniinden incelenir (OECD, 2006).

2.5.1.2.3. In vitro Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Testi:

Kardes kromatid degisimleri, DNA ¢ift zincir kiriklarinin  homolog
rekombinasyon yoluyla onarilmasini gosteren, kardes kromatidlerin homolog lokuslari
arasinda DNA replikasyon iiriinlerinin degisimidir. Kardes kromatid degisimleri nokta
mutasyonlarin indiiksiyonu, gen amplifikasyonu ve sitotoksisite ile iligkilidir. Kardes
kromatid degisim testi (Sister Chromatid Exchange=SCE) ise, bu degisime neden olan
ozellikle DNA eklentileri olusturan veya DNA replikasyonu ile etkilesime giren
mutajen bilesikleri saptamaktadir. Bu test, cesitli ajanlarin mutajenik ve karsinojenik
etkilerinin, deneysel c¢alismalarda indikator test olarak 6zellikle kromozomlarda olusan
yapisal degisimleri arastirmak yoniinden Onemli bir yer tutmaktadir. Bu nedenle
kimyasallarin mutajenik ve karsinojenik etkilerini belirlemek i¢in uygun bir yontem
olarak kardes kromatid degisim yontemininin kullanimina devam edilmektedir (Taylor
ve ark., 1957; Perry ve Evans, 1975; Latt ve ark, 1980; Latt ve Schreck, 1980; Wolff,
1980; Sonoda ve ark., 1999; Ustiin, 2007).

2.5.1.2.4. Fare Lenfoma Testi (Mouse Lymphoma Assay=MLA):

En ¢ok kullanilan in vitro memeli mutasyon testleri arasinda yer alan fare
lenfoma testi ilk kez 1975 yilinda gelistirilmistir. Fare lenfoma testi; L5178Y fare
lenfoma hiicrelerinin timidin kinaz (TK) lokusundaki veya insan lenfoblastoid TK6
hiicrelerinin ya da Chinese hamster hiicre serisinin (CHO, AS52 ve V79 hiicrelerinin)
hipoksantin guanin fosforibosil transferaz (HPRT) veya ksantin guanin fosforibosil
transferaz (XPRT) lokusundaki gen mutasyonlarinin ve kromozomal bozukluklarinin
saptanmasini saglayan bir testtir. Yani fare lenfoma testi hem gen mutasyonlart hem de
kromozom anormalliklerini tespit etmek i¢in kullanilabilmektedir (Clive ve Spector,

1975; Clive ve ark., 1990; Combes ve ark., 1995; Choy, 2001; Ustiin, 2007).
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2.5.1.2.5. Comet (Single Cell Gel Electrophoresis) Testi:

Comet Teknigi, DNA sarmal kirilmalarinin tespiti i¢in hassas, hizli ve giivenilir
bir yontemdir. Comet Teknigi “Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) ya da
“Mikrojel Elektroforez Teknigi” olarak da adlandirilmaktadir. DNA kiriklarinin tayini
prensibine dayanan Comet yontemi, pek cok DNA hasarinin ve onariminin tayininde,
biyoizleme c¢alismalarinda ve genetik toksikolojide yaygin kullanim alani bulmustur.
Ayrica her tiir 6karyotik hiicreye uygulanabilmesi, diisiik hasar seviyesini 6l¢ebilmesi,
az sayida hiicre ornegi gerektirdigi i¢in hizli, basit ve ucuz bir yontem olmasi gibi
avantajlarindan dolay1 genotoksisite testi olarak genig bir kullanim alanina sahiptir
(Ostling ve Johanson, 1984; McKelvey-Martin ve ark., 1993; Fairbairn ve ark., 1995;
Singh ve ark., 1988; Kassie ve ark., 2000; Tice ve ark., 2000; Olive ve Banath, 2006;
Kevlekgei, 2008).

2.6. Antihistaminiklerle Yapilan Genotoksisite Calismalari:

Piyasada bulunan 838 ilacin genotoksisite ve karsinojenitesinin degerlendirildigi
bir calismada, degerlendirilen ilaclarin %43,7°sinde (366 ilag) genotoksisite ve
karsinojenite verisine ulasilmamistir. Fakat geriye kalan %56,3°1 (472 ilag) yapilan
cesitli genotoksisite ve karsinojenite testlerinden en az birine pozitif cevap vermistir
(Brambilla ve Martelli, 2009).

Yapilan bir ila¢ arastirmasinda, 21 antihistaminik ilag, genotoksitite etkisinin
mekanizmasini anlamak i¢in gesitli testlere tabii tutulmustur. Test edilen 2 ilagta pozitif
bir genotoksik sonuca ulagilmamustir. Geriye kalan 19 ilacin 9 tanesi in vitro
genotoksitite bazinda pozitif, bir tanesi de belirgin olmayan pozitif sonu¢ vermistir
(Snyder, 1998).

Mekuitazine dair yapilan bakteriyal mutasyon testleri ve farelerde 0.12 (klinik
doz) - 48 mg/kg dozlarinda yapilan in vivo mikroniikleus testleri, ilacin mutajen
olmadigini bildirmektedir (Sono ve ark., 1981).

Klorfeniraminin toksisite ve karsinojenitesinin degerlendirildigi bir ¢alismada,
klorfeniramin fare ve sicanlara gavaj yoluyla verilmis ve bu maddenin si¢anlarda
karsinojen olduguna dair kanit olmadigi, fakat yiliksek doz uygulanan farelerde
karsinojen cevabin arttig1 bildirilmistir (NTP, 1986). “Flow cytometry mutation assay”
ile 17 fiziksel ve kimyasal ajanla ilgili yapilan calismada klorfeniraminin mutajen

olmadig1 sonucuna ulasilmistir (French ve ark., 2006). Hastwell ve ark.’nin 2009 yilinda
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“GADDA45a-GFP (GreenScreen HC) reporter assay” ile yaptigir bir c¢alismada ise
klorfeniraminin genotoksik olmadigi sonucuna varilmis olmasina ragmen, in Vitro
sitogenetik ve S9 testlerinde pozitif cevap verdigi bildirilmistir.

Methapirilen ile ilgili yapilan caligmalarda ise bu antihistaminigin sitotoksik
olmayan bir yoldan karsinojen etki gosterdigi bildirilmistir (Turner ve ark. 1987,
Steinmetz ve ark. 1988).

IIk bastmi 1973 yilinda yapilan ve 2004’ e kadar onbirinci baskiya ulasan
Catalog of Teratogenic Agents (Teratojenik Ajanlar Katalogu)’da, siklizinin teratojenik
etkilerinin oldugun bildirilmistir. Brambilla ve Martelli (2007) tarafindan yapilan bir
calismada ise bakteriyel mutasyon testlerinde ve in vivo olarak siganlarda (1000 ppm)
yapilan ¢aligmalarin sonucunda siklizinin mutajenik olmadigi bildirilmistir.

Doksilamin ile ilgili insanda yapilan genotoksite ¢aligmalarinda kardes kromatid
degisimi gozlenmemistir (Miiller ve ark., 1989). Fakat eldeki veriler, ilacin insanda
karsinojen olarak simiflandirilmasi icin yetersizdir (IARC, 2001). Doksilamin ile
yapilan fare deneylerinde, mikroniikleus ve kardes kromatid degisimi gibi genotoksik
etkilerinin olmadigi, fakat doza bagli olarak kromozomal degisimleri indiikledigi
goriilmiistiir. Siganlarda yapilan karsinojenite c¢alismalarinda ise, erkek sicanlarda
hepatoseliiler adenoma ve karsinoma goriilme sikliginin az da olsa etkilendigi rapor
edilmistir. Fare calismalarinda ise disi ve erkek deneklerde hepatoseliiler ve tiroid
folikiiler hiicre adenomalarinda artis gdzlenmistir (IARC, 2001).

Pirilamin ile Fisher 344 siganlarinda in vivo yapilan bir ¢alisma sonucu,
uygulanan gilinlik dozlarim (11-150 mg/kg) karsinojenitesine dair bir kanit
bulunamamistir (Greenman ve ark., 1995).

Klemastinin 25 pg/ml konsantrasyonda, V79 kiiltiir hiicrelerinde in vitro
mikroniikleus testinde negatif sonug verdigi tespit edilmistir (Snyder, 1998).

Gebelik esnasinda ve 6zellikle erken donemlerinde (ilk 4 ay) bromfeniramin ve
feniramin aliminin teratojenik agidan risk tasiyabilecegi bildirilmistir (Schatz ve ark.,
1998).

Vlastos ve ark. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada, setrizin veya levosetrizinin
tedavi i¢in kullanilan dozlariin teratojenik olmadigini sdylemekle beraber, eldeki
verilerin yetersizligi de vurgulamaktadir. setrizinin 25, 50, 75, 100 ve 200 pg/ml
konsantrasyonlari in vitro ortamda insan lenfosit kiiltiirlerinde kromozom anormallikleri

ve kardes kromatid degisimi agisindan test edilmistir. Yapilan c¢alismada, bu
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antihistaminigin 100 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarinin kromozom anormalliklerini
indiikledigi saptanmistir. Setrizinin 25, 50, 75, 100 ve 200 ug/ml konsantrasyonlarinda
in vitro mikronukleus olusumu iizerine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada da, doza
bagli olarak mikroniikleus sikliginmin arttigi bildirilmistir (Vlastos ve Stephanou,
1998). Antihistaminiklerle yapilan bir teratojenite degerlenmesinde ise hamileligin
erken donemlerinde setrizin veya levosetrizinin tedavi i¢in kullanilan dozlarinin
teratojenik olmadigi ama kesin sonuca varmak i¢in eldeki verilerin yetersiz oldugu

bildirilmistir (Wolfgang ve ark, 2004).

Synder (1998)’in yaptig1 bir ¢alismada, klorsiklizinin 10 pg/ml ve 30 pg/ml
dozlar1 kullanilarak in vitro mikroniikleus testi yapilmis ve negatif sonuglara
ulasilmistir. Ayni calismada klorsiklizinin bakteriyal mutasyon testleri, fare lenfoma
testleri ve SCE testlerinde de negatif sonug verdigi bildirilmigtir.

Diphenhidramin ile ilgili olarak Jangi ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir
calismada, dipenhidraminin doza ve siireye bagli olarak sitotoksisite {iizerinden
apoptozu indiikledigi belirtilmistir. Ayni1 arastiricilar diphenhidraminin, 0.2-1 mM
konsantrasyonlarinin, in vitro ortamda melanoma hiicrelerinde sitotoksisite tizerinden
apoptozu indiikledigini rapor etmislerdir (Jangi ve ark., 2006).

Meda ila¢ firmasinin yaymlamis oldugu Azelastin iiriin bilgisinde, azelastinin
bakteriyel mutasyon testleri, fare lemfoma testleri ve in vivo sitogenetik testlerde
genotoksik ozellikte olmadigi rapor edilmistir (Meda, 2010). Fakat 6te yandan maya
Green Screen metoduyla yapilan bir ¢calismada genotoksik ve giiclii bir sitotoksik ajan
olarak bildirilmistir (Van Gompel ve ark., 2005).

2005 yilinda 59. baskist yapilan, tip doktorlarina ilaglarla ilgili referans
saglamakta olan ‘The Physicians’ Desk Reference (PDR)’da, akrivastinin in vitro
genotoksisite testlerinde pozitif sonu¢ verdigi rapor edilmistir. Synder ve ark.
(2006)’'nin  yaptig1 c¢alismada ise, akrivastinin genotoksisitesinin interkalativ
ozelliginden kaynaklanabilecegi bildirilmistir.

Antihistaminik-kanser iligkisine farkli bir a¢idan bakan Jangi ve ark. (2006)
terfenadin, astemizol, triprolidin ve diphenhidramin etken maddelerinin melonoma
hiicrelerinde genotoksik oldugunu ve kapsaz-2 bagimli apoptozisi indiikledigini

bildirmislerdir.
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Hidroksizinin, 1 umol dozda bakteriyal mutasyon testlerinde zayif pozitif sonug
vedigi tespit edilmistir (Brambilla ve Martelli, 2007).

Brambilla ve Martelli (2007) yaptiklar1 bir calismada trimeprazinin bakteriyel
mutasyon testlerinde mutajen oldugu rapor edilmistir.

Buklizinin hayvan deneylerinde teratojenik oldugu gosterilmesine ragmen,
henliz insan  fetiisii  lizerindeki etkileri tam  alarak  belirlenememistir
(http://drugsafetysite.com/buclizine/, 28.01.2010).

Antihistaminiklerin kanser ve timor olusumu ile bunlarin gelisimindeki
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, antihistaminik kullaniminin gogiis kanseri ile
negatif iligskisi oldugu ve bazi fare deneylerinde ise tiimor gelisimini hizlandirdigi
belirtilmistir. Fakat eldeki verilerin yetersizligi, varilan sonuglarin sadece in vitro
kiiltiirler ve fare deneylerinden saglanmasindan dolay1 antihistaminiklerin insandaki

karsinojenitesi hakkinda ¢ok kesin bir sonuca varitlamamistir (Weed, 1994).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢aligmada test maddesi olarak feksofenadin, materyal olarak sigara icmeyen,
gecirilmis herhangi bir ciddi hastalifi olmayan, rutin bir sekilde herhangi bir ilag
kullanmayan ve 20-24 yaslar1 arasinda olan saglikli iki erkek ve iki bayandan alinan
periferik kanlar kullanilmistir. Calismamizin yapilabilmesi amaciyla Samsun Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulu’ndan 10.11.2009 tarihinde 121 sayr numarasi ile izin

alimmustir.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.1.1.1. Feksofenadine (Fexofenadine)

Bu ¢aligmada test maddesi olarak kullandigimiz feksofenadin (Sigma), alerjik
hastaliklarin ~ tedavisinde kullanilan ve terfenadinin aktif metaboliti olan
antihistaminiktir.

Sinonimleri: Karboksiterfenadin, Feksofenadine hidroklorid, Terfenadin asit
metabolit, Terfenadin karboksilat, Terfenadin-COOH

Ticari Adlar: Alertec, Alernex, Allegra, Feksine, Fexadyne, Fexavil, Fexizin,
Fexofen, Mayfex, Telfast, Vivafeks

Kimyasal Adi: Benzeneasetikasit, 4-[ 1-hidroksi-4-[4-(hidroksidifenilmethil) -1-
piperidinil]butil]-a,a-dimethil-,hidroklorid (1:1)

CAS no: 153439-40-8

Molekiil Agirhgi: 538.12

Saflik diizeyi: >%98

Erime Sicakhgi: 148-150°C

Kaynama Sicakhigi: 697.3°C

Kapali Formiilii: C;;,H39oNO4-HCI
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Acik Formiilii:
HO
O OH
N 0
« Hol OH
HsC CHj

3.1.1.2. Dimetil Siilfoksit (Dimethyl Sulfoxide, DMSO)

Bu ¢alismada fexofenadin konsantrasyonlarinin hazirlanmasinda ¢oziicii olarak
kullanilmisgtir ve Merck’den saglanmigtir. Test maddemiz olan feksofenadin %8’lik
DMSO’da ¢oziilmiistiir ve ayn1 zamanda %8’lik DMSO, ¢o6ziicii kontrol grubu olarak
kullanilmustir.

Kimyasal adi: Dimethil Siilfoksit (DMSO)

Molekiil agirhgi: 78.13 g/mol

Saflik diizeyi: >%99.7

Kaynama noktasi: 189 °C

Erime noktasi: 18.5 °C

CAS No: 67-68-5

Kapal formiilii: (CH3),SO

3.1.1.3. Kromozom Medyumu

Bu ¢aligmada Biological Industries firmasinin tirettigi RPMI 1640 (01-106-1)
hiicre kiltlirii yapmak i¢in kullanilmistir. RPMI 1640 Medyumu’nun 100 ml’ sine
asagidaki bilesikler belirtilen miktarlarda eklenmistir.

RPMI 1640 (Biological INAUSIIIES) .........eoeeiiiirieiiieiieeieeie et 100 ml
Fetal Bovine Serum (Biological INdUStries) ..........c.ccccueviieiienciieiieniecieeeie e 20 ml
Penicillin/Streptomycin/Amphotericin (PSA) (Biological Industries) ....................... I ml
Phytohemaglutinin M (PHA-M) (Biological Industries) ...........cccccceevverierneennnnne 1.2 ml
L-Glutamin (IMEICK) ......oiiuiiii i e e e e e e 2 ml

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

kiiltiirlerinde kullanilmustir.
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3.1.1.4. Mitomisin C (Mitomycin C, MMC)

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

Kimyasal adi: Mitomisin C

Molekiil agirhgi: 334.327 g/mol

Erime noktasi: 360°C

CAS No: 50-07-7

Saflik diizeyi: %99

Kapal formiilii: C,sH;3N4Os

3.1.1.5. Sitokalasin B (Cytochalasin B)

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

Kimyasal adi: Sitokalasin B

Molekiil agirhgi: 479.61 g/mol

Saflik diizeyi: > %98

CAS No: 14930-96-2

Kapah formiilii: Cy0H37NOs

3.1.1.6. Kolsemid (Colcemid)

Kiiltlirti yapilan hiicreleri metafaz sathasinda durdurmak i¢in kullanilmistir ve
Biological Industries firmasindan saglanmistir. Kolsemid (Kolsisin) eriyigi kromozom
medyumunun her ml’sinde 0.06 pg olacak sekilde (0.06 pg/ml) 2.5 ml’lik kromozom
medyumuna ilave edilmistir.

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

Cat. No: 12-004-1

Molekiil agirhigr: 399.4

Kapal formiilii: C,,H»5NOg

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

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

KA deneylerinde 1 hacim asetik asit’in (Sigma) 3 hacim metanol (Sigma) ile
karistirilmasi sonucu hazirlanan fiksatif kullanilmistir. MN deneylerinde ise birinci
fiksatif; 1 hacim glasiyal asetik asit, 5 hacim metanol ve 6 hacim %0.9 NaClI (1/5/6
glasiyal asetik asit/metanol/%0.9’luk NaCl) karistirilarak hazirlanmistir. Diger
fiksatifler ise 1 hacim glasiyal asetik asit ve 5 hacim metanol’tin (1/5 glasiyal asetik
asit/metanol) karistirilmast ile elde edilmistir. Fiksatifler, kullanilmadan iki saat once

hazirlanarak buzdolabinda saklanmustir.

3.1.1.9. Sorensen Tamponu

Bu eriyik, iki stok ¢dzelti halinde hazirlanmistir ve bu ¢ozeltiler ¢alismanin
amacina uygun olarak pH=6.8 olacak sekilde birbirleriyle degisik miktarlarda
karistirilarak kullanilmustir.

Hazirlamisi
-11.88 gr. Na,HPO4 (Sigma) 1000 ml distile suda ¢ozliinmiistiir.
-9.08 gr. KH,PO4 (Merck) 1000 ml distile suda ¢oziinmiistir.

KH,PO, ¢6zeltisi, Na,HPOy ¢bzeltisinin iizerine ilave edilmistir.

3.1.1.10. Giemsa
Giemsa boyast Merck firmasindan temin edilmis olup, % 5’lik Giemsa-Tampon
(Sorensen) boya eriyigi seklinde hazirlanmistir ve kromozomlart ve MN testinde

niikleuslar1 boyamak icin kullanilmistir.

3.1.1.11. Entellan
Hazirlanan preparatlar1 daimi hale getirmek amaciyla lam ile lameli birbirlerine

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

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

kullanilmustir.

3.1.2.2. Biyogiivenlik Kabini
Test soliisyonlarinin hazirlanmasi, steril tiiplere kan ekiminin yapilmasi ve test
soliisyonlarmin kiiltiir tiiplerine ilave edilmesinin steril sartlarda gergeklesebilmesi i¢in,

ESCO marka Class-II biyogiivenlik kabini kullanilmistir.

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

inkiibator kullanilmustir.

3.1.2.4. Santrifiij
Calismamizda kiiltiir tiiplerindeki hiicreleri ¢oktiirmek amaciyla Eppendorf

marka santrifiij kullanilmistir.

3.1.2.5. Vorteks Karistirica
Calismamizda kiiltiir tiiplerini dairesel salmimli hareketler ile karistirmak

amaciyla Velp marka vorteks karistirici kullanilmistir.

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

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

Boyanmasi

3.2.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Periferik kan oOrneklerinden KA’ni saptamak amaciyla hiicre kiiltiiriiniin
yapilmasi1 ve preparatlarin hazirlanmasinda Evans (1984)’in teknigi hafif modifiye
edilerek kullanilmigtir. Sigara igmeyen, gecirilmis herhangi bir ciddi hastaligi olmayan,
rutin bir sekilde herhangi bir ilag kullanmayan ve 20-24 yaslar1 arasinda olan saglikli iki
erkek ve iki bayandan alman kan Ornekleri 1/10 oraninda heparinize edilerek
kullanilmigtir. Alinan periferik kan 6rneklerinden 300 pl steril sartlarda icerisinde 2.5
ml’lik kromozom medyumu bulunan steril tiiplere ekilmistir ve hiicre kiiltiirii
37£1°C’de 72 saat i¢in inkiibe edilmek iizere inkiibatore yerlestirilmistir.

Calismamizda negatif kontrol, ¢oziicii kontrol, pozitif kontrol ve feksofenadin
gruplart olusturulmustur. Negatif kontrol grubuna ait tiiplere herhangi bir madde
eklenmeksizin inkiibasyona birakilmistir. Coziicli kontrol grubu olarak %8’lik DMSO
kullanilmistir ve bu gruptaki kiiltiir tiipleri %8’lik DMSO’nun hem 24 ve hem 48 saatlik
muamelesine maruz birakilmistir. DMSO Kkiiltiir tiiplerine 8 pl/ml olacak sekilde ilave
edilmistir. Calismamizda pozitif kontrol olarak ise Mitomisin C kullanilmistir ve kiiltiir
tipleri Mitomisin C’nin 24 ve 48 saatlik muamele siirelerine maruz birakilmistir.
Mitomisin C kiiltiir tiiplerine 0.16 pg/ml olacak sekilde ilave edilmistir. Test maddemiz
olan feksofenadinin etkisini incelemek i¢in kiiltiir siiresinin bitimine 24 ve 48 saat kala
feksofenadinin daha 6nce belirlenmis ve kiiltiir tiiplerine %8’lik DMSO’da ¢oziilerek
hazirlanmis konsantrasyonlar1 olan 50, 100 ve 150 pg/ml’lik miktarlari ilave edilmistir.

Tim tiiplere kiiltiir siiresinin bitiminden 2 saat once (kiiltiiriin 70. saatinde)
kolsisin eriyiginden 0.06 pg/ml olacak sekilde ilave edilmis ve hiicreler 2 saat siiresince
kolsisin ile muameleye birakilmistir.

Kiiltiir siiresinin bitiminde tlipler 1200 rpm’de 15 dk. santrifiij edilmis ve altta
biriken hiicrelere zarar vermeden {istte biriken siipernatant su trompu yardimiyla
atilmistir. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden yaklasik 1ml’lik sivi karistirildiktan
sonra tiiplere, daha oOnceden 37°C’de 1sitilmig olan 9%0.4’lik KCI hipotonik
sollisyonundan yavag yavas damlalar halinde 10 ml ilave edilmistir. Tiiplere hipotonik

eriyik ilave edildikten sonra tiipler, agz1 kapatilarak inkiibatore konulmustur ve 37°C’de
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20-30 dakika hipotonik eriyikle muamele edilmistir. Muamele siiresinin sonunda tiipler
15 dk. 1200 rpm’de santrifiij edilmis ve siipernatant atilmastir.

Hiicrelerin fikse edilmesi i¢in tiiplere, 3:1 oraninda hazirlanan ve buzdolabinda
muhafaza edilen soguk tespit (fiksatif) ¢ozeltisi (metil alkol: glisial asetik asit), tipki
hipotonik eriyik ilavesi gibi 10 ml olacak sekilde damlalar halinde yavas yavas ilave
edilmistir. Yaklasik 20 dakika oda sicakliginda fiksatif ile muamele edilen hiicreler
1200 rpm’de 15 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi slipernatant atilmis ve bu defa
tiplere 5 ml fiksatif ilave edilmistir. Tiipte kalan sivinin tamamen berraklastigi
goriilinceye kadar bu islem yaklasitk 3 kez daha tekrarlanmistir. Son santrifiij
isleminden sonra tiiplerde yaklasik 1 ml s1v1 kalacak sekilde siipernatant atilmistir.

Tiipteki siispansiyon pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale getirildikten
sonra, daha Onceden alkolle temizlenmis ve buzdolabinda saklanan soguk lamlar
tizerine damlatilarak hiicrelerin lam {izerinde yayilmasi saglanmistir. Bu sekilde
hazirlanmis preparatlar kurumak tizere kapali bir yerde oda sicakliginda 24 saat

bekletilmistir.

3.2.2. Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Sorensen tamponu ile hazirlanmis olan % 5°lik Giemsa eriyigi filtre kagidi ile
dik bir saleye siiziilmiistiir. Preparatlarin Giemsa-Tampon boya eriyiginde yaklasik 4-5
dakika boyanmasi saglanmistir. Preparatlar boyadan cikarildiktan sonra farkli
kaplardaki distile sulardan gegirilerek fazla boyanin akmasi saglanmis ve preparatlar dik
bir sekilde kurumaya birakilmigtir. Boyanan preparatlar en az 1 gece kurutulduktan
sonra, entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir. Entellan kuruduktan sonra daimi

preparatlarda mikroskobik incelemeler yapilmustir.

3.2.3. Mikroskobik Incelemeler ve Mikroskopta Fotograf Cekme

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

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

Saptanmasi

3.2.4. 1. Mitotik indeksin (MI) Saptanmasi

Test maddelerinin mitoz boliinme iizerindeki etkilerini saptamak amaci ile her
kisiye ait preparatlardan toplam 2000 hiicre incelenmis ve bunlar arasinda metafaz
devresinde olan hiicreler saptanarak kaydedilmistir. Her bir kisinin incelenen 2000
hiicresi i¢inde bdliinme halindeki (metafaz evresindeki) hiicrelerin orani ylizde

cinsinden hesaplanarak mitotik indeks saptanmuistir.

3.2.4. 2. Kromozom Yapi1 ve Say1 Anormalliklerinin Saptanmasi

Kromozom anormalliklerinin belirlenmesi amaciyla, her bir grup ve
konsantrasyon i¢in, her bir kisiden hazirlanan preparatlarda kromozomlari iyi dagilmis
100 metafaz plagi (4 kisiden toplam 400 hiicre) incelenerek normal (Sekil 3.1) ve
yapisal ve sayisal kromozom anormallikleri tagiyan metafaz plaklari tespit edilmistir.
Bu hiicreler icinde goézledigimiz kromozom yap1 ve sayr anormallikleri Uluslararasi
Insan Sitogenetik Adlandirma Sistemine (ISCN= International System for Human
Cytogenetic Nomenclature) uygun olarak degerlendirilmis ve adlandirilmistir (Paz-y-
Mino ve ark., 2002). incelenen her 100 hiicrede saptanmis olan kromozom
anormalliklerinden toplam kromozom anormalli§i ve kromozom anormalligi iceren

anormal hiicre ortalamas1 (AHO) hesaplanmugtir.
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Sekil 3.1. Normal metafaz plagi (x1000)

Mace ve ark. (1978) elektron mikroskobu g¢alismasi ile gap bolgelerinde DNA
ipliginde kirik veya kiriklar olmadigini belirtmislerdir. Bu nedenle pek ¢ok calismada
gaplar kromozom anormalligi olarak degerlendirilmemektedir (Biiyiikleyla, 2007,
Yavuz Kocaman ve Topaktas, 2007). Benzer olarak bu ¢alismada da gaplar, kromozom

anormalligi olarak degerlendirilmemistir.

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

Preparatlarin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

3.3.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Calismamizda in vitro mikroniikleus testi i¢in hiicre kiiltiiriiniin yapilmasi ve
preparatlarin hazirlanmasinda Fenech (2000), Rothfuss ve ark. (2000) ve Kirsch-
Volders ve ark. (2003)’nin kullandiklar1 tekniklerden yararlanilmistir. Sigara icmeyen,
gecirilmis herhangi bir ciddi hastaligi olmayan, rutin bir sekilde herhangi bir ilag
kullanmayan ve 20-24 yaslar1 arasinda olan saglikli iki erkek ve iki bayandan 1/10
oraninda heparinize edilerek kan almmustir. Igerisinde 2.5 ml’lik kromozom medyumu
bulunan steril tiiplere, alinan periferik kan orneklerinden 300 pl steril sartlarda

ekilmistir ve hiicre kiiltiirii 37+1°C’de 68 saat i¢in inkiibasyona birakilmistir.
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Mikroniikleus testi i¢in de negatif kontrol, ¢oziicii kontrol, pozitif kontrol ve
feksofenadin gruplar1 bulunmaktadir ve bu gruplara uygulanan tiim test maddeleri,
kromozom anormallikleri testinde uygulanan konsantrasyon ve muamele siirelerinde
kullanilmistir. Yani; herhangi bir maddenin ilave edilmedigi bir negatif kontrol grubu,
%8’lik DMSO’nun hem 24 ve hem 48 saatlik muamelelerini igeren ¢oziicii kontrol
gruplari, Mitomisin C’nin 24 ve 48 saatlik muamelelerinden olusan pozitif kontrol
gruplar1 ve test maddemiz olan feksofenadinin %8’ lik DMSQO’da hazirlanmig olan 50,
100 ve 150 pg/ml’lik konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saat boyunca etken madde ile
muamelelerinin yapildigi deney gruplari mikroniikleus testi i¢in de aynen kullanilmigtir.

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

Kiiltiir siiresinin  bitiminde tiipler 1200 rpm’de 15 dk. santrifiijlenerek
siipernatant atilmistir. Tiipte kalan yaklagik 1 ml’lik siv1 karistirildiktan sonra tiiplere,
daha 6nceden 37°C’de 1sitilmis olan hipotonik eriyikten (%0.4 KCI) 5 ml yavas yavas
ilave edilmistir. Hipotonik eriyik ilave edilen tiipler, agz1 kapatilarak 37°C’de 10 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda tiipler 1200 rpm’de 15 dk. santrifiijlenerek
tekrar siipernatant atilmistir. Daha sonra glasiyal asetik asit/metanol/%0.9 NaClI (1/5/6
oranlarinda) karisimindan olusan 5 ml soguk fiksatif, hipotonik eriyik ilavesi gibi yavas
yavas ve damlalar halinde tiipteki sivinin iizerine ilave edilmistir. Ilk fiksatif ile oda
sicakliginda 20 dk. muamele edildikten sonra tiipler tekrar 1200 rpm’de 15 dk. santrifiyj
edilmis ve siipernatant atilmigtir. Daha sonra tiiplere bu defa 1 kisim asetik asit ve 5
kisim metil alkolden (1/5) olusan 5 ml ikinci fiksatif ilave edilmis ve oda sicakliginda
20 dk. muamele edilmistir. Bu islem tiipte kalan sivinin berraklastig1 goriiliinceye kadar
2-3 kez tekrarlanmistir. Son santrifiijden sonra tiiplerde yaklagik 1 ml sivi kalacak
sekilde silipernatant atilmistir ve tiiplerdeki sivi pasteur pipeti ile karistirilarak
resiispanse edilmistir. Daha 6nce temizlenmis ve alkol igerisinde buzdolabinda saklanan
soguk lamlarin tizerine hiicre siispansiyonu damlatilarak preparatlar hazirlanmistir.
Hazirlanan preparatlar kurumalar1 i¢in kapali bir yerde 24 saat oda 1sisinda

bekletilmistir.
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3.3.2. Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Sorensen tamponu ile hazirlanmis olan % 5°lik Giemsa eriyigi filtre kagidi ile
dik bir saleye siizlilmiistiir. Mikroniikleuslarin boyanmasi i¢in preparatlar Giemsa-
Tampon boya eriyiginde yaklagitk 15 dakika boyanmistir. Preparatlar boyadan
¢ikarildiktan sonra farkli kaplardaki distile sulardan gecirilerek fazla boyanin akmasi
saglanmis ve preparatlar dik bir sekilde kurumaya birakilmistir. Boyanan preparatlar en
az 1 gece kurutulduktan sonra, entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir. Entellan

kuruduktan sonra daimi preparatlarda mikroskobik incelemeler yapilmistir.

3.3.3. Mikroskobik Incelemeler ve Mikroskopta Fotograf Cekme

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

fotograflama islemi yapilmis ve goriintiiler bilgisayara aktarilmistir.

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

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

mikroniikleus ortalamasi ve % MN hesaplanmistir.
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10 um

Sekil 3.2. Biniikleat hiicre (x400)

Sekil 3.3. Bir mikroniikleus bulunduran biniikleat hiicre (x400)

Biniikleer hiicre ve mikroniikleus ayirimi Titenko-Holland ve ark. (1997) ve
Fenech (2000)’e gore yapilmistir: (1) Hiicreler belirgin sitoplazmasiyla yuvarlak ya da
oval goriinlime sahip olmalidir; (2) Benzer olarak, niikleuslar belirgin niikleus zariyla
cevrili yuvarlak ya da oval olmalidir; (3) Icerisinde MN sayilan hiicreler sadece bir

niikleus boliinmesi gegiren hiicrelerdir; (4) MN’lar sadece ana niikleusun 1/3’l ya da
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daha kii¢iik olduklarinda hesaba katilmalidir; (5) MN’lar ana niikleus gibi boyanmalidir;
(6) MN’lar ana niikleustan agik bir sekilde ayrilmis olmalidir (Yavuz Kocaman, 2007).
Her bir kisiden hazirlanan preparatlardan 2000 (4 kisi 8000 hiicre) hiicre
sayilarak, bu hiicreler arasindan bir niikleuslu, iki niikleuslu, ii¢ niikleuslu ve dort
nukleuslu (Sekil 3.4) olanlarin oran1 saptanmistir. Bu orandan yola ¢ikarak Eastmond ve
Tucker (1989) tarafindan 6nerilmis olan formiile gore Nukleer Boliinme Indeksi (NBI)
(Nuclear Division Index = NDI) hesaplanmistir (Yavuz Kocaman ve Topaktas,
2007). NBI’'nin hesaplanmasi kimyasal veya fiziksel bir maddenin sitotoksik etkisini

gostermede Onemli bilgiler saglar (Fenech, 1997; Yavuz Kocaman ve Topaktas, 2007).

10 pm

10 um

W pm
Sekil 3.4. Mononiikleat, biniikleat ,triniikleat ve tetraniikleat hiicreler (x 400)

NBI= (MI + 2MII + 3 MIII + 4 MIV) /N
MI: Bir niikleuslu hiicreler

MII: iki niikleuslu hiicreler

MIII: Ug niikleuslu hiicreler
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MIV: Dort niikleuslu hicreler

N: Toplam hiicre sayis1

3.4. istatistiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen test maddesinin uygulandigi KA,
MI, NBI ve MN parametrelerine ait verilerin hem kendi aralarinda, hem de kontrol,
¢oziicli kontrol ve pozitif kontrol gruplari ile arasindaki farkin 6nemli olup olmadigi
SPSS istatistik programi kulanilarak ANOVA analizi (Tukey testi) ile karsilagtirilmistir.
Doz-etki iligkisini belirlemek amaciyla regresyon denklemi ve korelasyon katsayist (r)
bulunmus ve regresyon dogrusu ¢izilmistir. Ayrica KA, MI ve MN arasindaki iligki de
belirlenmistir.

Mikroskobik incelemeler sonucunda elde edilen goriintiiler sekiller halinde,

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

4.1. Feksofenadinin Mitotik indeks (MI) Olusumu Uzerindeki Etkileri

Feksofenadin (FXF)’in 50-100-150 pg/ml dozlarinda insan periferal
lenfositlerine 24 ve 48 saat muamelesi sonucu ortalama ve % MI’in etkilendigi
belirlenmistir. Feksofenadin dozunun artisina bagli olarak MI’in distiigli tespit
edilmistir. Ayrica 48 saatlik feksofenadin uygulamasinin, 24 saatlik uygulamaya gore

ortalama ve % MI’i daha fazla diisiirdiigii ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.1).

24 saatlik muamele sonucunda 50 pg/ml dozun ortalama ve % MI’1 diisiirdiigi
belirlenmis, fakat bu diislis istatistiksel anlamda negatif kontrol ve ¢dziicii kontrol
gruplarindan farkli olmamistir. 100 pug/ml doz, negatif kontrole gore ortalama ve % MI
degerlerini 50 pg/ml doza gore daha fazla diisiirmiis ve negatif kontrole gore
istatistiksel olarak farkli bulunmustur. MI’in en diisiikk ve pozitif kontrole en yakin
degeri 150 pg/ml doz uygulamasinda rastlanmistir. Bu dozda, ortalama ve % MI hem
negatif kontrol hem de ¢oziicii kontrole gore diistiigii icin istatistiksel ag¢idan her iki

kontrol grubundan da farkli bulunmustur (Cizelge 4.1).

48 saatlik muamelelerde ise 50 pg/ml dozu negatif kontrole gore ortalama ve %
MI’i diistirmiis ve bu diisiis istatistiksel olarak anlamli olmustur. Fakat bu deger pozitif
kontrol kadar etkili olmadigi i¢in aralarinda istatistiksel farklilik tespit edilmistir. 100 ve
150 pg/ml doz uygulamalarinda ise ortalama ve % MI hem negatif kontrol hem de
¢oziicli kontrole gore diistirmiis ve bu diisiis istatistiksel anlamda da farkli bulunmustur.
Ayrica bu dozlardaki ortalama ve % MI indeks degerleri pozitif kontrol kadar etkili
olmamaistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Feksofenadinin ortalama ve % MI iizerine etkileri

Test Maddesi Doz/ml Muamele Ortalama MIZSE %MI+SE
Negatif kontrol 94,50+3,47 4,72+0,17
MMC (pozitif kontrol) 0.16 pg/ml 24 saat 26,50+3,92 1,32+0,19
DMSO (g¢oziicii kontrol) 8ul/ml 24 saat 71,75+7,63 3,58+0,38
50 pg/ml 24 saat 67,25+6,44 b, 3,36+0,32 b,
FXF 100 pug/ml 24 saat 46,75+5,67 a, 2,33+0,28 a,
150 pg/ml 24 saat 36,25+6,14 a)c; 1,81+0,30 asc,
Negatif kontrol 94,50+3,47 4,72+0,17
MMC (pozitif kontrol) 0.16 pg/ml 48 saat 14,50+3,30 0,80+0,23
DMSO (¢oziicii kontrol) ul/ml 48 saat 70,75+8,04 3,53+0,40
50 pg/ml 48 saat 58,00+4,49 a,b, 2,90+0,22 a,b,
FXF 100 pg/ml 48 saat 38,7543,32 asc, 1,93+0,16 asc,
150 pg/ml 48 saat 31,50+4,66 a,c, 1,57+£0,23 asc,
a: Negatif kontrole gore  b: Pozitif kontrole gére c¢: Coziicii kontrole gore aradaki farklilik
Onemlidir.
a;bici: p<0.01 b,y p<0.001

4.2. Feksofenadinin Kromozom Anormallikleri (KA) ’nin Olusumu
Uzerindeki Etkileri

Feksofenadinin insan periferal lenfositlerine 24 ve 48 saat muamelesi sonucu,
kromatid kirig1 (Sekil 4.1, Sekil 4.2), kromozom kirig1 (Sekil 4.3, Sekil 4.4), fragment
(Sekil 4.5, Sekil 4.6), kardes kromatid birlesmesi (Sekil 4.7, Sekil 4.8), kromozom
birlesmesi (Sekil 4.9), endoreduplikasyon (Sekil 4.10) ve poliploidi (Sekil 4.11)
meydana geldigi belirlenmistir (Cizelge 4.2).

24 saatlik uygulamalarda; 50 pg/ml dozda kromatid ve kromozom kirigi,
fragment ve poliploidi saptanmuistir. 100 pg/ml dozda kromatid ve kromozom kirigi,
fragment, kardes kromatid birlesmesi, endoreduplikasyon (Sekil 4.10) ve poliploidi
gbzlenmistir. 150 pg/ml dozda ise kromatid ve kromozom kirigi, fragment (Sekil 4.5 ve
Sekil 4.6), kardes kromatid birlesmesi (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8), kromozom birlesmesi ve
poliploidi (Sekil 4.11) olusumu saptanmustir.

48 saatlik uygulamalarda; 50 ve 100 pg/ml dozlarinda kromatid (Sekil 4.1) ve
kromozom (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4) kingi, fragment, kardes kromatid birlesmesi,
kromozom birlesmesi (Sekil 4.9) ve poliploidi gozlenmistir. 150 pg/ml dozda ise
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kromatid (Sekil 4.2) ve kromozom kirigi, fragment, kardes kromatid birlesmesi,
kromatid degisimi, kromozom birlesmesi, endoreduplikasyon, disentrik kromozom ve

poliploidi saptanmustir.

Feksofenadinin 50-100-150 pg/ml dozlarinda toplam KA, ortalama KA ve
AHO’m1 artirdig1 belirlenmistir. Hem 24 saat hem de 48 saatlik uygulamalarda, en
yiiksek ve pozitif kontrole en yakin degerler 100 pg/ml dozda bulunmustur. 50 pg/ml
dozu disindaki diger dozlarda toplam KA, ortalama KA ve AHO degerlerinin 48 saatlik
muamelelerde 24 saatlik muamelelere gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Fakat
bu ortalama KA ve AHO’ ndaki artislar pozitif kontrol kadar etkili olmamistir ve tiim
doz ve muamele siirelerinde bu artiglar istatistiksel anlamda negatif kontrol ve ¢oziicii

kontrol gruplarindan farkli bulunmamustir (Cizelge 4.2).
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Sekil 4.1. Kromatid kirig1 (100 pg/ml, 48 saatlik uygulama) x1000
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Sekil 4.2. Kromatid kiriklar: (150 pg/ml, 48 saatlik uygulama) x1000
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Sekil 4.4. Kromozom kirig1 (100 pg/ml, 48 saatlik uygulama) x1000
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Sekil 4.6. Fragment (150 pg/ml, 48 saatlik uygulama) x1000
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Sekil 4.7. Kardes kromatid birlesmesi (150 pg/ml, 24 saatlik uygulama) x1000

Sekil 4.8. Kardes kromatid birlesmesi (150 pg/ml, 48 saatlik uygulama) x1000
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Sekil 4.10. Endoreduplikasyon (100 pg/ml, 24 saatlik uygulama) x1000
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Sekil 4.11. Poliploidi (150 pg/ml, 24 saatlik uygulama) x1000

4.3. Feksofenadinin Sebep Oldugu Ortalama KA, AHO ve MI Arasindaki
Iliski

Feksofenadinin 50, 100 ve 150 pg/ml’lik dozlarinin 24 saatlik muameleleri
sonucu, ortalama KA ve AHO degerleri ile MI degerleri arasinda ters bir iligki
saptanmistir. Genellikle ortalama KA ve AHO degerleri arttikga MI diisiis gostermistir.
Fakat ortalama KA ve AHO degerleri 100 pg/ml’lik dozda en yiiksek degerde tespit
edilmesine ragmen, ayni1 dozda MI en diisiik degerinde olmamistir. MI bakimindan en
diisiik deger feksofenadinin en yiiksek dozu olan 150 pg/ml’de belirlenmistir (Sekil
4.12).

Feksofenadinin 48 saatlik muamelesi sonucu da, ortalama KA ve AHO degerleri
ile MI degerleri arasinda 24 saatlik uygulama sonuglarina benzer sonuclar elde
edilmistir. Ortalama KA ve AHO degerleri 100 pg/ml’lik dozda en yiiksek degerde
olmasina ragmen, MI’in en diislik degeri 150 pg/ml’lik en yiiksek dozunda gdézlenmistir

(Sekil 4.13).
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Sekil 4.12. 24 saatlik uygulamalar sonucu ortalama KA, AHO, MI arasindaki iligki
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Sekil 4.13. 48 saatlik uygulamalar sonucu ortalama KA, AHO, MI arasindaki iligki

4.4. Feksofenadinin Mikroniikleus (MN) Olusumu ve Niikleus Boliinmesi
Uzerindeki Etkileri

Feksofenadinin insan periferal lenfositlerine 24 ve 48 saat muamelesi sonucu
olusan MNBN’ler Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19’
da, ortalama MNBN ve % MNBN’ni ile niikleer bdliinme indeksi Cizelge 4.5’de

verilmigtir.
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Sekil 4.14. Bir mikrontikleus i¢eren Sekil 4.15. Bir mikroniikleus igeren
bintikleat hiicre (50 pg/ml, 24 saatlik biniikleat hiicre (50 pg/ml, 48 saatlik
uygulama) x400 uygulama) x400

' *".-.-.-
Sekil 4.16. Bir mikroniikleus i¢eren Sekil 4.17. Bir mikroniikleus i¢eren
biniikleat hiicre (100 pg/ml, 24 biniikleat hiicre (100 pg/ml, 48
saatlik uygulama) x400 saatlik uygulama) x400

10 pm
Sekil 4.18. Bir mikrontiikleus igeren Sekil 4.19. Bir mikrontikleus iceren
biniikleat hiicre (150 pg/ml, 24 biniikleat hiicre (150 pg/ml, 48

saatlik uygulama) x400 saatlik uygulama) x400
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Feksofenadinin 50 pg/ml, 100 pg/ml ve 150 pug/ml dozlarinin 24 saat ve 48
saatlik muameleleri, ortalama ve % MNBN’ni negatif kontrollerine gore artirmis
olmasina ragmen bu artiglar istatistiksel olarak anlamli olmamustir. Feksofenadinin hem
24 saat hem de 48 saatlik muamelelerinde, doz artisina bagli olarak ortalama ve %
MNBN’nin arttig1 tespit edilmistir. Ayrica 48 saatlik uygulamanin ortalama ve %
MNBN’ni, 24 saatlik uygulamaya gore doza bagl olarak artirdigi belirlenmistir. Fakat
feksofenadin uygulamasi sonucu elde edilen tiim degerler pozitif kontroller kadar etkili
olmadigindan pozitif kontrollere gore de farklilik bulunmustur (Cizelge 4.5).

Niikleer boliinme indeksi ise sadece 24 saatlik 150 pg/ml doz uygulamasinda
¢cOziicii kontrole gore daha diisiik degerde elde edilmis ve istatistiksel farklilik

saptanmigtir. Fakat bu diisiis pozitif kontrol kadar etkili olmamistir (Cizelge 4.5).
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4.5. Ortalama KA ile Ortalama MN Arasindaki Iliski

Feksofenadin etken maddesinin 24 saatlik tiim doz uygulamalarinda ortalama
KA ve ortalama MN arasinda istatistiksel olarak énemli bir iliski oldugu saptanmistir.
Ortalama KA ve ortalama MN arasinda paralel ve anlamli bir iliskinin oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.20). Fakat ayni iliski 48 saatlik uygulama i¢in saptanamamustir.

8.6 -

=
.
1

(=]
ta

y=0,150x+ 4,677
r=0%78 *

Ortalama MN

19 20 21 22 21 14 15 26
Ortalama KA

*: P<0,01

Sekil 4.20. Feksofenadinin 24 saatlik uygulamalarinda dozlara bagli olarak ortalama
KA ile ortalama MN arasindaki iliskiyi gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon
katsayisi

4.6. % MI ile NBI Arasindaki iliski

Feksofenadin etken maddesi 24 saatlik ve 48 saatlik uygulamalarda MI’1 doza
bagl olarak diisiirerek sitotoksik bir tablo sergilemistir. NBI degerleri, MI kadar
belirgin olmamakla birlikte, MI’e paralel olarak doz artisgina karst bir diisiis
sergilemistir. Bu durum az da olsa NBI’nin feksofenadin dozuna bagl olarak diistiiglinii

ve bu nedenle feksofenadinin sitostatik etkinin olabilecegini gostermektedir (Sekil
4.21).
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—4—NEI
=% MI

FXF 50
ugml

(14 =aat) (48=zaat) [24saat)

FXF 30 FXF 100 FXF 100 FXF 130 FXF 130
ugml  pgml pgml  pgml  ugml
[4%saat] [I4saat] (dZzaat)

Sekil 4.21. Tiim dozlarin 24 ve 48 saatlik uygulamalarda ortalama %MI ve NBI
tizerindeki etkileri

MI ile NBI arasindaki paralel iliskinin 24 saatlik uygulamalarda 48 saatlik

uygulamalara gore istatistiksel olarak daha anlamli oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.22

ve Sekil 4.23).

NEI

1,64 -
1,62 -
1,6 -
1,58 -
1,56 -

¥=0037x+ 1,496
r=0982"

1,54
15

*: P<0,01

35

Sekil 4.22. Feksofenadinin 24 saatlik uygulamalarinda dozlara bagli olarak %MI ve
NBI arasindaki iligkiyi gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi
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1,62 -
1.6
1,58 -
= 1,56 -
= 1,54
1,52 -
1.5
1,48 . T |
15 2 ) 3

¥y=0071x+ 1399
r= 0,870*

*: P<0,01

Sekil 4.23. Feksofenadinin 48 saatlik uygulamalarinda dozlara bagli olarak %MI ve
NBI arasindaki iligkiyi gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi
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5. TARTISMA

Bu calismada, yan etkileri nedeniyle kullanimdan kaldirilan ilk antihistaminik
olan terfenadinin aktif metaboliti olan ve alerjik rinit ve irtiker tedavisinde siklikla
bagvurulan feksofenadinin in vitro genotoksik etkileri incelenmistir. Calismamizda
saglikli bireylerden alinan periferal kan lenfositlerine in vitro KA ve MN testleri
uygulanmistir. Feksofenadinin KA, MI, MN ve NBI iizerine etkileri ve bu
parametrelerin birbirleri ile olan iligkileri aragtirilmigtir.

MI, hiicre siklusunda metafazdaki hiicre yiizdesini vermektedir. In vitro KA
deneylerinde, MI indiiklenen sitotoksisiteyi belirlemek amaciyla kullanmaktadir.
Azalmig MI, hiicre siklusu ilerlemesinde inhibisyonu ve/veya proliferatif kapasitedeki
kayb1 gostermektedir (Gokalp Muranli, 2006). Mitotik indeksteki diisme, hiicre
dongiisiiniin G2 fazinin engellenmesi sebebiyle hiicrenin mitoza ge¢ememesinden
kaynaklanabilir. Diger bir olasilik da ATP seviyesinin diismesi ve enerji {iretim
merkezinin zorlanmasi olabilir. Maddelerin antimitotik aktivitesi, hiicre dongiisiine
0zgli proteinlerin/enzimlerin inhibisyonu ile DNA sentezinin inhibisyonu veya ig
ipliklerinin olusum, toplanma veya oryantasyonun inhibisyonuna da bagli olabilir
(Yiizbasi ve ark., 2006).

KA testi, kromozom veya kromatid tipi hasarlarin sikligint belirlemektedir.
KA’ndeki artis, klastojenitenin bir gostergesi olup, bu da genetik hastaliklar1 ve kanser
riskini artirmaktadir (Norppa ve ark., 2006).

Mikroniikleuslar asentrik kromozom ya da anafazda geri kalarak mitoz sirasinda
kutuplara gidemeyen kromozom bulunduran hiicrelerin bdliinmesi sirasinda olusurlar.
Telofazda, geri kalan kromozomlar ve asentrik kromozomlarin etrafinda niikleer bir zar
olusur ve bu yap1 hiicrenin ana c¢ekirdeginden daha kiigliik bir ¢ekirdekgik olarak
goriilebilir. Bundan dolayi, MN’lar hem kromozom kirilmast hem de kromozom
kaybinin uygun ve giivenilir 6l¢iimiinii saglamaktadir (Fenech ve Morley, 1985; Fenech
2000).

MN metodunda bir, iki, li¢ ve dort ¢ekirdekli hiicrelerin sayilarak Eastmond ve
Tucker (1989) tarafindan Onerilen formiile gore hesaplanan NBI’ndeki anlamli azalma,
yeni bir DNA replikasyon siirecinden 6nce indiiklenen genotoksik hasarin onarilmasi
icin onarim sistemlerine izin veren hiicre siklusu gecikmesini gostermektedir (Laffon ve

ark., 2001). Ayrica NBYJ, sitostatik etkinin de bir gdstergesidir (Eke, 2007).
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5.1. Feksofenadinin Genotoksik Etkileri

Feksofenadinin hem 24 saat hem de 48 saatlik uygulamalarinda doz artisina
paralel olarak MI’in azaldig: tespit edilmistir. Ayrica 48 saatlik muamelenin 24 saate
gore MI’i daha fazla diisiirdiigii belirlenmistir. Feksofenadin, 24 saatlik uygulamalarda
50 pg/ml dozun % MI ve ortalama MI iizerinde negatif ve ¢oziicli kontrollere gore
istatistiki olarak etkili olmamasina ragmen, 100 pg/ml doz negatif kontrole gore, 150
ug/ml doz ise negatif kontrole ve ¢oziicii kontrole gore % MI ve ortalama MI’1 6nemli
Olciide diistirmiis ve istatistiksel farklilik ortaya ¢ikmistir. Fakat bu diisiis pozitif kontrol
kadar olmamustir. Feksofenadinin 48 saatlik uygulamalarinda ise, 50 pg/ml dozda % MI
ve ortalama MI degerleri negatif kontrolden daha diisiik oldugu i¢in farkli bulunmustur.
Buna karsin, 100 ve 150 pg/ml dozlarinda feksofenadin uygulamasmin % MI ve
ortalama MI degerlerini olduke¢a diislirdiigli ve bu diisiisiin hem negatif kontrol hem de
¢oziicli kontrol gruplarindan farkli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Bu sonuglar
feksofenadin dozunun ve uygulama siiresinin artmasinin MI iizerinde olumsuz etki
ortaya cikardigini gostermektedir. Uygulanan bir kimyasalin toksisitesinin artmasinin
mitotik indeksi diislirdiigli belirtilmistir (Eke, 2007). Bizim ¢aligmamizda da, mitotik
indeksin 100 ve 150 pg/ml dozlarda orantili olarak azalmasi, bu etken maddenin doza
bagli sitotoksik olabilecegini gdstermektedir.

Uygulanan tiim feksofenadin dozlar1 ve muamele siirelerinde ortaya ¢ikan
degerlerin ortalama KA ve AHO bakimindan negatif ve ¢oziiclii kontrolden yliksek
olmasina ragmen, bu artisin istatistiki anlamda farkli olmadig1 belirlenmistir (Cizelge
4.2). Bu nedenle feksofenadinin tiim doz ve muamele siirelerinde KA olusumu iizerinde
cok fazla olumsuz etkisinin olmadig1 sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir.

MN testinde ise 24 ve 48 saatlik uygulamalarda ortalama MN ve % MN
degerleri istatistiki olarak negatif ve coziicii kontrolden farkli bulunmamis, sadece
pozitif kontrolden farklar1 istatistiki ag¢idan 6nemli bulunmustur. NBI degerleri
incelendiginde ise, sadece 150 pg/ml dozun 24 saatlik uygulamasiyla ortaya ¢ikan
degerin pozitif kontrolle ayni oldugu ve ¢oziicli kontrolden istatistiksel acidan farkl
oldugu ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4.5). Feksofenadinin MN olusumu iizerindeki etkileri
KA sonuclarina benzer bulunmustur. Feksofenadinin MN olusumu iizerinde ¢ok etkili
olmadig1, fakat yiiksek doz uygulamanin sitostatik etkinin bir gdstergesi olan NBI

tizerinde olumsuz etkilere yol acabilecegi sonucu ¢ikmustir.
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Feksofenadinin, yapilan karsinojenite c¢alismalari sonucunda negatif sonug
verdigi bildirilmektedir. Genotoksisite arastirmalarinda ise, Ames ve CHO/HGPRT
testleri ile in vivo ve in vitro sitogenetik testlerde negatif sonug verdigi bildirilmektedir
(Snyder ve Green, 2001; Brambilla ve Martelli, 2009). Bu sonuglar ¢alismamiz sonucu
elde edilen bulgularla kismen uyumlu bulunmustur.

Feksofenadinin genotoksisite bilgilerini igceren c¢ok fazla sayida ¢alisma
bulunmamaktadir. Genotoksisite ¢aligmalart ¢ogunlukla ilag piyasaya siiriiliirken
yapilan arastirmalarla smrli kalmis olup, literatiirde de genellikle PDR refere
edilmektedir (Amichai ve ark., 2001; Snyder ve Green, 2001; Snyder 2009). Bu sebeple
bu boliimde sonuglar feksofenadinin de i¢inde yer aldig1 piperidin grubu
antihistaminiklerin genotoksisite sonuglariyla karsilastirilacaktir.

Pfeifer ve ark. (1969) tarafindan hamile sicanlarda 5mg/kg dozla yapilan
calismada siproheptadinin malformasyona sebep olmadigi bildirilmistir. Insan icin
teratojenik olmadigr da rapor edilmistir (Sadowsky ve ark., 1972). Ayrica
siproheptadinin, insan periferal lenfositlerinde in vitro KA testinde negatif sonug
verdigi belirtilmistir (Hite ve ark., 1977). 30 pg/ml konsantrasyonuyla V79 hiicrelerinde
yapilan in vitro MN testinin sonuglar1 da negatif sonu¢ vermistir ve % MN oran1 0,8
olarak bildirilmistir (Snyder, 1998). Bizim c¢alismamizda, feksofenadinin bu
konsantrasyona yakin olan 50 pg/ml dozun sebep oldugu % MN degerleri 24 saatlik
uygulamada 0,37 ve 48 saatlik uygulamada ise 0,40 olarak bulunmustur. Bu bulgu,
feksofenadinin siproheptadine gore daha diisiik genotoksik etkiye sahip oldugunu
gostermektedir.

Snyder (1998)’in yaptig1 calismada terfenadinin 10 pg/ml konsantrasyonuyla
V79 hiicrelerinde yaptigi in vitro MN testinin sonucunu negatif olarak bildirmistir. Yine
aynt c¢alismada % MN oranm1 % 0,8 olarak rapor edilmistir. Bizim g¢alismamizda
kullandigimiz ve terfenadinin bir metaboliti olan feksofenadinin, sirasiyla 50, 100 ve
150 pg/ml konsantrasyonlari icin sirastyla 6nce 24 ardindan 48 saatlik uygulamalarinda
olusan %MN degerleri; 0,37 ve 0,40; 0,42 ve 0,46; 0,38 ve 0,55 olarak bulunmustur. ki
ilacin giinliik dozlar1 ayni (120 mg/giin) oldugu diisiiniiliirse feksofenadinin daha
yiiksek konsantrasyonda daha diisiik % MN olusumuna sebep oldugu goriilmektedir.
Yine ayni c¢alismada Woodward ve Munro (1982)’nun yaptiklari calisma refere
edilerek, terfenadinin Ames testinde ve farelerde in vivo MN testinde negatif sonug

verdigi bildirilmistir.
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Vanparys ve ark. (1981), astemizoliin genotoksisitesi iizerinde yaptiklari
calismada astemizoliin, insan lenfositlerinde in vitro KA ve KKD, si¢anlarda in vivo
MN ve farelerde dominant lethal testlerinin negatif sonug verdigini belirtmislerdir.

Snyder (1998), ebastinin Ames testinde, farede in vivo MN testinde ve insan
periferal lenfositlerinde in vitro KA testinde negatif sonug verdigini bildirmistir.

PDR verilerine gore loratadinin fare ve sicanda yapilan Kkarsinojenite
calismalar1 sonucu karaciger tomiiriine sebep oldugunu belirtilmistir. Fakat loratadin
muamelesiyle gerceklestirilmis Ames, CHO HGPRT (Chinese hamster ovary
cell/hypoxanthine-guanine phosphoribosyl-transferase), fare UDS (Unscheduled DNA
Synthesis), fare MN ve lenfoma testleri ve in vitro insan periferal lenfositlerinde KA
testleri sonuglarinin negatif oldugunu bildirmistir.

Novartis Firmasmin 2008 yilinda yaptigi iiriin incelemesinde levosebastinin
Ames testinde, Drosophila’da resesif letal testte, farede dominant letal testte ve sicanda
in vivo MN testinde 40 mg/kg kadar olan dozlar1 arastirilmis ve bu testlerde negatif
sonu¢ elde edildigi rapor edilmistir (www.ask.novartispharma.ca/download.
htm?res=livostin_scrip_e.pdf&resTitleld=147, 16.07.2010).

Brambilla ve Martelli (2009) tarafindan yapilan bir derleme ¢alismada, PDR ve
FDA refere edilerek, ketotifenin bakteriyel mutasyon, in vitro ve in vivo sitogenetik
testlerde negatif sonug verdigi bildirilmistir.

Mizolastine dair genotoksikoloji ¢aligmalar1 sadece Ames testine dayanmakta
olup negatif sonuglar rapor edilmistir (Brambilla ve Martelli, 2009).

Goriildugii gibi feksofenadine yakin olan antihistaminiklerle yapilan pek ¢ok
calisma sonucunda, calisilan antihistaminiklerde genotoksisite bakimindan negatif
bulgular elde edilmistir. Bizim ¢alismamizda da feksofenadinin KA ve MN {izerindeki
etkileri incelendiginde, istatistiksel olarak onemli farkliliklar bulunamamis ve diger

caligmalarin sonuglarina benzer sekilde negatif bir sonug elde edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

[lag¢ segiminde yas, cinsiyet ve immiin sistem farkliliklar1 gibi degiskenlerin yani
sira genetik polimorfizmler de ilag etkinligini ve toleransini etkilemektedir. Ayrica
ilaclar, baz1 gida maddeleriyle, diger kimyasal maddelerle, alkolle veya alinan baska
ilaglarla etkilesime girebilmekte ve bu olay ise istenmeyen durumlara yol
acabilmektedir. Tiim bu faktorlerin yanm sira ilacin muhtemel genotoksik ve sitotoksik
etkileri de disiiniiliirse tedavi igin belirlenecek doz-maruziyet iligkisinin saglam
temellere dayandirilmasi gerekir. Bu temellendirme gorevini de yapilacak laboratuvar
caligmalar1 gerceklestirmektedir. Yeni etken madde arastirmalari sonucunda ilaglar
piyasaya siiriiliirken eksik kalan veya ihmal edilen arastirmalar1 ve ilacin kullanilmasi
ile ortaya ¢ikan yan etkilerinin gerektirdigi ¢alismalarin yapilmasi arastiricilara biiyiik
sorumluk getirmektedir.

Calismamiz, ozellikle alerji tedavisinde siklikla recgete edilen feksofenadin etken
maddesinin kromozom anormalliklerine sebep oldugunu, fakat bu oraninin istatistiki
olarak onemsiz oldugunu gostermistir. Mikroniikleus testinde de mikrontikleus orani
negatif ve ¢oziicli kontrolden istatistiki olarak farkli bulunmamistir. Calismamiz ayrica
bu maddenin niikleer boliinme hizin1 tek bir uygulama disinda etkilemedigini de
gostermistir. Ancak feksofenadin uyguladigimiz iki muamele siiresinde ve iki dozda
mitotik indeksin istatistiksel agidan anlamli derecede diismesi, feksofenadinin in vitroda
doza bagli olarak sitotoksik olabileceginin gostergesidir.

Bu c¢alisma da dahil mevcut caligmalar dogrudan feksofenadinin klastojenik
etkisinin olmadigini sdylemek icin yetersizdir. Doza bagli olarak artan sitotoksik etkisi,
klastojenik etki igin potansiyel bir zemin hazirlamaktadir. Ciinkii kronik alerji
durumlarinda uzun siire ilagla tedavi goren hastalarda bazen ila¢ dozunun artirilmasi
gerekmektedir. Bu nedenle doz artis1 ve ilaca maruz kalinan silirenin uzamasi
beraberinde insanlarda antihistaminiklerin risk oraninin da gbézden gecirilmesi
gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir.

Yapilan bu ¢aligma, literatiirde feksofenadinin genotoksisitesine dair veri agigina
bir olgiide destek saglayacaktir ve bu ilagla ilgili caligmalar yapacak arastiricilar igin
referans olusturacaktir. Calismamiz sonucunda feksofenadin, kromozom anormalligi ve
mikroniikleus olusumunu arttirma bakimindan istatistiksel anlamda yeterli derecede

onemli bulunmamistir. Ama feksofenadinin genotoksisitesi hakkinda kesin yargiya
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varmak i¢in diger in vitro ve in vivo genotoksisite tekniklerinin de kullanildigi yeni
caligmalarin yapilmasi, bu maddenin genotoksisite ve karsinojenitesi hakkinda daha ¢ok

bilgi sahibi olmamiz1 saglayacaktir.
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