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OZET

Takrolimus (FK-506), immiinsiipressif tedavinin temel ilact olmakla birlikte
nefrotoksisite, norotoksisite ve deri kanseri ile lenfoma gibi malign tiimd6r olusumunu
iceren ciddi yan etkilere sahiptir. Bu ¢alismada, Takrolimus’un olas1 genotoksik
etkileri, insan lenfosit kromozomlarinda, kromozom aberasyonlar1 (KA), kardes
kromatid degisimleri (KKD), mikroniikleus (MN) ve hiicre biiylime kinetigi
parametreleri kullanilarak arastirildi. Lenfositler Takrolimus’un dort farkh
konsantrasyonuna (5, 25, 50,100 ng/ml) ve iki farkli uygulama siiresine (24 ve 48
saat) maruz birakildi. Takrolimus 24 ve 48 saatte tiim konsantrasyonlarda KA’larin
indiikledi. Benzer sekilde uygulama gruplarinda toplam MN frekansinda kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli artis saptandi. Ayrica, KKD 24 saatlik uygulamada
en yiiksek konsantrasyonda (100 ng/ml) ve 48 saatlik uygulamada 25 ve 100
ng/ml’lik konsantrasyonda indiiklendi. Takrolimus, 24 ve 48 saatte 5 ng/ml harig¢ tim
konsantrasyonlarda mitotik indeksi (MI) azaltti. Replikasyon indeksi (RI) 48 saatte
tiim konsantrasyonlarda, 24 saatte ise 50 ve 100 ng/ml’lik konsantrasyonlarda azald.
Sonug olarak, Takrolimus gii¢lii mutajeniteye sahip olup malignansiye yol acabilecek

genetik hasarlara neden olabilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Takrolimus, kardes kromatid degisimi, kromozom

aberasyonlari, mikroniikleus, hiicre biiyiime Kinetikleri, genotoksisite
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ABSTRACT

Tacrolimus, although fundamental drug of immunsuppressive treatment, have
serious side effects including nephrotoxicity, neurotoxicity, and malignant tumor
formation such as skin cancer and lymphoma. In this study, possible genotoxic
effects of Tacrolimus were evaluated on human lymphocyte chromosomes using
chromosome aberrations (CA), sister chromatide exchanges (SCE), micronucleus
(MN) and cell growth kinetics as parameters. The lymphocytes were exposed to four
different concentrations of the Tacrolimus (5, 25, 50,100 ng/ml) for two different
durations (24 and 48 h). Tacrolimus induced CAs at all concentrations for 24 and 48
h. Similary there was a significant increase in the frequency of total micronuclei in
exposed groups as compared to control group. In additon, it induced the SCE at
highest concantration (100 ng/ml) for 24 h and at 25 and 100 ng/ml for 48 h.
Tacrolimus decreased mitotic index (M) at all concentrations except 5 ng/ml for 24
and 48 h. It inhibited lymphocyte proliferation (RI) at all concentrations for 48 h and
only 50 and 100 ng/ml for 24 h. It was concluded that Tacrolimus has potent
mutagenity and it can cause genetic damage leading to a malignancy.

Key Words: Tacrolimus, sister chromatide exchange, chromosome aberration,

micronucleus, cell growth kinetics, genotoxicity
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1. GIRIS

Cesitli hastaliklarin  tedavisinde kullanilan bazi farmakolojik ajanlarin
mutajenik ve kanserojenik aktiviteyi arttirdigi bilinmektedir (1, 2). Bu sebeple,
kimyasallarin ~ve ilaglarin  gelistirilme asamalarinda toksikolojik  olarak
tanimlanabilmeleri amaciyla genotoksisite testleri rutin olarak kullanilmaya
baslanmistir (3). Pek ¢ok iilke, ilaglarin genotoksisitesinin belirlenmesi igin 6zel
yonergeler c¢ikarmistir. Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA), Ilag ve Biyolojik
Uriinler Degerlendirme ve Arastirma Merkezlerine (CDER VE CBER) tiim yeni
ilaglar icin genotoksisite testi yapilmasini Onermektedir. Ayrica, Uluslararasi
Harmonizasyon Konferanst (ICH), ilaclarin gelistirilme asamasinda standart

genotoksisite test dizilerini ve nasil yapilacagini i¢eren bir klavuz yaymlamistir (1).

Genotoksisite testleri, etki mekanizmalarina gore in vivo veya in vitro olarak
calisilabilmektedir (4, 5). Genotoksisite testleri molekiiler ve kromozom diizeyinde
olabilmektedir. Molekiiler diizeyde yapilan genotoksisite aragtirmalarinda; DNA
hasarinin direkt belirlenmesi amaciyla yapilan Komet testi, tamir edilebilir DNA
hasarinin belirlenmesi amaciyla Programlanmamig DNA Sentezi (UDS), Ames testi
ve Drosophila testleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Kromozom diizeyinde
genotoksisite arastirmalarinda ise sitogenetik testler olan kardes kromatid degisimi
(KKD), kromozom aberasyonlart (KA) ve mikroniikleus (MN) analiz yontemleri
yaygin olarak kullanilmaktadir. KKD, DNA ¢ift zincir kiriklariin homolog
rekombinasyon yoluyla onarilmasini gosteren, kardes kromatidlerin homolog
lokuslar1 arasinda DNA replikasyon iriinlerinin degisimidir (6). Kromozom
aberasyonlari, DNA diizeyindeki bir zarar sonucunda ortaya ¢ikar ve DNA’daki ¢ift
zincir kiriklarinin onarllamamasi ya da yanlis onarilmasindan kaynaklanabilir (7).
MN olusum sikligi, genetik materyalde olusan hasarin bir gostergesi olarak
degerlendirilmektedir. MN’ler, hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan, sentrik veya asentrik kromozom fragmentlerinden kdken

alan olusumlardir (8, 9).

Organ ve doku nakillerini takiben, doku veya organ reddini &nlemek
amactyla uygulanan immiinsiipresif tedavi ile bircok hastanin hayati

kurtarilabilirken, yan etki ve komplikasyonlar nedeniyle maalesef bircok hasta



kaybedilebilmektedir. Immiinsiipresif ajanlardaki gelismeler daha etkili, daha giivenli
ve hedefe yonelik bir tedavi protokolii hazirlanabilmesine olanak saglamakta; bu da
transplantasyondaki basarimin artisina katkida bulunmaktadir (10). Transplant
hastalarinin yarar1 ve giivenligi icin kapsamli klinik denemelerle, son elli yilda
birgok immiinsiipresif ilag gelistirilmistir (11). Rutinde kullanilan ve kalsinérin
inhibitorleri grubunda yer alan, en etkili immiinsiipresif ilaglardan biri de Takrolimus
(FK-506)’dur (12). Takrolimus sitokin sentezini bloke ederek, T hiicre
proliferasyonunu inhibe etmektedir. Takrolimus, organ transplantasyonlarindan sonra
doku reddini 6nlemek igin, Son yillarda ise atopik dermatit ve psoriazis gibi

inflamatuar deri hastaliklarinin tedavisinde topikal olarak kullanilmaktadir (13).

Biz de bu ¢alismada Takrolimus ilacinin insan periferal lenfositlerine olasi
genotoksik etkilerini, in vitro sartlarda, kardes kromatid degisimi, mikroniikleus,
kromozom aberasyonlari, mitotik indeks, niikleer boliinme indeksi ve replikasyon

indeksi gibi sitogenetik parametreleri kullanarak aragtirmayi amagladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Immiinsiipresif Ilaclar

Organ nakli ile 0mriin uzatilmasi ve hastalarin yagsam kalitesinin arttirilmasi
uzun zaman tip hekimlerinin bir riiyasi olmustur (14). Son yillarda yeni cerrahi
teknikler, yeni immiinsiipresif ilaglar ve immiinsupresif protokoliin modifikasyonu
gibi klinik immiinolojideki ilerlemeler sayesinde organ transplantasyonunda geligmis

sonuglar almak miimkiin hale gelmistir (15).

Immiinsiipresif ilaglar, immiin sistemin aktivitesini 6nlemek ya da inhibe
etmekte kullanilmaktadir. Organ ya da doku transplantasyonu reddini 6nlemede,
otoimmiin kaynakli bazi hastaliklarin tedavisinde (romatoid artrit, multiple skleroz,
myastenia gravis, sistemik lupus eritematosuz ve crohn hastaligil) ve otoimmiin
olmayan diger bazi inflamat6r hastaliklarin (6rnegin; uzun donemli alerjik astim)

tedavisinde bu ilaglardan faydalanilmaktadir (16).
2.1.1. Immiinsiipresif flaclarin Tarihgesi

Immiinsupresyon 1950’lerde John Loutit tarafindan total viicut radyasyonu
ile farelerde denenmis, 1958’de de Murray ve Hamburger tarafindan insanlara
uygulanmistir (17). 1949 yilinda romatoid artrit tedavisinde kullanilan kortizon
dikkati ¢ekmistir. Bu tarihten itibaren, otoimmiin hastaliklarin tedavisinde ve
allogreft rejeksiyonu onlemede Kkortikosteroidler kullanilmaktadir. 1959°da kemik
iligi transplantasyonunda kullanilmak ve antikorlarin olusumunu baskilamak iizere
Siklofosfamid kullanima sunulmustur. Ayn1 yil i¢erisinde tavsanlarda immiin cevabi
baskilamakta 6-Merkaptopurin (6-MP)’in kullanildigi rapor edilmistir (14). 6-
Merkaptopiirin ~ (purinethol)’in  gelistirilmesini  1960’larin  basinda, bdbrek
transplantasyonu sonrasinda rejeksiyonu baskilamakta kullanilan ve organ greft
rejeksiyonunu erteleyen Azatiyoprin (AZA)’in kesfi izlemis ve farmakolojik
immiinsiipresan bakimi standart hale gelmistir. 1962 ve 1964 yillar1 arasinda Denver
de Colorado’da transplantasyonun ilk baslangi¢ basarili serisinden sonra Steroidler
ve Azatiyoprin’in kombinasyonu yaygin olarak kullanilmaya baslanmis ve gelecek

20 yilda temel immiinsiipresif bakimin pargasi haline gelmistir. Immiin sistem
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bilgisini gelistirmek, spesifik immiin diizenleyici bdlgeleri hedefleyen tedaviyi
miimkiin kilmistir. ilk Poliklonal Antilenfosit Globulin 1967°de kullanilmistir ve
diger monoklonal ve poliklonal antikorlarin gelistirilmesi saglanmistir. 1969 yilinda
kobaylarda hipersensitiviteyi geciktirmenin gelistirilmesi ve antikor olusumunu
inhibe etmek icin Metotreksat bulunmustur. 1980’de bir kalsindrin inhibitorii olan
Siklosporin’in kullanima sunulmasiyla birlikte doku sagkaliminda heyecan verici bir
gelisme yasanmustir. Siklosporin allogreft transplantasyonunda rejeksiyonu 6nlemek
icin Steroid/AZA kombinasyonuna eklenmistir. Mikofenolat Mofetil (MMF) (bir
inozin 5'-monofosfat dehidrojenaz (IMPDH) inhibitorii)’in gelistirilmesine 1982°de
baglanmistir ve 1994’de Mikofenolat’in kullanima sunulmasiyla immiinsiipresyonda
onemli bir ilerleme gergeklesmistir. 1987°de lenfosit proliferasyonu ve interlokin
(IL)-2 iiretimini inhibe etmekte kullanilmak {izere Takrolimus (FK506) sunulmustur.
Takrolimus’un (kalsindrin inhibitdrii) kullanilmasini, kalsindrin inhibitorlerinin
Ustlinliiklerinin ~ tartisilmasi  izlemistir. Birgok merkezde Siklosporin yerine
Takrolimus kullanimi tercih edilmektedir. Son donemlerde ise bir makrolid
antibiyotik olan Sirolimus (Rapamune) gelistirilmis ve piyasaya siiriilmistiir. Ancak

kesin rolii hala tanimlanamamustir (18).
2.1.2. immiinsiipresif ilaclarin Simiflandiriimasi

Glinlimiizde immiinstipresif tedavide kullanilan en onemli immiinsiipresif

ajanlar dort grupta incelenmektedir (Cizelge 2.1) (14).



Cizelge 2.1. Immiinsiipresif ilaglarin smiflandiriimasi (12).

Immiinsiipresif Ajanlar Tlaclar

Glikokortikoidler Prednizon, Prednizolon, Hidrokortizon
Kalsindrin inhibitorleri Takrolimus ve Siklosporin
Antiproliferatif ve Sirolimus, Azatiyoprin,

Antimetabolik

Ajanlar Mikofenolat Mofetil

Antikorlar Poliklonal ve Monoklonal Antikorlar

2.1.3. Immiinsiipresif flaclarm Yan Etkileri

Tiim ilaglar gibi immiinsiipresifler de yan etkilere sebep olan bir potansiyele
sahiptirler. Yan etkiler immiinsiipresif ila¢ kullanimina bagli olarak kiiciik farkliliklar
gostermekle birlikte tiim immiinsiipresiflerin degisik genel toksisiteleri vardir (19).
Immiinsiipresif tedavi ile yasam boyu ilag kullanilmasi ve bu nedenle de bagisiklik
sisteminin tamaminin segicilik gostermeden baskilanmasi, hastalar1 gelisebilecek
enfeksiyonlar ve kanser bakimindan riske sokabilmektedir (12). Immiinsiipresif
tedavi alan hastalarda goriilen yaygin enfeksiyonlar herpeszoster, pndmoni ve idrar

yolu ya da kan enfeksiyonlarini kapsamaktadir (19).

Transplant hastalarinda kanserin ortaya ¢ikmasi 6liim nedenleri arasinda ilk
sirayr almaktadir. Bu hastalardaki baslica kanser tiplerini deri ve dudak kanseri,
lenfomalar ve kaposi sarkomu olusturmaktadir (20). Cincinnati Transplant Tumor
Registry (CTTR) Merkezi posttransplant hastalarindan, 9032 renal allogreft
alicisinda 9688 kanser tipinin gelistigi bildirilmistir (21). Buna goére, genel
populasyonda en sik goriilen kanserler (akciger, meme, prostat, kolon ve invaziv

uterus serviks karsinomu) artma ya da azalma gostermemektedir (22).



2.2. Takrolimus

Takrolimus 1985 yilinda Streptomyces tsukubaensis fungusundan orjinal
olarak izole edilmis etkili bir makrolid lakton immiinsiipresandir ve ilk olarak solid
organ transplantasyonunda alicilarda rejeksiyonu onlemek igin klinik denemelerle
kullanilmistir. Glinimiizde ise bobrek, karaciger ve kalp transplantasyonunda yaygin
olarak kullanilmakla birlikte, son yillarda tilseratif kolit, atopik dermatit ve egzama

tedavisinde topikal olarak kullanilmaktadir (23, 24).

Takrolimus’un immiinsiipresif etkisini nasil gosterdigi kesin olarak
bilinmemekle birlikte, kalsinorin inhibisyonu yaparak, antijen spesifik T hiicre
aktivasyonunu ve basta IL-2 olmak tizere IL-4, IL-5 gibi inflamatuar sitokinlerin
salinimini inhibe ettigi disiiniilmektedir. Kalsindrin, hedef proteinlerden fosfat
gruplarini ayiran, kalsiyum aktivasyonu yapan bir enzimdir. Sitokin inhibisyonu,
immiinslipresyonda 6nemli bir hedeftir. Takrolimus sitokinlerin transkripsiyonunu
engelleyerek immiinsiipresyonu gergeklestirir (25). Takrolimus hiicre zarindan igeri
girdikten sonra hiicre i¢i reseptorii olan FK-baglayici proteinlere (FKBP12) baglanir
(26, 27). FKBP12, T lenfositlerde yaygin olarak bulunan sitozolik bir proteindir. Bu
kompleks kalsiyum ve kalmodiiline bagimli fosfataz olan kalsinérinin transkripsiyon
faktori ile etkilesimine fiziksel olarak engel olur ve defosforilizasyonu 6nler (25).
Bunun sonucunda in vivo olarak NF-AT (Aktive edilmis T hiicrelerinin niikleer
faktorii) ye bagimli gen transkripsiyonu ve bagisiklik baskilanir (Sekil 2.1). IL-2
transkripsiyonunu inhibe etmesine ek olarak Takrolimus diger kalsiyum bagimli
olaylart da inhibe etmektedir (nitrik oksit sentetaz aktivasyonu, hiicre
degraniilasyonu ve apopitozis). Takrolimus ayrica mast hiicrelerinde hem
degraniilasyonu hem de IL-3 ve IL-5 gibi sitokinlerin transkripsiyonel aktivasyonunu
bloke etmektedir. Sonug olarak IL-3, IL-4, IL-5, interferon (IF)-y, timor nekroz
faktor (TNF)-a ve graniilosit makrofaj koloni stimiile edici faktorler (GM-CSF) gibi

diger sitokinlerin tiretimi de azalmis olur (26, 27, 28).

Klinik olarak iki mevcut kalsindrin inhibitorii, Takrolimus ve Siklosporin’dir
(29). Kimyasal yap1 olarak benzerlik gostermemekle birlikte, hiicre iginde

baglandiklar1 sitozolik reseptorler de farklidir. Siklosporin sitoplazmik reseptorii



siklofilin ile, Takrolimus da FK-baglayic1 protein (FKBP12) ile birleserek kalsindrini
inhibe eder (30). Yapilan in vivo ve in vitro arastirmalarda Takrolimus’un
immiinsiipresif giicliniin Siklosporin’e gore 10-100 kat daha fazla oldugu

gosterilmistir (29).
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Sekil 2.1. Takrolimus’un etki mekanizmasi (31).
2.2.1. Takrolimus’un Yan Etkileri

Takrolimus’un ¢ok yliksek dozda kullanimi nefrotoksisite ve norotoksisite
(tremor, bas agrisi, motor bozukluk, nobet)’ye neden olmaktadir. Takrolimus’un
kullanim1 sirasinda  gastrointestinal ~sikayetler, hipertansiyon, hiperglisemi,
hiperkalemi ve diabet ortaya ¢ikabilir (12). Takrolimus ayrica lenfoma ve deri
tiimdrlerini iceren malignansi oranlarini artirmaktadir. immiinyetmezlikli fareler ve
sican Orneklerinde yapilan c¢alismalarla Takrolimus’un metastaz, anjiyogenezis ve
DNA tamir inhibisyonuna katkida bulundugu ve doza bagiml tiimér baslatici etkisi

oldugu saptanmustir (32, 33). Ayrica FDA (Amerikan Gida ve Ilag Dairesi), topikal



olarak kullanilan kalsinorin inhibitorlerinden Takrolimus ile Pimekrolimus’un

kansere yakalanma riski olusturabilecegine dair uyarida bulunmustur (34).

2.3. Kardes Kromatid Degisimi (KKD)

Genotoksik ajanlarin in vivo ve in vitro kosullar altinda DNA’da olusturdugu
hasar1 kromozom diizeyinde saptamayi saglayan dogrudan metodlardan birisi kardes
kromatid degisimi (KKD) analizidir (35). Kardes kromatidler, boliinmekte olan
hiicrelerde, interfaz sathasinda, DNA replikasyonu sonucu iki katina ¢ikan genetik
materyalin sentromer bdlgeleri ile birbirlerine tutunarak olusturduklari, genetik
olarak identik olan kromatidlerdir (36). KKD’nin molekiiler mekanizmasi tam olarak
anlasilamamustir fakat DNA’daki her kromatidde ayni bolgede kiriklarin meydana
gelebildigi, DNA zincirinde degisimin olustugu ve bu kiriklarin hemen onarimi
seklinde olaym devam ettigi bilinmektedir. Bu olaylar hiicre siklusunun S fazinda
meydana gelmektedir. KKD ¢ogalmakta olan hiicrelerde spontan olarak meydana

gelir. Cesitli fiziksel ve kimyasal etkenler ise KKD sikligini arttirmaktadir (37).

KKD, mutasyon orani, doku tipi, ajanlarin doz orani ve diger bir¢ok faktorle
farklilik gosteren, pek ¢ok mutajen ve karsinojenlerin genotoksik etkisinin
belirlenmesinde basit, duyarli ve kisa zamanda sonug¢ veren bir yontem olarak farkl

alanlarda kullanilmaktadir (35, 38, 39).

Her DNA hasart KKD’ye neden olmamaktadir. KKD’yi arttiran etkenler
cogunlukla DNA ile kovalent baglantilar yapan veya DNA tamir mekanizmalarim
etkileyen maddelerdir. KKD, genotoksik oldugu bilinen veya tahmin edilen kimyasal
ajanlarin  ¢alisilmasinda  etkili bir yOntemdir. Bu ydntem hem laboratuar
hayvanlarinda hem de insan populasyonlarinda c¢alisilabilir (40). Kromozom
instabilitesi sendromlarindan bloom sendromu ve xeroderma pigmentosum basta
olmak tizere birtakim hastaliklarda sikligi artan KKD, ayirict tam1  olarak
degerlendirilmektedir (38). Birgok arastirici tarafindan bazi kanser hastalarinin
lenfositlerindeki spontan KKD oraninin saglikli insanlara gore daha yiiksek oldugu

rapor edilmistir (39).



2.3.1. Kardes Kromatid Degisimi Analiz Yontemleri

Cesitli genotoksik ajanlarin DNA’da meydana getirdigi degisiklikler sonucu
gozlenen KKD’lerin nasil olustugu heniiz kesinlik kazanmamistir. Ancak birgok

arastirmaci tarafindan olayin mekanizmasini agiklayan modeller 6ne siiriilmiistiir (37,

41).

Kardes kromatid degisimi alaninda ilk c¢alisan arastirmaci Taylor ve
arkadaglar1 olmustur (41). Taylor ve arkadaslari, 1957 yilinda, bitki mitotik
kromozomlarinda yaptigi otoradyografik c¢alismalarda KKD’yi gozlemlemeyi
basarmustir. Bitki hiicrelerine ait kromozomlarin radyoaktif timidin (3H-deoksi-
Timidin) varliginda birinci mitozda replikasyonuna izin verilmis, ikinci replikasyon
ise izotopsuz ortamda gerceklestirilmistir (Sekil 2.2). DNA’nin semikonservatif
replikasyonuna bagli olarak otoradyografik yontemle her kromozomun bir kromatidi
isaretlenerek, kromozomlarin uzunluklari boyunca radyoaktif isaretlerin yer
degistirdikleri gozlenmis ve bu degisimler Taylor ve arkadaslar tarafindan ‘kardes

kromatid degisimi’ olarak adlandirtlmistir (41).

[saretli timidin ile 1. Metafaz [sareth timidinsiz 2~ Metafaz
duplikasyon duplikasyon

Sekil 2.2. Taylor ve arkadaslarina goére radyoaktif timidin varliginda DNA
replikasyonu (41).

Otoradyografi yontemi kullanimiyla, g¢esitli kimyasal ve fiziksel ajanlarin
KKD goriilme sikligini arttirabildigi gézlenmistir. Fakat bu yontem, duyarliligin az

olmasi ve zaman alan bir iglem olmasi nedeniyle KKD olusumunu etkileyen ajanlari
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belirlemede diger arastiricilar tarafindan yaygin olarak kullanilan bir ydntem
olmamistir. Taylor ve arkadaglarindan sonra 1972 yilinda Zakharov ve Egolina, Cin
Hamster hiicre kiiltiirlerine, timidin analogu olan 5-Bromo-2 deoxyuridine (BrdU)
ilave etmisler ve elde ettikleri preparatlar1 giemsa ile boyayarak kardes kromatidlerin
farkli boyandigini gostermislerdir (Sekil 2.3). BrdU’nun yeni sentez edilen DNA’ya
girmesi, uygulanisim1 takip eden ilk S fazi1 sirasinda olmaktadir. Replikasyon
sirasinda  timidin yerine BrdU’yu alan zincir parlak boyanirken, diger kardes

kromatid daha koyu boyanmaktadir (42).

0 0
] \ "
CH
ji/j 3 HN /jBr
O N o/’kN
HO—CH,
O
OH
Deoxytimidin (dT) Bromodeoxyuridin (BrdU)

Sekil 2.3. Deoxytimidin ve Bromodeoxyuridin’in halkasal yapilar1 (43).

KKD alaninda ¢alisan diger bir arastirict olan Latt 1973 yilinda, kiiltiir
ortamima BrdU eklemis ve florosan boya bisbenzamid (Hoechst 33258) ile
kromatidlerin farkli boyandigini gostererek, bisbenzamid boyasinin floresansi
azalttigin1 rapor etmistir. Hoechst 33258 boyasi normalde deoksi adenin-deoksi timin
baz ¢iftine (dA-dT) baglandiginda siddetli floresan verirken, dA-BrdU ile
baglandiginda boyanin floresani soner. Boylece iki tane BrdU zincir igeren kromatid

acik renk, biri timin ve digeri BrdU igeren kromatid koyu renk olarak gozlenir (42).

1974’te Perry ve Wolff, DNA’nin yapisina giren BrdU’nun, Giemsa
boyasiin kromatinlere olan etkisini azalttigini 6ne siirmiistiir. Bu bulgular 1s18inda
giiniimiizde de tercih edilen Floresans Plus Giemsa (FPG) yontemi gelistirilmistir

(42).
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Kromozomlarda KKD dagilimi genellikle rastgele olmaktadir. Bunun nedeni
bilinmemektedir. insan kromozomundaki KKD bélgeleri, G bandi alan ve almayan
bolge smirinda veya G bandi almayan bélgelerde yer almaktadir. KKD dagilimi
kromozom gruplarinda farkliik gostermektedir. A, B, C ve D grubu
kromozomlarindaki KKD dagilimi E, F, G grubu kromozomlarindan daha fazladir.
En az KKD, G grubu kromozomlarinda goézlenmektedir. KKD’nin kromozom

uzunlugu ile arttig1 da belirtilmektedir (44).
2.3.2. Kardes Kromatid Degisimi Yontemini Etkileyen Faktorler
Esas olarak iki kategoriye ayrilir (45).

1. Kiiltiir Kosullan fle Tlgili Faktérler: In vitro kosullarda lenfositlerin bityiimesi
ve cogalmasi ile birlikte olan kiiltiir faktorleridir ve bu faktorlerin kontrol altina

alinmas1 miimkiin olmaktadir (46).

a. Besiyeri: Farkli besiyerlerinde iiretilen insan lenfositlerinde farkli KKD sikligi

gozlenmistir (46).

b. Mitoz Uyaricr: In vitro kosullarda mitotik ajanlar kullanilarak mitoz artirilabilir.
Giiniimiizde kullanilan mitotik ajanlar; TPP (tiberkiilin pirifiye protein),
konkanavalin A, PWM (Pokeweed mitojen) ve PHA (Fitohemaglutinin) olup en ¢ok
kullanilan PHA dir (45).

c. Serum: Besiyerine eklenen serumun konsantrasyonu KKD olusumunu etkiler (46).

d. BrdU Konsantrasyonu: Memeli kromozomlarina BrdU’nun girmesi kromozom
kiriklarina ve yeniden diizenlenmelerine yol agar. BrdU’nun kendisi de bir KKD
indiikleyicisidir. BrdU, toksik smirlar disinda yiiksek dozda hiicre Kkiiltiirline
eklenirse, mitotik indekste azalmalara ve KKD frekansinda umulandan daha fazla
artislara neden olmaktadir. Bu nedenle kullanilacak BrdU dozunun minimum olmasi
onerilmistir. BrdU konsantrasyonu %10 arttirildiginda KKD frekansinin %50 kadar

arttig1 gosterilmistir (47).
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e. Kiiltiir Ortaminin Sicakhg: En ideal 151 37 °C olup 36-38 °C araligina tahammiil
edilir. 39 °C’nin iizerindeki 1silarda kiiltiirdeki hiicreler oliir. Sicakhigin gegici
diismesi hiicreleri 6ldiirmez ise de kiiltiirleri duraklatarak harvest zamaninda yeterli

mitotik indeks eldesini 6nler ve preperatlarin kalitesini diistiriir (46, 48).

f. Karanhik Ortam: Hiicrelerin kiiltiire edildigi siirece florasan 1g1ga maruz kalmalari
BrdU igeren DNA’nin fotolizine neden olarak hareketli alkali gruplarin olusumuna
neden olur. Bu olusum guanin ile reaksiyona girerek DNA’nin depurine olmasina ve
dolayistyla tek sarmalda kirilmalara neden olarak KKD olusumunu indiikler. Bu
nedenle de KKD analizi i¢in kullanilacak kiltiirlerin 1siktan  korunmasi

gerekmektedir (45).

g. Kolgisin Konsantrasyonu: Kolgisin mitotik mekik inhibitoriidiir ve
kromozomlarin metafaz evresinde kalmalarin1 saglar. Kolsisinde birakma siiresi ile
metafaz indeksinin sayisi birbiri ile orantilidir. Fakat uzun siire birakmalarda

kromozom boylarinda kisalma gozlenir. Bu nedenle siire iyi ayarlanmalidir (49).

h. Hipotonik Cozelti: Hipotonik c¢ozeltilerde tuz yogunlugu sitoplazmik tuz
yogunlugundan daha diisiik oldugundan ¢6zelti i¢indeki su hiicre zarini asip hiicreye
girer, hiicreyi sisirir ve eritrositlerin ¢ogunu patlatir. Hipotonik uygulanmasi kritik
bir zamanlama gerektirir. Kromozomlarda en az hasar yaptigindan en ¢ok kullanilan
hipotonik ¢dzelti KCI’dir (49).

I. Fiksasyon: Kromozom preperatlarinda fiksasyon amaci ile taze hazirlanmis 3:1
oraninda alkol ve glasial asetik asit kullanilir. Oranin deg§ismesi kromozom
morfolojisini olumsuz yonde etkiler. Asetik asitin bu orandan fazla olmasi erken
hiicre zar1 yirtilmasina neden olur. Bu da kromozom kayiplarina yol acar. Tam kan
kiiltiirlerini ilk fiksasyon sirasinda siirekli karistirmak gerekir. Ilk fiksasyonla
ortamda geriye kalan eritrositler hemoliz olur. Kirmizi renkli hemoglobin koyu
kahve renkli hematine doner. Yeterli karistirma yapilmamigsa, koyukahve renkli

¢okeltiler gozlenirken mitotik indeks diiser ve kalitesiz preperatlar elde edilir (49).

2. Biyolojik Faktorler: Bireylerin genotipleriyle birlikte, genel saglik durumlar
veya yasam tarzi ile ilgilidir (46).
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a. Sigara Kullanimi: KKD sikligint biiyiik oranda etkiler. Sigara i¢cenlerde KKD
sikliginin arttigi kanitlanmstir (50).

b. Cinsiyet: Cinsiyete gore KKD frekansinin degistigi konusunda genelde
aragtiricilar ayni  goriiste olup disilerde daha yiiksek oldugunu goézlemislerdir.
Ozellikle 10-14 yaslarinda disilerde gozlenen KKD frekansindaki fazlahigin o
donemde salgilanan hormonlardan kaynaklanabilecegini bildirilmistir. Ayrica
kadinlarda KKD’nin mensturasyon sonunda maksimuma ulastifi, ovulasyon

sliresince en aza indigi gézlenmistir (45).

c. Yas: KKD sikligiin yagsla iliskisini arastiran ¢aligmalardan elde edilen bulgular
birbirleriyle uyumlu bulunmamaistir. KKD sikligina yasin bir etkisi olmadig1 seklinde
calismalar yaninda, ¢cocuklarda KKD sikliginin yetiskinlere gore daha az oldugunu
gosteren ¢aligmalar da yapilmistir (44, 45).

d. Genetik Faktorler: Insanlar arasindaki farkliliklarin genetik faktorlere bagli olup
olmadigimi belirlemek i¢in birgok aragtirmact monozigotik ve dizigotik ikizlerde
lenfosit kiiltiirlerinde KKD diizeylerini aragtirmiglardir. Pedersen ve arkadaslari
yaptiklar1 bir ¢alismada genetik faktorlerin KKD sikligr ve kromozomlara dagilimi

tizerine 6nemli rol oynamadigini gostermislerdir (51).
e. Ila¢ Kullanimu: Pek ¢ok ilag KKD sikhigin tetiklemektedir (46).

2.4. Replikasyon Indeksi (RI)

Replikasyon indeksi veya proliferasyon indeksi, metafaz hiicreleri tarafindan
tamamlanan replikasyon sayisidir. RI hesaplamalart KKD preparatlart kullanilarak
yapilir. Bu incelemeler sirasinda gozlenen birinci, ikinci ve tlglincii metafaz

devresindeki hiicrelerin sayis1 saptanir (52, 53).

Birinci, ikinci ve liglincli metafaz plaklart su sekilde ayirt edilir: BrdU,
deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin anologu olan bilesiklerdir.
BrdU, dT ve dU arasindaki tek fark tasidiklar1 heterosiklik benzen halkasindaki
besinci C atomuna baglanan gruplarin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Besinci

C atomuna baglanan grup dT°de CH3, BrdU’de Br ve dU’de H atomudur.
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BrdU, DNA’nin yapisinda bulunan timin bazlarmin anologu oldugundan
kiiltiir ortamina BrdU eklendiginde hiicreler DNA’larin1 replike ettikleri esnada
(birinci S fazinda) yeni sentezlenen poliniikleotid ipligi i¢ine timinin yerine ortamda
bulunan BrdU gegecektir. Boyle hiicrelerin  kromozomlari boyandiginda bir
kromozomun her iki kromatidi de (dT/BrdU:dT/BrdU) homojen koyu renkte
boyanacaktir. Bu hiicreler birinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil 2.4A).
Birinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerden meydana gelen yavru hiicreler tekrar S
fazina girdiginde (BrdU’lu ortamda ikinci S fazi) timin igeren poliniikleotid ipligine
komplementer olarak sentezlenen yeni DNA ipliginde BrdU yer alacaktir. Bu iki
poliniikleotid ipligi bir kromozomun koyu boyanan kromatidini (dT/BrdU)
olusturacaktir. BrdU igeren iplige komplementer olarak sentezlenen yeni iplige de
BrdU girecektir ve bir kromatidi olusturan iki poliniikleotid ipligi de BrdU
icereceginden (BrdU/BrdU) bu kromatid, ayni kromozomun agik boyanan
kromatidini olusturacaktir. Iste bu hiicrenin metafaz devresinde kromozomlar
boyandiginda tiim kromozomlarin kromatidlerinden birisi koyu digeri agik renkte
boyanacaktir (dT/BrdU:BrdU/BrdU). Bunlarda ikinci mitoz boéliinmeyi geciren
hiicrelerdir (Sekil 2.4B). Bu hiicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdU’lu ortamda
tclincii S fazi) ikinci mitozda acik boyanan kromatidden tiim poliniikleotid
ipliklerine BrdU girmis olan bir kromozom meydana gelecektir ve bu kromozomun
her iki kromatidi de acik boyanacaktir (BrdU/BrdU: BrdU/BrdU). ikinci mitozda
koyu boyanan kromatidden ise, bir kromatidin her iki ipligi BrdU’lu ve diger
kromatidinin bir ipligi BrdU’lu diger ipligi timinli olan bir kromozom olusacaktir.
Bu kromozomda boyandiginda bir kromatidi koyu renkte, diger kromatidi acik renkte
olacaktir (dT/BrdU:BrdU/BrdU). Iste bdyle hiicrenin metafaz devresinde preparat
yapildiginda baz1 kromozomlarin her iki kromatidi agik renkte, bazi kromozomlarin
bir kromatidi acik diger kromatidi koyu renkte boyanacaktir. Bu hiicreler de ticilincii

mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerdir (Sekil 2.4C) (43, 54).
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Sekil 2.4. BrdU’nun DNA yapisina girmesi ile 1., 2. ve 3. mitoz boliinmeyi geciren

hiicrelerin ayirt edilmesinin sematik olarak agiklanmasi (43).
2.5. Kromozom Aberasyonlar (KA)

Kromozom aberasyonlari, hiicre boliinmesi sirasinda kendiliginden veya
indiiklenerek meydana gelen hatalar sonucu ortaya g¢ikabilmektedir. Mutajen ve
karsinojenlerin kromozom aberasyonlarini indiikledigi belirlenmis ve aberasyon
frekansinin kanser riski tasiyan gruplarin tanimlanmasinda da o6nemli oldugu
goriilmiistiir (55). Yontemde hiicre boliinmesinin metafaz sathasinda kalmig
kromozomlar sayisal ve yapisal aberasyon yoniinden degerlendirilmektedir.
Gozlemler sirasinda asagida belirtilen kromozomal aberasyonlara rastlanmaktadir

(43).
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1) Kromozom Kirigi: Bir kromozomun her iki kromatidinde ayni noktada kirilma

olur. Bu durumda hiicrelerin her ikisi de defisiyensli kromozom bulundurur (56).

2) Kromatid Kirigi: Bir kromozomun iki kromatidinden yalnizca birinde kirilmanin

meydana gelmesi sonucu olusmaktadir (43).

3) Fragment: Kopmus olan kromozom pargalaridir. Metafaz plaginda kopmus

oldugu kromozomdan ayr1 yerlerde bulunurlar (43).

4) Disentrik Kromozom: Iki kromozomda, u¢ kismindan kromozom kirig1 tipinde
bir kirilma ile sentrik fragmentlerin kopuk olan uclarinin birbirleriyle birlesmesi

sonucu meydana gelir (43).

5) izokromozom: Primer bogumda olusan kromozomal bir kopma sonucu, kardes
kromatidlerin birlesmesidir. Boéylece her iki kolu da birbirinin aynist olan

kromozomlar meydana gelir (57).

6) Kromatid Degisimi: Triradyal (ii¢lii), quadriradyal (dortlii) sekillerde biiyiik ve
kiiclik submetasentrik kromozom kollarinin yan yana gelmesiyle ve kromatidlerin

birbiriyle degismesiyle olusur (43).

7) Kardes Kromatidlerin Birlesmesi: Kromozom kiriklarinin olustugu durumlarda
iki hasarli kardes kromatidlerin kirik olan uglarinin birlesmesidir. Mitozun

anafazinda bu kromatidler zit kutuplara g¢ekilirken kromozom kopriisii olustururlar

(43).

8) Translokasyon: Kromozomal bir kopma sonucu, kopuk olan bir uca homolog
olmayan kromozomlardan baska bir kopuk parganin yapismasidir. Translokasyona

neden olan kromozom pargcas1 yer degisimleri, tek tarafli veya karsilikli (resiprokal)
olabilir (57).

9) Inversiyon: Bir kromozomun icinden kopan parcanin 180° ters donerek tekrar
ayni yere yapismasidir. Inversiyon sonucunda kromozomdaki genlerin dizilis

sirasinda degisme meydana gelir (58).
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10) Halka kromozomu: Bir kromozomun iki ucunda da meydana gelen
kromozomal kopma sonucu olusan kirik uclarin birlesmesi ile halka ya da yiiziik

kromozomlar olusur. (58).

11) Endoreduplikasyon: Bazi durumlarda bélinmeyen hiicrelerin DNA’s1 tekrar
replike olur ve bunun sonucunda 6nceki kromozomun her bir kromatidinden iki
kromatidli birer kromozom meydana gelir. Fakat bu kromozomlar birbirinden
ayrilmayip bir arada kalirlar. Metafaz plaginda ise iki kromozom ve dort kromatitden

olusmus olarak goriilen bu yapilara endoreduplikasyon adi verilir (59).
12) Poliploidi: Bir hiicrenin ikiden fazla kromozom takimi bulundurmasidir (59).

Kromozom aberasyonlar1 bantlama, floresans, otoradyografi ve FISH gibi

yontemlerle kolaylikla saptanabilmektedir (59).

2.6. Mitotik indeks (MI)

Incelenen toplam hiicre icerisinde mitoz bdliinmeyi gegiren, yani metafazdaki
hiicrelerin toplam hiicreye ylizde cinsinden oranina mitotik indeks denir. MI, hiicre
kiltiiriine ilave edilen test maddesinin, hiicre bolinmesi tizerindeki etkisini

belirlemede kullanilir (43).
2.7. Mikroniikleus (MN)

Genotoksisite ve kanserojenitenin belirlenmesinde kullanilan sitogenetik
metodlardan biri de mikroniikleus (MN) testidir (9). MN yontemi ilk kez 1976
yilinda, X 1smlarmin neden oldugu genotoksisiteyi arastirmak igin Countryman ve
Heddle tarafindan One siiriilmistiir (60). Daha sonra sitokinez-bloklama MN
metodunun, Fenech ve Morley tarafindan gelistirilmesiyle, niikleus boliinmesini
tamamlamig hiicrelerdeki MN’lar incelenmeye baslanmistir (61). MN, hiicre
sitoplazmasi iginde ana niikleusdan ayr1, onunla ayni sekil, yap1 ve boyanma 6zelligi
gosteren kiiciik kiiresel bir yapidir. Bu yapilar anafaz evresinde geri kalan
kromozomlar, asentrik kromozom fragmentleri veya yavru niikleusa girmeyen
kromozomlarin yogunlasmasiyla olusmaktadir. Bu nedenle MN, kromozomal

fragment veya tiim bir kromozom igerebilmektedir (62, 63). Geleneksel MN
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tekniginde, MN igeren hiicreler diger hiicrelerden ayrilamamakta ve genetik hasar
hakkinda kesin olmayan bilgiler vermektedir. Bu sorunu asmak igin “Sitokinez-
Blok” MN (Cytokinesis-Block Micronucleus Technique; CBMN) teknigi
gelistirilmistir (64). Bu metot, kiif mantarlarinin metabolitlerinden biri olan
Cytochalasin-B (Cyt-B) ile bir niikleer boliinmeyi tamamlayan hiicrelerde sitokinezi
durdurma esasina dayanmaktadir. Cyt-B, sitokinez esnasinda kardes niikleuslar
arasindaki sitoplazmayi daraltan mikrofilament halkanin olusmasi icin gerekli olan
aktin polimerizasyonun bir inhibitoriidiir. Standart lenfosit kiiltiirlerine uygun
konsantrasyonda Cyt-B ilavesiyle, c¢ekirdek bdliinmesini tamamlamis, ancak
sitoplazmik boliinmesini gergeklestirememis ¢ift ¢ekirdekli hiicreler kolaylikla
taninarak sayilabilmekte ve MN bulunduran hiicrelerin orani saptanabilmektedir
(Sekil 2.5) (8). Baslangigta bu yontem Kkiiltiire edilen insan lenfositleri igin
gelistirilmistir. Ancak ginimiizde solid timoér ve kemik iligi hiicreleri gibi ¢esitli

hiicre tiplerine de uygulanabilir bir yontemdir (65).

MN testi sitogenetik harabiyetin tespitinde, kromozom analizine gore kolay
uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmasi ve istatistiksel yonden daha
anlamli sonuglar elde edilmesi avantaj1 saglamasiyla yaygin kullanim alani bulan bir

teknik olarak belirtilmistir (8).

MN olusumuna neden olabilen kromozom kaybi1 ya da kromozomlarin
ayrilamamasi (non-disjunction), kanser ve yaslanmada gozlenen 6nemli olaylardan
biridir. Bu durum, muhtemelen ig iplikciklerinde, sentromerde bozulma ya da
metafazdan 6nce kromozom yapisinin yogunlagsmasi sonucu olugsmaktadir. Boylece,
MN testi ile hem klastojenik hem de andjenik etkiler belirlenebilmektedir. Bonassi
ve arkadaslari’na gore periferal kan lenfositlerindeki yiiksek MN frekansi insanlarda
kanser riskini gostermektedir. Fenech ve arkadaslari’nin, uluslararasi igbirligi ile
yaptiklar1 insan mikroniikleus projesindeki bulgulari, MN ile kanser arasindaki

iliskiyi agikga desteklemistir (65).

MN olusumunda, mitotik asentrik fragmentlerin kaybi, kromozomal kirik ve
degisimlerin mekanik sonuglarindaki ¢esitlilik, mitoz sirasindaki mitotik ig

ipliklerindeki hatadan veya anafazdaki kompleks konfigiirasyonlardan dolay1 biitiin
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kromozomun kaybi ve apoptozis olmak {izere tanimlanmis dort mekanizma vardir

(64).

3 g-WSeeyd01L)
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Sekil 2.5. Mikroniikleus olusumu a) Anafazda geri kalan kromozomlarin olusturdugu
MN b) Asentrik kromozom fragmentlerinden koken alan MN, ve sentromerleri ile
hiicrenin kars1 kutuplarina ¢ekilen disentrik kromozomlardan niikleoplazmik koprii
olusumu (65).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada 25-30 yaslarinda, sigara igmeyen, kronik, metabolik ve genetik
hastalig1 olmayan saglikli dort erkek dondrden 5’er ml periferik kan 6rnegi alinmis
ve tam kan hiicre kiiltiirii yapilmistir. Kiiltiir ortamina Takrolimus degisik doz ve

zamanlarda uygulanarak olas1 genotoksik etkileri arastirilmistir.
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlari
3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.1.1.1. Takrolimus

Acik Formiilii:
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Bilinen adlar: : FK-506, Prograf, Protopic, Fujimycin
Kapal formiilii : C44HgoNO1,

Molekiil agirhg: : 804.018 g/mol

Safligr : >99%

CAS No: 104987-11-3

3.1.1.2. Siklofosfamid (Cyclophosphamide)

Siklofosfamid bu ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanildi. Kiiltiir tiiplerinde 160
ng/ml’lik dozda kullanilacak sekilde steril saf suda hazirland1 ve + 4 °C’de saklandu.


http://www.flexyx.com/P/Prograf.html
http://www.flexyx.com/P/Protopic.html
http://www.flexyx.com/F/Fujimycin.html
http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
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3.1.1.3. Dimethyl Sulfoxide (DMSO)

DMSO (Fluka, 41640), bu ¢alismada Takrolimus’un eriticisi olarak, kiiltiir i¢erisinde

bulunma miktar1 %1’ 1 gegmeyecek sekilde kullanildi.

3.1.1.4. Kromozom Medyumu

Bu calismada Peripheral Blood Karyotyping Complete Medium (Bio.Ind., 01-201-
1B), hiicre kiiltiirii igin kullanildi. Bu medyum her tipe 5 ml olacak sekilde

paylastirildi ve bu miktarlarda kullanildi. Kiiltiir tiipleri steril olarak temin edildi.
3.1.1.5. Kaolsisin

Kromozom preparatlarinin hazirlanmasinda mitotik iplik inhibitorii olarak kolsisin

(Sigma, C9754 ) kullanildx.
3.1.1.6. Hipotonik

Hipotonik olarak 0,075 M’lik KCI kullanildi. Her preparasyondan yaklasik 2 saat

once yeteri kadar miktar hazirlanip kullanim amacina gore 37 °C’deki inkiibatorde ya

da +4 °C’de bekletildi.
3.1.1.7. Fiksatif

KKD ve KA i¢in kullanilan fiksatif, 1 kisim glasial asetik asitin 3 kisim metanol ile
karistirilmasi sonucu hazirlandi. MN igin ise iki farkli fiksatif kullanilds. i1k fiksatif 1
kisim glasial asetik asitin 5 kisim metanol ile karistirildiktan sonra 1/1 oraninda %0,9
NaCl ile seyreltilmesiyle hazirlandi. Diger fiksatifler ise NaCl ilave edilmeden
kullanildi. Fiksatif, her seferinde preparat yapim isleminden iki saat dnce hazirlanip
+4 °C’de sakland.

3.1.1.8. 5’-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdU)

BrdU (sigma, B 5002) eriyigi steril distile su igerisinde hazirlandi, daha sonra 0.2 um
capindaki membran filtre ile steril edildi. Bu eriyikten KKD kiiltiir tiipleri
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icerisindeki kromozom medyumuna son konsantrasyon 10 pg/ml olacak sekilde ilave
edildi.

3.1.1.9. Sorensen Tamponu

KKD’yi incelemek amaciyla preparat yapimi sirasinda preparatlar Sorensen tamponu
icerisinde UV lambas: ile 1sinlandirildi. Ayrica bu tampon %5°lik Giemsa boyasi
hazirlanmasinda da kullanildi. Bu tampon eriyik tampon A ve tampon B olmak iizere
iki stok ¢ozelti halinde hazirlandi ve bu ¢ozeltiler calismanin amacina uygun olarak

birbirleriyle degisik miktarlarda karistirilarak kullanildi.

Hazirlanisi:

Tampon A: 11,34 gr KH,PO,4 250 ml saf su iginde eritildi (pH=4, 8).

Tampon B: 14,83 gr Na,HPO,4.12H,0 250 ml saf su iginde eritildi (pH=9,3).

3.1.1.10. SSC (Standart Saline Sitrat) Eriyigi

Bu eriyik 1sinlamadan sonra kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini artirmak
amaciyla kullanildi. SSC eriyigini hazirlamak i¢in 11,05 gr trisodyum sitrat
(Ce¢HsNa307.2H,0) ve 21, 9 gr NaCl kullanildi. Bu iki madde ayr ayr1 kaplarda bir
miktar saf su igerisinde ¢Oziildii, daha sonra ayni kaba aktarilarak birbirleriyle
karistirilip, iizerlerine 500 ml oluncaya kadar saf su ilave edildi. Hazirladigimiz bu
stok eriyik 5XSSC buzdolabinda saklandi. Deneyimizde, bu stoktan 20 ml alip iizeri
100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlanarak elde edilen 1x SSC kullanildi.

3.1.1.11. PBS (Phosphate Buffered Saline)

KA preparatlarinin boyanmasi sirasinda tripsinin etkisini notralize etmek amaci ile

kullanildi.

Hazirlanisi:
8 gr NaCl, 0,2 gr KCI, 0,92 gr Na;HPO,4 ve 0,2 gr KH,PO, 1 It distile su iginde

eritilerek stok halinde hazirlanda.
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3.1.1.12. Giemsa

Giemsa boyas1 (Merck, 9204) distile su iginde %5’lik boya eriyigi olarak hazirlandi

ve preparatlarin boyanmasinda kullanildi.

3.1.1.13. Entellan

Preparat kapatma soliisyonudur (Merck, 7961). Preparatlar daimi hale getirilirken

lam ve lamelin birbirlerine yapistirilmasinda kullanildi.

3.1.1.14. Cytochalasin B

Cytochalasin B (Serva,18015) MN testinde, hiicre boliinmesi sirasinda sitokinezi
engellemek ve iki niikleuslu hiicreler olusturmak amaciyla kullanildi. Kiiltiir

tiiplerinde 6 png/ml olacak sekilde distile su icerisinde hazirlandi.

3.1.1.15. Tripsin

KA preparatlarinin boyanmasi sirasinda kullanilan tripsin soliisyonu histon dis1 ve
kromozomal proteinlerin denatiire edilmesi ve kromozomlarin daha net gériinmesi

amaciyla kullanildi. %0,12’lik eriyik halinde hazirlandi.

3.1.2. Kullamilan Deney Ekipmanlari

3.1.2.1. Hassas Terazi

0,001 gr hassasiyetindeki terazi (Precisa) kimyasallarin tartilmasinda kullanildi.

3.1.2.2. Santrifiij

Rotor ¢ap1 21 ¢cm olan ve 4000 rpm’e kadar yiikselebilen devir hizi, 99dk’lik zaman

ayarlayici ve 28 tiip kapasiteli santrifiij (Hettich Universal) ¢alismalarda kullanilda.

3.1.2.3. Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan binokiiler 1s1k mikroskobu (Olympus)

preparat incelemeleri sirasinda kullanildi.
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3.1.2.4. inkiibator
Hiicrelerin 37 °C’de inkiibe edilmesi i¢in inkiibatér (Niive EN500) kullanildi.
3.1.2.5. Flow Kabin (Steril Kabin)

Hiicre kiiltiirti tiiplerine kan ekiminin yapilmasi, test soliisyonlarinin hazirlanmasi ve
kiiltiir tliplerine ilave edilmesi sirasinda steril bir ortam olarak, % 99,9 partikiil tutma

ozellikli filtreye sahip, UV ve floresan 15181 olan flow kabin (Labormed) kullanilda.
3.1.2.6. Su Banyosu

Hiicre kiiltiirti preparatlar1 hazirlandiktan sonra, kardes kromatidlerin farkli
boyanmasinda kullanilan SSC eriyiginin 58-60 °C’de sabit kalmasini saglamak

amaciyla 0-60 °C’ye ayarlanabilir su banyosu (Memmert) kullanildi.

3.1.2.7. pH Metre

Kimyasallarin pH degerlerini saptamak i¢in pH metre (Hanna Phep) kullanild:.
3.1.2.8. Vorteks

Vorteks harvest isleminde hipotonik ve fiksatif asamasinda kullanildi.

3.2. Takrolimus Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

Takrolimus dozunun belirlenmesinde bu etken madde ile ilgili daha once
Oliveira ve arkadaglar tarafindan yapilmis olan in vitro ¢alismada kullanilan 5, 20 ve
40 ng/ml’lik konsantrasyonlar referans olarak alindi (20). Ayrica, hastalarin
cogunlugunda 20 ng/mlI’nin altindaki Takrolimus kan derisimleri saglandiginda
bagsari ile tedavi edilebildigini gdsteren klinik calismalar referans olarak alindi (66).
Calismamizda in vitro lenfosit kiiltiirlerine uyguladigimiz dozlar; minimum,
maksimum tedavi dozlar1 ve maksimum tedavi dozlarinin iizerinde olacak sekilde
belirlendi. Bu calismada kiiltiirdeki memeli hiicrelerinin hiicre siklusu yaklasik 24
saat oldugu i¢in, ikinci ve lglincli mitozlarin gézlenebilmesi amaciyla KKD ve KA

testleri i¢in inkiibasyon siiresi 72 saat, MN testi i¢in ise 68 saat olarak belirlendi.
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Belirlenen konsantrasyonlar ile insan lenfosit kiiltiirleri 24 ve 48 saat boyunca
muamele edildi. Ayrica ¢alismalarda hi¢bir kimyasal uygulanmamis negatif bir kontrol

grubu ve Siklofosfamid eklenmis 24 ve 48 saatlik pozitif kontrol gruplari da kullanildi.
3.3. Calisma Plam

Calismamizda cesitli genotoksik parametrelerin kullanildig: toplam ti¢ grup
Olusturuldu. Higbir kimyasal madde uygulamasi yapilmayan bir negatif kontrol
grubunun yani sira pozitif kontrol olarak kullanilan Siklofosfamid’in 24 ve 48 saatlik
uygulamalari yapildi. Deney grubu olarak Takrolimus’un 5, 25, 50 ve 100 ng/mI’lik
dozlar1 yine 24 ve 48 saatlik uygulamalarda calisildi.

Cizelge 3.1. Calisma Plan1

Genotoksisite Gruplar Siire Doz
Parametreleri (saat) (ng/ml)
KKD Negatif - -
KA Kontrol
MN Pozitif 24 160
MI Kontrol 48
Rl 24 5
NBI Takrolimus 25
48 50
100

3.4. Kardes Kromatid Degisimini ve Kromozom Aberasyonlarim Saptamak
Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltiire flave

Edilmesi, Preparatlarin Hazirlanmasi, Boyanmasi ve Mikroskobik Incelemeler
3.4.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Saglikli ve sigara igmeyen 25-30 yas arasi goniilli dort erkek dondrden
alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis kan 6rneklerinden 5’er ml’lik kromozom

medyumlarina steril sartlarda 0,4 ml ekildi. Ekim sirasinda, KA ¢alisilacak tiiplere
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herhangi bir kimyasal madde uygulamasi yapilmazken KKD c¢alisilacak kiiltiir
tiiplerinin her birine daha once hazirladigimiz BrdU eriyiginden her tiipe son
konsantrasyon 10 ug/ml olacak sekilde ilave edilerek iyice karistirildi ve hiicre
kiltlirii inkiibatorde 37 °C’de 72 saat i¢in inkiibasyona birakild1 (67).

Takrolimus’un etkisini incelemek icin kiiltiir siiresinin bitimine 24 ve 48 saat
kala Takrolimus’un daha 6nce belirlenmis konsantrasyonlar1 olan 5, 25, 50 ve 100
ng/ml’lik miktarlar1 kiiltiir tiiplerine ilave edildi. Ayrica 24 ve 48 saatlik muamele
stirelerinde pozitif kontrol olarak Siklofosfamid kullanildi. Siklofosfamid tiiplere 160
ng/ml olacak sekilde verildi. 72 saatlik kiiltiir sonunda KKD ve KA igin ayni harvest
islemleri uygulanarak preparatlar boyanmaya hazir hale getirildi. Kiiltiir siiresinin
bitiminden 1 saat Once (kiiltiiriin 71. saatinde) her tiipe hazirlanan Kkolsisin
eriyiginden ilave edildi (0,04 ml) ve tiipler hafifce sallanarak iyice karigtirildi.
Hiicreler 1 saat siiresince 37 °C’de kolgisin ile muamele edildi. Kiiltiir siiresi olan 72.
saatin bitiminde kiiltiir tiipleri 1600 rpm’de 10 dk santrifiij edildi, stipernatant atildu.
Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva eden 0,5-0,7 ml’lik siv1 iyice karistirildiktan sonra
tiiplere, etiivde 37 °C’de tutulan hipotonik eriyik ilave edildi. Bu eriyigin ilavesi
damla damla ve vorteks ile karistirilarak yapildi. Her tiipe 8 ml hipotonik eriyik ilave
edildikten sonra tiipler, agz1 kapatilarak 20 dk oda 1sisinda bekletildi. Siirenin
sonunda tiipler 10 dk 1600 rpm’de santrifiij edildi, stipernatant atildi. Hipotonik
eriyik ilavesi gibi yavas yavas ve karistirarak her tiipe 6 ml soguk fiksatif ilave
edildi. Hiicreler 1600 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant atildiktan sonra
tiplere tekrar fiksatif ilave edildi. Bu islem 3 kere tekrarlandi. 3. fiksatif
muamelesinin sonunda tiipte kalan sivinin tamamen berraklastigi goriildii. Eger sivi
berraklagsmamigsa tekrar fiksatif muamelesine devam etmek gerekir. Her fiksatif
ilavesinden sonra tiipler santrifiij edilerek iistteki sivi atildi. Son santrifiijden sonra
dipte 0,5-0,7 ml siv1 kalacak sekilde siipernatant atildiktan sonra preparat yapma
islemine gegildi. Tiipiin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karistirilarak
homojen hale getirildi. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre
stispansiyonundan ¢ekildi. Pasteur pipetinden, daha 6nce temizlenmis ve saf su
icerisinde buzdolabinda saklanmis lamlarin {izerine 50-75 cm yiikseklikten farkli
alanlara 1’er damla olmak iizere hiicre silispansiyonu damlatilarak (her lama 3-4

damla) hiicrelerin ve dolayisiyla kromozomlarin lam {izerinde yayilmasi saglandi.
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Hiicre siispansiyonunun lamlara damlatilmast esnasinda damlalarin {ist {iste
diismemesine dikkat edildi. Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak tizere 24 saat

oda 1s1sinda bekletildi (67).
3.4.2. KKD Preparatlarinin Boyanmasi

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farklt boyanmasini saglamak
amaciyla bir gilinliik preparatlar 1sinlama kabina konarak iizeri bir film gibi ortiilecek
seklide Sorensen tamponu ile kapatildi. Isinlama eriyigi, 5 ml tampon A, 5 ml
tampon B’den almip bu karigimin distile su ile 100 ml’ye tamamlanmasiyla
hazirlandi (pH=6,8). Isinlama eriyiginin fazla veya az olmasi kardes kromatidler
arasindaki kontrast farkini 6nemli derecede etkiledigi goriildii. Bu sekilde ince bir
tabaka halinde 1s1nlama eriyigi ile Ortiilen preparatlar, karanlikta 15 cm yiikseklikten
30W’lik 254 nm dalga boyunda 151k yayabilen ultraviyole lambasi ile 30 dk 1sinlandi.
Isinlama bittikten sonra preparatlar 1xSSC eriyigi icerisinde 58-60 °C arasindaki
sicakliklarda 60 dk inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi bitmeden 15 dk dnce %5 lik
Giemsa boya eriyigi hazirlandi (42, 68).

% 5°’lik Giemsa’min Hazirlanmasi: 5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve 5 ml
Giemsa karistirilarak tizerleri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlandi1 (pH=6,8).
Sonra bu boya dik bir sale igine filtre kagitlar: ile siiziildii. Inkiibasyon siiresinin
sonunda preparatlar 1xSSC soliisyonundan alinarak direkt olarak boya igerisine
konuldu ve yaklasik olarak 25 dk boya igerisinde bekletildi (kardes kromatidler
arasindaki en iyi kontrast farki bu siirede saglanmistir). Bu siirenin sonunda
preparatlar boyadan ¢ikarildi, {i¢ ayr1 kaptaki saf su iginden gecirilerek preparatlar
tizerindeki fazla boyanin akmasi saglandi. Bundan sonra preparatlar dik vaziyette
konularak kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi
hale getirildi. Entellan kuruduktan sonra bu daimi preparatlarda mikroskobik

incelemeler yapildi (43, 68).
3.4.3. KA Preparatlarinin Boyanmasi

KA preparatlarinin boyanmasinda GTG (Giemsa-Tripsin-Giemsa) bantlama

yontemi kullanildi. Bunun igin, iginde sirasiyla tripsin (%0,12), PBS tamponu ve
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%35’lik giemsa boya sollisyonlart bulunan ii¢ sale hazirlandi. 24 saat oda 1sisinda
bekletilmis olan preparatlar 2-3 saniye tripsin ile muamele edildikten sonra
tampondan gecirildi. Tripsinden gecirme preparatin yaslanma siiresi ile iliskilidir.
Uzun siire yaslandirilan preparatlarin tripsin ile daha uzun siire temas ettirilmesi
gerekebilir. Preparatlar tampondan gegirildikten sonra 5 dakika %5’lik giemsa
boyasinda bekletildi. Bu siirenin sonunda preparatlar boyadan c¢ikarildi, li¢ ayri
kaptaki saf su icinden gegirilerek preparatlar {izerindeki fazla boyanin akmasi
saglandi. Bundan sonra preparatlar dik vaziyette konularak kurumaya birakildi.
Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak daimi hale getirildi. Entellan kuruduktan

sonra bu daimi preparatlarda mikroskobik incelemeler yapildi.
3.4.4. Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar binokiiler 151k mikroskobunda

immersiyon objektifi ile incelendi.
3.4.4.1. KKD ve Replikasyon Indeksi (RI)’nin Saptanmasi
3.4.4.1.1. KKD Sayisinin Saptanmasi

KKD sayisi, her bireyin kan kiiltiiriine ait preparatlardan iyi dagilmis ve
ikinci mitozu gegiren 25 hiicrede (4 kisiden toplam 100 hiicrede) saptandi. KKD
sayist bir kromozomun agik boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis parcalarin
veya koyu boyanmis kromatidindeki a¢ik boyanmis pargalarin sayilmasiyla
belirlendi. Ortadan bir par¢a degisimi olmus ise bu iki KKD olarak degerlendirildi,
uctan parga degisimi olmus ise bu da bir KKD olarak sayildi. Ancak bu incelemeler
esnasinda kromatidlerin primer bogum bdlgelerinden donlim yapip yapmadiklarina

dikkat etmek gerekir. Bu durumdaki kromozomlarda KKD yoktur (Sekil 3.1) (43).
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Sekil 3.1. Kardes kromatid degisiminin oldugu ve olmadigi durumun sematik olarak

gosterilmesi (43).
3.4.4.1.2. Replikasyon Indeksi (RI)’nin Saptanmasi

Takrolimus’un DNA replikasyonu iizerindeki etkilerini saptamak amaci ile
RI hesaplandi. Bunun i¢in KKD preparatlarinda tesadiifi secilmis 100 hiicre
incelendi. Bu incelemeler sirasinda gézlenen birinci (Sekil 3.3), ikinci (Sekil 3.4) ve
tiglincli (Sekil 3.5) metafaz devresindeki hiicrelerin sayist saptandi. Bu verilerden
yola ¢ikarak RI su sekilde hesaplandi (53):

RI= 1xM1+2xM2+3xM3
100
M1: 1. Mitozdaki hiicre sayist

M2: 2. Mitozdaki hiicre sayis1
M3: 3. Mitozdaki hiicre sayis1
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Sekil 3.2. Birinci Mitoz Boliinmeyi Gegiren Hiicrelerin Metafaz Kromozomlari

(x1000).

Sekil 3.3. Ikinci Mitoz Boliinmeyi Gegiren Hiicrelerin Metafaz Kromozomlari

(x1000).
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Sekil 3.4. Ugiincii Mitoz Béliinmeyi Gegiren Hiicrelerin Metafaz Kromozomlari
(x1000).

3.4.4.2. Kromozom Aberasyonlarinin ve Mitotik Indeksin Saptanmasi
3.4.4.2.1. Kromozom Aberasyonlarinin Saptanmasi

Dort dondrden hazirlanan preparatlarda iyi dagilmis kromozomlara sahip 100
metafaz alan1 (4 kisiden toplam 400 metafaz) KA’y1 saptamak amaciyla incelendi.
Inceleme sirasinda, bu hiicrelerde gozlenen kromozomal ve kromatid tipi yapisal
aberasyonlar ile sayisal kromozom diizensizlikleri ISCN 2009’a (56) gore analiz
edilerek kaydedildi. Saptanmis olan kromozom aberasyonlarindan hiicre basina

diisen belirlenerek, anormal hiicre yiizdesi hesaplandi.
3.4.4.2.2. Mitotik indeks (MI)’in Saptanmasi

Takrolimus’un mitoz bolunme tizerindeki etkilerini belirlemek amaci ile her
bir bireye ait KA i¢in hazirlanmig preparatlarda toplam {ii¢ bin hiicre incelendi ve

bunlar arasinda mitoz boliinme geciren hiicrelerin sayis1 kaydedildi. 3000 hiicre
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icinde mitoz geciren hiicrelerin orani asagidaki formiile gore hesaplanarak yiizde

cinsinden M1 belirlendi (43).

MI= Metafazdaki hiicre sayis1 (M) x 100
N

N: Toplam hiicre sayisi

3.5. Mikroniikleus (MN) Sikhgmm Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin
Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltire Ilave Edilmesi, Preparatlarin

Hazirlanmasi, Boyanmasi ve Mikroskobik Incelemeler

3.5.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltiire Ilave Edilmesi

ve Preparatlarin Hazirlanmasi

MN sikligini1 saptamak icin, saglikli ve sigara icmeyen 25-30 yas aras1 dort
erkek donorden alinan, 1/10 oraninda heparinize edilmis kan Orneklerinden
kromozom medyumlarina steril sartlarda 0,2 ml ekildi. Hiicre kiiltiirii 37 °C’de 68
saat i¢in inkiibe edildi. Takrolimus’un etkisini incelemek igin, daha 6nce belirlenmis
olan konsantrasyonlar (5, 25, 50 ve 100 ng/ml) kiiltiir bitimine 24 ve 48 saat kala
kiiltiir tiiplerine ilave edildi ve hiicrelerin 24 ve 48 saat boyunca Takrolimus ile
muamele edilmeleri saglandi. iki niikleuslu hiicre olusumunu saglamak icin de
kiiltirin bitimine 24 saat kala (44. saatte) biitiin tiiplere son konsantrasyonu 6 pg/ml
olacak sekilde sitokalasin B ilave edildi. Ayrica 24 ve 48 saatlik muamele
stirelerinde pozitif kontrol olarak Siklofosfamid kullanildi. Siklofosfamid tiiplere 160
ng/ml olacak sekilde verildi. Kiiltiir siiresi olan 68. saatin bitiminde kiiltiir tiipleri
1000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi, siipernatant atildi. Dipte kalan ve hiicreleri ihtiva
eden 0,5-0,7 ml’lik siv1 iyice karistirildiktan sonra tiiplere, +4 °C’de tutulan soguk
hipotonik ilave edildi. Bu eriyigin ilavesi damla damla ve vorteks ile karigtirarak
yapildi. Hiicreler 5 dk hipotonik eriyikte +4 °C’de muamele edildi. Siirenin sonunda
tiipler 10 dk 1000 rpm’de santrifiij edildi, stipernatant atildi. Hipotonik eriyik ilavesi
gibi yavas yavas ve karigtirarak her tiipe 6 ml olacak sekilde soguk fiksatif ilave
edildi. ilk fiksatif 1 kisim asetik asit 5 kistm metil alkol karisiminin 1/1 oraninda
%0,9 NaCl ile seyreltilmesiyle hazirlandi. Oda sicakhiginda 15 dk fiksatif ile

muamele edilen hiicreler 1000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant atildiktan
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sonra tiiplere tekrar fiksatif ilave edildi. Bu islem 2 kere tekrarland1 ve ilk fiksatiften
farkli karisimlar kullanildi (1 kisim asetik asit 5 kisim metil alkol). Son santrifiijden
sonra dipte 0,5-0,7 ml siv1 kalacak sekilde siipernatant atildiktan sonra preparat
yapma islemine gecildi. Tiipiin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile
karistirilarak homojen hale getirildi. Daha 6nce temizlenmis ve saf su igerisinde
buzdolabinda saklanan lamlarin {izerine farkli alanlara 1’er damla olmak {izere hiicre
stispansiyonu damlatilarak (her lama 4-5 damla) hiicrelerin lam iizerinde yayilmasi

saglandi. Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak iizere 24 saat oda 1sisinda

bekletildi (69).
3.5.2. Preparatlarin Boyanmasi
Hazirlanan preparatlar %5°lik giemsa boyasi ile 10 dakika boyunca boyandi.

%5’lik Giemsa’min Hazirlanmasi: 5 ml Giemsa 100 ml oluncaya kadar saf su ile

tamamlanda.
3.5.3. Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar binokiiler 151tk mikroskobunda 40’1k
objektif ile incelendi (x400). Bu incelemeler sirasinda her bir bireyden hazirlanan
preparatlardan 2000 bintikleer hiicre sayildi, bu iki niikleuslu hiicreler igerisinden

mikroniikleuslu olanlar saptandi. Bu verilerden MN %’si belirlendi (65).
3.5.3.1. MN Sayisinin ve Niikleus Boliinme Indeksi (NBI)’nin Saptanmasi

MN ayirimi Fenech (70) tarafindan belirlenen kriterlere gore yapildi. Bu
Kriterlere gore;

1) Ana niikleus ve MN, niikleus zariyla ¢evrili yuvarlak ya da oval olmalidir,

2) MN’ler ana niikleusun 1/3’tinden kiigiik ve 1/16’sindan biiyiik olduklarinda
degerlendirilmelidir,

3) MN’ler ana niikleus gibi boyanmalidir,

4) MN’ler ana niikleustan agik bir sekilde ayrilmis olmalidir.

Sitokinez bloklama yonteminin en Onemli yarari, boliinen hiicre

populasyonunda niikleus boliinmesinin ilerleyisini ve ¢cogalmasini 6lgebilmesidir. Bu



34

durum, Cyt-B ilavesinin ardindan olusan bir niikleuslu, iki niikleuslu, multiniikleuslu
(>2) hiicrelerin sayilmasiyla yapilir.

Niikleus boliinme indeksi (NBI) Fenech tarafindan onerilen formiile gére hesaplandi
(65, 71).

NBI= (1XN1+ 2xN2 + 3x N3+ 4 xN4)
Toplam Hiicre Sayis1

N1: bir niikleuslu (Sekil 3.5), N2: iki niikleuslu (Sekil 3.6), N3: {i¢ niikleuslu (Sekil
3.7), N4: dort niikleuslu (Sekil 3.8) hiicrelerin sayisin1 gostermektedir.

NBI'nin hesaplanmasi kimyasal veya fiziksel bir maddenin sitotoksik etkisini
gostermede Onemli bilgiler saglar (70). Bu nedenle, MN bakimindan incelenen
preparatlar daha sonra niikleus boliinme indeksini (NBI) belirlemek ic¢in tekrar

incelendi. NBI i¢in her preparatta toplam 1000 hiicre (4 kisi 4000 hiicre) sayildi.

Sekil 3.5. Bir niikleuslu hiicre (x1000).



Sekil 3.6. iki niikleuslu hiicre (x1000).

Sekil 3.7. Ug niikleuslu hiicre (x1000).
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Sekil 3.8. Dort niikleuslu hiicre (x1000).

3.6. istatistiksel Analiz

Mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen KKD, KA, Ml, RI, NBl ve MN
parametrelerine ait verilerin istatistiksel degerlendirmelerinde Windows for SPSS
Version 16.0 yazilim programu kullanildi. Olgiilebilir veriler ortalama (X) + standart
sapma (SD) ile sunuldu. Shapiro Wilk normallik testi ile degiskenlerin normal
dagilim gostermedigi saptandi (p<0.05). Her bir grubun ortalamalar1 arasindaki
farkin 6nemli olup olmadigi Kruskal-Wallis varyans analizi ve Mann-Whitney U
testi (72) ile test edildi. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Takrolimus’un Kardes Kromatid Degisimi Uzerindeki EtKileri

Takrolimus, 24 saatlik muamele siiresinde kullanilan tiim konsantrasyonlarda
KKD’yi genel olarak kontrole gore arttird1 (Cizelge 4. 1). Ancak KKD’de goriilen bu

art1s, sadece en yiiksek konsantrasyon (100 ng/ml) icin istatistiksel olarak onemli

bulundu (Cizelge 4.1).

48 saatlik muamelelerde Takrolimus KKD’yi genel olarak kontrole nazaran

arttird1, ancak bu artis sadece 25 ng/ml ve en yiiksek konsantrasyonda (100 ng/ml)

kontrole gore 6nemli bulundu (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Degisik dozlarda Takrolimus ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan

periferal lenfositlerinde hiicre basina diisen ortalama KKD sayisi.

Gruplar Siire Konsantrasyon Min-max | KKD/Hiicre*
(saat) (ng/ml) KKD X+ SD
Kontrol - - 1-10 4,97 + 0,85
Pozitif kontrol 24 160 4-18 8,86 +0,75a
(Siklofosfamid)
5 1-11 551 £0,18
Takrolimus 24 25 3-11 6,09+ 0,42
50 3-12 5,42 +0,37
100 3-15 6,83 +0,45a
Pozitif kontrol 48 160 8-24 13,05+ 0,48a
(Siklofosfamid)
5 2-12 5,45+ 0,25
Takrolimus 48 25 3-14 6,59 + 0,44a
50 2-13 6,04 + 0,68
100 4-14 7,15+ 0,46a

a: Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli. P<0,05

*:Toplam 100 hiicre

1KKD ve 2KKD’li olusumlar sekilde gosterildi (Sekil 4.1) (Sekil 4.2) (Sekil 4.3) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.1. 5 ng/ml Takrolimus ile 24 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde 1 KKD ve 2 KKD

Sekil 4.2. 25 ng/ml Takrolimus ile 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde 1 KKD ve 2 KKD
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Sekil 4.3. 50 ng/ml Takrolimus ile 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde 1 KKD ve 2 KKD

Sekil 4.4. 100 ng/ml Takrolimus ile 24 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde KKD
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4.2. Takrolimus’un Kromozom Aberasyonlar1 Olusumu Uzerindeki Etkileri

Takrolimus ile 24 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
kromozom aberasyonlu hiicre oraninin tiim konsantrasyonlarda kontrole gore énemli

derecede yiiksek oldugu saptand: (Cizelge 4.2).

48 saatlik muamelelerde Takrolimus KA’y1 genel olarak negatif kontrole
gore arttirdi, bu artig tiim konsantrasyonlarda kontrole gére 6nemli bulundu (Cizelge
4.2).

Takrolimus’un insan periferal lenfositlerinde kromozom aberasyonlari
arasinda en ¢ok kromatid kirigi (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6), kromozom kirig (Sekil 4.7,
Sekil 4.8 ve Sekil 4.9), kardes kromatid birlesmesi, kromatid degisimi (Sekil 4.10),
endoreduplikasyon (Sekil 4.11) ve poliploidi (Sekil 4.12)’ye neden oldugu gozlendi.

Cizelge 4.2. Degisik dozlarda Takrolimus ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan

periferal lenfositlerinde* KA yiizdesi.

Gruplar Siire | Konsantrasyon | Anormal Hiicre(%)
(saat) (ng/ml) X+£SD
Kontrol - - 2,25+ 0,50
Pozitif kontrol 24 160 7,00 £ 0,00a
(Siklofosfamid)
5 3,75 £0,50a
Takrolimus 24 25 6,00 £ 0,82a
50 5,00 +£0,82a
100 6,75+ 0,50a
Pozitif kontrol 48 160 9,5 + 0,58a
(Siklofosfamid)
5 450 +0,58a
Takrolimus 48 25 4,00 £0,82a
50 450 +0,58a
100 7,25 +0,50a

a: Kontrol ile karsilastirmada fark onemli. P<0,05
*:Toplam 400 hiicre
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Sekil 4.5. 50 ng/ml Takrolimus ile 48 muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
kromatid kirig1 (x1000)

Sekil 4.6. 100 ng/ml Takrolimus ile 24 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde kromatid kirigi (x1000)
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Sekil 4.7. 50 ng/ml Takrolimus ile 48 saat muamele edilen insan periferal

lenfositlerinde kromozom kirigi (x1000)

Sekil 4.8. 100 ng/ml Takrolimus ile 24 saat muamele edilen insan periferal

lenfositlerinde kromozom kirig: (x1000)
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Sekil 4.9. 100 ng/ml Takrolimus ile 48 saat muamele edilen insan periferal

lenfositlerinde kromozom kirigi (x1000)

Sekil 4.10. 25 ng/ml Takrolimus ile 48 muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
kromatid degisimi (x1000)
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Sekil 4.11. 5 ng/ml Takrolimus ile 48 saat muamele edilen insan periferal

lenfositlerinde endoreduplikasyon (x1000)

Sekil 4.12. 25 ng/ml Takrolimus ile 48 saat muamele edilen insan periferal

lenfositlerinde poliploidi (x1000)
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4. 3. Takrolimus’un Mikroniikleus Sikhg1 Uzerindeki Etkileri

Takrolimus, 24 ve 48 saatlik muamele siiresinde tiim konsantrasyonlarda,
insan periferal lenfositlerinde MN’li biniikleer hiicre yiizdesini kontrole nazaran
arttird1 (Cizelge 4.3). Bu artis tiim dozlar i¢in istatistiksel olarak anlamli bulundu.
Yapilan mikroskobik incelemelerde bir mikroniikleuslu (Sekil 4.13) binikleer

hiicrelerin yani sira iki mikroniikleuslu biniikleer hiicrelere de rastlandi (Sekil 4.14).

Cizelge 4.3. Degisik dozlarda Takrolimus ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde MN’li biniikleer hiicre* yiizdesi ve niikleer boliinme

indeksi*.

Gruplar Stire | Konsantrasyon MN NBI
(saat) (ng/ml) X+£SD X+£SD

Kontrol - - 0,34+ 0,06 |1,20+0,04
Pozitif kontrol 24 160 1,10+ 0,13a | 1,15+ 0,01a
(Siklofosfamid)

5 0,91 +£0,08a | 1,17 +0,06
Takrolimus 24 25 0,93 +0,17a | 1,19+ 0,02

50 0,74+ 0,08a | 1,18+ 0,01

100 0,95 +£0,32a | 1,11+ 0,02a
Pozitif kontrol 48 160 2,24 £0,10a | 1,09 +£0,01a
(Siklofosfamid)

5 0,93+ 0,12a | 1,17+ 0,02
Takrolimus 48 25 0,90 £0,29a | 1,17 £0,02

50 0,86 £0,08a | 1,17 +0,01

100 0,96 +£0,40a | 1,09 +£0,01a

a : Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli. P<0,05
*: Toplam 8000 BN hiicre
**. Toplam 4000 hiicre
Hem 24 hem de 48 saatlik muamele siirelerinde Takrolimus’un niikleer

boliinme indeksini (NBI) kontrol grubuna gore 6zellikle en yiiksek dozda (100ng/ml)
onemli Olgiide distirdiigii saptandi (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.13. 50 ng/ml Takrolimus ile 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde Mikroniikleus igeren biniikleer hiicre (x1000).

Sekil 4.14. 100 ng/ml Takrolimus ile 48 saat muamele edilen insan periferal
lenfositlerinde iki MN igeren biniikleer hiicre (x1000).
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4. 4. Takrolimus’un DNA Replikasyonu ve Mitoz Boliinme Uzerindeki Etkileri

Takrolimus’un DNA replikasyonu {izerindeki etkisi RI’nin, mitoz boliinme
tizerindeki etkisi ise MI’in bulunmasi yoluyla saptandi. Takrolimus, 24 saatlik
muamele siiresinde RI’ni kontrole gore genel olarak diisiirdii, fakat bu diisiis 50 ve
100 ng/ml konsantrasyonlari i¢in istatistiksel olarak 6nemli bulundu (Cizelge 4.4). 48
saatlik muamele siiresinde ise Takrolimus’un, RI’y1 kontrole gore tim

konsantrasyonlarda diistirdiigii saptandi.

Takrolimus mitotik indeksi 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde en diisiik
doz disinda anlamli olarak diisiirdiigii goriildii. Bu diisiisiin doza bagl olarak

gerceklestigi gortildii.

Cizelge 4.4. Degisik dozlarda Takrolimus ile 24 ve 48 Saat muamele edilen insan

periferal lenfositlerinde RI ve MI.

Gruplar Siire | Konsantrasyon RI* MI**
(saat) (ng/ml) X+£SD X+£SD
Kontrol - - 2,36 £0,22 | 2,14+ 0,14
Pozitif kontrol 24 160 2,28 £0,88a | 1,34 + 0,29a
(Siklofosfamid)
5 2,19+0,15 |1,90 +0,57
Takrolimus 24 25 2,13 +0,05 1,70 £0,36a
50 1,77+0,33a | 1,27 +£0,40a
100 1,84+0,19a | 1,16 +£0,23a
Pozitif kontrol 48 160 1,97 £0,32a | 0,94 +0,04a
(Siklofosfamid)
5 193 +£0,11a | 1,71+ 0,65
Takrolimus 48 25 1,76 £0,05a | 1,35+ 0,08a
50 154 £0,29a | 1,11 +0,15a
100 1,86 +0,05a | 0,93 +0,03a

a: Kontrol ile karsilastirmada fark 6nemli. P < 0,05
*:Toplam 400 hiicre
**: Toplam 12000 hiicre
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5. TARTISMA

Immiinsiipresif bir ilag olan Takrolimus bir kalsindriin inhibitoriidiir ve
Streptomyces tsukubaensis fungusundan izole edilmis bir makrolid laktondur (73).
Immiinsiipresif ilaglar immiinolojik rejeksiyonu &nlemek amaciyla transplantasyon
tibbinda etkili olarak kullanilmaktadir. Immiinsiipresif tedavi alan hastalarda goriilen
en 6nemli komplikasyonlardan biri de novo kanserin gelismesi ve tiimor olusma

riskinin artmasidir (20).

Takrolimus, organ naklinden hemen 6nce ve nakil sonrasinda hastalarda,
siiresi hekim tarafindan belirlenerek, hastanin durumuna goére diger immiinsiipresif
ilaclarla birlikte veya tek olarak kullanilmaktadir. Bu c¢alisma, uzun siireli kullanilan
Takrolimus’un genotoksik etkiye sahip olup olmadiginin insan periferal
lenfositlerinde kardes kromatid degisimi (KKD), kromozom aberasyonlar1 (KA) ve

mikroniikleus (MN) testleri ile arastirilmas1 amaciyla yapilmistir.

llaglarn  ve kimyasallarin  olast  genotoksik etkilerini  sitogenetik
parametrelerle saptamak amaciyla yapilan aragtirmalarda, s6z konusu kimyasalin
muamele siiresi hiicre siklusu dikkate alinarak 24, 48 veya 72 saat olarak belirlenir
(74). Bu ¢alismada kiiltiirdeki memeli hiicrelerinin hiicre siklusu yaklasik 24 saat
oldugundan, ikinci ve lg¢iincii mitozlarin gozlenebilmesi amaciyla KKD ve KA
testleri i¢in inkiibasyon siiresi 72 saat, MN testi i¢in ise 68 saat olarak belirlendi.
Calismamizda higbir kimyasal uygulanmamis negatif bir kontrol grubu ve

Siklofosfamid eklenmis 24 ve 48 saatlik pozitif kontrol gruplar1 kullanildi.

Pozitif kontrol Siklofosfamid bazi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan kemoterapotik ve immiinsiipresif bir ajandir. Siklofosfamid’in
insanlarda ve hayvanlarda karsinojenik etkiye sahip oldugunu gosteren birgok
calisma rapor edilmistir. Akrolein ve Fosforamid Siklofosfamid’in aktif bilesenleridir
(75). Bu aktif bilesenler, DNA’ya kovalent olarak baglanarak DNA sentezi igin
gerekli proteinleri inaktive etmekte ve hiicrelerin gelisimini yavaslatmaktadir (75,
76).
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Siklofosfamid’in genotoksik etkileri bir¢ok arastirici tarafindan in vitro ve in
vivo olarak farkli test sistemleri ile kapsamli bir sekilde test edilmis ve birbiriyle
uyumlu olan pozitif sonuglar elde edilmistir. Siklofosfamid ve diger bazi
kemoterapotik ajanlarla yapilan bir¢ok kanser tedavisinden sonra, bu ajanlarin
somatik hiicrelerde gen mutasyonlarina, kromozom aberasyonlarina ve andploidilere

sebep oldugu gosterilmistir (75).

Calismamizda, insan periferal lenfositleri in vitro olarak 5, 25, 50 ve 100
ng/ml konsantrasyonlarindaki Takrolimus ile 24 ve 48 saat muamele edildi ve

calismadan elde edilen sonuclar diger arastiricilarin sonuglariyla karsilastirildi.

KKD’nin beklenenden yiiksek siklikta olmasi, kimyasal ajanlarin Klastojenik
potansiyelinin belirlenmesinde hassas bir gostergedir. KKD, yeni eslesmis kromatid
ve bunun kardes kromatidi arasinda karsilikli degisimlerle sonuglanan S faziyla
iliskili bir tamir islemidir. KKD’nin molekiiler mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte, DNA’daki hatalarin ve hatali DNA onarimlarinin KKD’ye
neden oldugu disiiniilmektedir. Bir kimyasalin KKD frekansinda artisa neden
olmasi, onun replikasyon mekanizmasini etkileyerek DNA hasar1 olusturabildiginin

gostergesidir (37).

Calismamizda KKD’nin saptanmasi i¢in 2. mitoz (M2) boliinmeyi gegiren
toplam 100 hiicre incelenmistir. 24 saatlik 100 ng/ml Takrolimus uygulamasinin
KKD’de anlamli artis meydana getirdigi saptanmistir. Ayrica Takrolimus 48 saatlik
muamele siiresinde 25 ve 100 ng/ml konsantrasyonlarinda KKD degerini kontrole
gore onemli Olgiide arttirmistir. Takrolimus 24 ve 48 saatlik muamelelerinde

KKD/hiicre sayisinda doza bagli olarak artiglara neden olmustur.

Oztiirk ve arkadaslar, yaptiklar1 bir ¢alismada kalsindrin inhibitdrleri olan
Takrolimus ve Siklosporin A (CsA)’nin renal transplant hastalarinda KKD {izerine
olan genotoksik etkilerini aragtirmiglardir. Giinliikk 125-300 mg CsA alan 20 hasta ile
giinliik 3-12 mg Takrolimus alan 17 hastanin immiinsiipresif tedavideki son 3 ay1
incelenmis ve CsA’nin KKD frekansini 6nemli 6lglide arttirdigi, Takrolimus’un ise
KKD frekansinda belli bir artisa neden olmadigi bildirilmistir (77). Bu c¢alismada

Takrolimus’un genotoksik etkisi, tedavi géren hastalarda in vivo sartlarda arastirilmis
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ve verilen tedavi dozu ayrica metabolize olduktan sonra lenfosit hiicrelerinin igine
girebilmistir. Biz ise ¢alismamizda Takrolimus’u in vitro sartlarda dogrudan

hiicrelere uyguladigimiz i¢in ilacin etkinligi farklilik gosterecektir.

Takrolimus ile ilgili bir bagka ¢alisma 1991 yilinda Japon FK-506 Calisma
Grubu tarafindan yapilmigtir. Bu ¢aligmada Takrolimus’un supraterapotik dozlarda,
in vitro kosullarda, insan kan lenfositlerindeki KKD frekansini arttirdigi rapor
edilmistir (78). Takrolimus’un doza bagli olarak KKD olusumunda artisa neden
oldugunu gosteren bir baska ¢alisma da 1993 yilinda Yu ve arkadaslar tarafindan
yapilmistir (79).

Diger immiinsiipresif ilaglarla yapilan KKD orani ile ilgili ¢alismalarda farkl
sonuglar elde edilmistir. Ornegin; renal transplantasyonlu hastalarda Takrolimus ile
ayni etki mekanizmasina sahip olan CSA ile yapilan in vivo genotoksisite
caligmasinda, hastalarda ilag alimindan 3 ay sonrasina gére KKD oraninda 6nemli
artts gézlenmistir. Bu artista yas ve ilag seviyesi ile iliski saptanmamustir (80). CSA
ile yapilan bir bagka ¢alismada 1-5 mg/ml CsA ile muamele edilen lenfositlerdeki
KKD frekansinin pozitif kontrol olarak kullanilan Mitomycin C (MMC)’ye gore
onemli Olciide arttigt  gozlenmistir. KKD oranindaki bu artisin  CsA
konsantrasyonuna bagli oldugu belirtilmistir (81). Immiin baskilamanin kansere ve
kanserle iliskili olarak kromozomal hasara yatkinliga sebep oldugunu gosteren bir
calisma Avusturalya’da yapilmistir. Kirk bes saglikli bireyden ve kirk sekizi kanser
tanis1 konmamis ve sekizi deri kanseri olan, Azatiyoprin ve Prednizolon tedavisi alan
toplam 56 post-transplant hastasindan elde edilen lenfosit kiiltiirlerindeki KKD
frekanslar1 karsilagtirilmistir. Bu c¢alismaya gore immiinsiipresif terapinin ve
transplantasyonla iligkili ¢evresel faktorlerin hastalarda KKD frekansini etkileyici bir
rol oynadigi sonucuna vartlmistir (82). Baska bir ¢alismada immiinsiipressif tedavi
kapsaminda posttransplantasyon hastalarinda siklikla kullanilan Prednizolon’un

KKD frekansinda belli bir artisa neden olmadigi gosterilmistir (83).

Ilaglarin genotoksisite potansiyelinin belirlenmesinde sik¢a kullanilan diger
bir metod, kromozom aberasyonlart metodudur. Kromozom aberasyonlarinin analizi,

kromozom veya kromatid kiriklarinin, degisimlerinin, yeniden diizenlenmelerinin,
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translokasyon, inversiyon ve kopriilerin  frekansin1  belirler.  Kromozom
aberasyonlarindaki artig, klastojenitenin bir gostergesi olup, bu da genetik hastaliklar
ve kanser riskini attirir. Epidemiyolojik ¢alismalar, yiiksek frekanstaki kromozomal
anormallikler ile kanser riski arasinda pozitif bir iliski oldugunu gostermektedir (55).
Mitoz boliinmenin metafaz asamasi, kromozomlardaki kirilmalarin ve yeniden
diizenlenmelerin gozlendigi sathadir. Yapilan bu calismada Takrolimus’un tim
dozlar1 hem 24 ve hem de 48 saatlik uygulamalarda, kontrole gore, KA/hiicre
yiizdesinde artisa neden olmustur. Takrolimus uygulamasi sonucunda kromatid
kirigi, kardes kromatidlerde birlesme ve kromozom kirigi olmak iizere {i¢ tip yapisal
aberasyon ile poliploidi ve endoreduplikasyon olmak {izere iki tip sayisal aberasyon

gozlenmistir.

Karsilagtirmali genomik hibridizasyon yontemi (CHA) nin kullanildigi bir
calisgmada Takrolimus’un da ig¢inde bulundugu birgok immiinsiipresif ilacin
kromozom aberasyonlarina etkisi arastirilmistir. Bu ¢alismaya gore Takrolimus ile
tedavi edilen farelerde yiiksek miktarda genomik degisim gozlenmistir (84). Bir
bagka ¢alismada Takrolimus’un V79 Chinese hamster akciger hiicrelerinde
kromozomal aberasyonlarimi indiiklemedigi, gosterilmistir. Takrolimus’un fare
kemik 1iligi hiicreleri lizerinde kromozomal aberasyonlarin olusumu iizerine etkisi
arastirilmig ve Takrolimus’un kromozomal hasari indiiklemedigi goriilmiistiir (85).
Goriildigi gibi Takrolimus ile yapilan in vitro calismalara rastlanilmamistir ve
yapilan in vivo KA testlerinden de birbirinden farkli sonuglar elde edilmistir. KKD
ve kromozomal aberasyonlari, birbirinden farkli mekanizmalarla olusan farkli DNA
kiriklar: olusumu neticesinde meydana gelmektedir. Kromozom aberasyonlari, sentez
sirasinda tek zincir kiriklari, ge¢ sentez veya G2 fazina etki edilmesi neticesinde
olusur. Kromozom kiriklarinin DNA’nin fosfodiester omurgasindaki kirilmalardan
dolayr olustugu bildirilmistir (7). Takrolimus’un kromozom aberasyonu olusturma
mekanizmas1 heniiz tanimlanamamistir. Ancak Takrolimus ile ayn1 etki
mekanizmasina sahip CsA ile yapilan bir ¢alismada ise CsA’nin, DNA polimeraz
f’nin protein ekspresyonunu ve transkripsiyonunu inhibe ettigi gosterilmistir.
CsA’nin, bu etkisi ile CsA tedavisi alan hastalarda tiimor olugma sikliginin artmasina
katkida bulundugu sonucuna varilmistir (86). Bir bagka ¢alismada Azatiyoprin’in in

vitro kosullarda, fizyolojik ve fizyolojik olmayan dozlarda kromozom
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aberasyonlarini indiikledigi (87), diger bir calismada ise ozellikle 5931 ve 7q31
delesyonlarinit igeren kromozom aberasyonlu myelodisplastik sendromuna neden

oldugu goriilmiistiir (88).

Bu arastirmada kullanilan bir baska genotoksisite yontemi de mikroniikleus
testidir. MN, hem klastojenik hem de anojenik mekanizmalar sonucu
olusabilmektedir. Bu metodda, Cyt-B (Cytochalasin B) kulanilarak tek mitoz gegiren
hiicreler biniikleer yapida elde edilmekte, bu hiicrelerde mikroniikleus sayilar

degerlendirilmektedir (60).

Bu calismada, Takrolimus 24 ve 48 saatlik muamele siiresinde tim
konsantrasyonlarda, insan periferal lenfositlerinde MN” li biniikleer hiicre yiizdesini
kontrole gore arttirmistir. Hiicrelerde bir veya iki MN’li olusumlar gbzlenmistir.
Niikleer bolinme indeksinin 24 ve 48 saatlik muamelerde en yiiksek doz

uygulamasinda kontrole kiyasla 6nemli oranda azaldig1 saptanmistir.

Immiinsiipresif ilaglarin mutajenik ve sitotoksik etkilerini arastirmak
amactyla yapilan bir ¢aligmada, transplant hastalar1 ve saglikli kisi lenfositlerinde
Mikofenolat Mofetil, Sirolimus, Takrolimus ve CsA’nin MN olusumu iizerine
etkileri  karsilagtirllmigtir.  Bu  ¢alismaya gore 5, 20 ve 40 ng/ml
konsantrasyonlarindaki Takrolimus insan periferal lenfositlerine in vitro olarak
uygulanmistir. Calismanin sonucuna gore, Takrolimus ve Mikofenolat Mofetil’in
CsA ve Sirolimus’a gore daha fazla MN olusumuna neden olarak mutajenik etki
gosterdigi belirlenmistir. Immiinsiipresif tedavi gdren bobrek transplant hastalari
saglikl kisilerle kiyaslandiginda ise MN olusumunda 6nemli bir artma ve sitokinez-

blok proliferasyon indeksinde genel bir azalma gézlenmistir (20).

Bir diger ¢alisma da, immiinsiipresif ilaglarin in vivo MN olusumu iizerine
etkisini incelemek amaciyla yapilmistir. Toplam 79 hastanin bobrek nakli 6ncesi ve
sonrasinda MN frekanslar1 karsilastirilmistir. Immiinsiipresif terapiden 3 hafta sonra
MN frekansinda onemli bir artig ve hiicre proliferasyonunda 6nemli bir azalma
goriilmiis ve renal transplantasyon hastalarinda immiinsiipresif terapinin genotoksik

hasar1 indiikledigi anlagilmistir (89). Goritildiigi gibi Takrolimus’un MN {izerindeki
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etkilerini aragtirmak amaciyla yapilan diger iki ¢alismadan elde edilen sonuclar

bizim ¢alismamizdan elde edilen sonuclari1 desteklemektedir.

Bu c¢alismada, Takrolimus’un insan periferal lenfositlerinde DNA
replikasyonu tizerindeki etkisi replikasyon indeksinin, mitoz boliinme iizerindeki
etkisi ise mitotik indeksin saptanmasi yoluyla belirlenmistir. RI, Takrolimus’ un 24
saatlik muamele stiresinde 50 ve 100 ng/ml’ lik uygulamalarda azalmistir. 48 saatlik
muamele siiresinde ise tiim konsantrasyonlarda azalma goriilmiistiir. Takrolimus
mitotik indeksi 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde en diisiik doz (5 ng/ml) disinda

anlamli olarak diistirmiistiir ve bu diisiis doza bagli olarak gerceklesmistir.

Yapilan bir calismada, Takrolimus’un V79 Chinese hamster akciger
hiicrelerinde S9 karigimi varhiginda ya da yoklugunda doza bagl olarak mitotik
indeksi azalttigi gosterilmistir (85).

Azatiyoprin’in fare ve ratlardaki genotoksik etkileri MN test yontemi ile
arastiritlmis ve MN sayisinda doza bagl olarak anlamli artiglar gozlenmistir. Bobrek
transplantasyonundan sonra uzun donem Azatiyoprin tedavisi alan g¢ocuklarin
lenfosit kiiltlirleri yapisal kromozom aberasyonlar1 yoniinden degerlendirilmis ve
istatistiksel olarak anlamli sonuglar elde edilmistir (90). Cok yaygin olarak kullanilan
bir Glukokortikoid ila¢g olan Hidrokortizon’un fare kemik iligi ve insan lenfosit
hiicreleri tlizerindeki genotoksik etkileri KKD ve MN testleriyle arastirilmis ve
Hidrokortizon un ¢ok giiglii klastojenik etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (91). Segici
bir inozin monofosfat dehidrojenaz inhibitorii olan Mikofenolat Mofetil (MMF) ile
yapilan in vitro ¢alismalarda MMF’ nin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile MN
frekansinda onemli bir artisa ve NBI’de ise Onemli azalmalara neden oldugu

goriilmiistiir (92).

Takrolimus’un ve birgok immiinsiipresif ilacin kanser olusumunda
kanserojenite o6zelliginin, kanser baslatic1 aktivitesi, tiimor gelistirici ve ilerletici
potansiyelinin  olabilecegi birgok c¢alismada gosterilmistir (21, 93, 94).
Takrolimus’un topikal olarak kullaniminin kanserle olan iligkisinin arastirildigi 2001

ve 2004 wyillar1 arasinda toplam 953.064 vakayr kapsayan bir c¢alismada,
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Takrolimus’un artmis T hiicreli lenfoma riskiyle iliskili olabilecegi sonucuna

vartlmistir (95).

Bu literatiir bilgileri ve yaptigimiz c¢alismanin sonuglar1 1s18inda
Takrolimus’un genetik hasar yapabilme ve bu yolla da kansere neden olabilme

potansiyelinin olabilecegini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada 24 ve 48 saatlik siireler ile Takrolimus’un farkli dozlarina
maruz kalmis insan periferal lenfositlerinde olasi genetik hasarlar1 belirlemek igin
birbirinden bagimsiz olduk¢a hassas pek cok sitogenetik test kullanildi. Bu sekilde
ilacin genotoksik etkileri ¢ok yonlii ¢alisildi ve calismanin gilivenilirligi artirildu.
Calisma sonuglari, birbirleriyle uyumlu olacak sekilde, her parametrede doz artisina
bagli olarak Takrolimus’un mutajenik potansiyele sahip oldugunu gosterdi.

Sonug olarak, Takrolimus’un ¢alisilan dozlarda insan periferal lenfosit kiiltiir
hiicrelerinde in vitro olarak genotoksik ve sitotoksik etkileri oldugu ¢esitli
sitogenetik genotoksisite tarama testleri kullanilarak belirlendi.

Gorildigi gibi gerek bizim gerekse bir¢ok arastiricinin galismalarinda
Takrolimus’un genotoksik ve sitotoksik risk tasima ihtimali yiiksek oldugu
belirlenmistir. Genotoksik etkisi olabilecek bir ajanin ayni zamanda kanserojenite
riskide yiiksek olacaktir. Ancak Takrolimus’un genotoksisitesi hakkinda kesin
sonuca varilabilmesi i¢in farkli dozlarda in vitro caligmalarin yani sira in Vvivo
genotoksisite testlerine de ihtiya¢ vardir.

Bu ¢alismanin sonuglarina gore, Takrolimus’un transplant hastalar1 igin

genotoksik riske sahip olma ihtimalinin oldugunu sdyleyebiliriz.
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