T.C.
MERSIN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBI BIYOLOJi VE GENETIK ANABILIM DALI

TERBINAFIN’IN INSAN LENFOSIT KULTURLERINDEKI
ETKILERININ KARDES KROMATID DEGIiSiMi
(SISTER CHROMATID EXCHANGE)
YONTEMI iLE IN VITRO ARASTIRILMASI

Dr.ihsan BAYEL

YUKSEK LiSANS TEZIi

DANISMANI

Dog. Dr. Nurcan ARAS ATES

MERSIN-2006



T.C.
MERSIN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBI BIYOLOJi VE GENETIK ANABILIM DALI

TERBINAFIN’IN INSAN LENFOSIT KULTURLERINDEKI
ETKILERININ KARDES KROMATID DEGIiSiMi
(SISTER CHROMATID EXCHANGE)
YONTEMI iLE IN VITRO ARASTIRILMASI

Dr.ihsan BAYEL

YUKSEK LiSANS TEZIi

DANISMANI

Dog. Dr. Nurcan ARAS ATES

MERSIN-2006

il



Mersin Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii

Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi Programi gergevesinde
yiiriitiilmiis olan “Terbinafin’in Insan Lenfosit Hiicre Kiiltiirlerindeki Etkilerinin Kardes
Kromatid Degigimi (Sister Chromatid Exchange) Yéntemi Ile in Vitro Arastirilmasi” adh

¢alisma, jlirimiz tarafindan Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi 24&/.%./ 2006

Prof. Dr. M. Emin ERDAL

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Jiiri Bagkani
Dog. Dr. Nurcan ARAS ATES Dog. Dr. Ayla CELIK
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Mersin Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
T1ibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1 Biyoloji Anabilim Dali
Juri Uyesi Jiri Uyesi”

Bu tez, Enstitil Yonetim Kurulunun/b.@&, 2006....... tarih veﬁ‘éﬁ#@a‘!-saylh karar

ile onaylanmigtir.
M (A’\’P

Enstitli Midiiri
Prof. Dr. Murat DIKMENGIL

iii



TESEKKUR

Bu caligma siiresince degerli yardim ve katkilarin1 esirgemeyen tez danismanim
Sn. Dog. Dr. Nurcan ARAS ATES e tesekkiir ederim.

Anabilim Dali Bagkanimiz Sn. Prof. Dr. M. Emin ERDAL’a, anabilim dalimizin
diger degerli hocalari; Sn. Yrd. Dog. Dr. Etem AKBAS’a ve Sn. Yrd. Dog. Dr. I. Omer
BARLAS’a yiiksek lisans egitimim boyunca yaptiklar1 bilimsel ve akademik katkidan
dolay1 tesekkiir ederim.

Calismam sirasinda Ozellikle deney gruplarinin olusturulmast ve metodun
uygulanmasindaki desteklerinden dolay1 Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Anabilim Dali
Ogretim Uyesi Sn. Dog. Dr. Ayla CELIK e tesekkiir ederim.

Tezimin  istatistikleri ~ve  bulgularin  degerlendirilmesi  konusundaki
yardimlarindan dolay: Biyoistatistik Anabilim Dal1 Ogretim Uyesi Sn. Dog. Dr. Handan
ANKARALTI’ya tesekkiir ederim.

Calismam sirasinda yardimlarin1 esirgemeyen Farmakoloji Anabilim Dali
Baskani1 Sn. Prof. Dr. Kansu BUYUKAFSAR’a tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca, her tiirlii destegini esirgemeyen, laboratuarda
birlikte calisigim ve diger Anabilim dallarindaki caligma arkadaslarima tesekkiir
ederim.

Hayatimin her asamasinda yanimda olan, maddi ve manevi desteklerini her

zaman hissettigim aileme tesekkiir ederim.

v



ICINDEKILER

KABUL ve ONAY ...t
TESEKKUR . ... ..ot e
ICINDEKILER. ... e e
SEKILLERDIZINT..............ooo
CIZELGELER DIZINI..........coooiiiiiiiiiiiii s
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINI................ooooiiiid
OZET ... oo,
2. GENEL BILGILER. .........couiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e
2.1 Antifungal TIaglar...........ooiiii i e
2.1.1. Antifungal Ilaclarin Tarihgesi.................cocveviiieinnn...
2.1.2. Antifungal Tlaglarm Siniflandirilmast..............ccoooeiiiieieeiineiie e
2.2, Terbinafin. ......ooooiiii i
2.2.1. Terbinafin’in Farmakodinamik OzelliKleri............cccoceoeivniiniiiiiieiienne.
2.2.2. Terbinafin’in Farmakokinetik OzelliKleri.. ... .......cccooiveeiineiiniinsiiiennn.
2.2.3. Terbinafin’in Metabolitleri............coiiiiiiiii e,
2.2.4. Terbinafin’in Klinik Etkinligi..............ccooiiiiiiiiii e,
2.2.5. Terbinafin’in Ila¢ Etkilesimleri ve Diger Etkilesimler.......................coceveee.
2.2.5.1. Terbinafin’in Apopitozis ve DNA Sentezine Etkisi.............c.ccecceeenne.

2.3. Kardes Kromatid Degisimi (KKD)..................coooeiinanl.
2.3.1. KKD’nin Tarihgesi...........ooveiiiiiiii i
2.3.2. KKD’nin Olus Modelleri...............cooeiiiiiiiiiiiinn..,
2.3.2.1. Replikasyon Bypass Modeli...................cooenee.
2.3.2.2. Holiday Modeli...........cccoiiiiiiiiiiiiiiienns

2.4. Mutajen ve Kromozom Iliskisi............ccccoooviiiiiniiiniinn..

2.4.1. Kimyasal Ajanlar.............cooiiiiiiiiiiiii e,

Xii

Xiil

2.4.1.1. KKD ve Kromozom Anomalileri Meydana Getiren Ajanlar................ 20

2.4.1.2. Klastojen Olmayan ve KKD Meydana Getiren Ajanlar



2.4.1.3. Klastojen Ozelligi Gosteren Cok Az Degerde KKD’yi Arttiran veya KKD

Degerini Degistirmeyen Ajanlar..............cooiiiiiiiiiiiiii i, 20

2.4.2. Ko-KIasStoJenler. . ......ouui e 21
2.4.3. Antiklastojenler. . .......ooiiii e 21
3. GEREC ve YONTEMLER.........oooimmiiiiii it 24
3 GeICCIer. . e e 24
3.1.1. Tamponlarin Hazirlanmast............ccoooiiiiiiiiii e 24
3.1.2. Soliisyonlarin Hazirlanmasi...........co.ooeiiiiiiiiiiii e e 24
3.1.3. Haclarn Hazirlanmast. . ........o.oumio e 24
TR 0] 117 1 U PPN 25

3.2.1. Periferik Kandan Lenfosit Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi.......................25

3.2.2. Kromozomlarin Elde Edilmesi............cooviiiiiiiiiii e, 25
3.2.3. KKD ANaliZ YONtEMI. ... euutntineeniitiie ettt e e e 26
3.2.4. KKD Iceren Kromozomlarin Degerlendirilmesi................cccooceeevnevninnnnnnnn, 26
3.2.5. Hiicre Proliferasyon Kinetigi (CPK) ve Mitotik indeks Degerlendirmesi.......... 27
4. BULGULAR. ..o e 29
S TAR T IS M A . e, 35
6. SONUC ve ONERILER.........oooiiiii e, 39
T.KAYNAKLAR. . e 40
8. OZGECMIS. ..., 48

Vi



SEKILLER DiZINI

Sekil 2.1: Terbinafin moleKiilii............ccoviiiiiiiiiiii e 3
Sekil 2.2: Terbinafin’in etki basamagi ve ergosterol...........ccocevvviiririiiienieeiieenie e 5

Sekil 2.3: Genel KKD olus mekanizmasi: Tetraploid hiicrelerde (4n) ¢ift KKD meydana
GEIMEKLEAIT...e.etiiiieeiiieie ettt ettt ettt e et eesabe e bt e snaeeseeenbeenseeenes 12

Sekil 2.4: Replikasyon Bypass Modeli’ne gére KKD olus mekanizmasi: Tetraploid

hiicrelerde (4n) tek KKD meydana gelmektedir..........cceevvieiiieniieiiieniiciieeieeieeeiie e 14
Sekil 2.5: Holiday modeline gére KKD olus mekanizmast...........cccceceeverieneeniennennnnn 15
Sekil 2.6: Kardes kromatid deGiSImi........cccueeevuiiiiiiiiieiieeeiieeeieeeee e 18
Sekil 3.1: Kardes kromatid degisiminin (KKD) degerlendirilmesi..............ccccceuveennennne. 27
Resim 4.1: Birinci mitoz asamasindaki metafaz plagi..........ccocceviiiieniiniiinienieeee 33
Resim 4.2: Uciincii mitoz asamasindaki metafaz plagi..............cococoeveveeerereeerererenennnn, 33
Resim 4.3: ikinci mitoz asamasindaki metafaz plagi...........cccoovuevvervevereeveeeruerereenennnns 34

vii



CIZELGELER DiZiNi

Tablo 2.1: Antifungal ilaglarin etki mekanizmalarina gore siniflandirilmasi................... 4
Tablo 4.1: Terbinafin’in gruplar arasindaki KKD degerleri.........cccoceeveviiniineniencnnnen. 30
Tablo 4.2: Terbinafin’in gruplar arasindaki RI degerleri...........ccoeeeveiiiniiiiinnnnennen. 30
Tablo 4.3: Terbinafin’in gruplar arasindaki MI degerleri..........cccceeevveeviveencieeeniieene. 30

Tablo 4.4: Terbinafin’in gruplar arasindaki KKD degerleri bakimindan
karsilastirilmasina ait grafik........ ..o, 31

Tablo 4.5: Terbinafin’in gruplar arasindaki RI degerleri bakimindan karsilastirilmasina
Al Grafik ..o 31

Tablo 4.6: Terbinafin’in gruplar arasindaki MI degerleri bakimindan karsilastirilmasina
ATt ZIatiK Lo e 32

viii



AAAF

ActD

ACV

ADM

AET

Ara-C

ASE

BCNU

BrdU

BUS

CCDhP

CMF

Cp

CPK

CPT

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Asetoksiasetilaminofloren

Aktinomisin D

Asiklovir

Doksorubisin

-aminoetilsotitire

Sitorabin

Aza Steroidal Ester

Biskloroetinilnitrosiire

5-bromo-2-deoksitiridin

Busulfan

Sisplatin

Siklofosfamit Metotreksat 5-florourasil

Siklofosfamid

Hiicre Proliferasyon Kinetigi

Kamptotesinin

X



DES Dietilstilbestrol

DNA Deoksiriboniikleik Asit

dUrd 5-konumuna Baglanmis-2’-deoksiiiridin
EAA Egri Altindaki Alan

EBV Ebstein-Barr Viriisii

EKG Elektrokardiyografi

FCV Famsiklovir

FEC 5-florourasil Epirubisin Siklofosfamit
FPG Fluorecence Plus Giemsa

GCV Gansiklovir

HAAF Hidroksiasetilaminofloren

HUVEC Human Umblical Ven Endotel Cell

KKD Kardes Kromatid Degisimi

M Metafaz

MI Mitotik Indeks

MIK Minimal inhibitér Konsantrasyon



MMC

MMS

MN

MPN

MTX

9-NC

NTB

PCV

PDGF

RI

SV40

SCE

uv

VACV

XP

Mitomisin C

Metilmetanosulfanat

Mikroniikleus

Melfalan

Metotreksat

9-nitrokamptotesin

Nitrotetroblue

Pensiklovir

Platelet-Derived Growth Factor

Replikasyon Indeksi

Simian Viris 40

Sister Chromatid Exchange

Ultraviyole

Valasiklovir

Kseroderma pigmentozum

Xi



OZET

Terbinafin’in Insan Lenfosit Kiiltiirlerindeki Etkilerinin Kardes Kromatid

Degisimi (Sister Chromatid Exchange) Yontemi fle in Vitro Arastirilmasi

Fungal hastaliklarin  tedavisinin zaman almasi nedeniyle, tedavinin
planlanmasinda, etkenin ve hastanin immiin durumunun iyi bilinmesi gerekmektedir. Bu
nedenle enfeksiyon hastaliklarinda 6nemli bir grubu icermektedir. Bu hastaliklarin
tedavisi ile ilgili 1950°’li yillardan giinlimiize kadar gecen siirede cesitli ilaglar
gelistirilmistir.

Terbinafin ise allilamin grubunda bulunan bir antifungal ilactir. Bu ilacin
farmakokinetik ve farmakodinamik 6zellikleri tercih nedeni olmaktadir.

Genotoksik ajanlar, deoksiriboniikleik asit (DNA) hasar1 potansiyeline
sahiptirler. Kardes kromatid degisimi (KKD) genetik hasarin gostergesi olarak
kullanilmaktadir. KKD testi, mutajenler hakkinda 6énemli sonuglar ortaya ¢ikarmaktadir
ve homolog kromozomlarin gen lokuslar1 arasinda DNA replikasyon {iriinlerinin
degisimini test etmektedir.

Replikasyon indeksi (RI) ve mitotik indeks (MI), sitotoksisiteyi tanimlamak i¢in
kullanilmaktadir.

Bu calismada, terbinafinin 3 ayr1 konsantrasyon diizeyi kullanilarak KKD, RI ve
MI karsilagtirilmistir. Bu amagla 5 bireyden aliman kan o6rneklerinde kromozom
kiiltiirleri yapilmistir. KKD analiz yontemi uygulanarak KKD,RI ve MI oranlari

incelenmistir. Caligmanin sonunda terbinafinin genotoksik 6zelligi tespit edilmemistir.

Anahtar Sozciikler: Terbinafin, KKD, DNA, MI, RI.
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ABSTRACT

The Effects of the Terbinafine on the Human Lymphocyte Cultures by Sister
Chromatid Exchange (SCE) in vitro

It takes long time to treat fungal illnesses. So it is very important to know the
patient’s immunisation system and the reason of disease. For this reason it contains the
big part among these kind of illnesses. Some medicens which are related to this illness
have been found since 1950’s up to now.

Terbinafine is an antifungal medicine in the group of allilamin. This medicine is
the most preferable because of pharmococinetics and pharmacodynamics pecularities.

Genotoxic agents have the potentials of deoxyribonucleic acid (DNA) damage.
In the test of sister chromatid exchange (SCE) we come up with some valuable results
about mutagens. SCE testes the changing of the replication products found amount the
homolog chromosomes.

Replication index (RI) and mitotic index (MI) are used to determine
cytotoxicity.

On this study SCE, RI and MI are compare by using three different terbinafine
consantration level. With the aim of this; some chromosome cultures were made on the
blood sample which were taken from five different person. SCE, RI and MI rates are
searched by using SCE analysing method. At the end of the studying the genotoxic of

terbinafine has not been found yet.

Key Words: Terbinafine, SCE, DNA, MI, RI.
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1. GIRIS

Yasadigimiz ortamda fiziksel ve kimyasal mutajenlerin sayist siirekli artis
gostermektedir. Bu ajanlarin in vitro ve in vivo kosullarda etki mekanizmalarinin ve
ozelliklerinin saptanmasi1 gerekmektedir (1).

Giliniimiizde c¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan farmakolojik ajanlarin da
mutajenik aktiviteyi arttirdigr diisiiniilmektedir (1). Fungal hastaliklarin tedavisinin
zaman almasi ve sabir istemesinin yani sira, tedavinin planlanmasinda etkenin ve
hastanin immiin durumunun da iyi bilinmesi gerekir (2). Son 10 yilda gesitli topikal ve
sistemik antifungal ilaglar tiretilmistir. Antifungal ilaglardan allilamin grubunda en son
satisa sunulan terbinafindir (3,4). Mantar enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan
terbinafin, skualen epoksidaz inhibitorii olarak islev gorerek ergosterol sentezini inhibe
etmekte ve mantar hiicre zarinin islevini bozmaktadir (2,3,4).

Terbinafin’in diger antifungal ilaglara oranla tedavi siiresinin kisa ve iyi klinik
kiir saglamasi, bu ilacin tercih edilmesini saglamaktadir. Son dozdan 56 ve 90 giin sonra
sac ve sebumda Olgciilebilir diizeyde konsantrasyonunun bulunmasi, antifungal
etkinligini arttirmaktadir (5). Diger farmakokinetik ve farmakodinamik o6zelliklerinin
yani sira, terbinafinin apopitozisi aktive ve deoksiriboniikleik asit (DNA) sentezini
inhibe ederek in vitro ve in vivo ortamlarda ¢esitli kanser kiiltiirlerinde proliferasyonu
baskiladig1 gosterilmistir (6).

Kimyasallarin mutajenik ve karsinojenik etkilerini belirlemek icin kardes
kromatid degisim (KKD) yontemi son yillarda siklikla kullanilmaktadir (1). KKD testi,
cevredeki atiklarin etkisini aragtirmak i¢in 1957 yilinda Taylor ve arkadaslar tarafindan
gelistirilen kisa siireli mutajenite ve kanserojenite testlerinden biri olarak en hassas ve
en fazla kabul edilen bir yontem olarak bildirilmistir (7,8).

KKD analiz yontemi, S5-bromo-2-deoksiliridin (BrdU) varliginda homolog
kromozomlarda DNA parcalarinin karsilikli degisimini gostermektedir (9,10,11).
KKD’nin ortaya ¢ikmasi, mutajenlerin 6zelliklerine baglidir. Ajanlarin hiicre DNA’sini1
etkilemesi sonucunda KKD degerleri degisebilmektedir. Kimyasal ve fiziksel etkenler
in vitro kosullarda hiicrelerde kromozom yapilarinin degismesine, KKD’ye ve kiriklara

neden olmaktadir. KKD’nin olusumu, etkileyen maddenin o6zelliklerine baghdir.



Mutajenik, karsinojenik ve klastojenik 6zellik gosteren kimyasallarin KKD degerlerini
arttirdig1 veya azalttig1 saptanmistir (10,11).

Kimyasal ve fiziksel ajanlarin mutajenite Ozellikleri her test sisteminde
saptanamamaktadir. KKD analiz yontemi ile bir maddenin ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile zayif mutajenik 6zellik gosteren etkileri kromozom diizeyinde
incelenebilmektedir (1).

KKD analiz yonteminin, kimyasal maddelerin ve ilaglarin karsinojenik
etkilerinin belirlenmesinde en giivenilir yontemlerinden biri oldugu diistiniilerek,

terbinafinin etkilerini aragtirmak amaciyla bu analiz yontemi uygulanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. ANTIFUNGAL iLACLAR
2.1.1. Antifungal Ilaclarin Tarihgesi

Fungal hastaliklarin tedavisinin zaman almasi ve sabir istemesinin yani sira
tedavinin planlanmasinda da etkenin ve hastanin immiin durumunun iyi bilinmesi
gerekmektedir. 1950’1 yillara kadar iyot, fenol tlirevleri, salisilik asit ve tiirevleri ile
benzoik asit gibi karbonik asitler kullanilmigtir. 1951 yilinda, hem oral, hem de topikal
etkili polyen antibiyotik nistatin bulunmus olup, 1956’da polyen bir antibiyotik olan
amfoterasin B’nin bulunmasi sistemik antifungal tedavide doniim noktasi olmustur.
1957 yilinda, sitostatik madde olarak iiretilen flusitozin, fungal hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaya baglanmigtir. 1958’de, yiizeyel mikozlarin tedavisinde kullanilabilecek
oral antifungal olan griseofulvin bulunmustur. 1969 yilinda, imidazol tiirevlerinden
klotrimazol ve mikanozol, 1977°de ketakonazol ve 1980’li yillarda genis etki alanina
sahip flukanazol ve itrakonazol piyasaya siiriilmiistiir (2). Son 10 yilda ¢esitli topikal ve
sistemik antifungal ilaclar iretilmistir. Allilamin grubunda en son iiretilen ilag

terbinafindir (Sekil 2.1) (Tablo 2.1) (3).

N\
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Sekil 2.1: Terbinafin molekiilii (12)



2.1.2. Antifungal flaclarin Siniflandiriimasi

Tablo 2.1: Antifungal ilaclarin etki mekanizmalarina gore siniflandirilmasi (2)

Etki Mlaclar
Niikleik asit sentezini inhibe edenler 5-florositozin
Niikleus boliinmesini etkileyenler Griseofulvin

Funguslarin sterol halkasina baglanip membran 6zelligini Polyenler

bozanlar

Ergosterol sentezi inhibitdrleri skualen epoksidaz ALLILAMINLER
inhibitorleri

14 a demetilaza bagimli sitokrom P450 yi inhibe edenler Imidazol ve Triazoller

2.2. TERBINAFIN

2.2.1. Terbinafin’in Farmakodinamik Ozellikleri

Terbinafin, genis spektrumlu allilamin grubuna ait bir antifungaldir. Yapisal
olarak azol polyen ve morfolin gruplarina benzemez. Bazi yiizeyel mikozlarda klinik
seyri  kisalttigir  gosterilmistir. Diisiik konsantrasyonlarda dermatofitlere, kiif
mantarlarina ve dimorfik mantarlara kars1 fungisidal etki gdsterir. Maya mantarlarina
kars1 etkinlik, mantarin tiiriine gore fungisidal veya fungistatik 6zelliktedir (2,12,13,14).
Aspergillus tiirleri in vitro olarak duyarl iken, in vivo olarak direnglidir. Sonug olarak,
ilacin kullanimi dermatofitozlar ile sinirlanmistir (2).

Terbinafin, funguslarin sterol biyosentezini erken donemde spesifik olarak
engeller. Mantar hiicre membranininda, skualen epoksidaz enzimi inhibisyonu yolu ile
etki gosterir. Bu durum, ergosterol yetmezligine ve intraselliiler skualen birikimine yol
acarak mantar hiicresinin 6liimii ile sonuglanir (2,3,4). Ergosterol, fungal membranlarin
temel steroliidiir. Skualen epoksidaz enzimi ise ergosterol sentezinde gerekli olan bir

enzim olup sitokrom P450 enzim sistemi ile bir baglantis1 yoktur (Sekil 2.2) (3,15).
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Sekil 2.2: Terbinafin’in etki basamagi ve ergosterol (15)

Terbinafin, hormonlarin ve bagka ilaglarin metabolizmasini etkilememektedir

(15).

2.2.2. Terbinafin’in Farmakokinetik Ozellikleri

Terbinafin’in topikal kullanimi i¢in kremi, sistemik kullanimi i¢in oral tableti
mevcuttur (2,12,13,15,16). Topikal tedavinin etkisiz kaldigi durumlarda oral tablet
giinde tek doz olarak 250 mg verilir ve 2-6 hafta siire ile kullanilir. Terbinafin, topikal
olarak uygulandiginda dozun % 5’1 emilir (2,15). Oral verildiginde ise dozun % 79’u
gastrointestinal sistemden emilir ve iyi tolere edilir (2,15,17). Glinlik 250 mg’lik
tedavilerde yan etki azdir ancak doz arttirildiginda mide yakinmalari, hastalarin % 1-
2’sinde ras, Urtiker gibi deri reaksiyonlart gézlenir (2,15).

250 mg’ lik tek doz oral terbinafin, 1pg/ml’lik plazma zirve konsantrasyonuna 2
saatte ulasir (5,15). Absorpsiyon yarillanma omrii 0.8 saat (48 dakika) ve dagilim
yarilanma Omrii 4.6 saatir (4 saat 36 dakika). Kararli durum plazma konsantrasyonuna
10-14 giinde ulagmaktadir (15).

Terbinafin’in biyoyararlanimi yiyeceklerden orta diizeyde etkilenmekle birlikte,

bu etkilenme doz ayarlamasini gerektirmemektedir (15).



Terbinafin, plazma proteinlerine giiclii olarak (%99) baglanir. Deriye hizla
diffiize olup lipofilik stratum korneumda konsantre olur. Terbinafin ayrica yag
bezlerinden de salmir. Boylelikle kil folikiillerinde, sa¢ ve yagdan zengin deri
bolgelerinde yiiksek konsantrasyonlar olusturur. Ayrica terbinafinin tedavinin ilk birkag
haftasindan itibaren tirnak yatagina dagilma ozelligi de vardir (15). Sonug olarak
terbinafin, deri, sa¢ ve tirnaklarda fungusidal aktivite olusturacak diizeyde konsantre
olur (5,15).

Biyotransformasyon sonucunda, baslica iiriner yoldan atilan ve antifungal etkisi
olmayan metabolitler olugur. Eliminasyon yarilanma omrii 17 saattir. Birikim olugmasi
s0z konusu degildir. Terbinafin’in kararli durum plazma konsantrasyonlarinda yasa
bagh farmakokinetik degisiklikler gdézlenmemistir. Ancak bobrek veya karaciger
bozuklugu olan hastalarda, terbinafinin yiiksek kan diizeylerine ¢ikmasi ile sonuglanan
eliminasyon yavaslamasi olabilir. Terbinafin multipl, doz alimindan sonra iyi tolere
edilebilir. Tlaca bagimli elektrokardiyografi (EKG) ve kimyasal degerlerde degisiklik
gosterilmemistir. Ayrica terbinafin, trombosit kaynakli biiylime faktorii (Platelet-
Derived Growth Factor=PDGF) nin potent inhibit6riidiir (15).

Terbinafin’in en yiiksek konsantrasyonu, sebum ve sa¢ Orneklerinde
bulunmustur (5,15). Konsantrasyonu, son dozdan 56 giin sonra sagta, 90 giin sonra da
sebumda 0lgiilebilir diizeydedir. Sebum ve sa¢ 6rneklerinde plazmadan birkag¢ kat daha
fazla bulunmaktadir (15). Terbinafin seviyesi, stratum korneumda 1pg/ml 6l¢iilmiistiir.
Daha onceki caligmalarda ise 10pg/ml bulunmustur. Terbinafin’in, periferik viicut
sivilarinda ve dokularda yaygin bir sekilde dagildigi gosterilmistir. Dokularda in vitro
minimal inhibitdr konsantrasyon (MIK) degerleri, dermatofikozlarda 0.001-0.01 pg/ml,
aspergillus i¢in 0.05-1.56pg/ml, dimorfik funguslar i¢inse <0.05-2.0pg/ml olarak
bulunmustur. Yeniden dagilim yar1 omrii, sebum igin 14.5+£8.5, sa¢ i¢in ise 15.0£5.5

giindiir (5).



2.2.3. Terbinafin’in Metabolitleri

Terbinafin’in 15 metaboliti tespit edilmistir. Fakat higbirisinin metabolik
aktivitesi yoktur. Kanda 3 major metabolit 6l¢iilebilmistir ancak idrarda ihmal edilebilir
diizeyde bulunmustur (5).

Bu major metabolitler; SDZ 286-621 (N demetil formu), SDZ 280-027
( karboksi butil formu) ve SDZ 280-047 (N demetil karboksibutil formu) dir (5).

Predominant metaboliti, SDZ 280-027°dir. En son dozdan sonra plazma
diizeyinin egrisinin altindaki alanda (EAA) SDZ 286-621, SDZ 280-027 ve SDZ 280-
047°nin dozlar sirasiyla 1.25, 1.38 ve 1.08 olarak oOl¢iilmiistiir. Bobrek yolu ile en az

atilim, SDZ 280-047’de goriilmiistiir (5).

2.2.4. Terbinafin’in Klinik Etkinligi

Fungusidal konsantrasyon, plazma ve dokularda en son dozdan sonra uzunca bir
siire, haftalar ve aylarca devam eder. Bu farmakokinetik 6zellik, onikomikoz ve
dermatomikozda tedavi siiresinin kisa olmasimm1 ve iyi klinik kiir saglamasinm
aciklamaktadir (5,15).

Terbinafin’in in vitro karsilastirmalari, Aspergillus’lara kars1 azol ve
griseofulvinden daha etkili oldugunu gostermistir. Oral terbinafinin onikomikoz ve
dermatofit deri enfeksiyonlarindaki (tinea corporis, tinea cruris ve tinea pedis) mikolojik
kiir (semptomlarin kalmamasi) orani, klinik ¢alismalarda %90 olarak bulunmustur
(2,15).

Onikomikozda 250 mg/giin tek doz kullanilmasiyla, diger antifungallerin
kullanilmasina gore 12 ay siiren tedavi siiresini 3-6 aya indirmistir. Dermatomikozlarda
Onerilen tedavi, oral 250 mg/giin tek doz olup, tinea pediste 2-6, tinea corporiste, tinea
cruris ve kutanoz kandidiaziste ise 2-4 haftadir (5,15).

Antifungal tedavinin amaglarindan biri, antiinflamatuar aktivite ile antimikotik
ozelligin birlestirilmesidir. Boylece semptom ve tedavi hizlanmaktadir. Terbinafin’in
serbest radikalleri uzaklastirici 6zelligi arastirilmistir. Bunun i¢in nitrotetroblue (NTB)
rediiksiyonu, ultraviyole (UV) ile siiperoksit anyonlarin indiiklenmesi ve doymamis

lipitlerin kimyasal yolla peroksidasyonu hedeflenmistir. Sonucta, tedavi dozlarinda in



vitro ortamda serbest radikallerin olusumunu 6nledigi ve ayrica in vivo olarak hafif

derecede antiinflamatuar aktiviteye sahip oldugu ortaya konmustur (18).

2.2.5. Terbinafin’in Ila¢ Etkilesimleri ve Diger Etkilesimler

Saglikli goniilliilerde yapilan in vitro arastirmalar, terbinafinin sitokrom P450
sitemi yoluyla metabolize olan ilaglarin (6rnegin; siklosporin, tolbutamid, oral
kontraseptifler) klirensini arttirmak veya azaltmak iizerine etkisinin ihmal edilebilir
diizeyde oldugunu gostermistir (15).

Oral kontraseptiflerle birlikte terbinafin alan hastalarin bazilarinda menstruasyon
bozukluklar1 bildirilmekle beraber, bu tiir diizensizliklerin insidansi tek basina oral
kontraseptifleri kullananlardaki kadar olmaktadir (15).

Ote yandan terbinafinin plazma klirensi, metabolizmay1 uyaran ilaglarla (6rnegin;
simetidin) inhibe edilebilir. Bu tiir ilaclarla birlikte kullanim gerekli oldugunda,

terbinafin dozu uygun bicimde diizenlenmelidir (15).

2.2.5.1. Terbinafin’in Apopitozis ve DNA Sentezine Etkisi

Terbinafin’in, apopitozisi aktive ve DNA sentezini inhibe ederek in vitro ve in
vivo ortamlarda ¢esitli kanser kiiltiirlerinde prolifrasyonu baskiladigir gosterilmistir
(6,19). Bu bulgularla, terbinafinin ilk kez anjiogenezisi ve vaskiiler endotelyal
hiicrelerin gelisimini inhibe ettigi belirlenmistir. Antiproliferatif etkisinin olmasi,
terbinafinin ilerde kanser tedavisinde kullanilabilecegini gostermistir (6).

Insan umblikal venlerinden elde edilen endotel hiicreler, (Human Umblical Ven
Endotel Cell=HUVEC) terbinafinle muamele edildiklerinde, bu hiicrelerde p21 ve p53
seviyelerinde yiikselmeye, siklin A, B, D1, D3, E, CDK2 ve CDK4 protein
seviyelerinde ise diismeye neden olur. Terbinafin’e bagli G¢/G; fazinin inhibisyonun,
siklin A’nin diismesiyle ve major roliiniin p21 seviyesinin yiikselmesiyle gergeklestigi
gosterilmistir (6).

Baz1 caligmalarda terbinafine bagli p27 proteininin upregiilasyonunun, kanser
hiicrelerinde apopitoziste rol aldigi gosterilmistir. Bu hipotez, son c¢alismalarda

terbinafin (0-120uM) ile etkilesen HUVEC te gosterilmistir (6).



Terbinafin, birgcok dermatofit ve fungusa karsi ayak tirnaklarinda uzun stire MIK
seviyesinin istiinde kalir. Plazma seviyesinde antimikotik etkisi, antianjiogenik
etkisinden daha diisiiktiir. Antianjiogenik etki icin daha yiiksek terbinafin tedavi rejimi
gereklidir. Terbinafin’in, HUVEC’i Gy/G; fazinda 24 saatte inhibe etmesi i¢in en az
60uM olmas1 gerektigi gosterilmistir. In vivo ¢alismalarda, terbinafinin 50mg/kg’lik
dozunun vital organlarda sitotoksik olmadigi gosterilmistir. Terbinafin’e bagli hiicre

proliferasyonunun inhibisyonu geriye dontistimliidiir (6).

2.3. KARDES KROMATID DEGIiSiMi (KKD)

2.3.1. KKD’nin Tarihgesi

KKD testi, ¢cevredeki atiklarin etkisini arastirmak i¢in 1957 yilinda Taylor ve
arkadaglar1 tarafindan gelistirilmis olup, kisa siireli mutajenite ve karsinojenite testleri
arasinda en hassas ve en fazla kabul edilen yontem haline gelmistir (8). Mikroniikleus
(MN) ve KKD, genetik hasarin gostergesi olarak kullanilmaktadir (20,21). KKD analiz
yontemi; duyarli ve hizla isleyen, kirilma ve yeniden birlesmeyle sonlanan sitogenetik
bir analizdir. Homolog kromozomlarinin gen lokuslar1 arasindaki, DNA replikasyon
iriinlerinin degisimini test etmektedir (11,22,23).

Tek bir kromozomun iki kromatidinde, DNA homolog bolgelerindeki kirilma ve
yeniden birlesme olaylarinin sonuglari KKD olarak adlandirilir (24). DNA replikasyonu
geciren hiicrelerin timidin varliginda otoradyografik yontem kullanilarak isaretlenmesi,
“Glimiis Tane Modeli” olarak adlandirilmaktadir (24,25).

KKD’nin olusumu i¢in en az iki replikasyon siklusu gereklidir. BrdU, bir
primidin analogudur. BrdU, Hoechst 33258 florochrom floresans boyas1 ile
baskilanmaktadir. Replikasyon siklusunda BrdU, her bir kromozomun bir uzun bir kisa
kolunda goriiliir. Her kromatid BrdU’lu timin tasir, ancak bu tek iplik seklindedir. ik
mitozda degisiklik meydana gelmemektedir. Bir sonraki mitozda her bir kromatid iki
ayr1 hiicrede yer alir. Bu yer degisimi BrdU ile gerceklesmektedir. BrdU varliginda
DNA sentezi siiresince bu olay devam eder. Sonug olarak kromatid ikili durumdan tekli

duruma geger ve kromatid siyah renkli goriiliir (26).



Insektisitlerin, in vitro galismalar sonucunda, prokaryot ve dkaryot hiicrelere
genotoksik etkisi oldugu bilinmektedir. insektisitler, akut zehirlenme yaptiklar1 gibi
genotoksik olarak da etkili olmaktadirlar. Tarim veya halk sagligi alaninda kullanilan
organofosfatli ve karbamatli insektisitlerin, 6zellikle insan lenfosit hiicreleri ile yapilan
calismalarda, kromozomlarin kardes kromatidleri arasinda simetrik segment degisimine
neden oldugu tespit edilmistir. Insanda olusan KKD’ye, insektisitlerin yanisira kimyasal
maddeler, radyasyon ve virlisler de neden olabilmektedir. Giiniimiizde sanayi atiklari,
niikleer denemeler sirasinda olusan atiklar ve zirai miicadele ilaglarinin g¢evreye
verilmesi sonucu, bu atiklar insanlarda genetik degisikliklere neden olmakta ve gesitli
hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir (8,27,28).

Genotoksik ajanlar, DNA’da hasar olusturma potansiyeline sahiptirler. KKD,
proliferasyon gosteren hiicrelerde spontan olusabilir. Bu olay, gen hasarinin
gostergesidir. Kimyasal ajanlar sonucu olugan mutajenitenin ve sitogenetik cevabin
gosterilmesinde, siklikla KKD testi kullanilmaktadir. Cesitli in vitro ve in vivo
caligmalarda, kimyasal ajanlarin doz bagimli iliskileri gosterilmistir (29). Sitotoksisite
icin mitotik indeks, proliferasyon kinetigi icin replikasyon indeksi ve mutajenite i¢in
KKD testi yapilmistir (30).

Pestiside maruz kalan insanlarda goriilen KKD oraninda, pestiside maruz
kalmayan insanlara gére onemli Olcilide artis gozlenmistir. Ayrica, yapisal ve sayisal
kromozom diizensizliklerinin de siklikla goriildigi tespit edilmistir. Belirli kimyasal
maddeler lizerine yapilan in vitro ¢alismalar, bu kimyasallarin KKD artisina neden
oldugunu ve karisim olarak uygulandigi zaman, etkilerinde bir artis meydana geldigini
gostermistir (31).

Vijayelexmi ve Evans, KKD oraninin sigara i¢enlerde, sigara igmeyenlere oranla
daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir (32). Bazi Ostrojenler ve progestinler
karsinojenik ve genotoksik potansiyele sahiptir (33).

Genetik goriintiileme yOntemleri; genetik hastaliklar, kanserler, mutasyon ve
karsinojenler icin erken tani olarak kullanilmaktadir. Kromozomal degisimler ve KKD,
cevresel genotoksik ajanlarin etkisini gostermektedir (29).

KKD analiz yontemi, ilk kez timidin ("H) varliginda, otoradyografik yontem
kullanilarak, kromozomlardaki kardes kromatidlerin farkli boyandigini goésterilmistir

(23). Son yillarda otoradyografik ¢aligmalarinin yerine, timin analogu olan BrdU
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kullanilmasi, KKD sikligin1 daha kolay ve cabuk degerlendirme olanagi vermektedir.
KKD analiz yontemi, BrdU kullanim1 ve yeni boyama metodlarinin gelistirilmesi ile
daha da 6nem kazanmaktadir (9).

Zakharov ve Egolina, Cin hamster hiicrelerinde BrdU varliginda Fluorecence
Plus Giemsa (FPG) boyama yontemini kullanarak, kardes kromatidlerin farkl
boyandiklarin1 goézlemisler ve bu goriiniim ic¢in hiicrelerin mutlaka iki replikasyon
zaman1 gegirmesi gerektigini belirtmislerdir (34). FPG boyama ydntemi sonunda,
kromatiddeki DNA ipliklerinin her ikisinin de BrdU igermesi ac¢ik renk, tek bir ipligin

BrdU igermesi ise koyu renk boyanmasina neden olmaktadir (11,34).

2.3.2. KKD’nin Olus Modelleri

KKD olus mekanizmasi {izerine ¢esitli modeller ileri siiriilmiistiir (9). KKD olus
mekanizmasini incelemek icin tetraploid hiicreler kullanilmistir. Tetraploid hiicreler, ilk
replikasyonun sonunda kolsisin ekleyerek iki DNA replikasyonu arasindaki boliinme
durdurularak elde edilmektedir. Bu hiicrelerin BrdU ile iki replikasyon zamanini
gecirmesi  gereklidir. Genel KKD mekanizmasi Sekil 2.3’de oldugu gibi
aciklanabilmektedir (35).

a. Diploid hiicre (2n) interfaz G; kromozomu (Kalip DNA “diiz ¢izgi” ile
gosterilmektedir).

b. S; evresinde DNA sentezi baslamaktadir. Ortamda bulunan BrdU yeni sentez edilen
DNA’da timin yerine ge¢mektedir (sekilde BrdU igeren DNA (-----) seklinde
gosterilmektedir).

c. DNA’da kirilma ve kromatidler arasinda degisim meydana gelmektedir.

d. Birinci mitozda (M;) yeni sentez edilen kardes kromatidlerin sadece birinde BrdU
olmas1 nedeniyle, FPG boyama teknigi ile koyu boyanmaktadir. M, diploid hiicrelere
(2n) kolsisin ilave edilerek tetraploid hiicreler (4n) elde edilmektedir.

e. Tetraploid hiicre (4n) interfaz G, kromozomu.

f. Semikonservatif DNA sentezi baslamaktadir. Ortamda bulunan BrdU, yeni sentez
edilen DNA’nin yapisina girmektedir (S; evresi).

g. DNA’da kirilma meydana gelmekte ve kromatidler arasinda KKD olugmaktadir.

11



Tetraploid hiicrelerde (4n), M, mitoz sonunda kardes kromatidlerin sadece birinde
meydana gelen degisim “tek KKD” olarak degerlendirilmektedir. “Tek KKD” nin,
homolog kromozomlarin ayri lokuslarinda meydana geldigi ileri siiriilmektedir. M,
mitoz sonunda, kardes kromatid ciftinin her ikisinde meydana gelen degisim “gift
KKD” olarak degerlendirilmektedir. “Cift KKD” homolog kromozomlarin ayni
lokuslarinda meydana gelmektedir (35).

a b d
I‘*Il
diploid

tetraploid

Sekil 2.3: Genel KKD olus mekanizmasi: Tetraploid hiicrelerde (4n) ¢ift KKD meydana
gelmektedir.(1)

2.3.2.1. Replikasyon Bypass Modeli

KKD olus mekanizmasini agiklayan bir diger model “Replikasyon Bypass
Modeli”’dir. Bu model, DNA ile ¢apraz baglanma yapabilen kimyasal ajanlarin meydana
getirdigi KKD’nin olus mekanizmasini agiklamaktadir. “Replikasyon Bypass Modeli”
Sekil 2.4°te aciklanmaktadir (35).

a. Diploid hiicre (2n) interfaz G; kromozomu (kalip DNA diiz ¢izgi seklinde
gosterilmektedir ). Kimyasal ajan, DNA ile capraz baglanma meydana getirmektedir. Iki
replikasyon orjini “O” seklinde gosterilmektedir.

b. BrdU varliginda ilk S; evresinde iki yonlii semikonservatif DNA sentezi
baslamaktadir. (Yeni sentez edilen ve BrdU iceren DNA (-----) seklinde

gosterilmektedir).
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c. Capraz baglant1 olan bolgede DNA sentezi meydana gelmemektedir. Sentez Okazaki
fragmentleri seklinde devam etmektedir.

d. Kromatidlerde ¢apraz baglanti noktalarindan kirilma meydana gelmektedir.

e. DNA’da kirilma noktalarinda kardes kromatidler arasinda degisim meydana
gelmektedir.

f. Yeni sentez edilen DNA pargalarinin aralar1 tamamlanir ve ¢ift zincirli DNA yapisi
meydana gelir. Capraz baglanma, uzaklastirilamamasi nedeniyle bir ¢ift kromatidin
yapisina girmektedir.

g. Birinci mitozda (M;), yeni sentez edilen kardes kromatidlerin sadece birinde BrdU
olmasi nedeniyle, FPG boyama yontemi ile koyu boyanmaktadir.

h. Ikinci mitozda (M) kardes kromatidlerin herbiri kardes hiicrelere ayrilir. Kardes
kromatidlerin bir tanesi ¢apraz baglanmay1 icermektedir.

i. BrdU varliginda S, evresinde iki yonlii semikonservatif DNA sentezi baglar.

j. Birinci kardes hiicrede kromatid ¢apraz baglanti igermedigi icin, replikasyon baslama
noktasindan DNA sentezi devam etmektedir. ikinci kardes hiicre de kromatid ¢apraz
baglanma i¢cermektedir. DNA sentezi iki yonlii Okazaki fragmentleri seklinde devam
eder. Capraz baglanma bolgesinde DNA sentezi meydana gelmemektedir.

k. Ikinci kardes hiicrede ¢apraz baglanma noktalarindan kirilma meydana gelir.

1. DNA kirilma noktalarinda, kromatidler arasinda degisim meydana gelmektedir.

m. Ikinci kardes hiicrede ve birinci kardes hiicrede yeni sentez edilen DNA parcalarinin
aralar1 tamamlanir ve yeni kromatid yapis1 meydana gelir. Ikinci kardes hiicrede, ¢apraz
baglanma uzaklastirilamadigi i¢in yeni olusan kromatid yapisina girmektedir.

n. Ikinci mitozda FPG boyama ydntemi ile birinci kardes hiicrede tek DNA zincirinin
BrdU icermesi koyu renk, her iki DNA zincirinin BrdU i¢ermesi agik renk boyanmasina
neden olamaktadir ve KKD gozlenebilmektedir. ikinci kardes hiicrede, “Replikasyon
Bypass Modeli” ne gore, capraz baglanma igeren kardes kromatidlerde sadece bir DNA
zinciri bulunmaktadir ve koyu renk boyanmaktadir. Diger kromatid yapisini olusturan
her iki DNA zinciri BrdU igermekte ve agik renk boyanmaktadir. Bu nedenle olusan
kromozom yapisinin bir tarafi koyu renk boyanmaktadir ve kromatid degisimi
gozlenmemektedir. Bu modele gore sadece birinci kardes hiicrede KKD gézlenmektedir

(35).
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“Replikasyon Bypass Modeli”, DNA ile ¢apraz baglanma yapabilen kimyasal
ajanlarin  “Tek KKD” olus mekanizmasim1 agiklamaktadir. “Cift KKD” olus

mekanizmasi bu modelle agiklanamamaktadir (35).
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Sekil 2.4: Replikasyon Bypass Modeli’ne gore KKD olus mekanizmasi: Tetraploid hiicrelerde (4n)
tek KKD meydana gelmektedir. (1)

2.3.2.2. Holiday Modeli

Hiicrede DNA parcalar1 aralarindaki degisimi ve KKD olus mekanizmasini
aciklayan diger bir yaklagim, “Holiday Modeli” dir. Bu modele gore, hiicrelerin BrdU
varliginda bir mitoz gegirmeleri yeterlidir. Holiday modeli sekil 2.5’te gosterilmistir
(11).

a. Birbirini tamamlayan atasal DNA zincirleri kalin ¢izgi (agir) seklinde
gosterilmektedir.
b. BrdU varliginda yeni DNA sentezi yapilir. BrdU iceren iplik ince ¢izgiyle

gosterilmektedir.
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c. Her bir ¢ift zincirli DNA yapisinda kirilma meydana gelmektedir. Krossing-over
olay1 bu zincirler arasinda meydana gelmekte ve zincirler arasinda rekombinasyon ile
heterodubleks yap1 olusmaktadir.
d. Rekombinasyon olay1 zincirler arasinda tekrarlanir.
e. Kirilmalarin dis taraftaki agir ve hafif DNA zincirlerinde meydana gelmesi,
rekombinant DNA molekiillerinin olusmasina neden olmakta ve iki DNA molekiilii
birbirinden ayrilmaktadir.
f. Son olarak olusan rekombinant DNA molekiilleri

agir-agir-hafif hafif-hafif-agir

hafif-agir-agir ve agir-hafif-hafif
seklinde heterodubleks yapilar icermektedir. Bu DNA molekiiliinde agir/agir bolge
koyu renk, hafif/hafif bolge acik renk ile boyanmaktadir. Boylece KKD olusumu
meydana gelmektedir (11).
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Sekil 2.5: Holiday modeline gore KKD olus mekanizmasi (1)

Zakharov ve Egolina, FPG boyama yontemi ile acik renkte boyanan
kromatidlerin, koyu boyanan kromatidlerden daha uzun oldugunu saptamislardir (35).
Kromatidlerdeki bu uzunluk farki, protein ile BrdU iceren DNA arasindaki etkilesimin

farkli  olmasi nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir.  Proteinler, kromozomlarin
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kondensasyonunda ve spiralizasyonunda etkili olmaktadir. Proteinler BrdU igeren
DNA’ya, BrdU icermeyen DNA’dan daha siki baglanmakta ve kromozomlarin
spiralizasyonunu ve kondensasyonunu zorlastirmaktadir. Aragtirmacilar, BrdU’nun
kromozomlardaki esas etkisinin paketlenme esnasinda olabilecegini agiklamigslardir.
BrdU, biiyiikk kromozomal yapiyr olusturan 25nm c¢apindaki liflerin paketlenmesi
sirasinda etkili olmaktadir (23).

Agik boyanan her iki kromatidde de daha gevsek donmeler meydana gelmekte
ve kondensasyonda degisimler ortaya c¢ikmaktadir (23). Kromatidlerin farkh
boyanmasinin, proteinlerin DNA’ya farkli baglanmasi nedeniyle meydana geldigi ileri
stiriilmektedir (36). Kromozomlarda KKD genellikle gelisigiizel dagilim gostermektedir.
Dagilimim gelisigiizel olmasinin nedeni bilinmemektedir. Insan kromozomlarindaki
KKD bélgeleri, G bandi alan ve almayan kromozom bdlgelerinin sinirinda veya G bandi
almayan bolgelerde yer almaktadir (37).

Asya geyigi (muntjac), kangroo rat ve hamster kromozomlarinda yapilan
calismalarda KKD’nin heterokromatin ve oOkromatin bdlgeleri sinirinda meydana
geldigi gozlenmistir. Drosofila’da yapilan calismalarda, KKD’nin kromozomlarin
heterokromatin bdlgesinde meydana geldigi gozlenmistir (38).

Lin ve Alfi, BrdU ve BrdU+Mitomisin C (MMC) ile olusturulan KKD’nin,
siklikla kromozomlarin sentrik heterokromatin  bolgesinde meydana geldigini
belirtmislerdir (39). Schubert ve ark. Vicia hiicrelerinde alkilleyici ajanlarin ilavesi ile
olusan KKD’nin, kromozomlarin heterokromatin bdlgesinin hemen yaninda yer alan
“hot spot” bolgesinde meydana geldigini aciklamiglardir (40). G-bantlama yontemi ile
yapilan ¢alismada, KKD’nin G-bantlama bdlgelerinde meydana geldigi saptanmustir. G-
bant bolgesinde ge¢ replikasyonun meydana gelmesi ve heterokromatin yoniinden
zengin olmasi, KKD’nin meydana gelmesine neden olmaktadir (11,23).

Cin hamster ve kangroo rat kromozom c¢alismalarinda, sentromer bolgesinde
KKD olusumunun yiiksek oldugu goézlenmistir (41). Ayni gozlemler fare ve insan
kromozomlarmin sentromer bolgelerinde de saptanmistir (42). Insan kromozomlarinda
yapilan diger bir calismada, sentromer bolgesinde KKD olusumunun azaldigi ileri
stiriilmiistiir. Deneysel sistemlerde farkli degerlerin ortaya ¢ikmasinin, sentromerdeki

heterokromatin bdlgesinin 6zelligi ile ilgili olabilecegi diistintilmektedir (23).
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KKD’nin meydana gelmesi, kromozomu olusturan DNA’nin igerigi ve
kromozomun olusumu sirasinda, DNA’nin katlanmasi (scoffolding) ile ilgili
olabilmektedir (43). Razin ve ark. restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanarak yaptiklari
calismada, KKD’nin meydana geldigi bolgenin, DNA igeriginin orta siklikta tekrarlanan
dizilerinden (moderately repeated sequence) olustugunu goézlemislerdir (44).

KKD dagilimi, kromozom gruplarinda da farklilik gostermektedir. insanda A ve
B grubundaki kromozomlardaki KKD dagilimi, E, F ve G grubundaki kromozomlara
gore daha fazla olmaktadir. Ozellikle 1 nolu kromozomun sentromerik bdlgesinin
Adenin-Timin bazlar1 yoniinden zengin olmas1 BrdU ile etkilesimi arttirmakta ve daha
fazla KKD olusumuna neden olmaktadir. G grubu kromozomlarda ise ¢ok az sayida
KKD go6zlenmektedir. Kromozomlarin uzunlugu ile KKD degerinin arttigi
belirtilmektedir (45).

KKD analiz yontemi, DNA tamir mekanizmasi bozuk ve kromozom kiriklar
iceren genetik hastaliklarin molekiiler sitogenetik acidan incelenmesinde de Onem
kazanmaktadir. Kromozom kiriklar1 igceren ve DNA tamir mekanizmasi bozuk olan
otozomal resesif hastaliklar, Bloom Sendromu, Fanconi Anemisi ve ataksi
telenjiektazi’dir (46).

Fanconi Anemisi ve ataksi telenjiektazi hastalarmin lenfosit hiicre
kromozomlarinda KKD degerinin, kontrol olarak kullanilan saglikli kisilerin KKD
degerinden daha farkli olmadigi saptanmistir. Fanconi Anemisi olan kisilerin DNA
tamir sisteminin bozuk olmasi nedeniyle, iki fonksiyonlu (KKD ve kromozom kirigi
meydana getiren) alkillleyici ajanlar hiicre DNA’sin1 etkilemekte ve kromozom kiriklar
meydana getirmektedir. Bu hastaliga sahip kisilerin lenfosit hiicre kiiltiirlerine iki
fonksiyonlu alkilleyici ajan olan MMC’nin eklenmesi sonucunda, kromozom kiriklari
artmakta, ancak KKD degeri, normal KKD degerine gore ¢ok az degismektedir.
Kromozom kiriklarinin artmasi ve KKD degerinin ¢ok az degismesi, kromozomlardaki
kirilmayr ve KKD’yi meydana getiren mekanizmanin farkli oldugunu gostermektedir
(47,48). Bloom Sendromu olan kisilerin, kromozom kiriklar1 ve KKD degerleri, normal
KKD degerine gore 10-13 kat daha fazla olmaktadir (49,50). Bloom Sendromlu kisilerin
lenfosit hiicre kiiltiirlerine, etil metil siilfonat gibi alkilleyici ajanin eklenmesi
sonucunda KKD degerinin arttigi gozlenmistir. Bloom sendromu olan hastalarin

hiicrelerinin, Cin hamster hiicreleri veya normal fibroblast hiicreleri ile fiizyona girmesi
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sonucu, yikksek KKD degerinin normal KKD degerine yaklastigir saptanmistir. Bloom
sendromlu hastalarin hiicrelerinde, yiiksek KKD degerini normal KKD degerine
diisiiren kimyasal faktorlerin izolasyonu ve belirlenmesi, bu olaymn agiklanmasinda

onemli yer tutmaktadir (50).

Sekil 2.6: Kardes kromatid degisimi (51)

Kseroderma pigmentozum (XP), replikasyon sonrasi tamir mekanizmasi
bozuklugu ile seyreden, otozomal bir hastaliktir. XP hastaligi olan kisilerin KKD degeri
ile normal bireylerin KKD degeri arasinda bir fark saptanmamistir (52). XP hastalig
olan kisilerin hiicrelerinin ultraviyole, X 1sinlar1 ve alkilleyici ajanlarla karsilagsmasi
sonucu, KKD degerinin arttig1 gézlenmistir (53). DNA yapisinda olusan bozukluklarin,
DNA tamir mekanizmas1 tarafindan diizeltilemedigi ve bu nedenle KKD degerinin
arttig1 ileri stirilmektedir. Down Sendrom’u ve Cockayne Sendrom’lu kisilerin KKD
degerinin, normal ve saglikli kisilerin degerinden farkli olmadigi saptanmustir (54).

KKD analiz yontemi, in vitro ve in vivo kosullarda cesitli ajanlarin mutajenik ve
karsinojenik etkilerini, DNA seviyesinde arastirmak yoniinden ¢ok Onemli bir yer
tutmaktadir. In vitro kosullarda, cesitli test sistemlerinde, ultraviyole (UV) ve
goriilebilen 151811, KKD ve kromatid diizensizliklerini arttirdigi saptanmistir. UV,
floresan 15181 ve diger 1sinlar, kiiltiir ortamlarinda fotoiiriinler olusturmaktadir. Bu tip
uyaricilarla olusan KKD ve yapisal anomalilerin ayni Ol¢lide artis gdstermedikleri

kaydedilmigstir. 400R doz, kendiliginden olugsan kromozom kirigmi 100 kat arttirdigi
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halde, KKD’yi 2 kat arttirmistir (55). Liebeskind ve ark. ultrason uyaricisi ile yaptiklari
calismada, insan lenfosit hiicrelerine, uyaricinin 5 mN/cm? olacak sekilde uygulanmasi

halinde, KKD degerinin, normal degere gore ¢ok az arttigini gozlemislerdir (56).

2.4. Mutajen ve Kromozom iliskisi

In vitro kosullarda kimyasal mutajenler, hiicre kromozomlarinda kardes
kromatidlerdeki parca degisimi olayindan baska, kromozom yap1 ve sayisinda degisime
de neden olmaktadir (55).

Kimyasal mutajenler, DNA’da fosfodiester bagini kirmakta ve S evresinde hatali
DNA replikasyonuna neden olmaktadir. Bu nedenle bircok kimyasal mutajen,
kromozom yap1 degisiminden daha fazla kromatid anomalileri meydana getirmektedir.
Kromatidde meydana gelen anomaliler, hiicrenin boliinme dongiisiiniin ge¢ G; ve erken
S evresinde meydana gelmektedir. Hiicrede DNA’nin kimyasal mutajenlerle etkilenmesi
ve replikasyon arasindaki zamanin ¢ok kisa olmasi nedeniyle, DNA tamir mekanizmasi

yeni olusan anomalileri uzaklagtiramamaktadir (55,57).

2.4.1. Kimyasal Ajanlar

Kimyasal ajanlarin veya mutajenlerin, hiicrede KKD degerini arttirdigi, bircok
arastirici tarafindan saptanmistir. Kimyasal ajanlarin ve mutajenlerin ¢ok ¢esitli olmasi
nedeniyle, KKD ve kromozom anomalilerinin daha kolay degerlendirilebilmesi igin
kimyasal ajanlar ve mutajenler ii¢ gruba ayrilmaktadir (55).

1. KKD ve kromozom kiriklart meydana getiren ajanlar ( iki fonksiyonlu kimyasallar),
(55)

2. Klastojen (kromozom kirig1 meydana getiren) olmayan ve KKD meydana getiren
ajanlar (tek fonksiyonlu kimyasallar), (55)

3. Klastojen 6zelligi gosteren, cok az degerde KKD’yi artiran veya etkilemeyen ajanlar

(55).
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2.4.1.1. KKD ve Kromozom Anomalileri Meydana Getiren Ajanlar

Bu grupta bulunanlar; alkilleyici ajanlar, nitroz bilesikleri, sitostatik
antibiyotikler ve karsinojenlerdir. Alkilleyici ajanlar, belirli konsantrasyonlarda KKD’yi
arttirirken kromozom kirig1 meydana getirmemektedir. Hiicrede KKD’den daha fazla
kromozom ki meydana getiren ajanlar; adriyamisin, aminokunilon oksit,
benzopirenantidiyolepoksit, benzopiren-4,5—oksit, bromometilbenzantrasen, busulfan,
potasyum kromat, dimetilnitrozamin, metilazoksimetanol-asetat, 4 nitrokinolin-1-oksit
ve trenimondur (triazikin) (55).

Golloway ve Wolff, KKD ve kromozom kirig1 meydana getiren ajanlarla
yaptiklar1 calismada, 915 kromozom kirigimmin % 25’inde KKD gozlemislerdir. Bu
oranin diisiik olmasi, kirllma ve KKD’nin birbirinden bagimsiz bir mekanizma ile

ortaya c¢iktig1 seklinde yorumlanmistir (58).

2.4.1.2. Klastojen Olmayan ve KKD Meydana Getiren Ajanlar

Bu ajanlar; asetaldehit, dekarbomilmitomisin C, asetoksiasetilaminofloren
(AAAF), hidroksiasetilaminofloren (HAAF), metilkolantren, anilin hidroklorit ve
floresan brightener No.24, glutatyon, metoksipsoralen+UV, trimetilpsoralen+UV,
kellintUV dir. Bu grupta bulunan ajanlar, KKD olusumunu arttirmaktadirlar. Hiicrede

kromozom kiriklart meydana getirme oranlar1 ise azdir (59).

2.4.1.3. Klastojen Ozelligi Gosteren Cok Az Degerde KKD’yi Artiran veya KKD

Degerini Degistirmeyen Ajanlar

Bu ajanlar; benzopirensindiyolepoksit, bleomisin, bredinin, sitozin, arabinosit,
fluorodeoksiuridin, florourasil, neokarsinostatin hidroksikunolin sulfat ve kuersetin’dir.
Bu grupta bulunan ajanlar, normal hiicredeki kromozom kirik degerinden en az sekiz

kat daha fazla kromozom kirig1 meydana getirirler (60).
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2.4.2. Ko-klastojen

Hiicrede klastojen 0Ozellik gosteren ajanlarin meydana getirdigi, KKD ve
kromozom kiriklarin arttiran ajanlara ko-klastojen adi verilmektedir. in vitro kosullarda
mutajenlerin meydana getirdigi KKD’yi ve kromozom kiriklarini arttiran ajanlardan biri
kafeindir. Kihlman, kafeinin replikasyon sonrasi tamir sirasinda, bosluklari doldurma
(gap filling) mekanizmasini durdurdugunu aciklamistir. Kafeine bu etkisi ve hiicre
dongiisinde S evresinde meydana gelmesi nedeniyle, “S bagimli ajan” adi
verilmektedir(60). Popescu ve ark. KKD’nin kafein tarafindan farkli etkilenmesini,
KKD’nin olusumu ile ilgili replikasyon sonrasi tamir mekanizmasi arasinda bir ilginin
olmadigr seklinde acgiklamislardir (60,61). Palitti ve Becchetti, kafeinin 4 nitrokinolen-
1-oksit, MMC, etilmethansulfonat ve tiyotepa gibi klastojenlerin olusturdugu KKD’yi
arttirier bir 6zelligi olmadigi halde, kromozom kiriklarini artirdigini saptamislardir (62).
Shiraishi ve arkadaglari, Bloom Sendromu ve normal hiicrelerde, MMC ile meydana
gelen KKD ve kromozom kiriklarinin, kafeinin etkisiyle arttigim1 gézlemislerdir (63).
Ishii ve Bender, hiicrede kafeinin etkisinin, replikasyon Oncesi tamir mekanizmasinda
ve Ozellikle de “eksizyon” (kesip—¢ikarma) olay1 iizerine olabilecegini agiklamislardir
(64).

Bynum ve ark. Cin hamster akciger fibroblast hiicrelerinde
dehidroepiandrosteron ve testosteron gibi hormonlarin klastojen 6zellik gosterdigini

saptamiglardir (65).

2.4.3. Antiklastojenler

Hiicrede klastojenlerin meydana getirdigi KKD ve kromozom kirikliklarini
azaltan ajanlara, anti klastojen adi verilmektedir. Anti klastojen 6zellik gosteren bazi
stilfidril bilesikler, aminoasitler ve diger ajanlarin KKD ve kromozom kiriklarini nasil
etkiledigi calisgtlmistir. Insan lenfosit hiicre kromozomlarinda yapilan calismada, I-
sistein, B-aminoetilsotiiire (AET) d,l-homosistein tiyoklakton gibi antiklastojen ajanlarin,
KKD degerini ¢ok az degistirdigi ve kromozom kiriklarini azalttigi saptanmistir. Anti
klastojenlerin kromozom iizerindeki etki bolgeleri ile KKD’nin meydana geldigi

bolgelerin birbirinden farkli oldugu ileri siiriilmektedir (66).
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KKD analiz yontemi, ¢cok zayif karsinojenik etkileri olan veya karsinojen oldugu
distinilen  maddelerin  kromozom  iizerindeki  etkilerini  belirlemede  de
kullanilabilmektedir. Ornegin sakkarin, ¢ok zayif karsinojenik ozellik gdstermektedir.
In vivo sartlarda, sicanlarda yiiksek dozda sakkarin uygulandigi zaman, mide kanseri
egilimini arttirdigr goézlenmistir. Sakkarinin, Cin hamsteri yumurtast ve insan lenfosit
hiicre kromozomlarinda, KKD degerini doza bagimli olarak arttirdigi saptanmustir (67).
Mutajenite testi olarak bilinen AMES testi ile, mutajenite 6zelligi saptanamayan
dietilstilbestrol (DES)’un, insan fibroblast hiicre kromozomlarindaki, KKD degerini
arttirdig1 saptanmistir. Kadinlarda adenokarsinomu arttirdigi belirtilen DES’in, sentetik
Ostrojen hormonunun insan fibroblast hiicre kromozomlarinda KKD degerini arttirdigi
gbzlemlenmistir (68).

In vivo kosullarda alkilleyici ajanlarn, KKD olusumu iizerine etkileri, fare
kemik iligi ile spermatogoniyada incelenmistir. Alkilleyici ajanlarin bu grubunun, KKD
olusumu tizerine etkili olabilmesi i¢in aktive olmasi gerekmektedir. Bu nedenle, in vivo
ve in vitro kosullarin birarada ¢alisilmas1 gereksinimi ortaya ¢ikmaktadir. Bu tiir ajanlar,
in vivo karaciger mikrozomal sistemi ile aktive edildikten sonra, in vitro hiicre
kiiltiirlerine ilave edilerek KKD degeri gdzlemlenmistir (69).

In vivo kosullarda KKD analiz yontemi ¢alismalarmin, in vitro kosullara gore
daha zor yonleri bulunmaktadir. In vivo kosullarda kullanilan canli sisteme birden fazla
BrdU enjeksiyonu gereksinimi vardir. BrdU konakg¢ida ¢ok hizli yikima ugramaktadir.
Bu nedenle salinma kinetikleri bilinen BrdU tabletleri deri altina yerlestirilmekte ve
KKD degerleri saptanmaktadir. In vivo kosullarda KKD analiz yontemi, Cin hamsteri
yanak mukozasi hiicrelerinde uygulanmistir. Bu sistem, 6zellikle karsinojenik 6zelligi
zayif ajanlar i¢in ¢ok uygundur. Ornegin 8-metoksipsoralenin kisa siire uyarrmindan
sonra bu sistemde KKD degerini arttirdig1 gézlenmistir (70).

KKD ve kromozom kirikliklarini artirici etkenlerin, sadece cesitli kimyasal
ajanlar olmadigi giliniimiizde bilinmektedir. Viriislerin, hiicre sistemlerinde kuvvetli
klastojen gibi davrandig1 gdzlenmektedir. Insan diploid fibroblast hiicre kiiltiirlerinin S
evresinin” baslangicinda Herpes simpleks viriisii ile karsilagmasi sonucu KKD
degerinde artma meydana geldigi gozlemlenmistir (71).

Onkojenik viriislerin, Rous sarcoma virus, Simian virus 40 (SV40) ve

Adenovirus’tin, Cin hamsteri hiicrelerinde KKD degerini arttirdigi saptanmustir.
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Epstein-Barr viriisli (EBV) ile transforme olan insan lenfoblastik hiicre hatlarinda KKD
degerinin normal KKD degerine gore ¢cok az artma gosterdigi gézlenmistir. Adenovirus
Tip 2 nin Cin hamster hiicrelerinde KKD oranini arttirdig1 belirlenmistir (66).

Kanseri olusturan etkenlerin ¢ok ¢esitli olmasi nedeniyle, kanser hiicrelerinde
kromozom anomalilerinin degerlendirilmesi ayr1 bir onem kazanmaktadir. KKD analiz
yontemi, ¢esitli kromozom anomalileri i¢eren kanser hiicrelerine de uygulanmaktadir.
Losemi hiicrelerindeki KKD degerinin diisiikliigiiniin hiicre biiyiime hiz1 ile ilgili
olabilecegi ileri siirtilmektedir (72).

Kanser tedavisinde kullanilan MMC, Metotreksat (MTX), Siklofosfamid (CP),
Aktinomisin D (Act D), Melfalan (MPN), Busulfan (BUS) Doksorubisin (ADM),
Sitorabin (Ara-C) gibi ilaglarin, insan lenfosit hiicre kromozomlarinda KKD degerini
artirdig1 saptanmustir (73).

Insan lenfosit hiicre kromozomlarinda DNA ile ¢apraz baglanmalar meydana
getiren ve kanser tedavisinde kullanilan MMC’nin, KKD degerini arttirdigi gézlenmistir.
MMC, DNA’y1 alkillemekte ve birbirini tamamlayan poliniikleotid zincir ile ¢apraz
baglanmalar meydana getirmektedir. DNA’da meydana gelen ¢apraz baglanmalar DNA
tamir mekanizmasi tarafindan uzaklastirilamadigi i¢in KKD degerini ve kromozom

anomalileri sayisini artirmaktadir (74).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. GERECLER
3.1.1 Tamponlarin Hazirlanmasi

2XSSC Tamponu: 1.5730 gr NaCl, 100 ml distile suda ve 0.8823 gr Na sitrat
100 ml distile suda ¢ozdiiriiliip daha sonra bu iki karigim birlestirilmistir.

Soéranson Tamponu: 11.88 gr Na,HPO4, 1000ml distile suda ¢6ziildii. Buna 9.08
gr KH,PO,’iin 1000 ml distile sudaki soliisyonu eklenmistir.

3.1.2. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Kromozom ortami: 100 ml RPMI 1640 (Biochrom AG) (FG 1383), 25 ml Fetal
Calf Serum (BI) (Cat 04001 IB), 3 ml L-Glutamin (BI) (Cat 03020 IB), 3.5 ml
Fitohemaglutinin (Biochrom AG) (M 5030), 1.5 ml Streptomisin Penisilin (Biochrom
AQ)

Kolsisin Soliisyonu: 30ul (Biochrom AG) (L 6221)

Hipotonik Soliisyonu: 0.5592 mg KCI 100 ml distile suda ¢oztilmiistiir.

Fiksatif Soliisyonu: 3:1 metanol: gliseal asetik asit

5-Bromo-2’-deoksiliridin (BrdU) Soliisyonu: 1.7mg BrdU 3.264 ml RPMI
besiyerinde ¢oziilmiistiir.

%35 lik Giemsa Boya Sollisyonu: 95 ml sérenson solusyonuna 5 ml Giemsa

Boyas1 (Merck) eklenerek hazirlanmistir (9,75).
3.1.3. Ilaclarin Hazirlanmasi

Terbinafin (Novartis) i¢in 3 ayr1 konsantrasyon diizeyi belirlenmistir. Bunlar
kiiltiir ortaminda sirasiyla plazma pik seviyesi olan 1pug/ml, 0.1pg/ml, 10pg/ml distile

sudaki soliisyonlar1 hazirlanmistir. Pozitif kontrol grubuna, kiiltiir ortaminda 2pg/ml

Mitomisin-C  (MMC) olacak sekilde distile sudaki soliisyonlart hazirlanmistir.
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Terbinafin ve MMC soliisyonlarindan kiiltiir ortamlarina 100ul eklendi. Negatif kontrol

grubuna ise 100pul steril distile su ilave edilmistir.

3.2. YONTEM

3.2.1 Periferik Kandan Lenfosit Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

20-25 yaglar1 arasinda, belirli bir hastalig1 olmayan, sigara ve alkol kullanmayan
saglikli kisilerden heparinli kan alinmistir. Alinan kan daha 6nceden hazirlanmig, 5 ml
kiltiir vasat1 igeren tliplere 0.3-0.5 ml olacak sekilde damlatilmistir. Bu ortama son
konsantrasyonu 10ug/ml olacak sekilde BrdU ilave edilmistir. Kullanma aninda
hazirlanan terbinafin, MMC ve distile su soliisyonlart kiiltlir ortamlarindaki gruplarina
gore eklenmistir. Kiiltlir tiipleri BrdU almis hiicreleri 1siktan korumak amaciyla

aliiminyum folyo sarilarak 72 saat inkiibasyon i¢in 37°C inkiibatore kaldirilmistir (9,75).

3.2.2. Kromozomlarin Elde Edilmesi

Lenfoblast hiicre kiiltiirlerinin son 1 saatinde, son konsantrasyonu 1 pg/ml
olacak sekilde kolsisin ilave edilmistir. Bir saat inkiibasyondan sonra 2000 rpm de 10
dakika santrifiij yapilmistir.

Santrifiyj ile elde edilen ¢okelti {izerine hiicrelerin sismesini saglamak iizere 10
ml hipotonik soliisyon (0.075 M KCl) ilave edilmistir. Pastor pipeti ile ¢ok yavas bir
sekilde hiicrelerin dagilimi saglandiktan sonra, 20 dakika 37°C inkiibatorde
bekletilmigtir. 1500 rpm ve 10 dakika santrifiijden sonra ¢okelti iizerine 5 ml fiksatif
ilave edilmistir. Santrifiij isleminin tekrarlanmasini takiben siipernatant atilarak, ¢okelti
tizerine fiksatif ilave edilmis ve berrak bir goriiniim saglanana kadar yikama islemi
stirdiiriilmiistiir. Biitiin santrifiijler ayn1 devir ve hizda yapilmistir. Son santrifiijden
sonra ¢okelti lizerindeki hiicre miktarina gore fiksatif birakilarak fazlasi atilmistir.
Hiicreler siispansiyon haline getirildikten sonra temizlenmis 1slak lam tizerine pastor

pipeti ile damlatilmis ve kurutulmustur (9,75).
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3.2.3. KKD Analiz Yontemi

Yaklasik 24 saat oda 1sisinda bekletildikten sonra genis petri kabina
yerlestirilmis preperatlarin iizerini bir film tabakasi gibi ortecek sekilde soranson
tampon soliisyonu konmus ve petri kab1 254 nm dalga boyundaki UV lambasi altinda 30
dakika 1sinlandirilmaya birakilmistir. Isinlandirilan preperatlar, 58-60°C de 45 dakika
2XSSC soliisyonu igerisinde bekletilmigler ve soranson tampon soliisyonu ile
hazirlanmis %5 lik Giemsa boyasiyla boyanmistir. Kuruyan preparatlar 10-15 saniyelik
stireler ile xylolden gecirilmistir. Entellan damlatilarak lamel ile kapatilmis ve bdylece

diiz boyanmis daimi preparatlar elde edilmistir (75).

3.2.4. KKD iceren Kromozomlarin Degerlendirilmesi

Boyanmus preperatlarda ikinci mitozda bulunan metafaz plaklarindan KKD orani
sayilarak elde edilmistir. BrdU’dan dolay1 ikinci mitozun metafaz asamasindaki
hiicrelerin kromozomlarinda kromatidler farkli boyanacaktir. Koyu boyanan kromatidde
acik, acik boyanan kromatidde koyu renk olarak goriinen kisimlar KKD degerlerini
yansitmaktadir (Sekil 3.1). KKD i¢in hazirlanan preperatlardan her tiip i¢cin 25 adet
metafaz plagi degerlendirilmistir. Biitiin lamlar numaralandirilmis ve 1000 lik biiyiiltme

altinda immersiyon yagi ile incelenmistir (75).
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KKD - 1 2 2 3

3

Sekil 3.1: Kardes kromatid degisiminin (KKD) degerlendirilmesi (1)
3.2.5. Hiicre Proliferasyon Kinetigi (CPK) ve Mitotik indeks Degerlendirilmesi

Mitotik indeks (MI) toplam 1000 hiicre popiilasyonunundaki metafaz oranidir.
Her birey i¢in hazirlanan preparatlar Olympus BX-50 mikroskobunda 40x10=400
biiylitmede taranip 1000 tane hiicre sayilarak bunlarin i¢inde mitoz asamasinda
olanlarin miktar1 saptanmstir (76,77).

Hiicre replikasyon indeksi (RI) i¢in 1. metafaz M, (her iki kardes kromatid i¢in
de ayn1 boyanir), 2. metafaz M, (kardes kromatid i¢in farkli boyanir) ve 3. metafaz M;
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(nonuniform boyanir) sayilmistir. Rastgele 100 metafaz plagr incelenmis,
RI=1x(M;%)+2x(M2%)+3x(Takip eden M3)/100 formiilii kullanilarak hesaplanmistir
(76,77).
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4. BULGULAR

Bu calisma; mantar hastaliklarinin tedavisinde kullanilan allilamin grubundaki
terbinafin etken maddesinin degisik konsantrasyonlarinin, in vitro kosullarda insan
lenfosit hiicre kromozomlarindaki KKD sikligina etkilerini belirlemek ve karsilagtirmak
amaciyla planlanmugtir.

Calisma i¢in goniillii, akraba olmayan, sigara, alkol ve ilag kullanmayan saglikli
20-25 yaglarinda 5 erkek birey secilmistir.

Calismamizda terbinafin etken maddesinin yaninda pozitif kontrol grubu igin
MMC, negatif konrol grubu i¢in distile su kullanilmistir. Daha 6nce KKD orani
tizerindeki arttiric1 etkisi cesitli ¢alismalarla gosterilmis olan ve bu agidan en etkin
madde kabul edilen MMC’yi deney sistemimizin dogrulugunu belirleyebilmek i¢in
pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Terbinafin ve MMC i¢in eritici olarak distile su
kullanilmigtir. Terbinafin igin kiiltiir ortaminda son konsantrasyonlari sirastyla plazma
pik seviyesi olan 1pg/ml, 0.1pg/ml ve 10pg/ml olacak sekilde distile su ile ¢oziilmiistiir.
MMC ig¢in kiiltiir ortaminda son konsantrasyonu 2pg/ml olacak sekilde distile suda
¢Ozilmiistiir.

Gruplar A negatif, B pozitif kontrol, C terbinafinin plazma pik
konsantrasyonunu (1pg/ml), D plazma pik konsantrasyonunun alt (0.1pg/ml), E plazma
pik konsantrasyonunun iistiindeki (10pg/ml) seviyeleri igermistir.

Her konsantrasyon ve kontrol gruplarinin degerlendirilmesi i¢in KKD igeren 25
adet 2. mitoz metafaz plagi degerlendirmeye alinmistir. RI i¢in her konsantrasyon ve
kontrol gruplar icin rasgele 100 metafaz plag: igerisindeki 1. metafaz, 2. metafaz ve 3.
metafaz oranlar incelenmistir (Resim 4.1-4.3). MI i¢in her konsantrasyon ve kontrol
gruplart i¢cin 1000 hiicre ¢ekirdegi arasindaki metafaz plagi sayilmistir.

Bu sonuglar tek faktorlii tekrarlanan Ol¢iimlii  varyans analizi ile
degerlendirilmistir.

KKD sayist1 bakimindan ortamlar arasinda istatistik olarak anlamli fark
bulunmustur (P<0.05). Bu sonuca gore farkli olan ortamlar incelendiginde A-B, B-C ve

B-D farklarinin anlamli oldugu (P<0.05), diger farklarin istatistiksel olarak anlamli
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olmadig1 sonucuna varilmistir (P>0.05). Pozitif kontrol grubunda daha ytiksek sonuglar
bulunmustur (Tablo 4.1,4.4).

RI ortamlar1 arasinda istatistik olarak anlamli fark bulunmamistir (P>0.05)
(Tablo 4.2,4.5).

MI i¢in ortamlardaki standart sapma farklilik gosterdigi i¢in ortamlarin
karsilastirilmasinda i¢in Friedman testi uygulanmis; bu testin sonucuna gore pozitif
kontrol grubundaki MI ortalamasinin diger ortamlara gore anlamli diizeyde diisiik

oldugu tespit edilmistir (P<0.05) (Tablo 4.3,4.6).

Tablo 4.1: Terbinafinin gruplar arasindaki KKD degerleri.

1 2 3 4 5 ORTALAMA + STANDART SAPMA
KKD/M | KKD/M | KKD/M | KKD/M | KKD/M KKD/M
A 2.23 2.75 2.85 1.80 3.18 2.56+0.55
B 4.25 3.40 4.20 2.80 4.80 3.89+0.79
C 3.15 2.90 3.00 1.40 3.55 2.80+0.82
D 3.56 2.20 2.89 2.35 3.40 2.88+0.61
E 2.65 2.80 2.70 245 2.61 2.64+0.13

Tablo 4.2: Terbinafinin gruplar arasindaki RI degerleri.

1 2 3 4 5 ORTALAMA + STANDART SAPMA
RI(%) | RI(%) | RI(%) RI(%) RI(%) RI(%)
A | 263 2.74 2.77 2.74 2.77 2.73%0.06
B | 275 3.13 2.77 2.82 2.83 2.86=0.15
C | 280 2.80 2.81 2.86 2.81 2.82+0.03
D | 279 2.82 2.78 2.75 2.84 2.80+0.04
E | 279 2.77 2.72 2.84 2.76 2.78+0.04

Tablo 4.3: Terbinafinin gruplar arasindaki MI degerleri

1 2 3 4 5 ORTALAMA + STANDART SAPMA
MI(%0) | MI(%0) | MI(%o) | MI(%0) | MI(%0) MI(%o)
A 11 9 7 14 8 9.80+2.77
B 5 3 4 4 2 3.60+1.14
C 23 5 11 27 9 15.00+9.49
D 20 7 29 16 16.20+8.87
E 12 9 8 17 23 13.80£6.22

A: Negatif kontrol grubu, B: Pozitif kontrol grubu, C: Terbinafinin plazma konsantrasyonu (1pg/ml), D:
Terbinafinin 0.1pg/ml konsantrasyonu, E: Terbinafinin 10pg/ml konsantrasyonu, M: 2. Metafaz Asamasi
KKD: Kardes Kromatid Degisimi, MI: Mitotik indeks, RI: Replikasyon indeksi
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Tablo 4.4: Terbinafin’in gruplar arasindaki KKD degerleri bakimindan karsilastirilmasina ait
grafik
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Tablo 4.5: Terbinafin’in gruplar arasindaki RI degerleri bakimindan karsilastirilmasina ait grafik
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Tablo 4.6: Terbinafin’in gruplar arasindaki MI degerleri bakimindan karsilastirilmasina ait grafik
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Resim 4.1: Birinci mitoz asamasindaki metafaz plag:

Resim 4.2: Uciincii mitoz asamasindaki metafaz plag
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5. TARTISMA

Calismamizda, bir antifungal ajan olan allilamin grubundaki terbinafinin in vitro
kosullarda insan lenfosit kromozomlarindaki KKD oranina etkilerinin arastirilmasi
planlanmustir.

Terbinafinin antineoplastik ilaglarla ayn1 grupta yer alan antifungallerden,
apopitozisi aktive ve DNA sentezini inhibe ederek in vitro ve in vivo ortamlarda ¢esitli
kanser kiiltiirlerinde prolifrasyonu siiprese ettigi gosterilmistir (6,19). MMC’nin
hiicreler {izerindeki etkin sitotoksik 6zelligi bilinmekte olup DNA’nin poliniikleotid
zincirleri arasinda ¢apraz baglant1 yapmaktadir (74).

Hastalik etkeni olan organizmalar ¢ok cesitli olduklar1 i¢in (helmintler, amip,
plazmodia, leishmania ve diger protozoonlar, bakteriler, funguslar, riketsiyalar ve
virlisler gibi), kemoterapide kullanilan kimyasal maddeler de o oranda g¢esitlilik
gosterirler. Viicut i¢in malignite gostermesi, cabuk ¢ogalmasi ve normal viicut
hiicresinden ayr1 biyokimyasal 6zelliklere sahip olmasi bakimindan neoplastik hiicreler
de bakteri ve diger patojen organizmalara benzetilebilirler. Bu noktadan hareketle
farmakolojide kanser ve diger neoplazilerin kemoterapisinden de so6z edilir.
Kemoterapide kullanilan ilaglar genellikle kullanildigi patojen etkenin cinsine gore
siiflara ayrilirlar. Bunlar; antihelmintik, antimalaryal, antiamibik, antibakteriyel,
antifungal, antiviral ve antineoplastik ilaglardir (78).

Cesitli kanser tilirlerinde kullanilan dietilstilbestroliin (DES), insan lenfositleri
tizerine doza bagimli genotoksik etkisi arastirilmistir. Burada 20uM’liikk dozun, KKD
oranini arttirdigt bulunmustur (79).

Antineoplastik ajan olan 3B-hydroksi-13a-amino-13,17-seco-5a-androstan-17-
oic-13,17-laktam-p-bis amino fenilasetat (Aza Steroidal Ester=ASE) ile psoriazis
tedavisinde kullanilan asitretinin antigenotoksik etkisi aragtirilmistir. Burada asitretin
tek bagina KKD oranini etkilemedigi, ASE’nin ise KKD oranini arttirdigr goriilmiistir.
Asitretinin  her iki dozunda da (0.05 ve 0.lmM), ASE (0.5pg/ml) ile birlikte
uygulandiginda KKD frekansini 6nemli Slgiide diislirdiigi bulunmustur. Asitretinin

RI’ya etkisi goriilmemistir (80).

35



Benzer bir calismada, 60uM metilmetanosiilfanat (MMYS) ile 1, 5, 10, 20uM
allisinin (Allium sativum) antigenotoksik etkisi arastirilmistir. KKD oraninin, allisinin
antigenotoksik aktivitesiyle azaldig1 saptanmistir (81).

Sisplatinin (CCDP) 0.5, 1, 2 ve 5uM ve biskloroetinilnitrosiirenin (BCNU) 5, 10
ve 20uM konsantrasyonlarinda KKD oranini arttig1 gosterilmistir (82).

Askorbik asitle birlikte MMC’nin KKD oranmni arttirdigr in vitro c¢alismada
gosterilmistir. Burada askorbik asit i¢in 200pg/ml, MMC i¢in 0.1 ve 0.2pg/ml dozu
kullanilmastir (83).

Yeni sentezlenen steroid esteri olan [p-metil-m-N,N-bis (2-kloroetil) amino
benzoik asit ve klorombusil esterleri] antitiimor ilaglarin, KKD oranini arttirirken, RI’ni
diisiirdiigii saptanmistir (84).

Goglis kanseri hastalarinda iki degisik kemoterapi protokolii uygulanarak
yapilan arastirmada; birinci ilag protokolii olarak 5-florourasil, epirubisin, siklofosfamit
(FEC) ve ikinci ilag¢ protokolii olarak siklofosfamit, metotreksat, 5-florourasil (CMF)
kullanilmigtir. Alt1 ilag kiirii arasinda KKD oraninda azalma tespit edilmistir (85).

Antitimor ajan olan epirubisin ve melfelanin 9-nitrokamptotesinin (9-NC)
birlikte uygulanmis ve in vitro ve in vivo genotoksik etkileri karsilastirilmistir.
Melfelanin in vitro ve in vivo 9-NC ile uygulandiginda KKD degerlerinde artis
goriilmiistiir (86).

Farelerde kamptotesinin (CPT) KKD oranina etkisinin aragtirildigi ¢aligmada bu
antineoplastik ajanin KKD oranini arttirdig1 gosterilmistir (87).

Hastanede koruyucu 6nlem almadan calisan hemsirelerde antineoplastik ilaglara
maruz kalmaya bagl olarak KKD degerlerinde artis oldugu tespit edilmistir (88).

Antibakteriyel gruptan metronidazoliin MI ve RI’y1 énemli dl¢lide diistirdiigi,
KKD’yi ise yiikselttigi gosterilmistir (30). Baska bir antibakteriyel ajan olan
sulfametaksazolun, zayif genotoksik etkisinin oldugu gdsterilmistir (89).

Helikobakter pilori enfeksiyonun tedavisinde antibiyotik olarak amoksisilin,
klaritromisin ve proton pompa inhibitdrii olarak omeprazol kullanilan bir ¢alismada,
KKD oraninda 6nemli azalma sagladigi saptanmistir. Tedavi dncesi yasla birlikte KKD
oraninda artis gézlenmistir. Tedavi sonrasi sigara igen kadin hastalarda, sigara igen

erkek hastalara oranla daha daha fazla KKD orani gézlenmistir (90).
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Antibakteriyel ve antiprotozoal ilaglar olan metronidazol ve ornidazoliin
sitogenetik etkisi arastirilmistir. Burada KKD ve MI oraninda anlaml artislar
gbézlenmistir. RI oraninda ise herhangi bir etki goézlenmemistir. Bu calismada
metronidazol ve ornidazoliin genotoksik ve sitotoksik etksi oldugu sonucuna varilmistir
91).

Benzatin penisilinin genotoksik 06zelliginin arastirildigi calismada, gruplar
arasinda doza bagimli KKD oraninda artis saglanmadig1 gézlenmistir (92).

Cocuklarda nitroheterosiklik bilesik olan furagin ile yapilan ¢alismada KKD
oraninda artig gérilmiistiir (93).

Akut romatizmal ates hastaligi olan kisilerde profilaksi amaciyla verilen
benzatin penisilinin, KKD analiz yontemiyle genotoksik 6zelligi arastirilmistir. Buna
gore benzatin penisilin ile yapilan profilakside KKD oraninin arttig1 tespit edilmistir
(94).

Renal transplantasyonlu hastalarda bagisiklig1 baskilayici ilag olan siklosporin A
ile yapilan in vivo ¢alismada, ila¢ alimindan 3 ay sonrasina gére KKD oraninda énemli
artis gozlenmistir. Bu artista yas ve ilagc seviyesi ile iligki saptanmamistir. Buda
lenfositler lizerinde siklosporin A’nin genotoksik 6zelligini gdstermistir (95).

Antiviral gruptan herpes viriise etkili ilaglarin mutajenik etkisi de arastirilmistir.
Asiklovir, bromovinildeoksiuridin ve karbosisiklik bromovinildeoksiuridin KKD
oranini arttirmadig1 saptanmuistir. Fluoroiyodoarasitidin ve
dihidroksipropoksimetilguaninin, KKD degerini etkiledigi goriilmiistiir (96).

Antiviral ve antitimér 6zelligi olan 5-konumuna baglanmis-2’-deoksitiridin
(dUrd) analoglarinin KKD yapma oranina etkisinin arastirildigi ¢aligmada, sadece 5-
floro-dUrd ve 5-nitro-dUrd (5'-monofosfat) in KKD’yi arttirma 6zelligi gortilmiistiir
(97).

Antiherpes ilaglardan asiklovir (ACV), valasiklovir (VACV), pensiklovir (PCV),
famsiklovir (FCV) ve gansiklovir (GCV) nin, KKD 6zelligi Cin hamster V79-E
hiicrelerinde incelenmistir. ACV simirda sitogenetik etki ederken, MI’da doza bagimli
diisiikliik olmustur. VACV ve PCV’de sadece MI’da diistikliik goriilmiistiir. GCV’nin
genotoksik oldugu gosterilmistir. FCV’nin ise genotoksik olmadigi saptanmistir (98).

Kirim-Kongo kanamali atesi olan 3 hastada yiiksek doz antiviral ila¢ olan

ribavarin kullanilmistir. Bu hastalarda in vivo KKD ve MN testi ile genotoksisite
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aragtirilmistir. Tedavi sirasinda ve tedaviden 1 ay sonrasinda KKD ve MN miktarlar
yuksek bulunmustur (99).

Genel olarak kemoterapotikler i¢inde yer alan ilaglarin KKD oranina degisik
etkilerde bulundugunu ve ¢aligmamizda elde ettigimiz sonug¢larin sonradan yapilacak in
vitro ve in vivo ¢aligmalarla desteklenmesi gerekmektedir.

KKD analiz yonteminin, kimyasal maddelerin karsinojenik etkilerinin
belirlenmesinde en giivenilir yontemlerden biri oldugu goz oniline alinirsa, siklikla
kullanilan kimyasal maddelerin bu kimyasal analiz yonteminden gegirilmesi gerektigini

diisiinmekteyiz .
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6. SONUC VE ONERILER

Kimyasal ajanlarin hiicrelerin kromozomlarinda genotoksik etki yapabildigi
bilgisi ve kemoterapotiklerden antifungal ilaglar i¢inde yer alan terbinafinin olasi
genotoksik etkisinin belirlenmesi temel hipotezimizi olusturmustur. Ayrica bu ilacin
apopitozisi aktive ve DNA sentezini inhibe edici etkisinin olmasi, bu ajan i¢in KKD
analiz yontemi uygulayabilecegimizi diistindiirmiistiir.

Antifungal ilaglarin da i¢inde bulundugu kemoterapétiklerde yapilmis
calismalarda, KKD analiz yontemiyle degisik sonug¢lar bulunmustur. Bizim
calismamizda terbinafinin genotoksik 0Ozelliginin olmadigi tespit edilmistir. Fakat
plazma pik konsantrasyonu iizerindeki seviyelerde etkisinin net olarak belirlenebilmesi
ve bizim buldugumuz diger sonuclarin in vitro ve in vivo diger testlerle desteklenmesi

gerekliligini diisiinmekteyiz.
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