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OZET

Anlas FC. Amoksisilin’in Alabaliklarda (Oncorhynchus mykiss) in vivo Genotoksik
Aktivitesinin Degerlendirilmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Farmakoloji ve Toksikoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2014.

Glinlimiizde bir ¢ok ksenobiyotik basta ila¢ uygulamalart olmak iizere cesitli
yollarla sucul ekosisteme ulagmakta ve sucul organizmalar iizerinde mutasyon ve
kansere sebep olabilecek genetik degisikliklere sebep olmaktadir. Amoksisilin genis
spektrumu nedeniyle veteriner hekimlikte sik kullanilan penisilin tlirevi bir
antibiyotiktir. Balik yetistiriciliginde ise birgok bakteriyel enfeksiyonun sagaltimi ve
kontrolii amaciyla kullanilmaktadir. Amoksisilinin memeliler ve sucul canlilar
tizerindeki genotoksik etkisi c¢esitli test sistemlerinde degerlendirilmis ve yapilan
calismalarda tartigmali sonuglar elde edildigi goriilmiistiir. Bu c¢alismanin amaci,
amoksisilinin gokkusagi alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss) lizerindeki genotoksik etki
potansiyelinin incelenmesidir. Bu amag¢ dogrultusunda, 10 giin siireyle oral yolla 80,
160 ve 320 mg/kg dozda amoksisiline maruz birakilan baliklardan 3., 6., ve 10.
giinlerde kan alinarak mikroniikleus ve comet testleri uygulandi. Her iki yontemden
elde edilen sonuglar kontrol gruplar ile karsilastirildiginda, 80 ve 160 mg/kg dozlarda
amoksisilin uygulanan gruplardaki comet ve mikroniikleus frekanslari istatistiksel
olarak énemsiz bulunmustur (P> 0,05). Istatistiki degerlendirme sonucunda, 320 mg/kg
dozda amoksisilin uygulanan grupta mikroniikleus ve comet frekansinda goriilen artig
ise anlaml1 bulunmustur (P< 0,001). En yiiksek DNA hasar1 her iki test yonteminde de
6. giinde saptanmistir. Calismanin sonuglari, amoksisilinin gokkusagi alabaliklar
eritrositlerinde tedavi dozlarinda genotoksik etki gostermedigine, yliksek dozda ise

DNA hasarina sebep olduguna isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler :  Amoksisilin, Genotoksisite, Gokkusag1 Alabaligi, Mikroniikleus,
Comet Yontemi.

Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 10947
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ABSTRACT

Anlas FC. Evaluation of In Vivo Genotoxic Activity of Amoxicillin on Rainbow Trout
(Oncorhynchus mykiss). Istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Pharmacology and Toxicology. Doctorate thesis. Istanbul. 2014.

Nowadays, many xenobiotics reach aquatic ecosystem via several reasons primarily
drug administrations and these agents induce genetic alterations which can lead to
mutation and cancer on aquatic organisms. Amoxicillin is a penicillin derivative
antibiotic, frequently used in veterinary medicine due to its broad spectrum of activity.
Also in aquaculture, amoxicillin is used for treat and control of several bacterial
infections. Genotoxic effect of amoxicillin on mammalians and aquatic organisms have
been investigated by several genotoxicity test systems and controversial results have
been reported in previous studies. The aim of the present study is to evaluate the
genotoxic effect of amoxicillin on rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). According to
this purpose, fish were orally exposed to amoxicillin at 80, 160 and 320 mg/kg during
10 days, afterwards samples of blood were taken on days 3", 6™, 10" and micronucleus
test and comet assay were applied. Micronucleus and comet frequency in 80 and 160
mg/kg amoxicillin administrated groups were found insignificant (P> 0.05) when the
results obtained with both test systems were compared with control group. According to
statistical evaluation, the increase of micronucleus and comet frequency at 320 mg/kg
administrated group was found significant (P< 0.001). The highest DNA damage was
determined on day 6, by both test systems. Results of the study indicated that
amoxicillin has not genotoxic effect in rainbow trout erythrocytes at therapeutic dose
however; amoxicillin leads to DNA damage at high concentration.

Key Words: Amoxicillin, Genotoxicity, Rainbow Trout, Micronucleus Test, Comet
Assay.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 10947



1. GIRIS VE AMAC

Su iriinleri, diinyadaki besin ihtiyacini yiiksek oranda karsilayan onemli bir
hayvansal protein kaynagidir. Birlesmis milletlere gore yilda ortalama 78 milyon
bliyiiyen diinya niifusunun 2030 yilina kadar 8 milyara ulasacagi ve buna bagli olarak
hayvansal iriin ihtiyacinin iki kat artacagi diisiiniilmektedir (38). Diinya niifusunun
hizla artmasina paralel olarak, su iiriinlerinin insan beslenmesinde temel protein kaynagi
olarak kullanimi da 6nemini giderek arttirmaktadir. Yapilan c¢alismalar, diinyadaki
toplam su triinlerinin %81 inin insanlar tarafindan besin kaynag olarak tiiketildigini ve

hayvansal protein ihtiyacinin %20’sini karsiladigini bildirmektedir (40, 52).

Endiistriyel gelismenin bir sonucu olarak, giinlimiizde sucul ortamdaki kirliligin
Oonemli oranda arttift ve bu kirlenmenin basta baliklar olmak {izere ekosistemdeki
canlilar iizerinde kanserojenik ve mutajenik etkilere sebep oldugu bilinmektedir (78,
146). Genotoksisite arastirmalari, son yillarda sucul ekosistemde gerceklestirilen
toksisite ¢alismalar1 arasinda arastirmacilarin 6nemle lizerinde durduklari bir konu
olmustur. Sucul ¢evrenin genotoksik kimyasallar ile kontaminasyonu, ortamdaki canlt
popiilasyonu ve g¢evre sagliginin yam sira, su iiriinlerinin insan gidasi olarak tiiketimi
sonucu toplum saglig1 yoniinden de sakinca olusturmaktadir (144). DNA molekiiliiniin
her canlida benzer yapida olmasi ve baliklarin genotoksik ajanlara karsi yiiksek
omurgalilara benzer yanitlar vermeleri nedeniyle bu tiirde DNA hasarina sebep olabilen
bir bilesik insanlar ve diger yiiksek omurgalilarda da benzer etkiler gosterebilmektedir
(17, 89). Biitiin organizmalarda var olan tiirler arasi genetik benzerlikler gbz Oniine
alindiginda, baliklarla yapilan ¢aligmalarin sonuglarinin diger tiirler i¢in de veri kaynagi

olabilecegi diisiiniilmektedir (30).

Solunum i¢in yiliksek oranda su kullanan baliklarin ekosistemdeki genotoksik
bilesiklere yogun olarak maruz kalmalari, sulardaki kirleticileri akiimiile edebilme
ozellikleri ve besin zincirinde O6nemli rol oynamalart nedeniyle sucul ortamdaki
genotoksisitenin izlenmesinde bircok balik tiirii biyo- indikator canlilar olarak tercih
edilmektedirler (100).

Diinyada ve iilkemizde 1970°’li yillardan beri hizli bir gelisim gosteren su
iiriinleri yetistiriciligi, Gida ve Tarim Orgiiti (FAO) tarafindan diinyada en hizli

biiyiiyen gida iiretim sektorii olarak bildirilmistir (54). Su {irlinleri yetistiriciliginin



bliylimesine paralel olarak, sucul ekosistemde bakteriyel ve paraziter enfeksiyonlarin
insidensindeki artis 6nemli bir sorun haline gelmistir. Yetistiricilikte stoklama
yogunlugunun fazla olmasi gibi olumsuz cevresel kosullarin, baliklar i¢in ciddi stres

faktorii oldugu ve patojenlere karsi duyaliligi arttirdiklart saptanmustir.

Kiltir balik¢iliginda antibakteriyel kemoterapinin 50 yili askin siiredir
uygulanmasinin, bu ilaglarin ve metabolitlerinin sucul ekosistemde birikimine ve sistem
organizmalari tizerinde ¢ok yonlii olumsuz etkilere neden oldugu bilinmektedir (71).
Yapilan caligmalar balik hastaliklarinin tedavisinde kullanilan kemoterapotik ajanlarin
akut toksik etkilerinin yani sira, sucul canlilarin DNA’lan iizerinde de hasara sebep
olabilecegini gostermektedir (25, 74). Bu durum, endiistriyel atiklar ve tarimsal amagla
kullanilan bilesiklerin yani sira baliklarda kullanilan kemoterapotik bilesiklerin de

genotoksik etki potansiyellerini degerlendirme zorunlulugunu dogurmustur.

Amoksisilin, baliklardaki birgok sistemik bakteriyel enfeksiyonun sagaltiminda
kullanilan beta laktam tiirevi bir antibiyotiktir. Amoksisilinin memeliler iizerindeki
genotoksik etkisi farkli organizmalarda gerceklestirilen cesitli genotoksisite testlerinde
incelenmis ve elde edilen sonuglarin tartismali oldugu goriilmistir (8, 73, 90).
Amoksisilinin baliklar {izerindeki genotoksisitesi ile ilgili veriler ise oldukca yetersizdir.
Bu bilgiler dogrultusunda genotoksik etki potansiyeli hakkinda farkli goriisler bildirilen
amoksisilinin hedef tiir olan gokkusagi alabaliklart (Oncorhynchus mykiss) iizerindeki
genotoksisitesinin in vivo kosullarda comet yontemi ve mikroniikleus testi ile

degerlendirilmesi amaglanmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Genetik Toksikoloji

Genetik Toksikoloji, kalitim materyali olan DNA iizerinde fiziksel veya
kimyasal ajanlar tarafindan meydana getirilen hasar1 inceleyen bilim dalhdir. ilk kez
1927 yilinda Hermann Muller tarafindan (97, 124) X ismlarinin meyve sinegi
(Drosophila) iizerinde mutasyona sebep oldugunun belirlenmesi ile baslayan
genotoksisite calismalari, glinlimiizde ksenobiyotiklerin yayginligina bagli olarak
Oonemini giderek arttirmaktadir.

Insanlarda genotoksik maddelere maruziyet ile genotoksik etkinin ortaya
¢ikmasi arasinda uzun bir periyot vardir. Bu nedenle genotoksik bilesiklerin deney
hayvanlar1 aracilifiyla belirlenmesi, insanlarda risk tayini ve genotoksik bilesiklere

maruziyetin 6nlenmesi agisindan olduk¢a dnemlidir (143).
Genetik Toksikoloji’nin arastirma alanlari su sekilde 6zetlenebilir (106):

e Olast kanserojen bilesiklere maruz kalma riskini azaltmak amaciyla

mutajenik ve kanserojenik maddelerin belirlenmesi

e Ureme hiicrelerinde mutasyonlara yol agarak kalitsal anomalilere sebep
olabilmeleri nedeniyle, genotoksik maddelerin teratojenik 6zelliklerinin

belirlenmesi

e Ekosistemde bulunan genotoksik bilesikler ve bu bilesiklere maruz kalan
bireylerde “Genotoksik Hastalik Sendromu” olarak adlandirilan yapisal

¢ogalma ve kayiplarin arastirilmasi

Genotoksik bilesikler etkilerini dogrudan DNA {izerinde hasar olusturarak
gosterebilecekleri gibi, onarim mekanizmalarinda bozukluklara sebep olarak da DNA
hasarinin frekansini arttirabilirler. DNA molekiiliinde meydana gelen hasar onarilmadigi
takdirde kontrollii hiicre 6liimii olarak tanimlanan apoptozis, mutasyon veya kanser gibi
kalict degisiklikler gozlemlenebilir (41). Agir hasarlar apoptotik mekanizmalarin
uyarilmasiyla hiicrenin Oliimiine sebep olurken, orta dereceli hasarlar genellikle
mutasyon ile sonug¢lanmaktadir (58).

DNA iizerinde spontan olarak veya kimyasal ve fiziksel ajanlarin etkisiyle

meydana gelen kalic1 degisikliklere “mutasyon” adi verilmektedir. Bu degisiklikler tek



bir geni veya gen blogunu kapsayabilecegi gibi tiim kromozomu da etkileyebilir.
Kromozomlarin say1 ve yapisindaki degisiklikleri kapsayan mutasyonlar “kromozom
mutasyonlar1” olarak adlandirilirken, kromozom seviyesinde gozlemlenemeyen fakat
bireysel organizmalardaki fenotipik degisikliklerle saptanabilen mutasyonlara ise “nokta
mutasyonlar’” adi verilmektedir (82). Mutasyonlar canlilarin somatik veya gamet
hiicrelerinde meydana gelebilir. Gamet hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlar
sonraki nesillere aktarilmasi acgisindan énemliyken, somatik hiicrelerde meydana gelen
mutasyonlarin kansere sebep olabilecegi bilinmektedir.

Genetik degisiklikler ile kanser arasinda nedensel bir iligkinin varligi bircok
deneysel ve epidemiyolojik veri ile desteklenmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalar,
bir¢ok kanserojen bilesigin mutajenik etkisinin de bulundugunu ortaya koymustur (37,
105, 143). Mutajenite ile Kkarsinojenite arasindaki bir diger iliski de DNA onarim
mekanizmalariin etkilenmesi sonucunda goriilmektedir. Tim canlilar, genetik
materyallerini ¢evresel tehditlere kars1 korumak amaciyla DNA onarim mekanizmalari
igerirler. Olusan DNA hasarmin onarilmasi, hiicrenin genomik kararliligim
stirdiirmesinde 6nemli rol oynar. Genotoksik ajanlara maruziyet sonucunda agiga ¢ikan
onarim hatalarinin kanser riskini arttirdigi bilinmektedir (37, 105). Bu dogrultuda,
genotoksik etkinin saptanmasina yonelik ¢alismalarla ¢ok diisilk konsantrasyonlarda
bile etkili olabilen bu maddelerin kanserojen etki potansiyellerinin de degerlendirilmesi

amaclanmaktadir.

2.1.1. Sucul Ekosistemde Genetik Toksikolojinin Onemi ve Degerlendirilmesi

Sucul ekosistemde, UV 1sinlar1 ve radyasyon gibi fiziksel faktorlerin yani sira
endistriyel atiklar, pestisitler ve ilaglar gibi kimyasallar da DNA hasara sebep
olabilmektedir. Akuakiiltiirlerdeki genotoksisite ¢alismalarinda basta baliklar olmak
tizere diger sucul organizmalar ve bitkilerden yararlanilmaktadir. Baliklar, genotoksik
bilesiklere kars1 yiiksek omurgalilara benzer tepkiler vermeleri nedeniyle insanlar igin
olast kanserojen ve teratojen maddelerin belirlenmesine yoOnelik ¢alismalarda tercih
edilmektedirler (4). Genotoksik kimyasallarla kontamine olmus igme sularinin
insanlarda olusturabilecegi hasarin 6nceden belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmalarda
da model organizma olarak baliklarin kullanildig1 goriilmektedir (33).

Genotoksik bilesikler, memelilerde oldugu gibi balik tiirleri iizerinde de farkli

etkilere sebep olabilmektedirler. Olusan hasar, DNA onarim mekanizmalari tarafindan



tamir edilebilecegi gibi, onarim gerceklesmedigi takdirde gamet hiicrelerinde meydana
gelen hasarlar gelisme bozukluklari, canli embriyo, larva ve yetiskin sayisinda
azalmaya, somatik hiicrelerdeki hasarlar ise kontrolsiiz hiicre proliferasyonuna yol
acarak kanser olusumunu indiikleyen ¢ok sayida genetik degisiklige sebep olmaktadir
(59, 148). Yapilan ¢alismalar, son yillarda baliklarda ksenobiyotik kaynakli timor
olgularinda biiyiik artis oldugunu bildirmektedir. Ayrica baliklarda goriilen
ksenobiyotik  kaynakli tiimorlerde, ras geninde karakteristik mutasyonlarin
bulundugunun saptanmasi, genotoksik bilesiklere maruziyet ile kanser olusumu
arasindaki baglantiy1 gostermesi agisindan 6énemli bir bulgudur (125). Bunun yani sira,
genotoksik kimyasallar yiiksek aktiviteleri nedeniyle baliklarda teratojenik problemlere
ve gamet hiicrelerinde olusturduklar1 mutasyonlar araciligiyla kalitsal defektlere de
neden olabilmektedir. Baliklarda iiremenin engellenmesi en az kanser olusumu kadar
onemli ve istenmeyen bir sonugtur (95). Baliklarin insan beslenmesindeki 6nemi g6z
Oniine alindiginda genotoksik maddelerin balik DNA’s1 {izerindeki etkilerinin izlenmesi
insan saglig1 agisindan da biiylik 6nem tagimaktadir.

Ekosistemdeki kirleticilere maruziyet sonucu sucul canlilarda goriilen etkiler
Kurelec (88) tarafindan “Genotoksik Hastalik Sendromu” olarak tanimlanmustir.
Kurelec, baliklarda genotoksik etkinin sonucu olarak tiimér olusumunun yani sira
protein yikimina sebep olabilecek enzim fonksiyon bozukluklari, metabolik problemler,
immunolojik etkiler, adaptasyon bozukluklari, {iremenin azalmasi gibi ¢ok sayida
fonksiyon bozuklugunun da goriilebilecegini bildirmistir. Genotoksik hastalik
sendromu, DNA hasarina sebep olan bilesiklerin, ekosistem iizerinde geri doniisiimsiiz
toksik etkilere yol agabilecegini gosteren dnemli bir bulgu kabul edilmektedir (35).

Sucul ekosistemdeki genotoksisitenin izlenmesinde, DNA hasarina yol agan
bilesiklerin genotoksik etki mekanizmalarinin anlagilmasi da 6nemlidir. Bu amacla
genotoksik etkili bilesikler dort kategoride degerlendirilir (35):

1. Direkt olarak DNA’y1 etkileyen bilesikler

2. Metabolitleri araciligiyla DNA hasarina sebep olan bilesikler

3. Reaktif radikaller olusumu gibi sekonder etkiler araciligiyla DNA
hasarini indiikleyen bilesikler

4. DNA sentezini ve onarimini inhibe eden bilesikler



Genotoksik etki mekanizmalar1 temel olarak dort baslik altinda degerlendirilse
de, bir ¢ok bilesigin etkisi birden fazla mekanizmanin ortak sonucu olarak ortaya
¢ikmaktadir. Ornegin; iyonik yapili civa bilesikleri direkt olarak DNA’y1 etkileyerek
zincir kirilmalarina neden olurken ayni zamanda DNA onarim mekanizmalarini da
inhibe etmektedir.

Baliklarda genotoksisitenin dogru olarak degerlendirilebilmesi bir¢ok faktore
bagli olan zorlu bir siirectir. Genotoksik ajanlarin DNA’da meydana getirdigi hasarlar;
tek veya cift zincir kirilmalari, baz modifikasyonlar1 veya kayiplari, DNA zincirleri
arasindaki veya DNA ile proteinler arasindaki ¢capraz bag olusumlaridir. Hasarin tipi ve
siddeti bilesige bagli olarak degisiklik gosterebilmektedir. Ancak sucul ekosistem
kapsaminda degerlendirildiginde, genotoksik bilesiklerin bireysel olarak DNA’da
olusturduklar1 hasar ¢esidinin saptanabilmesi oldukga giigtiir. Bunun nedeni sucul
organizmalarin bu kirleticilere genellikle kati- sivi atiklar gibi kompleks karisimlar
seklinde maruz kalmalaridir (35, 75, 84). Bunun yani sira, sucul ekosistemde “pro-
genotoksikant” olarak tanimlanan krizoidin gibi c¢ok sayida bilesigin metabolik
aktivasyon sonucu genotoksik etki potansiyeli kazandigir bilinmektedir. Baliklarda
biyotransformasyonla ilgili verilerin olduk¢a yetersiz olmasi nedeniyle, bu bilesiklerin
genotoksik etki potansiyellerinin degerlendirilebilmesi de olduk¢a zordur. Ayrica
rasyondaki mevsimsel degisimler, ¢evresel kosullar ve hormonal durum gibi ¢esitli
faktorler biyotransformasyonda gorevli enzim sistemlerini etkileyerek bilesiklerin
biyoaktivasyon ve detoksifikasyonunu énemli 6lglide degistirebilmektedir (35, 84).

Yapilan calismalar, sucul ekosistemde genotoksik etkinin degerlendirilmesinde
tiir duyarliliginin da 6nemli rol oynadig1 gostermektedir. Siklofosfamid ve mitomisin C
gibi genotoksik etkili olduklar1 bilinen bilesiklere ayn1 kosullarda maruz birakilan gesitli
balik tiirlerinde olusan DNA hasar1 incelendiginde, bilesiklerin genotoksik etkilerine
kars1 Tilapia rendalli *nin en duyarl tiir oldugu, Cyprinus carpio 'nun ise diger tiirlere
gore daha az duyarlilik gosterdigi sonucuna ulasilmistir (64).

Bir bilesigin baliklardaki genotoksisitesi hakkinda kesin bir sonuca varabilmek

ve giivenilir veriler elde edebilmek i¢in (5):

e Bilesigin genotoksik potansiyeli birka¢ farkli balik tiirii {izerinde

degerlendirilmelidir.



e Sonuglarin degerlendirilmesinde doz- cevap iliskisi géz Oniine

alinmalidir.

e FElde edilen sonuglar hayvan, bitki ve insan hiicreleriyle gerceklestirilen

calismalarin sonuglari ile karsilastirilmalidir.
e (alismada negatif ve pozitif kontroller kullanilmalidir.

Genotoksik kontaminantlardan kaynaklanan hasarlarin saptanmasinda DNA
eklentisi olusumu, kromozom aberasyonlari, DNA zincir kirilmalari ve mikroniikleus
frekansinin 6l¢iilmesi gibi parametreler degerlendirilmektedir (77). Sucul ekosistemdeki
genotoksisite calismalarinda, memeliler i¢in hazirlanmis olan genotoksisite testleri
cesitli sekillerde modifiye edilerek in vivo ve in vitro kosullarda uygulanmaktadir.
Memelilerde DNA hasarinin incelenmesinde en ¢ok tercih edilen ve baliklarda da
uygulanabilirligi olan bu yontemler mikroniikleus testi, kardes kromatit degisim testi
(SCE), kromozom aberasyon testi (CA), tek hiicre jel elektroforezis yontemi (SCGE)
olarak da bilinen comet yontemi ile Ames testi, Escherichia coli WP2 testi gibi

bakteriyel test sistemleridir.

2.1.1.1. Ames Testi

Ames testi ilk kez 1973 yilinda Dr. Bruce N. Ames tarafindan gelistirilmis olan
bir yontemdir (6). Salmonella/ Mikrozom test sistemi olarak da adlandirilan yontem,
kimyasal maddelerin mutajenik etkilerinin aragtirilmasinda yaygin olarak kullanilan,
kisa siireli bakteriyel test sistemlerinden biridir.

Ames Testi, Salmonella typhimurium’un mutant suslar1 (TA 98 ve TA 100) ile
gerceklestirilmektedir. Bu suslar, histidin aminoasidinin biyosentezinden sorumlu olan
genin Ozel bir mutasyonunu igeririler. Testin prensibi, mutant bakterilerin maruz
kaldiklar1 genotoksik bilesikler araciligiyla geri mutasyona ugramalari ve histidin
sentezleme yeteneklerini geri kazanmalarma dayanir. Farkli konsantrasyonlarda
uygulanan test bilesiklerinin sebep oldugu geri mutasyon sonucu olusan bakteri tiremesi

negatif kontrol gruplart ile karsilastirilarak bilesigin genotoksisitesi yorumlanir (6, 7).

Ames testi sucul organizmalarda (87) ve sedimentte (114) mutajenitenin ve
karsinojenitenin belirlenmesi amaciyla uygulanmistir. Ancak baliklarda son yillarda

daha pratik, hizli ve kolay sonug veren genotoksisite testleri tercih edilmektedir.



2.1.1.2. Escherichia coli WP2 Testi

Prensip olarak Ames testi ile benzerdir. Testin uygulanmasinda, liremeleri i¢in
triptofana ihtiyag duyan bakteri suslar1 kullanilir. Triptofan biyosentezini
gerceklestiremeyen mutant E. Coli WP2 suslar1 test bilesigine maruz birakilir.
Inkubasyon periyodunun ardindan geri mutasyon gegcirerek iireme yetenegini geri
kazanmis suslar kontrol gruplart ile karsilagtirilir (96).

Bakteriyel test sistemleri genotoksisitenin saptanmasinda her zaman yeterli
duyarliliga sahip olmayabilir. Escherichia coli WP2 testi ile sucul ekosistemde atik

sulardaki genotoksisitenin degerlendirildigi sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir.

2.1.1.3. Kromozom Aberasyon Testi

Kromozom aberasyon testinde oncelikle hiicre kiiltiirlerine mitoz bdliinmeyi
uyaran fitohemaglutinin ve benzeri spesifik bir antijen ilave edilerek inkubasyona
birakilir. Degerlendirme kromozomlarin en rahat gozlemlenebildigi metafaz agamasinda
yapilacagindan, genotoksik etkisi incelenecek olan bilesik uygulandiktan sonra kolsisin
gibi metafaz durdurucu bir madde de uygulanmalidir. Boyama isleminin ardindan
hiicreler kromozom aberasyonlar1 yoniinden incelenir. Her konsantrasyon i¢in en az 200
metafaz hiicresi analiz edilir (102).

Genotoksisik etkinini bir gostergesi olan kromozom aberasyonlar1 genellikle
kromatid agiklig1 (gap), kromatid kirig1 (break), asentrik ve disentrik fragment, ring
kromozom, kromatid degisimi, poliploidi ve translokasyonlar seklinde goriilmektedir.
Kromozom aberasyon testi daha ¢ok Cin hamster ovaryum ve Cin hamster akciger

hiicreleri ile insan periferal kan hiicrelerinde uygulanmaktadir.

2.1.1.4. Kardes Kromatid Degisim Testi

Ik kez 1938 yilinda McClintock tarafindan tanimlanmistir (93). Testin prensibi
bir kromozomu olusturan iki kromatid kolunda meydana gelen kirilmay1 takiben, kirilan
parcalarin karsilikli de8isiminin saptanmasi esasina dayanir. Hiicre kiiltlirlerine
fitohemaglutinin eklenerek mitoz boliinmenin uyarilmasinin ardindan hiicreler test
bilesigine maruz birakilir. Kromatidlerin ayrilmasmi kolaylastirmak amaciyla ortama
bromodeoksiuridin eklenir. iki hiicre siklusunun ardindan metafaz durdurucu bir bilesik
uygulanir ve hazirlanan preparatlardaki hiicreler kardes kromatid degisimi yoniinden

incelenir (48).



Yontem baliklar ve midyeler gibi farkli sucul canlilarda uygulanmis olsa da,
kardes kromatid degisim testi ve kromozom aberasyon testi gibi metafaz analizleri,
sucul ortamdaki genotoksisitenin izlenmesinde pratik yontemler degildir. Bunun nedeni,
baliklarin fazla sayida ve kiiciik yapida kromozomlara sahip olmalar1 ve balik
karyotiplerinin memelilere gore diizensiz yapida olmasidir (69, 80). Sadece Umbra limi
gibi birkag balik tiirliniin kromozom yapis1 metafaz analizleri i¢in uygunsa da bu tiiriin
ekonomik Oneminin bulunmamasi ve genis bir dagilim gostermemesi nedeniyle
genotoksisite ¢aligmalarinda tercih edilmemektedir (3). Buna karsilik, balik
eritrositlerinin olduk¢a iri ve niikleus yapilarinin biiyiik olmasi mikroniikleus
incelemelerini kolaylastirmaktadir. Sahip olduklar1 avantajlar nedeniyle baliklarda DNA
hasarinin belirlenmesinde daha ¢ok, yeterli duyarliliga sahip olan ayni zamanda kisa

stirede sonug veren mikroniikleus ve comet yontemleri tercih edilmektedir.

2.1.1.5. Comet Yontemi

Tek hiicre jel elektroforezi olarak da bilinen comet yontemi, standart
genotoksisite test sisteminde yer almamasma ragmen Okaryotik hiicrelerdeki DNA
hasarin1 tek tek, hiicre bazinda saptayabilen ve genotoksisite c¢alismalarinda siklikla
kullanilan bir yontemdir. Kolay ve hizli olmasmin yani sira kisa siirede gilivenilir
sonuclar vermesi nedeniyle de giinlimiizde sitogenetik metodlara alternatif olarak tercih

edilmektedir.
Yontemin avantajlar1 kisaca su sekilde siralanabilir (51, 130, 134):
e (Cok cesitli doku ve hiicre tiplerinde uygulanabilir olmasi
e Diisiik dozlardaki DNA hasarini saptamadaki duyarlilig

e Hassas, hizli, diisiik maliyetli, kolay uygulanabilir ve giivenilir bir

yontem olmasi
e Hiicrelerdeki DNA kiriklarinin gorsel olarak da izlenebilmesi

Comet yontemi giinlimiizde genotoksik ve sitotoksik maddelerin belirlenmesi,
DNA onarim caligmalari, ¢evresel toksikoloji ¢calismalari, kanser aragtirmalar1 gibi pek
¢ok alanda uygulanmaktadir (46, 91).

[k olarak 1978 yilinda Rydberg ve Johanson tarafindan (121) gelistirilen comet
yontemi, agaroz igerisinde gémiilmiis olan hiicrelerin alkali kosullarda lize edilerek

proteinlerden ayrilmast ve DNA’nin agiga c¢ikarilmasi esasina dayanmaktaydi. Bu
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yontemde hiicreler nétralizasyon isleminin ardindan akridin oranj ile boyanmakta ve
DNA hasari, kirmizi (tek sarmal) ve yesil (¢ift sarmal) floresanlarin oran1 baz alinarak
fotometre araciligi ile saptanmaktaydi. 1984 yilinda Ostling ve Johanson (107),
yontemin duyarliligini arttirarak mikrojel elektroforez teknigini gelistirmislerdir. Buna
gore agaroz jel igerisinde fikse edilip lam iizerine aktarilmis hiicreler, deterjanlar ve
yuksek tuz konsantrasyonlar1 ile parcalandiktan sonra, acgiga c¢ikan DNA’ya nétral
sartlarda elektroforez islemi uygulanmaktaydi. Elektroforez sonunda ise DNA etidyum
bromid (EtBr) gibi floresan 0&zellikli bir boya ile boyanarak DNA hasari
degerlendirilmekteydi. Ancak bu yontem, nétral kosullarda DNA’nin cift iplikcikli
olmasindan dolay1 sadece ¢ift zincirli DNA’daki kiriklarin tespitine olanak
saglamaktaydi. Oysa DNA’da hasar olusturan ¢ogu ajan, DNA ¢ift sarmalindan ¢ok tek
sarmalinda hasar meydana getirmektedir. Bunun yani sira nétral kosullar, proteinlerin
DNA’dan tam olarak uzaklastirilmasini engellemektedir.

Bu nedenle Singh ve ark. (130) giinlimiizde de DNA hasarinin saptanmasi
amactyla kullanilan protokol olan alkali comet teknigini gelistirmiglerdir. Alkali
kosullarda DNA’nin tek iplikcikli olmasi nedeniyle, bu yontemle tek zincir DNA
kiriklar1 ve alkali labil bolgeler kolaylikla tespit edilebilmektedir (46). Singh ve ark.
tarafindan gelistirilen protokol giinlimiizde kiigiik degisikliklerle en c¢ok kullanilan
comet yontemidir.

Yontemin esast alkali sartlar altinda (pH> 13) izole edilen DNA’nin
elektroforezi prensibine dayanmaktadir. Cekirdek icerisindeki DNA, agaroz jel
icerisinde fikse edilerek elektroforetik ortamda yiiriitiiliir. Genotoksik ajanlara bagl
olarak kirtlan DNA molekiilleri elektroforez sirasinda farkli hizlarda go¢ ederler. Anoda
hareket eden DNA, hasarin derecesine bagli olarak degisen bir kuyruklu yildiz
gorlintiisii olugturur. DNA hasariyla dogru orantili olarak kuyruk uzunlugunda artig
gozlemlenirken saglam DNA’da ise kuyruk olusumu goriilmez (103).

Comet yonteminin basamaklar1 agagida agiklanmistir:

Lamlarin hazirlanmasi: ik basamak calismada kullanilacak olan lamlarin
hazirlanmasidir. Bu amagla tek tabakali lam modeli kullanilabilecegi gibi giiniimiizde
daha ¢ok iki veya ili¢ asamali lam modellerinin hazirlanmasi tercih edilmektedir. Tek
tabakali modelde diisiik erime dereceli agaroz (LMA) igerisinde siispanse edilmis
hiicreler direkt olarak lamin {izerine yayilir. Iki tabakali modelde ise, lamin iizeri ilk

olarak diiz bir zemin saglamasi ve hiicrelerin daha saglam bir sekilde tutunmasi
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amaciyla normal erime dereceli agaroz (NMA) ile kaplanir. Lamlarin kaplanma islemi
caligmanin baslamasindan bir giin O0nce gerceklestirilir ve agaozun lam iizerine
yayilarak kurumasi saglanir. ikinci tabakay1 calisma sirasinda LMA igerisinde siispanse
edilmis hiicreler olusturur. Bu asamada hiicre yogunlugunun fazla olmasi goriintiileme
islemini zorlagtiracagindan agaroz igerisindeki hiicre miktarinin fazla olmamasina
dikkat edilmelidir. Hiicrelerin yogun olmasi, ozellikle DNA gogiiniin fazla oldugu
durumlarda cometlerin {ist iiste gelmesine neden olarak analiz islemini zorlastirir. Ug
tabakali modelde ise bu islemlere ek olarak lamlar tekrar LMA ile kaplanarak hiicrelerin
korunmasi saglanir. Hazirlanan lamlar jelin katilasmasi ig¢in +4 °C’ de bekletilir (42,
134).

Lizis asamasi: Lizis isleminin gerceklestirilmesindeki amag hiicre zarlarinin
ortamdan uzaklastirilmasidir. Hiicrelerin lize olmasi i¢in lamlar yiiksek tuz ve deterjan
iceren alkali lizis soliisyonu igerisinde ve +4 °C’ de en az 1 saat siireyle bekletilir. Daha
once de belirtildigi gibi noétral soliisyonlar ¢ift zincir kiriklariin tespitine olanak
saglarken, alkali soliisyonlar kullanilarak tek zincir kiriklarinin  belirlenmesi
mimkiindiir. Lizis islemi sirasinda serbest hale gecen DNA 1s18a karsi duyarh
oldugundan, bu asamadan sonraki islemlerin yar1 karanlik ortamda gerceklestirilmesi
gerekmektedir (42).

DNA sarmalinin ¢oziilmesi ve elektroforez asamasi: Elektroforez 6ncesinde
lamlar ¢ift sarmal DNA yapisinin ¢oziilmesi i¢in yiiksek alkali 6zellikteki (pH 13),
soguk elektroforez soliisyonu igerisinde 20 dakika bekletilir. Bu islem sale igerisinde
gerceklestirilebilecegi gibi lamlar direkt olarak elektroforez tanki igerisinde de inkube
edilebilir. “Dengeleme” ad1 da verilen bu asamanin siiresi uzadik¢a yontemin duyarlilig:
da artmaktadir (46). Bu islemin ardindan elektroforez asamasina gegilir. Hiicre tipine
gore degisiklik gostermekle beraber Singh ve ark. (130) elektroforez isleminin 25 V,
300 mA kosullarda yaklasik 20 dakika siireyle gerceklestirildigini bildirmistir. Gerek
elektroforez gerekse dengeleme islemi sirasinda sicakligin sabit tutulmasi 6nemlidir.

Notralizasyon asamasi: Yiiksek alkali kosullardaki elektroforez isleminin
ardindan lamlar, alkali ortamin uzaklastirilmas1 amaciyla noétralizasyon soliisyonu ile

5’er dakika, 3 kez yikanir. Notralizasyon siiresinin uzamasi artifakt yogunlugunu da

azaltmaktadir (120).

Boyama asamasi: Comet yonteminin son basamagi boyama ve goriintiilemedir.

Notralizasyon sollisyonundan ¢ikarilan lamlar ¢ok kisa bir siire icerisinde DNA’ya
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spesifik bir boya ile boyanarak bekletilmeden floresan mikroskop altinda
incelenmelidir. Analiz islemi hemen gerceklestirilmeyecekse, lamlar nétralizasyonun
ardindan yaklasik bes dakika siireyle saf etanol veya metanol igerisinde fikse edilerek

kuruduktan sonra saklanabilir (134).

Goriintiilerin degerlendirilmesi: Comet yoOnteminin degerlendirilmesinde
hasar gérmeyen hiicreler yuvarlak, kenarlar1 daha az yogun, ortalar1 ise daha parlak bir
sekilde goriiliirler. Bu hiicreler, elektroforez sirasinda DNA gocii gergeklesmemis olan
“hasarsiz hiicreler” veya “nonmigration” olarak isimlendirilir. DNA’da meydana gelen
kirilmalarin artmasiyla, DNA pargaciklar1 ¢ekirdek disina go¢ ederek belli bir yone
dogru sagilirlar ve yonteme adin1 veren kuyruklu yildiza benzer bir goriintii meydana
getirirler. Yiiksek hasarli olan apoptotik hiicrelerde ise bas ve kuyruk kisimlarinin
tamamen dagildig1 goriilmektedir. Comet sayimi sirasinda, lamin ortasinda bulunan
hiicreler degerlendirilmeli, kenar kismindaki hiicreler sayima dahil edilmemelidir (42).

DNA’ da olusan hasarin degerlendirilmesinde gorsel analiz ve bilgisayarh
goriintii analizi olmak tizere iki farkli yol izlenir. Gorsel analiz, cometlerin herhangi bir
analiz programi kullanilmaksizin gozle belirlenmesi ve hasarin derecesine gore
gruplandirilmasidir. Bu tip degerlendirmede DNA hasar1 hiicrelerdeki kuyruk uzunlugu
ile iliskilendirilir ve buna gore bes kategoride degerlendirilir. Gorsel analiz ile comet

goriintiilerinin siniflandirilmast Sekil 2-1° de gosterilmistir:
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D Diisiik diizeyde hasarh Orta diizeyde hasarh
Yiiksek hasarh Tamamen hasarh

Sekil 2-1: Comet goriintiilerinin gorsel analiz ile siniflandirilmasi

Her bir preparat i¢in rastgele secilen hiicreler sayilarak i¢inde bulunduklari
kategoriye gore smiflandirilir. Ardindan her bir kategorideki comet sayisi belirlenerek
DNA hasari saptanir (42).

Goriintiileme programlar1 araciligiyla yapilan analizlerde ise, comet olusumlari
mikroskop tlizerine monte edilen dijital kameralar araciligiyla saptanmaktadir. Bu
programlar ayni zamanda, hasar gérmiis hiicrelerdeki bas ve kuyruk uzunlugu, kuyruk
momenti, bag ve kuyruktaki DNA yiizdesi gibi parametrelerin 6l¢iilmesine de olanak
saglamaktadir.

Comet yonteminin duyarlhiligi, elektroforeze bagli sartlar (siiresi ve voltaji),
lizing isleminin siiresi ve lizis soliisyonunun pH ve tuz konsantrasyonu gibi faktorlerden
etkilenmektedir. Bu nedenle calisma sirasinda deney kosullarinin sabit tutulmasi
sonuglarm giivenilirligi agisindan oldukg¢a 6nemlidir (151).

Comet yontemi laboratuvar kosullarinda ¢esitli kimyasallara maruz birakilan
baliklardaki DNA hasarinin saptanmasi amaciyla birgok calismada uygulandigi gibi
sucul ekosistemdeki kirliligin izlenmesinde de biyogdsterge olarak kullanilmaktadir.

Insanlarda comet yontemi ile yapilan calismalarda cekirdekli ve ¢ok sayida
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olmalarindan dolay1 lenfositlerden yararlanilirken, baliklarda eritrositlerin kan
hiicrelerinin %97’sini olusturmalar1 nedeniyle yontemin uygulanmasinda eritrositler
tercih edilmektedir (95).

Yontemin avantajlarindan biri de ¢ok cesitli hiicre tiplerinde uygulanabilir
olmasidir. Bu 6zelligi ile comet yontemi memeliler disinda baliklar, algler, kabuklular,
amfibiler gibi sucul organizmalarda da genis kullanim alan1 bulmaktadir (112).

Comet yontemi ile sucul canlilar iizerinde yapilan caligmalardan bazilar
sOyledir:

Sipermetrin’in ¢ farkli konsantrasyonuna (0,300, 0,150, 0,075 pg/ L) maruz
birakilan Prochilodus lineatus tiiriiniin eritrositlerindeki DNA hasarin1 alkali comet
yontemi ile incelenmistir (129). Elde edilen veriler negatif kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, sipermetrinin uygulanan tim dozlarda genotoksik etkili oldugu
saptanmistir. Bu ¢alisma ayn1 zamanda, balik eritrositlerindeki genotoksisitenin
degerlendirilmesinde comet yonteminin etkinligini bir kez daha ortaya koymustur.

Yiizey sularinda yogun olarak saptanan non steroid antiinflamatuvar bir ajan
olan dipironun sucul canlilar tizerindeki toksik etkisi Brezilya’daki yerel bir balik tiirii
olan Rhamdia quelen {izerinde incelenmistir (109). Bu amagla 0,5, 5 ve 50 pg/L
konsantrasyonda dipiron igeren sulara 15 giin siireyle maruz birakilan baliklardan kan
almarak  hematolojik,  biyokimyasal, morfolojik ve  genetik  degisimler
degerlendirilmistir. Genotoksik etkinin comet yontemi kullanilarak degerlendirildigi
calismada, dipironun s6z konusu balik tliriinde en diisiik konsantrasyonda bile DNA
hasarina sebep oldugu goriilmiistiir.

Bir diger ¢aligmada ise, organik klorlu bir pestisit olan endosiilfanin Mystus
vittatus tiiriiniin gesitli dokularinda sebep oldugu genotoksik hasar alkali comet yontemi
ile incelenmistir (126). Calismada Oncelikle endostilfanin LCso degeri esas alinarak
subletal ve mnon letal konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Belirlenen 3  farkh
konsantrasyonda endosiilfana maruz birakilan baliklarin kan, bobrek, solungag gibi
farkli dokularindan 7 giinlik araliklarla ornekler alinmis ve comet yontemi
uygulanmustir. Veriler kuyruktaki DNA yiizdesi esas alinarak degerlendirilmistir.
Calismanin sonuglara gore gruplarin hepsinde yiikksek DNA hasar1 tespit edilirken,
tiim dokularda ve tiim konsantrasyonlarda en yiiksek hasarin birinci giinde gorildigi

bildirilmistir.
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Sulardaki kirliligin biyogdstergesi olarak comet yonteminin kullanildigr bir
caligmada, farkli mevsimlerde Brezilya’daki Sinos Nehri’nin 3 farkli bolgesinden
toplanan su numuneleri analiz edilerek sulardaki aluminyum, demir, krom, kursun,
bakir, nikel ve ¢inko diizeyleri saptanmis ve bu sulara maruz birakilan baliklardaki
genotoksik hasar incelenmistir (123). Calismanin sonuglar1 Sinos Nehri’nin igerdigi s6z
konusu bilesiklerin, baliklar i¢in genotoksik etkili oldugunu ancak DNA hasarinin
mevsimlere ve numune alinan bolgelere gore énemli farkliliklar gostermedigini ortaya

koymustur.

Gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss W. 1792) comet yontemi ile
yapilan bir ¢alismada ise, ¢orek otunun (Nigella sativa L.) cinsiyet hiicreleri tizerindeki
toksik etkisi incelenmistir. Farkli oranlarda ¢orek otu 6ziitii eklenmis yem ile beslenen
baliklarda  spermatolojik  parametreler ve  spermatozoadaki DNA  hasari
degerlendirilmistir (43). Elde edilen verilere gore, lireme donemi ortasinda ve sonunda
alabaliklara verilen ¢orek otu miktarinin artmasi ile hasarli DNA miktarinda da artis
oldugu tespit edilmistir. Bu calisma baliklarda comet yonteminin eritrositler disindaki

farkli dokularda da uygulanabilir oldugunu gostermektedir.

2.1.1.6. Mikroniikleus Testi

Yontem ilk kez 1950’lerde bitki hiicrelerinde (50), ardindan 1970’li yillarda
hayvan hiicrelerinde ve daha sonraki yillarda insan lenfositlerinde DNA hasarinin tespiti
amaciyla kullanilmistir.  Oncelikle memelilerde uygulama alani bulmus olan
mikroniikleus testi daha sonraki yillarda Hooftman ve Raat (69) tarafindan modifiye
edilerek, baliklarda kimyasal ve fiziksel ajanlar tarafindan olusturulan genotoksik
hasarin degerlendirilmesi amaciyla uygulanmigtir. Oncorhynchus mykiss ve Salmo
trutta gibi bircok tathh su baligi mikroniikleus testinin uygulanmasi i¢in uygun
organizmalar olarak bildirilmistir (11, 36, 122, 132).

Yontem, uygun kosullarda test bilesigine maruz birakilmis baliklardan kan
almarak ince yayma kan preparatlarinin hazirlanmasi ve boyanan preparatlarin
mikroskop altinda mikroniikleus olusumu yoniinden incelenmesi prensibine

dayanmaktadir.

Mikrontikleus, hiicrede mitoz bdliinmenin anafaz evresinde ortaya ¢ikan, ana
cekirdege dahil olmayip kromozomlarin geri kalmalarindan veya kromozom

parcaciklarindan koken alan ve mikroskop altinda net bir sekilde goriilebilen kromozom
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veya asentrik kromozom fragmenti olarak tanimlanir (4). Hiicre sitoplazmasi i¢inde ana
niikleusun yaninda yer alan mikroniikleuslar, ana niikleus ile ayni sekil, yap1 ve
boyanma 06zelligine sahiptirler. Memelilerde mikroniikleus ¢ap1 ana niikleusun 1/6 ile
1/3’1i arasindayken, baliklarda ana niikleustan yaklasik 1/10- 1/30 oraninda daha kiigiik
goriilebilir (2).

Sekil 2-2: Balik eritrositlerinde mikroniikleus goriiniimii

Fenech ve ark. (57) eritrositlerde mikroniikleus olusumunu saptama kriterlerini su
sekilde aciklamiglardir:

e Mikroniikleus ana niikleusun en az 1/3’iinden kii¢iik olmalidir.

e Ana niikleusun yaninda bulunmali ancak ana niikleustan kesin olarak ayrilmig

olmalidir.

e Ana niikleus ile ayn1 renk ve boyanma 6zelligine sahip olmalidir.

Bir hiicrede mikroniikleus goriilmesi, o hiicredeki sayisal ve yapisal bir genetik
hasar1 isaret eder (68). Bunun yani sira kanser olusumu ile mikroniikleus frekansi
arasindaki baglant1 ¢cok sayida ¢alisma ile desteklenmektedir (45, 58). Kromatin kayb1
sonucu olusan mikroniikleus, timdr baskilayict gen gibi kanser gelisiminde rol oynayan
bir gen iceriyorsa meydana gelen bu tip kromozomal hasarlar kanser olusumu i¢in risk
olusturmaktadir (1). Gene- Tox Karsinojenite Calisma Grubu tarafindan, mikroniikleus
sonuglar1 ile karsinojenite verileri arasinda yapilan karsilastirmalar sonucunda 51
karsinojenin mikroniikleus testinde pozitif sonu¢ verdigi buna karsilik sadece 5

karsinojenin mikroniikleus olusturmadigi saptanmistir (92).
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Mikroniikleus sayisindaki artis genotoksik bilesiklerin sebep oldugu hasarin
gostergesi olarak kabul edildiginden mikroniikleus testi genotoksik etkinin saptanmasi
amaciyla tercih edilen yontemlerden biridir. Mikroniikleus olusumu disinda diger
morfolojik niikleus anomalileri de genotoksik hasarin gostergesi olarak kabul edilebilir.
Bazi arastirmacilar lob olusumu ve tomurcuklanma gibi niikleus anomalilerinin de
genotoksik etkiye bagl olarak ortaya ¢iktigini ve mikroniikleus olusumunda temel

olusturabilecegini ifade etmislerdir (128).

Morfolojik niikleus anomalileri Carasso ve ark. (24) tarafindan baslica dort grup
altinda degerlendirilmistir:

Centikli niikleus: Niikleus zarinda niikleus igerisine dogru olusan, kromatin
icermeyen, girintilere sahip niikleuslardir.

Tomurcuklu niikleus: Niikleus zarindan disartya dogru cikintilar seklinde
olusan, kromatin i¢eren niikleus yapisidir.

Loblu niikleus: Tomurcuklara oranla daha biiyiik olan ve fazla sayida lob i¢eren
niikleus yapisidir.

Biniikleus: Bir hiicre igerisinde ¢ift niikleus bulunma durumudur.
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Sekil 2-3: Balik eritrositlerinde goriilen niikleus anomalileri (77)

MN: Mikroniikleus, BL: Tomurcuklu niikleus, LB: Loblu niikleus, NT: Centikli niikkleus, BN: Biniikleus

Genotoksisitenin degerlendirilmesinde mikroniikleus testi, basit, giivenilir,
hassas ve baliklarda uygulanabilirligi kanitlanmis bir metot olmasindan dolay1 sucul

canlilarda genotoksik ajanlar tarafindan indiiklenen DNA hasarinin belirlenmesinde
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onemli bir yere sahiptir. Yontem ayrica kolay uygulanmasi, fazla sayida hiicrenin
sayilabilmesi ve istatistiksel olarak daha anlamli sonuglar vermesi nedeniyle kromozom
analizlerine tercih edilmektedir (39).

Baliklarda mikroniikleus frekansinin tespiti amaciyla yapilan caligmalarda
bobrek, solungac, hepatik hiicreler ve periferik eritrositler gibi bir¢ok farkli hiicre tipi
kullanilmustir (3, 9). Brons epitel hiicreleri, su kaynakli kirleticiler i¢in primer hedeftir
ve cevresel kontaminantlar tarafindan indiiklenen sitogenetik hasara karsi yliksek
duyarlilik gostermektedir. Ancak mikroniikleus analizleri i¢in solungag¢ hiicrelerinin
izolasyonu karmasik bir prosediirdiir ve uygulama esnasinda baligin 6liimiine yol
acabilir. Mikroniikleus testinin hepatositlerde uygulanmasi ise karaciger hiicrelerinin
eritrositlere gore daha diisiik mitotik indekse sahip olmalari nedeniyle smirli bir
uygulamadir. Diger hiicrelere alternatif olarak baliklarda mikroniikleus c¢aligmalarinda
en sik tercih edilen hiicre tipi eritrositlerdir (17).

Calismaya baslamadan once baliklarin laboratuvar ortamina adaptasyonlari i¢in
en az iki haftalik adaptasyon donemi gegirilmelidir. Test bilesigi tek doz olarak
uygulanabilecegi gibi, tekrarlanan dozlar veya ksenobiyotigin devamli suda olmast gibi
siirekli sekilde de uygulanabilir. Ayni sekilde kan alma islemi de tek seferde veya
tekrarli olarak yapilabilir. Yapilan caligmalarda genotoksik bilesiklere maruz kalan
cesitli balik tiirlerinde, mikroniikleus olusumunun uygulamadan sonraki 1. ve 5. giinler

arasinda en yiiksek diizeyde saptandigi goriilmistiir (138).

Mikroniikleus testi ile baliklarin direkt veya dolayli yollarla maruz kaldiklari

cok sayida bilesigin genotoksik etki potansiyeli degerlendirilmistir:

Koénen ve Cavas (83) tarafindan, sik kullanilan bir herbisid olan trifluralin ve
ticari preparati Treflan’in Oreochromis niloticus tiirii iizerindeki genotoksik etkisi
degerlendirilmistir. Bu amagla s6z konusu bilesiklerin farkli konsantrasyonlarina maruz
birakilan baliklardan 3., 6. ve 9. giinlerde kan alinarak mikroniikleus testi uygulanmistir.
Elde edilen verilere gore her iki bilesigin de mikroniikleus frekansini 6nemli 6l¢iide
arttirdig1 ve bu tiirde trifluralinin genotoksik etki giicliniin Treflan’dan yiiksek oldugu

gorilmiistiir.

Benzer sekilde, kadmiyumun Puntius altus tiirii baliklar tizerindeki genotoksik
etkisinin incelendigi bir calismada, mikroniikleus olusumu yaninda loblanma,

tomurcuklanma ve diger niikkleus anomalileri de degerlendirilmistir. Caligmada
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kadmiyumun genotoksik etkisinin yani sira askorbik asidin kadmiyum uygulanan
baliklardaki antigenotoksik etkisi de incelenmis ve askorbik asit uygulanan gruplarda

genotoksik etkinin azaldig: bildirilmistir (76).

Gokkusagi alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss) iizerinde mikroniikleus testi ile
gerceklestirilen bir diger c¢alismada, bakir ve ¢inkonun genotoksik potansiyeli
incelenmistir. S6z konusu bilesiklerin {i¢ farkli konsantrasyonuna 96 saat siireyle maruz
birakilan baliklarda, mikroniikleus frekansinin kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak
arttig1 saptanmistir. Ancak mikroniikleus frekansinin konsantrasyona bagl olarak artan

bir seyir izlemedigi bildirilmistir (14).

Organikfosforlu bir bilesik olan klorprifos- etil’in Capoeta trutta (Heckel, 1843)
tiirii baliklardaki genotoksik potansiyelinin incelendigi ¢alismada ise, klorprifos- etil’in
5 farkli konsantrasyonuna (125- 150- 175- 200- 225 ppm) maruz birakilan baliklardan
96 saat sonunda kan oOrnekleri alinarak mikroniikleus testi uygulanmistir. Elde edilen
verilere gore, en yiiksek mikroniikleus frekansinin 225 ppm konsantrasyonda saptandigi

ve doz artisgina bagli olarak mikroniikleuslu eritrosit sayisinda da artis oldugu

bildirilmistir (150).

Mikroniikleus testi in vitro kosullarda balik hiicre serileri iizerinde de
uygulanmustir. Trimetoprimin genotoksik ve sitotoksik etkisinin memeli ve balik hiicre
serilerinde mikroniikleus, nétral kirmizi ve comet testleri ile incelendigi caligmada,
Oncorhynchus mykiss tiirii baliklardan elde edilen RTG-2 (Rainbow trout gonad ) hiicre
serisi, memelilerde ise CHO-K1 (Cin hamster ovaryum ) hiicreleri kullanilmustir.
Calismanin sonuglara gore trimetoprimin yiiksek dozlarda her iki hiicre serisinde de

mikroniikleus olusumunu indiikledigi bildirilmistir (110).

2.2. Gokkusagi Alabahigi (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1972)

2.2.1. Gokkusag1 Alabahginin Genel Ozellikleri

Kuzey Amerika kokenli bir balik tiirli olan gékkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss Walbaum, 1972), Avrupa’ya 1880, iilkemize ise 1970’li yillarda getirilmistir.
Gokkusagr alabaliginin taksonamik siniflandirilmasi ile ilgili olarak 30°dan fazla tiir
ismi tanimlanmis olup, 1988 yilina kadar Salmo gairdneri olarak adlandirilmigtir. 1988
yilinda “Amerika Balik¢ilik Dernegi Balik Isimlendirme Komitesi” karariyla biitiin

pasifik alabalik ve salmonlar1 i¢in Oncorhynchus cins isminin kullanilmasina karar
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verilmis ve bugiin uluslararasi diizeyde de kabul géren Oncorhynchus mykiss, tiir ismi

olarak kullanilmaya baslanmistir (47).

Sekil 2-4: Gokkusag1 Alabahig1 (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1972)

Viicutlar1 uzamis ve az miktarda basik olan gokkusagi alabaliklarinin sirtlarinda
bir yag ylizgeci bulunur. Sirt yiizgeci 10- 12, anal yiizgeci ise 8- 12 yumusak 1smna
sahiptir. Pullar1 sikloit ve kiigiiktiir. Yanal ¢izgi tam, 6ne dogru 100- 150 pulla
kaplanmistir. Kafanin tist kismi ve arkasi mavi, mavi- yesil, sar1- yesil ve kahverengi
renklerdedir. Viicut kenarlar1 giimiis rengi, beyaz veya soluk sari- yesilden griye dogru
renklerdedir. Karin kismi beyaz veya saridir. Viicut kenarlarinda bulanik pembe, mavi
bir bant ile ¢ok sayida ufak lekeler bulunur (47). Derisinde ¢ok sayida renk barindirmasi

nedeniyle gokkusag1 alabaligi adini almistir.

Gokkusagr alabaliklart soguk su baliklaridir. FAO (Food and Agriculture
Organization of The United Nations) alabalik yetistiriciliginde optimum su sicakliginin
7- 18 °C arasinda olmasi gerektigini bildirmistir. Daha yiiksek sicakiliklar alabaliklar
icin stres faktorii kabul edilmekte ve enfeksiyonlara karsi duyarli hale gelmelerine sebep
olmaktadir. Ayrica su sicaklifinin artmasi sudaki oksijen miktarini da diisiirmektedir.
Yetistiricilikte kabul edilen oksijen miktart 9 ppm, optimum pH degeri ise 6,5- 8
arasindadir. Notr veya hafif bazik sularda yasayabilen alabaliklar i¢in pH’1n 5’in altina

inmesi veya 9’un {izerine ¢ikmasi oldiiriicii olabilir (53).
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Tablo 2-1: Gokkusag alabah@inin sistematikteki yeri

Sube: Chordata
Alt Sube: Vertebrata
Sinif: Osteichthyies
Alt Sinif: Actinoptergii
Ust takim: Teleostei
Takim: Salmoniformes
Familya: Salmonidae
Cins: Oncorhynchus
Tiir: Oncorhynchus mykiss W., 1972

2.2.2. Ulkemizde Yetistiricilik Acisindan Gokkusag Alabahginin Onemi

Gokkusag1 alabaliklari, yemden iyi yararlanabilmeleri, hizli gelismeleri, c¢evre
kosullarina kars1 adaptasyon kabiliyetleri, yiiksek su sicakliklarini ve diisiik ¢6ziinmiis
oksijen icerigini tolere edebilmeleri, kulugka siirelerinin kisalig1 ve hastaliklara karsi
dayanikliliklar1 nedeniyle yetistiricilikte tiim diinyada tercih edilen bir balik tiirtidiir
(127). Ulkemizde yetistirilen su iiriinleri arasinda da ekonomik degerinin yiiksek olmasi
ve uygun su kaynaklarinin bulunmasi nedeniyle onemli bir yere sahiptir. Kiiltiir
baliklarinin tiirlere gére dagilimi incelendiginde, Tiirk Istatistik Kurumu’nun 2012 yili
verilerine gore i¢ sularda en yiiksek oranda yetistiriciligi yapilan balik tiirii olup, toplam
su irilinleri yetistiriciliginin % 52,42’sini olugturmaktadir. Bunu denizlerde % 30,84 ile

levrek ve % 14,47 ile ¢ipura izlemektedir (136).

2.3. Baliklarda Antibiyotik Kullanimi
Kiiltiir balikgiliginin hizli gelisimine paralel olarak isletmelerde bakteriyel, viral
ve paraziter hastaliklarin goriilme insidensi de artmistir. Baliklarda goriilen bu

hastaliklar; cevresel kosullara, bakim ve besleme kosullarina, mikroorganizmalarin
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viriilensine, sayisina ve giris yoluna bagli olarak degisiklik gostermektedir (49).
Yetistiricilik sartlarinda baliklarin havuzlarda bir arada tutulmalar1 hastaliklarin hizli bir
sekilde yayilmasina ve ciddi ekonomik kayiplarin goriilmesine neden olabilmektedir.

Tiirkiye’de su iriinleri yetistiriciliginde kullanilabilecek ilaglara yonelik kontrol
ve diizenlemelerin yetersizligi nedeniyle isletmelerde basta antibiyotikler olmak iizere
birgok ila¢ bilingsizce tiiketilmektedir (44). Baliklarda bilingsiz ilag kullanimi
genotoksik ve nefrotoksik etkiler, direngli suslarin gelisimi, bagisiklik sisteminin
baskilanmasi veya kalinti sorunu gibi istenmeyen sonuglari da beraberinde
getirmektedir. Baliklarin besin kaynagi olarak tiiketimi yoluyla insanlara da
yanstyabilen bu etkiler, insan sagligini da olumsuz yonde etkilemektedir.

Diinyada balik hastaliklarinin tedavisinde kullanilan antibiyotikler iilkere gore
degisiklik gostermekle beraber genel olarak oksitetrasiklin, oksolinik asit, amoksisilin,
stilfadiazin, sililfametazin- trimetoprim, flumequin gibi etken maddeler bakteriyel
enfeksiyonlarin sagaltiminda kullanilmaktadir (44, 135). Tablo 2-2’de diinyada
akuakiiltiirlerde kullanimina izin verilen ilag sayis1 bildirilmistir. Buna gére Avrupa’da
kullanimina izin verilen antibiyotikler amoksisilin, oksitetrasiklin, oksolinik asit,
florfenikol, flumequin, sarafloksasin ve siilfadiazin- trimetoprim kombinasyonudur
(119). Turkiye’de ise 2012 yili verilerine gore oksitetrasiklin, amoksisilin trihidrat,
oksolinik asit, florfenikol, enrofloksasin, siilfadiazin- trimetoprim gibi etken maddeleri
kapsayan 40’1n {izerinde ruhsath antibakteriyel balik preparat: bulunmaktadir (61).

Gida Tarmm ve Hayvancilik Bakanligi tarafindan yayinlanan su {riinleri
yetistiriciligi modiiliinde, antibakteriyel amagla kullanilan ilaglarin nitrofuran tiirevleri,
malagit yesili gibi triarilamin boyalar, kloramfenikol gibi maddeleri igermemesi

gerektigi bildirilmistir (133).
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Tablo 2-2: Diinyada akuakiiltiirlerde kullanimina izin verilen ila¢ sayilar: (119)

Avusturalya Kanada Avrupa Japonya Amerika
Antibiyotikler - 4 7 27 3
Mikrobisidaller - 4 6 3 1
Anestezikler 1 2 1 2 1
Hormonlar 3 - - - -

Baliklarda antibiyotik uygulamalar1 farkli yollarla yapilabilmektedir:

Parenteral yol: Parenteral yolla ilag uygulanirken genellikle kas i¢i veya periton ici
uygulamalar tercih edilmektedir. {laglarin direkt olarak kan dolasimina ge¢mesi ve doz
ayarlamasimin daha saglikli yapilabilmesi parenteral yolun avantajlaridir. Ancak
parenteral yolla ilag uygulamasi is giicii gerektirmesinin yani1 sira, hayvanlarin
yakalanmalar1 ve enjeksiyon sirasinda strese girmelerine sebep olabileceginden pek

tercih edilmemektedir (19, 71, 149).

Ilach yem: Baliklardaki sistemik enfeksiyonlarin tedavisinde en etkili yol, ilaglarin
yeme katilarak verilmesidir (19). Bu yolla ila¢ uygulanirken dncelikle baliklarin giinliik
olarak tiiketmeleri gereken yem miktar1 hesaplanir. Sonrasinda havuzlardaki balik sayist
ve ortalama agirlik esas alinarak belirlenen dozlarda ilag, yem ile karistirilir ve ylizeyi
yag veya jelatin gibi baglayici bir madde ile kaplanarak pelet haline getirilir. Ilacin
yeme karigtirilarak verilmesi, hasta hayvanlarin yeme kars1 isteksiz olabilmeleri, ilacin
yem igerisinde homojen dagilim gostermemesi gibi risklerine ragmen hayvanlarda stres
olusturmamasi ve isletme agisindan ekonomik olmasi nedeniyle tercih edilen bir

uygulamadir (71, 149).

Immersiyon — banyo: Genellikle ektoparaziter ilag uygulamalar1 ile sistemik
enfeksiyonlarin yiizgeg, solunga¢ ve deriye yerlesen formlart igin tercih edilen bir
uygulama yoludur. Pratik bir yontem olarak goriilmesine ragmen fazla miktarda ilag
gerektirmesi, masrafli olmasi, emilim oranimnin baliga ve ilaca gore degisiklik

gosterebilmesi gibi nedenlerden dolayi, baligin yeme karsi isteksiz oldugu durumlarda
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tercih edilmektedir. Bu yolla ilag uygulanirken, ila¢ baliklarin bulundugu havuz
icerisine eklenebilecedi gibi baliklar bir ag icerisinde kisa siireli olarak antibiyotikli

soliisyon igerisine de bekletilebilirler (19, 71, 149).

2.3.1. Antibiyotiklerin Sucul Canhlar Uzerindeki Etkileri

Baliklar, ilag uygulamalarimin yami sira beseri ve veteriner hekimlikte
kullanildiktan sonra atik sulara karisan ksenobiyotiklerin sucul ortama ulasmasi
sonucunda da antibakteriyel ilaglarin etkilerine maruz kalmaktadir. Yapilan ¢aligsmalar
atik sularda ve igme sularinda 30’un iizerinde antibiyotigin saptandigini bildirmektedir.
Buna gore atik sularda en yiiksek konsantrasyonda saptanan antibiyotikler;
tetrasiklinler, siilfonamidler ve makrolitlerdir (79). Sucul ekosistemde bulunan
antibiyotiklerin ve metabolitlerinin baliklar iizerindeki etkileri giiniimiizde halen daha
¢ok yonlii olarak aragtirilmamis bir konudur (104).

Bu amagla gerceklestirilen c¢alismada, 96 saat siireyle oksitetrasiklin ve
amoksisilinine maruz birakilan zebra baliklar1 (Danio rerio) ve embriyolar1 tizerinde
s0z konusu bilesiklerin etkileri incelenmistir. Her iki bilesigin de zebra baliklarinda
katalaz ve glutatyon S- transferaz enzim aktivitesini inhibe ettigi, oksisetrasiklinin ayni
zamanda laktat dehidrojenaz aktivitesini de arttirdigi saptanmistir. Embriyonik gelisim
yonlinden degerlendirildiginde ise, amoksisilinin yumurtanin erken donemde
catlamasma sebep oldugu, oksitetrasiklin ise bu siireyi geciktirdigi bildirilmistir.
Kontrol grubunda 48. saatteki embriyo ¢atlama orani1 % 18,2 olarak saptanirken, yiiksek
dozda (221 mg/l- 1125 mg/l) amoksisilin uygulanan grupta bu oran % 80’in iizerinde
bulunmustur. Amoksisilin ayn1 dozlarda, 6dem ve kuyruk deformasyonlar1 gibi
malformasyonlara da sebep olurken oksitetrasiklin uygulanan grupta bu etki
saptanmamustir. Arastirmacilar bu sonuglara dayanarak her iki bilesigin de sucul canlilar
tizerindeki kronik etkilerinin arastirilmasi gerektigini bildirmislerdir (104).

Bir diger caligmada ise, eritromisin, oksitetrasiklin, siilfametoksazol, ofloksasin,
linkomisin ve Kklaritromisininin Danio rerio, Daphnia magna, Thamnocephalus
platyurus gibi hedef olmayan sucul organizmalar {izerindeki toksik ve genotoksik
etkileri incelenmistir. Genotoksik etkinin degerlendirilmesinde Ames testi ve SOS
chromotest kullanilmistir. Elde edilen verilere gore, ofloksasinin séz konusu tiirler
tizerinde genotoksik etki gosterdigi, siilfametoksazol ve linkomisinin ise mutajenik ekili

oldugu bildirilmistir. Eritromisin, oksitetrasiklin ve klaritromisinin DNA hasarina sebep
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olmadig1 saptanirken, akut ve kronik toksisite caligmalarindan elde edilen veriler de goz
Oniine almarak sucul organizmalar icin en toksik bilesiklerin makrolitler oldugu
sonucuna ulasilmistir (72).

Oksitetrasiklin ve flumequinin sucul ortamdaki genotoksik etkisi bir diger
calismada 6 farkli model organizma (V. fischeri, P. putida, P. subcapitata, L. minor, D.
magna, E. coli) tizerinde incelenmistir. Calismanin sonuglarina goére oksitetrasiklinin
s06z konusu tiirler lizerinde DNA hasarina sebep olmadigi, flumequinin ise 0,25 mg/L
konsantrasyonda genotoksik etki gosterdigi bildirilmistir (153).

Genotoksik etkinin incelendigi bir diger calismada ise, Napoli’deki atik sularda
en yaygin antibakteriyel kontaminasyon unsuru olarak saptanan eritromisin ve
linkomisinin ayr1 ayr1 ve bir arada olusturduklart DNA hasar1t Danio rerio tiriiniin
eritrositleri ve hepatositleri iizerinde comet ydntemi ve mikroniikleus testi ile
incelenmistir (118). Calismanin sonuglarina goére, s6z konusu iki antibiyotigin yiiksek
dozlarinin gerek bireysel gerekse bir arada uygulandiklarinda, hiicrelerin kuyruk
momentlerinde (tail moment) ve mikroniikleus frekansinda istatistiksel olarak anlamli
bir artisa sebep olduklar1 goriilmiistiir. Ayni kosullar altinda eritromisinin Danio rerio

tizerindeki genotoksik etki giicii linkomisinden daha yiiksek bulunmustur.

Benzer amagla gerceklestirilen bir diger ¢alismada, iki antibakteriyel ajan olan
triklosan ve trimetoprimin hedef olmayan organizmalar iizerindeki genotoksik etkisi in
vitro kosullarda Dreissena polymorpha (zebra midyesi) tiiriiniin hematositleri tizerinde
comet yontemi ile incelenmistir. Elde edilen verilere gore, triklosanin genotoksik etkisi
doza bagl artan bir seyir gostermekte ve yiikksek DNA hasarina bagl olarak hematosit
fonksiyonlar1 ¢ok diigiik dozlarda bile etkilenebilmektedir. Trimetoprimin genotoksik
etki giicliniin ise triklosandan daha diisiik oldugu saptanmis ve etkinin daha ¢ok yiiksek

konsantrasyonlarda goriildiigi belirtilmistir (16).

Insanlarda ve sicanlarda gerceklestirilen genotoksisite caligmalarinin sonuglarina
gore genotoksik etkisinin tartismali oldugu bildirilen ve baliklarda antiprotozoal olarak
kullanilan metronidazoliin Oreochromis niloticus tiirii baliklar {izerindeki genotoksik
etkisi akridin oranj mikroniikleus testi ile incelenmistir. Elde edilen verilere gore,
yiiksek konsantrasyonda metronidazoliin s6z konusu balik tiirliniin eritrositlerinde DNA

hasarina sebep oldugu bildirilmistir (25).
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Akuakiiltiirlerdeki  protozoal ve Dbakteriyel enfeksiyonlarin sagaltiminda
kullanilan formaldehit ve oksitetrasiklinin genotoksisitesi ise Dicentrarchus labrax
tiriintin  eritrositlerinde incelenmistir. Genotoksik etkinin degerlendirilmesinde
mikroniikleus testi kullanilmistir. Her iki bilesigin de gerek bireysel gerekse bir arada
kullanildiklarinda genotoksik etkili oldugu ve zamana bagli artan bir seyir izleyerek

eritrositlerdeki mikroniikleus frekansini arttirdig bildirilmistir (74).

2.3.2. Amoksisilin

2.3.2.1. Amoksisilinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
Amoksisilin kokusuz, beyaz, toz halinde ve suda az ¢6ziinen bir bilesiktir. Gida
degeri olan hayvanlarda amoksisilin trihidrat seklinde kullanilmaktadir (145).

Amoksisilin ve amoksisilin trihidratin kimyasal yapilart Sekil 2-5 ve Sekil 2-6’da

gosterilmistir.
NH
2 H ':'
<
HO ? o/ "
O/\OH

Sekil 2-5: Amoksisilinin kimyasal yapisi
Kimyasal adi (2S, 5R,6R)- 6-[(R)-(-)-2-Amino-2-(p-hydroxyphenyl)acetamido]-3,3-
dimethyl-7-oxo0-4-thia-1-azabicyclo[3.2.0]heptane-2-carboxylic acid olan amoksisilinin

kimyasal formiilii C16H19N3OsS ve molekiil agirlig1 365,4 g/mol’diir.

NHs
i
j;\’s CHs
o J I X
HO o7 "~ o
D//"“‘:JH o 3H,0

Sekil 2-6: Amoksisilin trihidratin kimyasal yapis1
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Amoksisilin trihidratin ise kimyasal adi1 (2S, 5R,6R)- 6-[(R)-(-)-2-Amino-2-(p-
hydroxyphenyl)acetamido]-3,3-dimethyl-7-oxo0-4-thia-1-azabicyclo[3.2.0]heptane-2-
carboxylic acid, kimyasal formiilii Ci6H19N3OsS.3H20 ve molekiil agirligi 419,4

g/mol’diir.

2.3.2.2. Amoksisilinin Etki Mekanizmasi

Yapisinda biri azot, iicli karbon olmak tizere dort iiyeli heterosiklik B laktam
halkas1 igeren antibiyotikler B- laktam antibiyotikler olarak adlandirilmaktadir.
Ampisilinin p- hidroksi analogu olan amoksisilin, bircok gram negatif ve gram pozitif
bakteri lizerinde bakterisidal etki goOsteren, genis spektrumlu (- laktam tiirevi bir
antibiyotiktir. ~ Aminopenisilin  grubuna dahildir. Bu gruptaki penisilinler,
benzilpenisilinin yan zincirinin o karbonu {izerine amino grubu getirilmesi sonucu

olusan tiirevleridir.

- laktam antibiyotikler etkilerini bakterinin hiicre duvar1 sentezinde gérev alan
transpeptidaz ve karboksipeptidazlara baglanip peptidoglikan yapisin1 bozarak
gosterirler. Boylelikle hiicre duvari sentezi gergeklesemez ve bakteri lize olur (66).
Amoksisilinin etki spektrumu klavulanik asit gibi beta laktamaz inhibitorleriyle
kombine edilerek genisletilebilmektedir. Bu kombinasyon amoksisilinin - laktamaz

tireten bakteriler tizerindeki etkinligini arttirmaktadir.

2.3.2.3. Baliklarda Amoksisilin Kullanimi

Amoksisilin balik yetistiriciliginde genellikle streptokok etkenleri ile frunkulozis
gibi bakteriyel enfeksiyonlarin sagaltimi ve kontrolii amaciyla kullanilmaktadir (31,
117, 149). Ozellikle diger antibiyotiklere kars1 direng gelismis mikroorganizmalarda
amoksisilin tedavisinde basarili sonuglar elde edilmektedir. Alabalik yetistiriciliginde
stk karsilasilan ve ciddi ekonomik kayiplara neden olan yavru gokkusagi alabaligi
sendromu (RTFS- Rainbow Trout Fry Syndrome) gibi bakteriyel kdkenli hastaliklarin
sagaltiminda etkili olarak kullanilmaktadir (29). Ayrica lilkemizde ilk kez 2001 yilinda
Ege Bolgesi’nde ortaya cikarak birgok alabalik isletmesine yayilan, Lactococcus
garviea isimli bakterinin sebep oldugu Lactococcosis hastaliginin kontroli ve
tedavisinde de etkili oldugu bildirilmistir (108). Yapilan ¢alismalarda antibiyogram testi
uygulanan Lactococcus garviea suslariin birgok antibiyotige karsi direng gosterirken

amoksisiline duyarl olduklar1 saptanmistir (85, 137).
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Baliklarin intestinal sisteminden zor emilmesi nedeniyle etkin kan yogunluguna
ulagmasi icin amoksisilin baliklara memelilere oranla 2- 5 kat yiiksek dozda uygulanir
(20). Amoksisilinin baliklardaki terapotik dozu oral yolla 80- 160 mg/kg canli agirlik/
giin olarak bildirilmistir (10, 21, 55).

Giliniimiizde bir¢ok iilkede yaygin kullanima sahip olan amoksisilin Amerikan
Gida ve ilag Idaresi (FDA) tarafindan su iiriinlerinde kalint1 kontrolii yapilmas1 gereken
antibiyotikler sinifinda degerlendirilmektedir (56). Hizli diren¢ gelisimi, baliklar
aracilifiyla insanlarda da direng gelisimine sebep olabilmesi ve kalint1 sorunu baliklarda
amoksisilin kullaniminin istenmeyen sonuglar1 olarak sayilabilir. Ancak tilkemizde
ozellikle gokkusagi alabaliklar1 gibi gida degeri olan hayvanlarda kullanilmak iizere
piyasaya siiriilmiis ticari amoksisilin preparatlari bulunmaktadir. Ingilitere’de ise
amoksisilin, balik hastaliklarinin tedavisinde ruhsatli olarak kullanilan dort antibiyotik

preparatindan biridir (144).

2.3.2.4. Amoksisilinin Genotoksisitesi
Amoksisilinin genotoksik etkisi, farkli organizmalar {izerinde ve g¢ogunlukla
molekiiler diizeyde gerceklestirilen ¢calismalarla degerlendirilmis ve tartismali sonuglar

elde edildigi goriilmiistiir.

In vitro kosullarda comet yontemi ile gerceklestirilen ¢alismada, amoksisilinin
genotoksisitesi insan periferal lenfositlerinde, saglikli gastrik mukoza hiicrelerinde ve
Helicobacter pylori ile enfekte olan gastrik mukoza hiicrelerinde arastirilmistir. Elde
edilen sonuglara gére amoksisilinin 5 mmol/L konsantrasyonda, hiicrelerde DNA zincir
kirilmalarma ve baz modifikasyonuna neden olabilecegi bildirilmigtir. DNA hasari
Helicobacter pylori ile enfekte olan hiicrelerde diger hiicrelere oranla daha belirgin
olarak saptanmistir. Bu caligmada amoksisilinin oksidatif strese neden olan serbest
radikaller olusumuna yol acarak DNA hasarina neden olabilecegi sonucuna ulasilmis ve
DNA hasarmin indiiklenmesi icin ilacin hiicresel aktivasyonunun gerekli oldugu

bildirilmistir (8).

Amoksisilinin  genotoksik etkisinin molekiiler diizeyde, niiklear ekstrakt
inkiibasyonlu comet yontemi ile degerlendirildigi bir diger caligmada, amoksisilinin
AGS (insan adenokarsinoma hiicreleri) hiicre serisi lizerinde diisiik konsantrasyonlarda
bile (5 mM) genotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. Bu ¢alismada DNA hasarinin

oldukca hizli sekillendigi ve onarimin AGS hiicre serilsinde 4 saat igerisinde
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tamamlandig1 saptanmistir. Arastirmacilarin CHO- K1 ve UV24 hiicreleri ile yaptiklar
onarim kinetigi ¢alismalarinin sonucglarina gore, baz kesip ¢ikarma onarim

mekanizmasinin DNA hasarinin giderilmesinde etkili olabilecegi bildirilmistir (90).

Diger beta laktam tiirevi antibiyotiklerle gergeklestirilen in vitro ¢aligmalarda da
yuksek konsantrasyonlarda genotoksik etkinin saptandigi ve bilesiklerin DNA hasarina

reaktif oksijen tiirevleri araciligiyla sebep olabilecegi belirtilmistir (115, 116).

Amoksisilin- klavulanik asit kombinasyonu ise in vitro kosullarda Ames testi ile
negatif sonu¢ verirken, fare lenfoma testi ile yapilan c¢alismalarda sitogenetik

konsantrasyonda zayif genotoksik 6zellik gosterdigi saptanmistir (139).

Istifli ve Topaktas (73), amoksisilinin farkli konsantrasyonlarda insan periferal
lenfositleri iizerindeki genotoksik etkisini kardes kromatit degisim testi, kromozom
aberasyon yontemi ve mikroniikleus testi ile incelemislerdir. Her {i¢ yOntemin
sonuclarina gore, amoksisilin gerek metabolik aktivator varliginda gerekse
aktivasyonsuz ortamda lenfositler iizerinde genotoksik etki gostermemistir. Ancak
yiiksek konsantrasyonda amoksisilin uygulanan hiicrelerde metabolik aktivator
varliginda kromozom aberasyonlarinda oOnemli olmayan bir artis saptanmis,
arastirmacilar s6z konusu artigin yiiksek konsantrasyonda amoksisilinin reaktif oksijen

radikallerini fazla miktarda uyarmasi sonucunda sekillenebilecegini bildirmislerdir.

Amoksisilinin sucul canlilar iizerindeki genotoksik etkisinin degerlendirildigi
calismalar ise olduk¢a siirlidir. Bu amag¢ dogrultusunda gergeklestirilen caligmada,
cesitli amoksisilin tiirevlerinin sitotoksik ve genotoksik etkileri sazangiller familyasina
ait bir tatli su baligi olan Rutilus rubilio tiiriiniin kromozomlar1 iizerinde incelenmistir.
Calisma in vivo kosullarda ve iki farkli kromozom boyama teknigi ile
gergeklestirilmistir. Cesitli amoksisilin tiirevlerine maruz birakilan gruplardan elde
edilen sonuglar kontrol grubu ile karsilastirildiginda, kromozom anomalilerinde

istatistiksel yonden anlamli bir artis tespit edildigi bildirilmistir (141).

Amoksisilinin genotoksik etkisinin Dicentrarchus labrax embriyonik hiicre
serisi (DLEC) iizerinde incelendigi bir diger c¢aligma ise comet yoOntemi ile
gerceklestirilmistir.  Sonuglar  kuyruktaki olive kuyruk momenti esas alinarak
degerlendirilmistir. Kontrol ve uygulama gruplarindan elde edilen veriler

karsilastirildiginda, amoksisilinin 100 mg/L. konsantrasyonda DNA hasarina sebep
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olabilecegi sonucuna ulasilmistir. Arastirmacilar elde edilen bulgularin in vivo

calismalarla desteklenmesi gerektigini bildirmislerdir (140).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, balik hastaliklarinin tedavisinde kullanilan antibakteriyel bir
bilesik olan amoksisilinin gokkusagi alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss) tizerindeki
potansiyel genotoksik etkisi in vivo kosullarda mikroniikleus testi ve comet yontemi ile

incelendi.

3.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda Istanbul Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi biinyesindeki Sapanca
I¢c Su Uriinleri Uretimi ve Arastirma Birimi’nden temin edilen, 40- 60 gram agirliginda,
150 adet gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) kullanildi. Baliklarin g¢alisma
Oncesinde bir ay siireyle laboratuvar ortamina adaptasyonlari saglandi. Bu siire
icerisinde ticari alabalik yetistirme yemi ile ad libitum beslenen baliklara, ¢alisma

stiresince 12 saat aydinlik/ karanlik aydinlatma diizeni uygulandi.

Baliklar {izerinde yapilan tiim uygulamalar, Istanbul Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu” nun 30.09.2010 tarih ve 136 sayili karar ile etik kurul

ilkelerine uygun bulunmustur.

3.2. Balik Tanklar

Baliklar, Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji
Anabilim Dali Laboratuvarlarinda bulunan 500 litrelik fiberglass tanklara her bir tankta
30 adet balik bulunacak sekilde yerlestirildi. Balik tanklar1 igerisine yerlestirilen dis
filtreler ve hava motorlar1 araciligiyla suyun diizenli olarak temizlenmesi ve

havalandirilmasi saglandi.
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Sekil 3-1: Calismada kullanilan bahik tanklar:

3.3. Suyun Ozellikleri
Tanklarda, icerisindeki klorun uzaklastirilmasi amaciyla 48- 72 saat siireyle
bekletilerek dinlendirilmis ¢esme suyu kullanildi. Calisma siiresince suyun

fizikokimyasal 6zellikleri su analiz kitleri (Visocolor Eco Test) ile dlgiilerek kaydedildi.

Tablo 3-1: Calismada kullanilan suyun fizikokimyasal ézellikleri

Sicaklik (°C) 12-18
pH 74-78
Cozlinmiis oksijen (mg/L) 8-9
Total sertlik (CaCOs) 160- 170

3.4. Baliklarda Gergeklestirilen Uygulamalar

Baliklar ¢aligma oncesinde cinsiyet ayrimi gdzetilmeksizin 3 uygulama ve 2
kontrol grubu olmak iizere 5 gruba ayrildi. Uygulama gruplarinda doz ve siirenin
belirlenmesinde baliklarda amoksisilinle tedavi protokolii esas alind1 (20, 34). Buna
gore uygulama gruplarindan ikisine amoksisilinin baliklardaki terapdtik doz araligi olan

80 ve 160 mg/kg dozlarda hesaplanan amoksisilin trihidrat (CAS 61336-70-7) yemlerle
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pelet haline getirilerek 10 giin siireyle verildi. Uciincii gruba ise, tedavi dozunun
tizerinde olan ancak baliklarda amoksisilinin toksisitesinin  degerlendirildigi
caligmalarin sonuglarina gore toksik olmadig bildirilen (101) ve LCso degerinin (>1000
mg/L) altinda olan (111) 320 mg/kg dozda hesaplanan amoksisilin trihidrat yine ayni
kosullarda wuygulandi. Negatif kontrol grubuna herhangi bir ila¢ uygulamasi
yapilmazken, pozitif kontrol grubuna sucul ekosistemde genotoksisite ¢alismalarinda
sik kullanilan ve genotoksik etkisi bilinen bir bilesik olan siklofosfamid (CAS 6055-19-
2) 4 mg/L dozda suya katilarak uygulandi. Oksijen azalmasi, metabolik iiriin artig1 ve
test bilesigindeki azalma gibi olumsuzluklar1 ortadan kaldirmak amaciyla tanklardaki

sular iki giinde bir degistirilerek tazelendi.

Calisma, baliklarin yeme kars1 isteksiz olabilmeleri veya ilacin yem igerisinde
yeterince homojen dagilmamasi gibi olumsuz faktorleri uzaklastirmak amaciyla iki kez
tekrarlandi. 3.,6. ve 10. giinlerin sonunda her bir grup icin toplam 10 baligin kaudal

veninden kan alinarak comet ve mikroniikleus testleri uygulandi.

3.4.1. ila¢h Yemin Hazirlanmasi

Ilagli yem uygulamasi &ncesinde, yemleme orani ve baliklarm giinliik yem
ihtiyaclar1 hesaplanmalidir. Alabaliklarin yemlenmesinde yemleme orani, baliklarin
agirhigr ve su sicakligina baglh olarak degisiklik gostermektedir. Tanklardaki ortalama
su sicaklig1 ve baliklarin canli agirliklari esas alinarak yemleme orani canli agirligm %
2’si olarak belirlendi (70). Ila¢ uygulamasi 6ncesinde baliklar tartilarak her bir tanktaki
canli agirlik kaydedildi. Buna gore baliklarin giinliik yem ihtiyaci ve belirlenen dozlara

gbre yem igerisinde verilecek ila¢ miktar1 hesaplandi.

llagh yem hazirlamirken oncelikle ticari gokkusagi alabaligi pelet yemleri
ogiitiicii ile toz haline getirildi. Gilinliik verilecek yem miktar1 tartilarak, her bir
uygulama grubu i¢in hesaplanan miktarda amoksisilin trihidrat ile karistirildi. ilacin
yem igerisinde homojen bir dagilim godstermesine 6zen gosterildi. Ilacin yeme
baglanmas1 amactyla misir yagi ve su ile az miktarda nemlendirilen yem-ilag karisimi

yeniden pelet haline getirilerek sekillendirildi.
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Sekil 3-2: Tlach yemin hazirlanmasi

3.4.2. Ilach Yemin Uygulanmasi

[lagli yem uygulamasi éncesinde baliklar 12 saat siireyle a¢ birakildi. 80, 160 ve
320 mg/ kg giinliik dozlarda amoksisilin igeren ilacl yemler, uygulama gruplarma 10
giin siireyle uygulandi. Calisma siiresince ayni kosullarin saglanabilmesi igin, pozitif ve
negatif kontrol gruplarina da 6giitiiciide toz haline getirildikten sonra misir yagi ve su

ile yeniden sekillendirilmis pelet yem verildi.

3.4.3. Sedasyon Uygulamasi

Kan alma islemi Oncesi baliklarda hareketliligin azaltilmast ve stresin
engellenmesi amaciyla sedasyon islemi uygulandi. Bu amagcla, baliklar tizerindeki
calismalarda gilivenli bir sekilde kullanilan ve genotoksisite test sonuglarini
degistirmedigi bildirilen (94) benzokain (CAS 94-07-07, Sigma) kullanildi. Calismanin
hemen oncesinde, % 10’luk hazirlanan stok benzokain c¢ozeltisinden 25mg/L

konsantrasyonda suya eklenerek baliklarin sakinlesmesi saglandi.

3.5. Comet Yontemi

3.5.1. Kullanilan Aletler
- Hassas terazi Libror AEL-40 SM

- pH metre Orion SA 720



- Ultrasonik banyo

- Elektroforez tanki

- Gli¢ kaynagi

- Mikrodalga firin

- Otomatik mikro pipetler

- Floresan Atagmanli Mikroskop
- Mikroskop Kamerasi

- Buzdolab1

- Mikrosantrifiij tlip

Nersetech NRS 50-2

Cleaver Scientific CSL- Com20
Cleaver Scientific CS- 300 V
Beko MD1610

Thermo Scientific

Olympus BX51

BAB, TCC-5.0 ICE

Arcelik

Eppendorf, 1,5 mi
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- Rodajli lam Isolab Objekttrager
- Lamel Isolab, 24x50
- Plastik pastor pipeti Isolab, 3 ml
- Cam sale
3.5.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
- Diisiik erime dereceli agaroz (LMA) Sigma, A9414
- Normal erime dereceli agaroz (NMA) Sigma, A5093

- Fosfat tampon tabletleri (PBS) Amresco, E404

- Sodyum hidroksit (NaOH) Himedia, RM1183

- Hidroklorik asit (HCI) Carlo Erba, 70- 302626

- Trizma base Bioshop, TRS001
-EDTA Sigma, ED5134

- Sodyum klortiir (NaCl) Sigma, S7653

- Triton- X- 100 Sigma, T8787

- Dimetilsiilfoksit (DMSO) Molekula, 67- 68- 5

- Etidyum bromid Sigma, E7637

- Metanol Carlo Erba, 414816
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3.5.3. Kullamlan Soliisyonlarin Hazirlanmasi
Agarozlar disinda, comet yonteminde kullanilan soliisyonlarin hepsi ¢alisma

oncesinde taze olarak hazirlanmistir.
Diisiik erime dereceli agaroz (LMA):
- 0,659 LMA
- 100 ml PBS

Calismada % 0,65’lik LMA kullanildi. 0,65 g LMA tartilarak 100 ml PBS igerisinde

mikrodalga firinda ¢6zdiiriilerek hazirlandi.
Normal erime dereceli agaroz (NMA):

- 1gNMA

- 100 ml PBS

Calismada % 1’lik NMA kullanildi. 1 g NMA tartilarak 100 ml PBS igerisinde

mikrodalga firinda ¢ozdiiriilerek hazirlandi.
Lizis soliisyonu:
Stok lizis soliisyonu:

- 2,5M NacCl 146,19

- 100mM EDTA 37,29

- 10 mM Tris 1,2¢g

-  NaOH 8¢

Soliisyon igerigi, 700 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlandi. pH’1 10 M NaOH
ile 10’a ayarlandiktan sonra son hacim distile su ile 900 ml’e tamamlandi. Hazirlanan

stok lizis soliisyonu kullanilana kadar +4 °C’ de saklandi.
Calisma lizis soliisyonu:

- Stok lizis soliisyonu

- DMSO

- Triton X 100
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Her sale icin 70 ml stok lizis soliisyonu iizerine 8 ml DMSO ve 800 pl Triton X-100

ilave edildi.
Elektroforez soliisyonu:
Elektroforez soliisyonunun hazirlanmasi i¢in 6ncelikle agagidaki soliisyonlar hazirlandi:

10 M NaOH: 400 g NaOH, 1000 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlandi.
Kullanilana kadar +4 °C’ de sakland.

200 mM EDTA: 14,9 g EDTA, 200 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlandi.

Kullanilana kadar +4 °C’ de saklanda.

Hazirlanan 10 M NaOH soliisyonundan 30 ml, 200 mM EDTA soliisyonundan 5 ml
alimarak 1000 ml distile su igerisine eklendi ve elektroforez soliisyonu c¢alisma

oncesinde taze olarak hazirlandi.
Notralizasyon soliisyonu:
- 0,4MTris 48,59
- Distilesu 800 ml

48,5 g tris, 800 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildii. pH’1 HCI ile 7,5’e ayarlandiktan

sonra son hacim distile su ile 1000 ml’ e tamamlandi.
Stok etidyum bromid soliisyonu:

- EtBr 10 mg

- Distile su 50 ml

Stok etidyum bromid soliisyonu karanlikta ve +4 °C’ de saklandi. Kullanmadan 6nce
1:10 oraninda diliisyon yapildi ve her preparat 75 ul etidyum bromid soliisyonu ile

boyandi.

3.5.4. Lamlarin Hazirlanmasi
Calismanin bir gilin dncesinde etanol ile temizlenen lamlar % 1’lik NMA igeren
saleye daldirilarak kaplandi ve oda 1sisinda kurutuldu. Her balik i¢in 3 adet lam

hazirlandi.



38

3.5.5. Preparatlarin Hazirlanmasi

Baliklardan alinan kan numuneleri, 1000 ul soguk PBS iceren mikrosantrifiij
tiiplerine aktatrilarak PBS ile karistirildi ve hiicrelerin ¢okmesi i¢in 5-10 dakika buz
icerisinde bekletildi. Hiicre slispansiyonundan 60 pl alinarak, 200 pl % 65’1ik LMA ile
karistirlldi. Bu karisimdan 75 pl alinarak o6nceden %1°lik NMA ile kaplanarak
kurutulmug lamlar iizerine yayildi ve lamel kapatildi. Lamlar agarozun katilagmasi igin
yaklasik 10-15 dakika +4 °C’ de bekletildi. Ardindan lamel dikkatlice kaldirildi ve
lamlar taze olarak hazirlanmis soguk lizis soliisyonu igerisine yerlestirilerek +4 °C’ de 1
saat siireyle bekletildi. Lizis soliisyonundan ¢ikarilan lamlar, soguk elektroforez
sollisyonu ile doldurulmus elektroforez tankinda 20 dakika inkube edildi ve ardindan 30
dakika siireyle 25 V, 300mA’ de elektroforez islemi uygulandi. Elektroforezin ardindan
noétralizasyon tamponu igerisinde 5’er dakika siireyle 3 kez yikanan lamlar, bir siire

metanol igerisinde bekletilerek fikse edildi (25).

3.5.6. Preparatlarin Boyanmasi ve Degerlendirilmesi

Floresan renk vermesi amaciyla lamlarin tizerlerine 75’er ul etidyum bromid
soliisyonu damlatilarak lamel kapatildi. Boyanan lamlar, Olympus BX51 floresan
mikroskop altinda incelendi ve hiicrelerin goriintiileri kaydedildi. Kaydedilen goriintiiler
“Comet Goriintii Isleme ve Analiz Sistemi (BAB Bs 200 Pro)” programu kullanilarak

comet olusumu ydniinden degerlendirildi.

URETTTemE Ve ARaTT VST BB Comet Assay =
A, 3
B AXpBmoTE WwTOR S alf vxEe & v HE? Canh Komet Analizi | Veri Tabami Listesi | Ayarlar | Kamera |
= klu K t Anali
N RN 0o — =] [Oter | -] B e g b E s i b Romel ok
. [Sikiof 30 10 prepT.Jpeg
= |siklof 33 10 prep11.Jpeg
B5200ProP [F=3 [F=H =) siklof 3 10 prep16.Jpea

siklof 39 10 prep19.J peg
siklof 3g 10 prep2.Jpeg
siklof 3g 10 prep3.Jpeg 2
siklofostamid 3 gun prep 2Jped

Komet Belileme
Renk [ ~|Kalem ] -
~| ~| RGB Name |cerenbab.rgb |
ki[5 T
vesio -l b e
i 5 |
Mavi [0 j- Cll oy

Vei |figim 44 AdmAdm ¥

Set Scrap

B pata List o |[@][=]
P —— X

< »
OOl Azalan/értan | Ve Biresti |

|7] RGB4 01 22 40X MicroMeter ym PIXELS FileName 1

Sekil 3-3: Comet goriintiilerinin degerlendirilmesi
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3.5.7. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel verilerin elde edilmesinde “Comet Goriintii Isleme ve Analiz Sistemi
(BAB Bs 200 Pro)” kullanilmistir. Sonuglarin genel degerlendirilmesi ve her bir grup
icin Olglim zamaniin etkisinin belirlenmesi amaciyla tekrarli 6l¢iim varyans analizi
(repeated measurements of ANOVA), her bir Ol¢glim zamani i¢in gruplar arasi
karsilagtirma amaciyla ise tek yonlii varyans analizi (one way ANOVA) ve Duncan

Testi kullanilmstir.

3.6. Mikroniikleus Testi

3.6.1. Kullanilan Aletler

- Mikroskop Olympus CX31

- Rodajli lam Isolab Objekttrager
- Lamel Isolab 24x50 mm

- Plastik pastor pipeti Isolab 3ml

- Cam sale

3.6.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

- Etanol Merck, 1009672500
- Giemsa Carlo Erba, 453613
- Immersiyon yag Merck, 104699
- Entellan Merck, 100869

- Fosfat tampon tabletleri (PBS)  Amresco, E404
3.6.3. Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi
Tiim soliisyonlar preparatlar hazirlanmadan hemen 6nce taze olarak hazirlandi.
Fosfat tampon soliisyonu (PBS):
100 ml distile suda 1 adet fosfat tampon tableti ¢6zdiiriilerek hazirlandi.
Giemsa soliisyonu:

PBS igerisinde % 10’luk olarak hazirlandi.
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3.6.4. Preparatlarin Hazirlanmasi

Mikroniikleus testi i¢in baliklarin kaudal venlerinden 3., 6. ve 10. giinlerin
sonunda kan 6rnegi alindi. Alinan kan 6rnekleri, her bir balik i¢in 6nceden hazirlanmig
olan 3 adet lam iizerine damlatilarak siirme preparatlar hazirlandi. Preparatlar havada

kurutulduktan sonra 20 dakika siireyle saf etanolde fikse edildi (3).

3.6.5. Preparatlarin Boyanmasi

Fikzasyon isleminin ardindan kurutulan preparatlar % 10’luk Giemsa soliisyonu
ile 25 dakika siireyle boyandi. Boyanan preparatlar distile su ile yikanarak {izerlerindeki
fazla boyanin uzaklastirilmast saglandi. Kurutulan preparatlarin iizerine 1-2 damla

entellan damlatilarak lamel kapatildi.

3.6.6. Preparatlarin Degerlendirilmesi

Hazirlanan preparatlar 151k mikroskobu altinda mikroniikleus olusumu yoniinden
incelendi. Her balik i¢in 2000 adet eritrosit degerlendirildi ve ana niikleus yaninda
mikrontikleus i¢eren hiicrelerin sayisi kaydedildi. Sayim sirasinda, boya partikiilleri gibi
yapilarin mikroniikleus ile karigmasini engellemek amaciyla mikroniikleus sayim
kriterlerine (boyanma &zelligi, boyutu, ana niikleustan kesin sinirlarla ayrilmis olmasi)

dikkat edildi ve mikrovida ile gerekli kontroller yapildi.

3.6.7. Istatistiksel Degerlendirme

Mikroniikleus testinde elde edilen verilerin degerlendirilmesinde SPSS
istatistiksel analiz  11.5 paket programi kullanilmigtir.  Sonuglarin  genel
degerlendirilmesi ve her bir grup i¢in 6l¢lim zamaninin etkisinin belirlenmesi amaciyla
tekrarli 6l¢iim varyans analizi (repeated measurements of ANOVA), her bir 6l¢liim
zaman icin gruplar arasi karsilagtirma amaciyla ise tek yonlii varyans analizi (one way

ANOVA) ve Duncan Testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Comet Yontemi
Floresan mikroskop altinda yapilan degerlendirmede, hasarsiz hiicreler ortasi
parlak ve kenarlar1 daha az yogun olarak goriiliirken, zarar goren hiicrelerde hasarin

derecesine gore degisen kuyruk olusumlari izlendi.

Sonuglarin degerlendirilmesinde kuyruktaki DNA yiizdesi (% DNAT) esas
alindi. Istatistiksel analizler sonucunda her bir deney grubu igin farkli uygulama
zamanlarinda elde edilen % DNAT degerleri Tablo 4-1’de, deney gruplarindan elde
edilen goriintiiler ise Sekil 4-1 ,4-2, 4-3, 4-4 ve 4-5de gosterilmistir.

Deney gruplart ile negatif kontrol grubuna ait veriler karsilastirildiginda, yem ile
80 ve 160 mg/kg dozlarda amoksisilin uygulanan gruplarda elde edilen % DNAT
degerleri her lic uygulama periyodunda da istatistiksel bir 6nemlilik gostermemistir (P>
0,05). Yem ile 320 mg/kg dozda amoksisilin uygulanan gruba ait ortalama % DNAT
degerleri ise li¢ uygulama periyodunda da negatif kontrol grubuna kiyasla istatistiksel

yonden anlamli bulunmustur (P< 0,001).

Farkli dozlarda amoksisiline maruz kalan deney gruplar1 kendi aralarinda
karsilagtirildiginda, sadece 320 mg/kg doz grubunda farkli zamanlarda elde edilen %
DNAT degerleri, diger amoksisilin gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bulunmus,

diger gruplar arasinda ise dnemlilik saptanmamustir.

Pozitif kontrol grubu olan siklofosfamid grubunda ise 3., 6. ve 10. giinlerdeki
ortalama % DNAT degerleri tiim diger deney gruplarina gore istatistiki Onem

gostermistir (P< 0,001).

Tiim amoksisilin gruplarinda, % DNAT degerlerinin uygulama siiresine bagl
degisimi incelendiginde, 320 mg/kg dozda 3- 6. giinler arasinda saptanan artis ile 6- 10.
giinler arasinda saptanan azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P< 0,01).
Diger gruplarda ise 3.,6. ve 10. giinler arasinda % DNAT degerlerindeki degisimin

istatistiksel olarak dnemli olmadig1 goriilmiistiir.

Comet yonteminden elde edilen sonuglar degerlendirildiginde amoksisilinin
tedavi dozlarinda gokkusagi alabaliklarinda DNA hasarina sebep olmadigi, yiiksek

dozda uygulandiginda ise comet olusumunu indiikledigi ve % DNAT degerinde onemli



42

artisa sebep oldugu sonucuna ulasilmistir. Olusan hasarin 6. giinde en yiiksek seviyeye

ulastig1, 10. glinde ise hasar diizeyinin azaldig tespit edilmistir.

Tablo 4-1: Gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) comet yontemi ile elde
edilen %DNAT degerleri

Olgiim Negatif CP AMX AMX AMX
zamam - Kontrol @mg/L)  (80mgkg) (160 mg/kg) (320 mg/kg)
B Onemlilik
X + Sx X + Sx X =+ Sx X =+ Sk X + Sk

3. giin 18,35+2,09¢ 65,40 +3,45% 20,54 +3,89¢ 23,05+5,11¢ 37,80+ 1,67 il
6. glin 17,87 £3,38¢ 68,70 £2,9339 2392+2,73¢ 22,06 +2,21¢ 47,78 +2,935% faleal

10. giin 18,23 +£3,92¢ 71,30+2,61%* 19,97 £3,62¢ 21,67 +3,35¢ 35,31+ 3,06"Y il

Onemlilik OD. * O.D. O.D. ok

AMX=amoksisilin, CP= siklofosfamid, %DNAr= kuyruktaki DNA yiizdesi
X : Ortalama deger, Sx: Standart hata

abe . Ayni satirda farkl harf tasiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar onemli (*** P <0,001), ayn1

harf tastyan ortalamalar arasindaki farkliliklar ise 6nemsizdir.

XY Aym siitunda farkli harf tasiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar onemli (*P<0,05;

** P<0,01); ayn1 harf tasiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar ise dnemsizdir.

0.D: Onemlilik yok, (P>0,05)



Sekil 4-1: Negatif kontrol grubuna ait gokkusag: alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss)
elde edilen comet goriintiileri

Sekil 4-2: Siklofosfamid uygulanan pozitif kontrol grubunda elde edilen comet goriintiileri




Sekil 4-3: 80 mg/kg amoksisilin uygulanan deney grubunda elde edilen comet goriintiileri

Sekil 4-4: 160 mg/kg amoksisilin uygulanan deney grubunda elde edilen comet goriintiileri
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Sekil 4-5: 320 mg/kg amoksisilin uygulanan deney grubunda elde edilen comet goriintiileri

4.2. Mikroniikleus Testi

Calismada amoksisilinin terapotik dozu esas alinarak belirlenen ii¢ farklt dozuna
3., 6. ve 10 giinliik periyotlarla maruz birakilan gokkusag: alabaliklari (Oncorhynchus
mykiss) eritrositlerindeki mikroniikleus olusumlar1 incelendi. Bu amagla uygulama
periyotlari sonunda, her bir grup i¢in 10 baliktan kan alinarak preparatlar hazirlandi.
Her balik i¢in 3 preparat incelendi ve 2000 eritrosit hiicresi sayildi. Deney gruplarinda
farkli uygulama zamanlarinda elde edilen mikroniikleus frekanslar1 Tablo 4-2’de,
mikroskobik inceleme sirasinda elde edilen goriintiler ise Sekil 4-6 ve 4-7°de

gosterilmistir.

Genel degerlendirme sonucunda, 6l¢lim zamaninin etkisi dnemsiz, grubun etkisi
ise yiiksek diizeyde énemli bulunmustur (P< 0,001). Ol¢iim zamani- grup interaksiyonu

ise Onemsizdir.

Deney gruplarindan elde edilen veriler negatif kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, baliklardaki terapdtik doz olan 80 ve 160 mg/kg dozda amoksisilin

uygulanan gruplarda her {i¢ uygulama periyodunda da mikroniikleus sayisinda



46

istatistiksel yonden onemli bir artig tespit edilmemistir (P> 0,05). Buna karsin terapotik
dozun iizerinde (320 mg/kg) amoksisilin uygulanan grupta goriilen mikroniikleus
frekansi, kontrol grubuna kiyasla her ii¢ uygulama periyodunda da istatistiksel yonden

anlamli bulunmustur (P< 0,001).

Farkli dozlarda amoksisilin uygulanan deney gruplart kendi aralarinda
karsilastirildiginda, 80 mg/kg doz grubu ile 160 mg/kg doz grubu arasinda
mikroniikleus frekansi acisindan 6nemli bir degisiklik saptanmamistir. Yem ile 320
mg/kg dozda amoksisilin verilen gruptaki mikroniikleus artisinin ise her ii¢ uygulama
periyodunda da diger amoksisilin gruplarina gore istatistiksel acidan 6nemli oldugu

goriilmiistir (P< 0,001).

Pozitif kontrol olarak siklofosfamid uygulanan grupta, siklofosfamidin 3., 6. ve
10 giinliik uygulamalarda mikroniikleus frekansinda ciddi oranda artiga sebep oldugu
ve bu artisin istatistiksel olarak tiim uygulama gruplarina gore Onemli oldugu

goriilmiistir (P<0,001).

Mikroniikleus olusumunun zamana bagh degisimi degerlendirildiginde, tiim
uygulama gruplarinda 3. ve 6. gilinler arasinda mikroniikleus sayisinda artig
gozlemlenirken, 6. ve 10. gilinler arasinda mikroniikleus sayisinin azaldig goriilmiis

ancak s6z konusu degisimler istatistiksel yonden anlamli bulunmamaistir (P> 0,05).

Bu verilere dayanarak amoksisilinin gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus
mykiss) tedavi dozunda mikroniikleus olusumuna sebep olmadigr ancak yiiksek
konsantrasyonlarda mikroniikleus olusumunu indiikledigi sonucuna ulagilmistir.

Mikroniikleus frekansinin zamana bagli artan bir seyir izlemedigi goriilmiistiir.
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Tablo 4-2: Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) eritrositlerinde tespit edilen MN
frekanslar1 (MN/2000 hiicre)

Ol¢iim Negatif CP AMX AMX AMX

zamani Kontrol (4mg/L) (80 mg/kg) (160 mg/kg) (320 mg/kg)
B Onemlilik
X *+ Sx X =+ Sx X =+ Sx X + Sx X *+ Sx

3. glin 507+0,77¢ 27,73+1,01* 4,77+1,0¢ 597+0,83¢ 1580+0,49° el
6. giin 4,46 +0,80¢ 28,26+1,24% 583+1,12¢ 6,97+1,13¢ 16,33+0,53" el

10. giin 4,63+0,73¢ 2590+1,13% 533+0,96¢ 6,33+0,65¢ 15,90+0,48" el

Onemlilik O.D. O.D. O.D. O.D. O.D.

AMX= amoksisilin, CP= siklofosfamid, MN= mikroniikleus

X : Ortalama deger, Sx: Standart hata

abe . Aym satirda ve siitunda farkli harf tasiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar énemli

(*** P <0,001), ayn1 harf tagiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar ise dnemsizdir.

0.D: Onemlilik yok, (P >0,05)
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Sekil 4-6: Kontrol grubunda Giékkusag alabalhigi (Oncorhynchus mykiss) eritrositlerinin
goriiniimii
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Mikro%klens

Sekil 4-7: Uygulama gruplarinda mikroniikleus olusumu
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5. TARTISMA

Calismamizda gokkusagi alabaliklarindaki (Oncorhynchus mykiss) RTFS ve
Lactococcosis gibi sistemik bakteriyel enfeksiyonlarin sagaltiminda etkili oldugu
bildirilen amoksisilinin, terapdtik doz araliinda ve daha yiiksek konsantrasyondaki
genotoksik etki potansiyeli arastirilmistir. Deney protokolii, baliklarda tedavi amaciyla
kullanilan bilesiklerin genotoksisitesini degerlendirmeye yonelik ¢alismalar incelenerek
olusturulmustur. Bu amagcla baliklara hem terapotik dozlarda (80 ve 160 mg/kg) hem de
yiiksek dozda (320 mg/kg) amoksisilin yemlerle pelet haline getirilerek verilmistir.
Tedavi siiresi olan 10 giinliik siire igerisinde 3 farkli zamanda baliklardan kan alinarak

comet yontemi ve mikroniikleus testi uygulanmistir.

Sucul ekosistemde gergeklestirilen toksisite ¢aligmalarinda Oncrhynchus mykiss
(11, 36, 132), Oreochromis niloticus, Danio rerio (118), Cyprinus carpio (22, 65) gibi
birgok farkli balik tiirii ile c¢alisilmigtir. Bailey ve ark. (15), karsinojenite iizerine
gokkusag1 alabaliklarinda  gerceklestirdikleri ¢alismada, alabaliklarin  bu  tiir
caligmalarda yiiksek omurgalilara alternatif bir model olabileceklerini bildirmislerdir.
Gokkusagr alabaliklar1 iizerinde gergeklestirilen bir diger caligmada, intraperitonal
enjeksiyon yoluyla uygulanan ksenobiyotiklere bagli olusan mikroniikleus ve diger
niikkleus anomalileri incelenmistir (11). Bu c¢alisma ile s6z konusu bilesiklerin
genotoksik potansiyellerinin degerlendirilmesinin yani sira, sucul ekosistemdeki
genotoksisite c¢aligmalarinda gokkusagi alabaliklarinin model organizma olarak
kullanilabilecegi de bildirilmektedir. Calismamizda da iilkemizdeki ekonomik degerinin
yuksek olmasmin yani sira, kolay temin edilebilmesi ve sucul ekosistemdeki
genotoksisite ¢alismalarinda model organizma olarak bildirilmesi nedeniyle gékkusagi

alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss) kullanilmustir.

Baliklardaki in vivo genotoksisite ¢aligmalarinda test bilesigi enjeksiyon yoluyla
uygulanabilecegi gibi, suya ve yeme karistirilarak da verilebilmektedir (32).
Intraperitonal enjeksiyon, genotoksisite ¢alismalarinda sik kullanilan bir uygulama yolu
olmakla beraber, hayvanlarin strese girmelerine ve strese bagli bazi metabolik
degisikliklerin gerceklesmesine sebep olabilmektedir. Stres faktoriiniin memelilerde
mikroniikleus frekansit ve kromozom aberasyonlar1 gibi genotoksik etkinin

degerlendirilmesinde kullanilan bazi parametreleri arttirdigi bilinmektedir. Bu bilgiye
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dayanarak stres olusumunun baliklarda genotoksisitenin yanlis degerlendirilmesine
sebep olabilecegi soylenebilir (12). Bu nedenle genotoksik etkisi degerlendirilecek
bilesigin yeme veya suya karistirilarak verilmesi tercih edilen bir uygulama yoludur.
Calismamizda da belirlenen konsantrasyonlarda amoksisilin gokkusagi alabaliklarina
yemlerle pelet haline getirilerek verilmis, boylece baliklarda uygulama yoluna bagli

stres olusumu engellenmistir.

Baliklarda farkli test yontemleri ile gerceklestirilen genotoksisite ¢aligsmalarinda
pozitif kontrol kullanim prosediirleri ile ilgili farkli goriisler bildirilmistir. Ozellikle
calismamizda oldugu gibi test bilesiginin yeme katilarak uygulandigi bazi ¢aligmalarda
pozitif kontrol grubu olusturulmadigi (99, 152), baz1 ¢alismalarda ise pozitif kontrol ile
test bilesiginin farkli uygulama yollar1 ile verildigi goriilmektedir. Yadav ve Trivedi
tarafindan (147) Krom (VI)’un Channa punctata tiirii baliklardaki genotoksik
potansiyelinin degerlendirildigi ¢alismada, pozitif kontrol bilesigi olan mitomisin C
enjeksiyon yolu ile wuygulanirken, test bilesigi suya katilarak uygulanmistir.
Memelilerde gergeklestirilen ¢aligmalarda da benzer uygulamalar goriilmektedir. Celik
ve ark. (28), kursun asetatin sicanlardaki genotoksik etkisini mikroniikles testi ile
arastirdiklar1 ¢alismada, test bilesigini gavaj yoluyla uygularken pozitif kontrol
bilesigini periton ici enjeksiyon yolu ile uygulamislardir. Pozitif kontrol bilesiginin test
bilesigine gore farkli yollarla uygulanmasi, bir ¢ok arastirmaci tarafindan kabul

edilebilir bir uygulama olarak bildirilmistir (13).

Bu bilgiler dogrultusunda, ¢alismamizda pozitif kontrol bilesigi olarak,
alkilleyici bir ajan olan ve DNA replikasyonu sirasinda hatali kodlamaya sebep olarak
DNA hasarini indiikledigi bilinen siklofosfamid kullanilmigtir. Siklofosfamid gerek
memelilerde gerekse sucul organizmalardaki c¢alismalarda genotoksik etkinin
olusturulmas1 amaciyla kullanilan standart bir bilesiktir. Siklofosfamidin uygulama yolu
ve dozunun belirlenmesinde baliklarda daha 6nce yapilan genotoksisite ¢aligmalari esas

alinarak, 4 mg/L dozda siklofosfamid suya katilarak uygulanmistir.

Akuakiiltirlerdeki  genotoksisite  ¢aligmalarinda  genellikle, en yaygin
kontaminasyon kaynaklar1 olan ve evrensel nitelik tasiyan pestisitlerin, deniz ve
gollerdeki kirliligin veya baliklarin atik sular araciligiyla maruz kaldiklar1 bilesiklerin
DNA iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Baliklarda kullanilan kemoterapdtik

sayisinin fazla olmamasi nedeniyle, terapdtik ve profilaktik amagla kullanilan bu
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bilesiklerin, Onerilen veya yiiksek dozlarda DNA iizerinde olusturduklar1 hasarin

degerlendirildigi ¢alismalar olduk¢a sinirlidir.

Bu amagla gergeklestirilen ¢alismada, akuakiiltiirlerde protozoal ve bakteriyel
enfeksiyonlarin ~ sagaltiminda  kullanilan ~ formaldehit ve  oksitetrasiklinin
genotoksisitesini  Dicentrarchus labrax tiriiniin eritrositlerinde  incelenmistir.
Uygulanacak ila¢ miktarmin belirlenmesinde her iki bilesik i¢in de en yiiksek tedavi
dozu esas alinmug, baliklar 40 g/m® dozda oksitetrasiklin ve 200 ml/m*® dozda
formaldehite maruz birakilmistir. Uygulamaya 15 giin boyunca devam edilmis, 5.- 10.
ve 15. giinlerde baliklardan kan alinarak genotoksik etki mikroniikleus testi ile
degerlendirilmistir. Her iki bilesigin de gerek bireysel gerekse bir arada
kullanildiklarinda genotoksik etkili oldugu ve zamana bagl artan bir seyir izleyerek

eritrositlerdeki mikroniikleus frekansini arttirdigi bildirilmistir (74).

Benzer amagla gergeklestirilen bir diger c¢alismada ise, akuakiltiirlerde
kullanilan ~ antiprotozoal = bir ajan  olan  metronidazoliin  genotoksisitesi
degerlendirilmistir. Dozun belirlenmesinde metronidazoliin baliklardaki terapdtik dozu
esas alimmig, Oreochromis niloticus tiirii baliklar hem terapétik dozda (5 mg/L), hem
de daha yiiksek konsantrasyonlarda (10-15 mg/L) metronidazole maruz birakilmistir.
24., 48. ve 72. saatlerde kuyruk venasindan kan alinarak floresan bir boyama teknigi
olan akridin oranj mikroniikleus testi gerceklestirilmistir. Metronidazoliin yiiksek
konsantrasyonda Oreochromis niloticus eritrositlerinde mikroniikleus frekansini 6nemli

olgtide arttirdigi bildirilmistir (25).

Baliklarda  tedavi ve  profilaktik amagla  kullanmilan  bilesiklerin
genotoksisitelerinin incelendigi ¢aligmalarda, genotoksik etkinin terapdtik dozun yani
sira daha yiiksek konsantrasyonlarda da degerlendirildigi goriilmektedir. Isletmelerde
tedavi amaciyla yiiksek dozlarda ila¢ kullanilabilecegi de goz Oniine alinarak
calismamizda amoksisilinin tedavi dozunun yani sira daha yiiksek dozlardaki
genotoksik potansiyeli de incelenmistir. Uygulanacak doz, amoksisilinin baliklardaki
toksisitesine iligkin veriler dikkate alinarak belirlenmistir. Bu amagla gergeklestirilen bir
calismada, 10 giin siireyle 80- 400 mg/kg arasindaki dozlarda amoksisilin uygulanan
baliklarin yeme karsi ilgileri, davranis ozellikleri ve gelisim diizeylerinin yani sira
hematolojik ve histopatolojik parametreler de incelenmistir. Amoksisilinin 400 mg/kg

dozda, dalaktaki makrofaj hiicrelerinde eritrofagositoz aktivitesini arttirdigr ancak
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incelenen diger tiim parametrelerin normal smirlarda saptandigi bildirilmistir. Buna
gore amoksisilinin 400 mg/kg ve altindaki dozlarda toksik etki gostermedigi sonucuna
ulagilmistir (101). Akuakiiltiirlerde kullanilan ¢esitli antibiyotiklerin sucul canlilar
tizerindeki toksik etkilerinin degerlendirildigi bir diger calismada da amoksisilinin 96
saat LCso degeri 1000 mg/ L olarak saptanmis ve akut toksisitesinin oldukga diisiik
oldugu bildirilmistir (111).

Calismamizda her bir uygulama grubunda, ortalama agirliklar1 40- 60 gram olan
30 adet gokkusag alabaligi kullanilmistir. Tedavi dozunun iizerinde segilen 320 mg/
kg’lik dozun uygulanmasinda, ortalama canli agirlik goz Oniine alinarak baliklarin
bulundugu 500 litrelik fiberglass tanklar igerisine yaklasik 500 mg amoksisilin trihidrat
yemlerle pelet haline getirilerek eklenmistir. Amoksisilinin baliklardaki toksisitesine
iliskin veriler degerlendirildiginde, bu ¢alismada baliklarin maruz kaldiklar1 amoksisilin

miktarinin toksik degerlerin oldukea altinda oldugu goriilmektedir.

Calismamizda, DNA hasarini farkli parametrelerle ortaya koyan comet yontemi
ve mikroniikleus testi kullanilmistir. Comet yoOntemi, standart genotoksisite test
sisteminde yer almamasina ragmen giiniimiizde tercih edilen ve hiicrelerin DNA’larin1
tek tek inceleyerek genotoksik ajanlar tarafindan olusturulan DNA hasarini analiz etme
imkan1 veren bir yOntemdir. Yontemin uygulanmasinda standart bir protokol
bulunmasina ragmen, uygulama basamaklarinda arastirmacilara gore bazi farkliliklar
goriilebilmektedir. Ornek olarak; lamlarin kaplanmasi asamasinda bazi arastirmacilar
hiicreleri korumak amaciyla {i¢ tabakali lam modelini tercih ederken, yapilan calismalar
lamin iizerininin {igiincii bir tabaka ile kaplanmasinin gerekli bir asama olmadigini ve
¢alismanin sonuglarini degistirmedigini gostermistir (62, 81). Lizis soliisyonunun igerigi
de calismalar arasinda farklilik gosterebilmektedir. Bazi aragtirmacilar lizis soliisyonu
igerisine N- laurilsarkozin gibi maddeler ilave ederek comet yontemini uygulamislar
ancak bu durumun sonuglar iizerinde herhangi bir degisiklige sebep olmadigin
bildirmiglerdir (91). Preparatlarin boyanma asamasinda ise bazi ¢alismalarda propidium
iodit, DAPI (4,6- diamid-ino-2-phenylindole) (60), YOYO-1 (benzoxazolium-4-
quinolinum oxazole yellow homodimer) (131) gibi farkli boyalar kullanilmigsa da
yapilan ¢alismalar, ¢alismamizda da kullanilan etidyum bromidin boya maddesi olarak

tercih edildigini gostermektedir.



54

Comet yonteminin sonuclar1 degerlendirilirken goriintii analiz programlari
araciligiyla kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti, kuyruktaki DNA yiizdesi gibi farkl
parametreler belirlenebilmektedir. Calismamizda sonuclar degerlendirilirken, olusan
hasarin siddeti ile dogru orantili oldugu ve diger parametrelere gore doz- cevap iligkisini

daha iyi yansittig1 bildirilen kuyruktaki % DNA degeri esas alinmistir (98, 103).

Benzer sekilde, mikroniikleus testinin uygulanmasi sirasinda da kullanilan
boyama soliisyonu veya sayim kriterleri gibi asamalar yoniinden c¢aligmalar arasinda
farkliliklar goriilebilmektedir. Bu ¢alismada boyama amaciyla fosfat tamponu igerisinde
hazirlanmis % 10’luk giemsa soliisyonu kullanilmistir. Giemsa soliisyonu, hiicreler
icerisinde mikrontikleuslar1 sitoplazmik materyalden daha koyu renkte boyadigi i¢in
tercih edilen bir boya maddesidir. Baz1 ¢alismalarda giemsa soliisyonunun sorenson
tampon ¢ozeltisi veya distile su igerisinde hazirlanabilecegi bildirilmistir (3). Boyama
amactyla genellikle giemsa boyasi kullanilsa da son yillarda akridin oranj gibi DNA’ya
reaktif floresan boyalarin kullanilmasi ile kii¢iik mikroniikleuslar da tespit

edilebilmektedir (25).

Mikrontikleus frekansinin degerlendirilmesi amaciyla 500-5000 arasinda hiicre
sayilabilmektedir. Ancak yapilan caligmalarin ¢ogunda degerlendirme asamasinda
1000-2000 hiicre sayildigr goriilmektedir (4, 26, 27, 76). Farkli balik tiirlerinde
mikroniikleus testi ile gerceklestirilen genotoksisite calismalarinin  sonuclari
incelendiginde, 1000 eritrosit hiicresinde 0,1 mikroniikleuslu hiicre goriilebildigi gibi
10’un {lizerinde mikroniikleus olusumu da izlenebilmektedir (65). Bu bilgiler
dogrultusunda, calismamizda her bir balik i¢in 2000 eritrosit degerlendirilmistir. En
yiiksek mikroniikleus frekansi, siklofosfamid uygulanan grupta 6. giinde, 2000 hiicrede

ortalama 28,26 olarak saptanmuistir.

Sucul organizmalar iizerinde gergeklestirilen bir¢ok genotoksisite ¢calismasinda
mikroniikleus ve comet yontemlerinin bir arada uygulandigi ve sonuclarin her iki
yontemden elde edilen veriler géz oniine alinarak degerlendirildigi goriilmektedir (27,
80, 86). Gerek comet gerekse mikroniikleus testleri, sucul ortamdaki genotoksisitenin
degerlendirilmesinde yiiksek duyarlilifa sahip olmalarina ragmen, arastirmacilar hangi

yontemin daha duyarli oldugu konusunda farkli goriisler bildirmislerdir.

Mikroniikleus testi baliklarda kromozom analizlerine gore tercih edilen bir

yontem olmasina ragmen Carasso ve ark. (24), ¢ekirdek morfolojisinde zaten var olan
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diizensizliklerin mikroniikleus 1ile karigabilecegini ve bu nedenle yOntemin
genotoksisitenin kesin degerlendirilmesi konusunda yetersiz kalabilecegini ifade

etmislerdir.

Yilin farkli mevsimlerinde Sava nehrindeki kirliligin Squalius cephalus L. tiirii
tizerindeki genotoksik etkisi comet ve mikroniikleus testleri ile degerlendirilmistir.
Calismanin sonucunda, biyoizleme c¢alismalarinda comet ve mikroniikleus testlerinin
birlikte kullanilabilir oldugu ancak DNA hasarinin saptanmasinda comet yonteminin

mikroniikleus testine kiyasla daha duyarli bir yontem oldugu sonucuna ulagilmistir

(113).

Sucul organizmalar {izerinde iki testin sonuglarinin beraber degerlendirildigi bir
diger calisma da Biicker ve ark. (23) tarafindan gergeklestirilmistir. Apteronotus
bonapartii tiirii baliklarda benzen tarafindan indiiklenen DNA hasarinin incelendigi
calismada, comet olusumunun daha erken donemde sekillendigi ve diisiik dozlarda bile
comet frekansinin mikroniikleusa gore daha yiiksek goriildiigli belirtilmistir. Benzenin
10 ppm konsantrasyonda comet frekansini arttirdigi ancak mikroniikleus olusumuna
sebep olmadig1 saptanmistir. Arastirmacilar, elde ettikleri sonuglar dogrultusunda comet
yonteminin erken donemdeki DNA hasarinin saptanmasinda daha etkili bir yontem
oldugu sonucuna ulasmislardir. Farkli bir calismada ise bu verilere paralel olarak,
mikroniikleus olusumunun bir¢ok balik tiiriinde genotoksik ajanlara maruz kaldiktan

sonraki 2. veya 3. giinlerde gergeklestigi bildirilmistir (67).

Comet ve mikroniikleus testlerinin sonuglarinin karsilastirildigi bir diger ¢calisma
da, genotoksik etkisi bilinen g¢esitli bilesiklere maruz birakilan Cyprinus carpio,
Oncorhynchus mykiss ve Spisula sachalinensis tiirleri tizerinde gergeklestirilmistir. Bu
calismada, comet yonteminin sonuglarindaki istatistiksel onemlilik mikroniikleus testine
gore daha yliksek bulunmustur. Ayni sekilde konsantrasyon- genotoksik etki arasindaki
korelasyon da comet testinde daha belirgin olarak saptanmistir. Arastirmacilar, her iki
yontemin bir arada uygulanmasinin genotoksisite acisindan daha giivenilir sonuglar

saglayacagini bildirmislerdir (80).

Iki yontemin duyarlihii memeliler iizerinde gerceklestirilen c¢aligmalarla da
degerlendirilmistir. Direkt ve indirekt etkili mutajen oldugu bilinen bilesiklere maruz
birakilan mus domesticus tiirlii farelerde comet ve mikroniikleus testlerinin duyarliligi

incelenmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda, comet yonteminin direkt etkili
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mutajenler tarafindan indiiklenen hasarin saptanmasinda etkili oldugu ancak ytiksek
konsantrasyonlarda bile mitomisin C gibi indirekt mutajenlerden kaynaklanan hasari
saptayamadigi sonucuna ulasilmistir. Bu ¢alismada, mikroniikleus testi DNA hasarinin

saptanmasinda daha duyarl bir yontem olarak tanimlanmugtir (142).

Goriildiigii gibi mikroniikleus ve comet testlerinin duyarliligi konusundaki
goriisler tartigmalidir ve elde edilen sonuglar her zaman birbirini tamamen destekler
nitelikte degildir. Ancak arastirmacilar, iki yoOntemin duyarliligt ve performansi
degerlendirilirken, DNA’daki farkli tip hasarlar1 yansittiklarinin géz Oniine alinmasi
gerektigini belirtmektedir (22, 23). Mikroniikleuslar hiicrelerde mitoz bdliinme sirasinda
ortaya c¢ikan olusumlardir. Dolayisiyla mikroniikleus frekansinda anlamli bir artig
goriilebilmesi, hiicre siklusu ve hiicre bdliinmesi ile yakindan iligkilidir. Comet yontemi
ise hiicre siklusu ile iligkili olmayip genotoksik ajanlar tarafindan indiiklenen DNA
hasarin1 direkt olarak ortaya koyan bir parametredir. Caligmamizda her iki yontemde de
320 mg/kg doz grubunda 3. ve 6. giinler arasinda DNA hasarinda artig saptanmustir.
Ancak comet olusumu yoniinden bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunurken
(P<0,01), mikroniikleus frekans1 agisindan istatistiksel bir 6nemlilik gostermemistir. Bu
durum mikroniikleus olusumunun eritrositlerin mitotik aktivitelerine bagli olmas1 ve

balik eritrositlerinde mitotik indeksin diisiikligii ile agiklanabilir (63).

Amoksisilinin genotoksik etkisinin, farkli canli tiirlerinde ve ¢ogunlukla in vitro
kosullarda degerlendirildigi bir c¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Memelilerde
gerceklestirilen c¢alismalarda elde edilen sonuglarin birbirleriyle ¢eliskili oldugu
goriilmektedir. Bilesigin baliklar tizerindeki genotoksik etkisinin arastirildig: caligsmalar

ise oldukca eski ve sayica yetersizdir.

In vitro kosullarda comet yontemi ile gerceklestirilen ¢alismada, amoksisilinin
genotoksisitesi insan periferal lenfositlerinde, saglikli gastrik mukoza hiicrelerinde ve
Helicobacter pylori ile enfekte olan gastrik mukoza hiicrelerinde arastirtlmistir (8). Elde
edilen sonuglara gore amoksisilinin 5 mmol/L konsantrasyonda, hiicrelerde DNA zincir
kirilmalarmma ve baz modifikasyonuna neden olabilecegi bildirilmistir. Daha disiik
konsantrasyonlarda ise DNA hasar1 meydana gelmemistir DNA hasar1 Helicobacter
pylori ile enfekte olan hiicrelerde diger hiicrelere oranla daha belirgin olarak
saptanmigtir. Calismada, DNA onariminda gorevli enzim sistemlerinin etkinligi de

degerlendirilmis ve olusan hasarin, bilesigin ortamdan uzaklastirilmasini takiben
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yaklagitk 1 saat icerisinde tamamen onarildig1 goriilmiistir. DNA hasarinin

indiiklenmesi i¢in bilesigin hiicresel aktivasyonunun gerekli oldugu bildirilmistir.

Amoksisilinin genotoksik etkisinin molekiiler diizeyde degerlendirildigi bir
diger caligmada, insan (AGS ve NB4) ve hamster (UV24 ve CHO-K1) hiicre serilerinde
gerceklestirilmistir (90). Niiklear ekstrakt inkiibasyonlu comet yontemi ile yapilan
caligmada, degisen konsantrasyonlarda (0- 10 mM) amoksisiline maruz birakilan
hiicrelerde diisiik konsantrasyonlarda bile DNA lezyonlarinin arttifi goriilmiistiir. Bu
caligmada amoksisiline bagli olusan DNA hasarinin oldukc¢a hizli sekillendigi ve
onarimimn AGS hiicre serilerinde 4 saat igerisinde tamamlandigi bildirilmistir.
Aragtirmacilar baz kesip ¢ikarma onarim mekanizmasinin hasarin giderilmesinde etkili

olabilecegini bildirmislerdir.

Amoksisilin- klavulanik asit kombinasyonu ise in vitro kosullarda Ames testi ile
negatif sonu¢ verirken, fare lenfoma testi ile yapilan caligmalarda sitogenetik

konsantrasyonda zayif genotoksik etki goriildiigti saptanmustir (139).

Amoksisilinin farkli konsantrasyonlarda insan periferal lenfositleri {lizerindeki
genotoksik etkisi kardes kromatit degisim testi, kromozom aberasyon yontemi ve
mikroniikleus testi ile incelenmistir (73). Yiiksek konsantrasyondaki amoksisilinin 48
saatlik muamelede ve metabolik aktivasyonsuz ortamda kromozom aberasyonlarini
indiikledigi tespit edilmis ancak sonuglar istatistiksel olarak onemli bulunmamustir.
Arastirmacilar s6z konusu artigin yiiksek konsantrasyonda amoksisilinin reaktif oksijen
radikallerini fazla miktarda uyarmasina bagli olarak sekillenebilecegini bildirmislerdir.
Her li¢ yontemin sonuglarina gore, amoksisilin gerek metabolik aktivatér varliginda
gerekse aktivasyonsuz ortamda lenfositler ilizerinde genotoksik etki gdstermemistir.
Calismanin sonuglari, penisilin tirevi ve farkli gruplardan antibiyotiklere ait
genotoksisite verileri ile de karsilastirmis ve elde edilen farkli bulgular g6z Oniine
almarak herhangi bir antibiyotik grubunun genotoksisitesi hakkinda kesin bir fikir

yiirlitmenin miimkiin olmadig bildirilmistir.

Diger beta laktam tiirevi antibiyotiklerle gergeklestirilen in vitro ¢aligmalarda da
ylksek konsantrasyonlarda genotoksik etkinin saptandigi ve bilesiklerin DNA hasarina

reaktif oksijen tiirevleri araciligiyla sebep olabilecegi belirtilmistir (115, 116).

Amoksisilinin sucul canlilar lizerindeki genotoksik etkisinin degerlendirildigi

calismalar ise olduk¢a simirlidir. Bu amagla gergeklestirilen c¢alismada, cesitli
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amoksisilin tlirevlerinin sitotoksik ve genotoksik etkilerini sazangiller familyasina ait
bir tatli su balig1 olan Rutilus rubilio tiiriiniin kromozomlar1 {izerinde incelenmistir
(141). Calisma in vivo kosullarda ve iki farkli kromozom boyama teknigi ile
gergeklestirilmistir. Cesitli amoksisilin tiirevlerine maruz birakilan gruplardan elde
edilen sonuclar kontrol grubu ile karsilastirildiginda, kromozom anomalilerinde

istatistiksel yonden anlamli bir artis tespit edildigi goriilmistiir.

Amoksisilinin genotoksik etkisininin Dicentrarchus labrax embriyonik hiicre
serisi (DLEC) iizerinde comet yontemi ile incelendigi bir diger ¢alismada ise, kontrol ve
uygulama gruplarindan elde edilen veriler karsilastirildiginda 100 mg/ L dozda
amoksisilinin bu tiirde DNA hasarina sebep oldugu bildirilmistir (140).

Caligmamizda amoksisilin gokkusagi alabaliklarinda terapdtik dozda genotoksik
etkili olmadigi ancak yiiksek dozlarda uygulandiginda mikroniikleus ve comet
frekansinda artisa sebep oldugu sonucuna ulasilmistir. Elde edilen bulgular baliklarda
amoksisilinin ~ genotoksisitesinin  degerlendirildigi  diger c¢alismalar1  destekler
niteliktedir. Amoksisilinin - memelilerdeki genotoksik etkisinin degerlendirildigi
calismalarin tiimiinde, amoksisilinin DNA iizerinde direkt etkili olmadigi ancak
oksidatif strese neden olan serbest radikaller araciligiyla indirekt olarak DNA hasaria
sebep oldugu belirtilmistir. Oksidatif DNA hasari, normal metabolizma sirasindaki
tepkime basamaklarinda olusan oksijen radikalleri araciligiyla endojen olarak
sekillenebilecegi  gibi, eksojen kaynakli ¢esitli  bilesikler tarafindan da
olusturulabilmektedir. Serbest oksijen radikalleri olduk¢a reaktif molekiillerdir ve DNA
ile kolayca etkilesime girerek oksidatif baz modifikasyonu ve DNA zincir kirilmalarina
sebep olabilirler (42). Yapilan g¢aligmalar amoksisilinin memelilerde oldugu gibi
baliklarda da oksidatif hasar olusumunu indiikledigini bildirmektedir. 96 saat siireyle
100 mg/L konsantrasyonda amoksisiline maruz birakilan zebra baliklarinda, hiicre igi
antioksidan etkileri nedeniyle eritrositleri oksidatif hasara karsi koruyan katalaz ve
glutatyon S-transferaz enzim diizeyinlerinin 6nemli 6lgiide diistiigli saptanmigtir (104).
Memelilerde gergeklestirilen ¢aligmalarda, serbest radikallerin 6miirlerinin kisa olmasi
ve DNA onarim mekanizmalarinin devreye girmesi ile, olusan DNA hasarmin kisa
stirede tamir edildigi belirtilmistir (8, 90). Ancak baliklarda DNA onarim kapasitesinin
degerlendirildigi bir ¢ok calisma, onarim mekanizmalarinin memelilerdeki kadar etkili

olmadigini ve bu nedenle yiiksek verimde bir onarim gerceklesmedigini gostermektedir.
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Calismamizda da gokkusagi alabaligi eritrositlerinde amoksisilin tarafindan olusturulan
DNA hasarinin, memelilere kiyasla daha uzun stireli bir etkiye yol actig1 gériilmektedir.
Comet yontemiyle elde edilen istatistiksel veriler géz oniine alindiginda, genotoksik
etkinin seyrinde 6. glinden sonra belli bir azalma saptandigi ancak DNA hasarinin
tamamen ortadan kalkmadigi goriilmektedir. Bu durumun, yem aliminin azalmasi ve
onarim mekanizmalarinin devreye girmesi, ancak baliklardaki onarim mekanizmalarinin
yiiksek dozda amoksisilin tarafindan olusturulan hasarin tamamen giderilmesinde
yetersiz kalmasi sonucu olusabilecegi disiiniilmektedir. Uzun siireli genotoksisite
arastirmalart ile organizmalarin DNA onarim kapasitelerinin daha detayli olarak
degerlendirilebilecegi ongoriilmektedir. Calismamizdan elde edilen sonuglarin, balik
hastaliklarinin tedavisinde kullanilan ilaclarin genotoksik etkilerinin

degerlendirilmesine yonelik caligmalara katki saglayacagi umut edilmektedir.
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