FULYA USTUN ISTANBUL UNIiVERSITESI SAG. BiL. ENST. DOKTORA TEZi iISTANBUL-2007



T.C.
ISTANBUL UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

DOKTORA TEZIi

ALBENDAZOL’UN OLASI GENOTOKSISITESI UZERINE
ASKORBIK ASIT’iN ETKISi

FULYA USTUN

DANISMAN
PROF.DR. SULEYMAN SENER

FARMAKOLOJi VE TOKSIiKOLOJi ANABILiM DALI/
FARMAKOLOJi VE TOKSIiKOLOJi PROGRAMI

ISTANBUL-2007




TEZ ONAYI

Asafida tanitimi yapilan tez, jiri tarafindan baganih bulunarak Doktora tezi olarak kabul
edilmigtir,
21 ¢4 f 1o+

P A

Prof.Dr.Emine Kdkoglu

Enstitii Midiiri
Kurum : Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiist
Program Ad  Veteriner Fakiltesi
Programun sevivesi : Yiiksek Lisans [ ] Doktora [
Anabilim Dali : Farmakoloji ve Toksikoloji
Tez Sahibi : Fulya USTUN
Tez Baghig : Albendazol'iin Olasi Genotoksisitesi Uzerine Askorbik Asit'in Eikisi
Sinav Yeri : Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali
Swnav Tarihi : 15/ 1072007

1.Prof.Dr. Sileyman SENER (Tez Damsmani) Istanbul Universitesi Veteriner Fakiltesi
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali D LPwm——,

2.Prof.Dr. Ahmet MENGI (Tez lzleme Komitesi Uyesi) Istanbul Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali WM7"‘]
3.Prof. Dr. Oya KELES [stanbul Universitesi Veteriner Fakilltesi Farmakoloji ve Toksikoloji
Anabilim Dah M
4.Prof.Dr. Muammer ELMAS Selguk Universitesi Veteriner Fakilltesty Earmakoloji ve
Toksikoloji Anabilim Dali

5.Dog.Dr. Tilay BAKIREL (Tez lzleme Komitesi Uyesi) Istanbul Undversitesi Veteriner
Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali "

—

il



iii

BEYAN

Bu tez calismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin safhalarda etik digt davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar icinde elde ettigimi, bu tez calismayla elde edilmeyen biitiin
bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklart da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin calisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici

bir davranisimin olmadigi beyan ederim.

Fulya USTUN



ITHAF

Rahmetli Babam Biyolog Selahattin USTUN’e ithaf ediyorum.

v



TESEKKUR

Calismalarim sirasinda bana yol gosteren, destek ve yardimlarini esirgemeyen,
tecriibeleriyle beni yetistiren tez damismanim ¢ok degerli hocam Sayin Prof. Dr.
Siileyman SENER’e, doktoram siiresince bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim
Anabilim Dali Bagkanimiz Prof. Dr. Oya KELES’e, degerli bilgi, 6neri ve elestirileriyle
caligmama yon veren Doc. Dr. Tiilay BAKIREL’e, deneysel caligmalarim sirasinda
yardimlarin1 esirgemeyen Aras.Gor. S.Ashi AYDIN’a, istatiksel degerlendirmedeki
yardimlarindan dolay1 Dog.Dr. Biilent EKIZ’e, Anabilim Dalimizdaki diger hocalarima
ve calisma arkadaslarima, tiim hayatim boyunca bana maddi ve manevi destegi veren
sevgili aileme, tez siiresince gosterdigi hosgorii ve anlayis nedeniyle esim Uzman

Veteriner Hekim Yasar ALKAN’a tesekkiir ederim.

Bu caligma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

T-463/25062004 nolu proje olarak desteklenmistir.



vi

ICINDEKILER
TEZ ONAYT ....oooiiiiiiiiiiec HATA! YER ISARETi TANIMLANMAMIS.
BEY AN Lt ettt st e e I
ITHAF oottt et ettt et v
TESEKKUR .....cocuiiitiiiiieteieee ettt v
ICINDEKILER ..ottt Vi
TABLOLAR LISTESI .....ocooiiiiiceecceeeee s X
SEKILLER LISTESI......coiviiiiiioioiieieieieeeeeteete et X
SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI .....cocovoiiieiiicccceee e XI
OZET ..ottt ettt et ettt ettt st XTI
ABSTRACT ..ottt ettt ettt e Xiv
1. GIRIS VE AMAC ...ttt 1
2. GENEL BILGILER ........cocoitititiiiicieieeceeeeecee et 3
2.1, Benzimidazoller.......ccooiuiiiiiiiiiieiiiiieeeit ettt e 3
2.1.1. Benzimidazol Antelmentiklerin Etki Mekanizmasi...........cccccceovveeniieniieeninenns 4
2.2. Albendazol’{in IdentifikaSyonu ..............cccoveveveueuiiiieieeerereececeeee e, 6
2.2.1. Albendazol’iin Fiziksel ve Kimyasal OzelliKIeri................ccoceverevrerereeerererenne. 6
2.2.2. Albendazol’iin Etki MeKanizmast ..........ccoocueeiiriiieeiniiiiiiiiiee e 7
2.2.3. Albendazol’iin FarmakoKinetiZi .......c..eeeeveiiiiieiiiieeeiiiee et 7
2.2.3.1. Albendazol’iin Deney Hayvanlarindaki FarmakokinetiZi............cccoocveeeennnee. 8
2.2.3.2. Albendazol’iin Ciftlik Hayvanlarindaki Farmakokinetigi...........c..ccccceeeennee.. 9
2.2.3.3. Albendazol’iin Insanlardaki FarmakoKinetigi ..............cococeevevevevererereerernnnn, 11
2.2.4. Albendazol’iin Veteriner Hekimlikte Kullanim Alanlari.........c.cccooeveennennnee. 12
2.2.5. Albendazol’iin Gidalardaki Kalintist..........ccoceeeviiiniiinniiniiinieeccec e 13
2.2.6. Albendazol’ lin TOKSISIEESI ....eevuvrerureeriieeiieeniie ettt e 14
2.2.6.1. Albendazol’tin AKut TOKSISILEST ...eevuvrerrureeriieeniiieriieenieeeiieeeee e 14
2.2.6.2. Albendazol’iin Kronik Toksisitesi ve Karsinojenisitesi...........ccceeeeueeereneeen.. 15
2.2.6.3. Albendazol’iin Teratojenik EtKisi..........cccceviiiiiiiiiiiiiiiiieee e, 16
2.2.6.4. Albendazol’tin Reprodiiktif EtKileri ..........cccoovvvieiiniiiiiiiiiiiiiieeeee e 18
2.2.7. Benzimidazol Tiirevlerinin ve Albendazol’iin Genotoksisitesi.............c..c...... 18

2.3 ASKOTIDIK ASIE ettt e e et e et e e e s enaeaens 23



vii

2.3.1. Askorbik Asit identifikasyonu, Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri..................... 23
2.3.2. Askorbik Asit’in Organizmadaki Metabolizmasi ve Biyolojik Fonksiyonlar .. 23
2.3.3. Askorbik Asit’in GENOtOKSISILESI.....eevuvrerririeriieeiiieniieenie et 24
2.3.3.1. Askorbik Asit’in Niikleik Asitler Uzerine EtKisi...........cocovevevevevererereieeinnn 24
2.3.3.2. Askorbik Asit’in Bakteriler Uzerine EtKisi..........ccccovovrururueverererererereeeeennns 25
2.3.3.3. Askorbik Asit’in Memeli Hiicreleri Uzerine EtKisi...........cccoeveveveverevereennnes 26
2.3.4. Askorbik Asit’in Antimutajenik Btkisi........ccoooooiiiiiiiiiiii e, 28
2.3.4.1. Askorbik Asit’in Bakterilerdeki Antimutajenik Etkisi ..........cccccoeeiieeenninn.. 28
2.3.4.2 Askorbik Asit’in Memeli Hiicrelerindeki Antimutajenik Etkisi ..................... 30
2.3.5. Askorbik Asit’ in Antimutajenik Etki Mekanizmast ...........cccoeoceieeiieneeninn.. 33
2.3.6. Askorbik Asit’in Anti-karsinojenik Etkileri.........cc.oocoeiriniiiiiiiiiiieeeee, 34
2.3.6.1. Askorbik Asit’in Hiicre Boliinmesi ve Gelisimi Uzerine Etkileri................... 34
2.3.6.2. Askorbik Asit’in Kanser Hiicrelerindeki Segici Toksisitesi..........ccccueerenneen.. 35
2.4. Genetik TOKSIKOIOJE «.o.uveeieeiiiiie ettt ettt e e e e 35
2.4.1. Mutasyon Olusum MeKkanizmalar.............ccccoeereiiiiieieririiiiiiieeeeeesiiee e e e e 37
2.4.2. DNA ONATIIL ...otiiiiiiiiieniiiiee oottt e enieee e s tesreeeeseaireeesreeeessaneeeesnnaeees 40
2.4.3. Genetik Toksikolojinin Tarihgesi ..........eeeevuiieiiniiiiiiniiiieiiiee e 41
2.4.4. Genetik TOKSISIte TESIEIT ....covuvieruiiiiiiiiiiieiieee et 42
2.4.4.1 Bakteriyel Ters (Reverse) Mutasyon Testi........cueeeeriiireriiiieeinniieiiniieeeenne 43
2.4.4.2. Memeli Hiicre KGltlrli TEStIETT .....cccuveeviieriiiiniiiiiieeieceiiceieececeec e 45
2.4.4.2.1. In vitro Memeli Kromozom Aberasyon Testi .............cococeeveveverererereerernnnnn. 45
2.4.4.2.2. In Vitro MiKroniKIeus TeSti..........ccceueveverevereriiiessseeseeseseseseseseseseeenenens 47
2.4.2.2.3. Fare Lenfoma Test .......ccovcuiiriiiiiiiiiiieiiciieceeeeecetee e 49
2.4.4.2.4. In vitro Kardes Kromatid Degisim Testi (Sister Chromatid Exchange Assay)
................................................................................................................................. 50
2.4.4.2.5. Memeli Hiicre Kiiltiirlerinde Unscheduled (Diizensiz) DNA Sentez Testi . 50
2.4.4.3. 10 VIVO TSHET.....cocvvvieiiciecece ettt 51
2.4.4.3.1. Memeli Kemik iligi Kromozom Aberasyon Testi...............ccccerererrurnennne. 51
2.4.4.3.2. In vivo Rodent MiKroniiKIeus TeSti ...........c.ccvevvrrerrreeeerererererereseseeennens 52
2.4.4.3.3. In vivo Kardes Kromatid Degisim Testi (Sister Chromatid Exchange Assay)
................................................................................................................................. 59
2.4.4.3.4. Memeli Spermatogonial Kromozomal Aberasyon Testi.........c..cccceeeeuneen. 60

2.4.4.3.5. Rodent Dominant Lethal (O1dUriicii) TeSti.........ceovereeveveerieeeieeeeeeeeeeennne, 60



viii

2.4.5. Genotoksisite Test Sonuglarinin Degerlendirilmesi ..........ccccoeeeiieeieiierneiee.. 61
2.4.6. Genotoksik Etkinin Degerlendirilmesi...........coocoeerieiiiiiiniiiieiiie e, 62
3. GEREC VE YONTEM..........cocoiiimiieiieieieeeteeete et 67
T B € 1<) (1o PP 67
3.1.1 Deney Hayvanlart .........oooouiiiiiiiiiieiee et 67
3.1.2 Kullanilan Cihaz ve Malzemeler ............ccccceeriiiiniiinniennieiniiceeieeeecceee e 67
3.2 YOMIEIM. e uiiiiiiie ettt ettt et et ettt et et ettt et e e e n 68
3.2.1 Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmast ...........cooeeoiiiiiiiiiniee e, 68
3.2.2 In vivo Fare MiKrontKIEus TeSti..........ceeuevevevevereriiiceccseeseeiesesese e 68
3.2.3 Preparatlarin Hazirlanmasi ...........ooooeiiiiiiiiiiiiniiie e 70
3.2.4 Preparatlarin BOYanmas .......cccccueiiieiiiiiieiiiiiee ettt e 71
3.2.5 Mikroskopta INCEIEME. ...........oovoviveveeeecceeeeeeeeeeeceeeeeeeee e 71
3.2.6 Sonuglarin Degerlendirilmesinde Kullanilan istatiksel Yontemler-.................... 71
4. BULGULAR ..ottt ettt 72
S.TARTISMA ..ot ettt ettt ettt ettt e e e 77
KAYNAKLAR ..ottt s e e 83
ETIK KURUL KARARI ..ottt 98

OZGECMIS ..o ee e eeseee s s e s s s eeseee s ee s es e seeees e eseees s eeseesnen 99



X

TABLOLAR LiSTESI

Tablo 2-1 Albendazol'tiin gidalarda bulunmasina izin verilen maksimum kalint1 diizeyi

Tablo 4-1 Albendazol ve C vitaminini uygulanan gruplardaki farelerin kemik iligindeki

mikronukleus iceren polikromatik eritrosit Say1lart ............ccceevreiiiiiiiieiiniiieeinieeens 73



SEKILLER LiSTESI
Sekil 2.1. Albendazol'tin Kimyasal Yapis1 .......cooeeiiiiiiiiiiieiiie e 7
Sekil 2.2. Albendazol’iin organizmadaki metabolik yolaklart ...........cccccccceeeeieeennnne... 8
Sekil 2.3. Mutasyonlarin neden oldugu zararlar ............ccccoeiiiiiiriiiie i, 37
Sekil 2.4. Kromozomlarda Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler ............cccocccceeeenneen. 39

Sekil 2.5. a) In vivo eritropoezis semasi b) Polikromatik ve normokromatik eritrositler
icerisinde mikroniikleus olusum mMekanizmast ...........cccecocuieiiriiiiiiiiiie e 54
Sekil 4.1. Polikromatik eritrositlerde gozlemlenen mikroniikleuslarin 151k mikroskobu
altindaki goriintiileri (10X100 DUYTEME)....ceeeeiirrriiiiiereeeeiiieie e e 74
Sekil 4.2. Polikromatik eritrositlerin 1s1tk mikroskobu altindaki genel goriinimii ve
mikroniikleus iceren polikromatik eritrosit (10x100 biiylitme)..........cccceeerviiveiinnieeens 75
Sekil 4.3. Mitozun telofaz asamasinda kromozomlarin kutuplara ¢ekildigi, sitokinezin

gerceklesmekte oldugu ve 2 es hiicrenin olugum gortintiisil .........ccoccvveeerviieeeniiieennnnne. 75



Xi

SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

ADI: Acceptable Daily Intake, Kabul Edilebilir Giinliikk Alim
ALB: Albendazol

ALBSO: Albendazol siilfoksit

ALBSO:;: Albendazol siilfon

c.a.: Canli agirhik

CHO: Chinese hamster ovaryum

CP: Siklofosfamid

Cu: Bakar

CVMP: Committee for Medicinal Products for Veterinary Use, Tibbi Uriinlerin

Veteriner Hekimlikte Kullanimi Komitesi
CYP-450: Sitokrom P450
CYS: Sistein
CYT-B: Sitokalazin B
DEN: Dietilnitrozamin
DNA: Deoksiriboniikleik asit
EDTA: Etilendiamin tetraasetikasit
EMEA: The European Medicines Agency, Avrupa Ilag Ajansi
FBS: Fotal buzagi serumu
FISH: Fluoresan in situ hibridizasyon
GSH: Glutatyon

HPLC: High Performance Liquid Chromatography, Yiiksek Basinghi Sivi

Kromatografi
JECFA: Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives

kDa: kilodalton



Xii

MBC: Metil 2-benzimidazolkarbamat

MMC: Mitomisin C

MN: Mikroniikleus

NADH: Nikotinamid adenin diniikleotit hidrojen

NADPH: Nikotinamid adenin diniikleotit fosfat hidrojen

nm: Nanometre

NO;: Azot dioksit

NOEL: No observable effect level, Gozlemlenebilir etkinin olusmadigi diizey
O,": Siiperoksit radikali

OH: Hidroksil radikali

RNA: Riboniikleik asit

RO: Alkoksi radikalleri

SCE: Kardes kromatid degisimi

TLC: Thin Layer Chromatography, ince Tabaka Kromatografi

WHO: World Health Organisation, Diinya Saglik Orgiitii



Xiii

OZET

Ustiin F. Albendazol’iin olas1 genotoksisitesi iizerine askorbik asit’in etkisi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmakoloji ve Toksikoloji ABD. Doktora Tezi.
Istanbul. 2007.

Albendazol, veteriner ve beseri hekimlikte helmintlerin neden oldugu paraziter
enfestasyonlarin tedavisinde siklikla kullanilan, etkinligi yiiksek ve antelmentik etki
spektrumu genis benzimidazol tiirevi bir bilesiktir. Bu ¢alismanin amaci albendazol’iin
olas1 genotoksisitesine karsi askorbik asid’in koruyucu etkisinin arastirilmasidir.
Albendazol 500, 1000 ve 1500 mg/kg c.a. dozlarinda tek basina ve 200 mg/kg c.a.
dozda vitamin C ile kombine edilerek gavaj seklinde uygulandi. Genotoksisitenin tespiti
amaciyla fare kemik iligi hiicrelerinde mikroniikleus iceren polikromatik eritrosit
frekans1 saptandi. Albendazol uygulanan farelerin kemik iligindeki polikromatik
eritrositlerdeki mikroniikleus sayisinin uygulama dozuna bagh bir sekilde arttig: tespit
edildi. 1000 ve 1500 mg/kg albendazol uygulanan gruplar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda meydana gelen artis istatiksel yonden 6nemli (p< 0,001) bulundu.
Albendazol’le birlikte askorbik asit uygulanan tiim gruplarda mikroniikleus frekansinda
degisen oranlarda diisiis meydana geldigi saptandi. Albendazol’lin tek basina verildigi
gruplarin verileri ile askorbik asitle kombine halde verilen gruplarin verileri
karsilastirildiginda meydana gelen diisiisiin istatiksel yonden 6nemsiz (p> 0,001) oldugu
sonucuna varildi. Calismanin sonuglar albendazol’iin yapisinda bulunan karbamat
grubunun mikrotiibiiler proteinlerle etkilesmesiyle muhtemelen anoploidojen bir ajan
olarak mikroniikleus olusumuna yol actigina, fare eritrositlerinde genotoksik etkiye
sahip olduguna ve askorbik asit’in uygulanan dozunun meydana gelen genotoksik
etkiye kars1 koruyucu etki gosteremedigine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler : Albendazol, genotoksisite, mikroniikleus, askorbik asit, kemik iligi

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: T-463/25062004
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ABSTRACT

Ustiin F. The effect of ascorbic acid on the probable genotoxicity of albendazole.
Istanbul University, Institute of Health Science, Pharmacology and Toxicology

Department. Doctorate Thesis. Istanbul. 2007.

Albendazole is a benzimidazole compound frequently used as an anthelmintic in
veterinary and human medicine for the treatment of several helminthiases due to its
broad antiparasitic activity and efficiency. The aim of the present study was to
investigate the protective effect of ascorbic acid against the probable genotoxicity of
albendazole. Albendazole was administrated at the rate of 500, 1000 and 1500 mg/kg
b.w. alone and in combination with ascorbic acid at 200 mg/kg b.w. of mice by gavage.
For the determination of genotoxicity micronucleated polychromatic erythrocytes was
calculated in mouse bone marrow cells. A dose-dependent increase was found in the
micronucleated polychromatic erythrocytes in bone marrow cells of albendazole treated
mice. 1000 and 1500 mg/kg albendazole administrated groups were found statistically
significant (p< 0,001) by comparison with control group. Simultaneous treatment with
ascorbic acid found to decrease micronucleus frequency at a varying range in all groups
treated with albendazole. Results of the groups treated with albendazole alone in
comparison with combination of ascorbic acid were found not to be statistically
significant (p> 0,001). Results of the study indicated that albendazol is a potential
aneuploidogen agent inducing micronucleus by the interaction of the carbamate group
which was found in the structure of albendazole with microtubular proteins, has
genotoxic effect in mouse erythrocytes and the administrated dose of ascorbic acid has
shown no protective effect against this genotoxic activity.

Key Words: Albendazole, genotoxicity, micronucleus, ascorbic acid, bone marrow

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. T-463/25062004



1. GIRIS VE AMAC

Helmintiazis, diinya popiilasyonunun % 10’undan daha fazlasinda saglik
problemlerine yol acan ve bilyiik capta hayvansal iiretim kayiplarina neden olan bir
paraziter hastaliktir. Ozellikle tropikal iklim kusagindaki gelismemis iilkelerde goriilen
bu hastaligin sagaltiminda benzimidazol grubu antelmentiklerden albendazol yaygin
olarak kullanilmaktadir (112). Benzimidazol grubu antelmentiklerin toksisitesine iliskin
yapilan c¢alismalarda etki spektrumlarinin genis ve toksisitelerinin diisiik oldugu

bildirilmistir (27).

Genetik bilimindeki ilerlemelere paralel olarak son yillarda, benzimidazol grubu
antelmentiklerin genler iizerine olan etkilerine yonelik caligsmalar hiz kazanmistir.
Yapilan arastirmalarda bu bilesiklerin gen mutasyonlarina veya kromozomal

bozukluklara neden oldugu bildirilmistir (27, 118).

Albendazol, parazit hiicrelerindeki  f-tubuline baglanip  tubulinlerin
mikrotiibiillere polimerizasyonunu inhibe ederek etki gostermektedir (3, 121).
Okaryotik hiicrelerde yapisal, mitotik, hiicresel sekresyon ve transport gibi bir¢ok farkl
fonksiyonda gorev alan mikrotiibiiller, tubulin adi1 verilen proteinlerin polimerizasyonu
sonucu olugsmakta ve mikrotiibiiller hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlarin kutuplara
cekilmesini saglayan ig iplik¢iklerin ve sentriollerin yapisinda bulunmaktadirlar (74,
76). Albendazol’iin genel toksisite calismalarn sonucu goézlemlenen bazi toksik
etkilerinin, yapisinda bulunan karbamat grubunun mikrotiibiiler proteinlere
baglanmasinin bir sonucu olarak ig iplik¢igi olusumu ile fonksiyonlarinin
bozulmasindan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir; bunun sonucunda da mitotik
gecikme ve kromozomlarda ayrilmama gibi mutajenik etkilere yol acabilecegi goriisii

bildirilmistir (19, 113, 118).

Mutajenik etkisi olan kimyasal maddelerin veya metabolitlerin c¢ogunun
karsinojenik etkili olmasi, insan ve hayvan saghginda kullanilan bir ¢cok maddenin
karsinojenik risklerinin arastirilmasinda mutajenite testlerinin 6nemini giindeme
getirmistir (67). Mutajenik etkili bircok bilesigin kansere neden oldugu goriisiinden
hareketle, mutajenik etkili genotoksik ve karsinojenik kimyasallar1 belirlemede 6nceden
haber verici olarak bir cok kisa siireli in vitro ve in vivo genotoksisite testi

gelistirilmistir (85, 127).



Kisa siireli genotoksisite testlerinden biri olan in vivo mikroniikleus testi, diger
in vivo memeli testlerine gore daha hizli ve ucuz olmasi nedeniyle, kromozomlarda
yapisal ve sayisal bozukluklara neden olan mutajenlerin ve karsinojenlerin, in vivo
olarak fare kemik iligi hiicrelerinde erken biyolojik etkilerinin belirlenmesinde en

yaygin olarak kullanilan sitogenetik testler arasinda yer almaktadir (38, 82, 83, 134).

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) ve Avrupa Ila¢ Ajansi’nin (EMEA) raporlarinda
albendazol’iin sitogenetik testlerden biri olan in vivo fare kemik iligi mikroniikleus
testinde pozitif sonug verdigi, muhtemelen anoploidojen bir ajan olarak rol oynadigi ve
sonucun albendazol’iin in vivo somatik hiicre mutajeni olduguna isaret ettigi
belirtilmistir. Buna karsin ayn1 raporlarda in vitro bakteriyel AMES testinde ve Chinese
hamster ovaryum hiicrelerinde yapilan in vitro kromozom aberasyon testinde bu

bilesigin in vitro genotoksisitesinin bulunmadig bildirilmistir (21, 27, 64).

Son yillarda antioksidan bilesiklerin cevresel mutajen, karsinojen ve endojen
mutajenlere karsi koruyucu etkiye sahip oldugu bildirilmis ve arastiricilar tarafindan
yapilan deneysel ve epidemiyolojik c¢alismalarda bir¢cok cevresel ve endiistriyel
kimyasala maruz kalan organizmalarda olusan genotoksik etkilere kars1 antioksidanlarin

antimutajenik veya antikarsinojenik etki gosterdikleri ispatlanmistir (58, 132).

Antioksidanlar bir¢ok degisik reaksiyonda serbest radikalleri ortadan kaldirip
mutajenlerin olusumunu dnleyerek, metabolik aktivasyonu inhibe edip premutajenlerin
reaktif metabolitlere biyotransformasyonunu onleyerek veya detoksifikasyon
enzimlerini stimiile ederek, reaktif molekiilleri yok etmede blokdr ajan olarak,
deoksiriboniikleik asit (DNA) onarim mekanizmasinda, tiimor olusumunda ve
gelisiminde rol oynayan hiicre i¢i fonksiyonlar1 baskilayici ajan olarak rol oynadigi
belirtilmistir (20, 133). Giiclii bir antioksidan 6zellige sahip askorbik asit ile yapilan in
vitro ve in vivo calismalarda askorbik asidin antimutajenik ve antikarsinojenik etki

gosterdigi saptanmistir (5, 43, 132).

Bu calismanin amaci, deneysel ¢alismalar sonucunda genotoksik etkisine iliskin
celigkili sonuglar elde edilmis albendazol’iin in vivo kosullarda genotoksik etkili olup
olmadigin1 saptamanin yanisira antimutajenik ve antikarsinojenik Ozellikte bir
antioksidan olan askorbik asidin albendazol’iin olas1 genotoksisitesi karsisinda

koruyucu etkisini aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Benzimidazoller
Benzimidazol tiirevleri giiclii antelmentik, antimikrobiyal ve pestisidal etkilere
sahip (121) ve Ozellikle insanlarda ve evcil hayvanlarda endoparazitik hastaliklarin

tedavisinde kullanilan, etki spektrumlar1 ve giiven araligi genis bilesiklerdir (19).

Merck tarafindan 2-(4-thiazolyl) benzimidazol’iin (tiabendazol) 1961 yilinda ilk
genis spektrumlu antelmentik olarak sunulmasi helmintiazisin kemoterapisine yeni bir
yaklagim getirmistir (13, 88, 121). Benzimidazol halkasinin 2. ve 5. pozisyonlarinda
yapilan kimyasal modifikasyonlar sonucu terapotik olarak etkin benzimidazol bilesikleri
sentezlenmistir. Bu bilesikler tiabendazol analogu ve benzimidazol karbamat bilesikleri
olan kambendazol, parbendazol, mebendazol, fenbendazol, oksfendazol, oksibendazol,
albendazol, tiofanat, netobimin ve triklabendazoldiir (19, 47, 138). Ana bilesik
benzimidazol cekirdegine farkli zincirlerin ve radikallerin baglanmasi ve tiazol
halkasinin yerine metil-karbamatin yer almasi sonucu sentezlenen benzimidazol
karbamat bilesikleri, etki spektrumlar1 daha genis, etki giicleri daha yiiksek ve atilimlar
daha yavas olmasi nedeniyle diger benzimidazol bilesiklerine oranla tedavide daha fazla

kullanim alan1 bulmuslardir (19, 74).

Benzimidazoller, hiicrelerde yapisal bir protein olan [-tubuline baglanip
tubulinlerin mikrotiibiillere polimerizasyonunu bloke ederek etki gostermektedirler (74,
75). Bircok benzimidazoliin antimitotik yani mitoz boliinmeyi aksatict ya da bozucu
etkisinin tubulinlere baglanmasindan kaynaklanabilecegi bildirilmistir. Deneysel
calismalar neticesinde, hiicre replikasyonu sirasinda mikrotiibiillerin depolarizasyonuna
bagh olarak olusan ig iplik¢iklerindeki fonksiyon bozuklugu sonucu kromozomlarin
birbirinden ayrilamadigi saptanmistir. Bu nedenle andjen sinifinda benzimidazol
antelmentiklerin yer alabilece8i ve mutajenik/karsinojenik etkiye sahip olabilecekleri

ileri stirilmistiir (19, 88, 107, 122, 138).

Benzimidazollerin, parazitik B-tubuline afinitelerinin memeli dokularina oranla
daha fazla ve secici olmas1 giiven araliklarinin genis olmasini saglamaktadir (19, 75).
Benzimidazol antelmentikler memelilerde diisiik toksisiteye sahip olmalarma karsin
bazi benzimidazoller doz oranina bagl olarak teratojenik etki gostermektedirler. Bu

nedenle gebeligin erken donemlerinde kullanimlar1 kontrendikedir (19, 88).



2.1.1. Benzimidazol Antelmentiklerin Etki Mekanizmasi

Benzimidazollerin sudaki c¢oziiniirliiklerinin zayif olmasi nedeniyle oral yolla
slispansiyon, toz veya rumeni¢i enjeksiyon seklinde uygulanmaktadirlar. Bilesiklerin
sindirim kanalindan emilim oranlarn tiir, dozaj, formiilasyon ve c¢Oziiniirliik gibi
faktorlere bagli olarak degismekle birlikte genellikle sindirim kanalindan emilimleri
diisiiktiir (19). Emilim ve atilim hizlariin yavas olmasi sindirim kanali parazitlerine

kars1 bilesiklerin giiclii antelmentik etki gostermelerini saglamaktadir (88).

Insan ve hayvanlarda helmintlerin neden oldugu bircok hastaligin tedavisinde
benzimidazol tiirevlerinin kullanimi, bu ilaclarin antelmentik etki mekanizmasini
belirlemeyi gerekli kilmistir ve benzimidazollerin helmintler iizerindeki antelmentik
etki mekanizmasinin mitokondriyal fumarat rediiktaz enziminin inhibisyonundan,
glikoz transportunun azalmasindan ve parazitlerde p-tubuline baglanarak
mikrotiibiillerin polimerizasyonunun inhibisyonundan kaynaklandig: ileri siirtilmiistiir
(13, 121).

Benzimidazollerin etki mekanizmasina yonelik ileri siiriilen ilk hipotez
parazitlerin enerji kullanimina dayanmaktadir. Tiabendazol’iin, eriskin Ascaris suum ve
Haemonchus contortus parazitlerinin mitokondrilerinden izole edilen ve anaerobik
metabolizma i¢in onemli bir enzim olan fumarat rediiktaz1 in vitro olarak inhibe ettigi
ve direngli parazitlerde bu inhibisyonun olusmadig: belirtilmistir (74, 88). Parazitlerin
anaerobik sisteminde fumarat rediiktaz enziminin Onemli bir rol oynadiginin
saptanmasiyla; parazitlere enerji saglayan oksidatif fosforilasyon metabolizmasinin
benzimidazol tiirevleri tarafindan bu asamada kesilmesinin veya sitoplazmik
mikrotiibiillerde hasara yol agmasi sonucu, sitoplazmaya proteolitik ve hidrolitik
enzimlerin dolmasina bagli olarak parazitlerin 6liimiine ve paralizine neden oldugu
bildirilmistir (3, 121). Bununla birlikte, benzimidazollerin parazitlerde tubulin
polimerizasyonunu inhibe eden konsantrasyonlarindan daha yiiksek konsantrasyonlarda
fumarat rediiktaz enzimini inhibe edebildigi bildirilmistir (88).

Antelmentik etki mekanizmasina iliskin diger bir hipotez ise bilesigin
parazitlerde mikrotubullere bagh glikoz alimini inhibe etmesi esasina dayanmaktadir.
Glikoz aliminin bloke edilmesi, parazitlerin yasamim siirdiirmesi ve replikasyonu i¢in
gerekli olan ATP sentezinde diisiise ve enerji kaynaklarinin tikkenmesine yol agmaktadir

3,79, 88, 121).



Arastiricilar tarafindan bu iki hipotezin tiim benzimidazoller i¢in tam olarak
gecerli olan bir etki mekanizmasi olmadig1 belirtilmistir. Benzimidazol antelmentiklerin
etki mekanizmasina iliskin en gecerli teori benzimidazollerin, tiim hiicreler i¢in 6nemli
bir bilesen olan tubuline in vitro ve in vivo baglanma afinitesine dayanmaktadir (121).
Tubulinler protein yapidaki o ve B tubulinlerden olusan, molekiiler agirligi yaklasik 50
kDa olan ve zincir uzunlugu 445-450 aminositten olusan dimerik yapida proteinlerdir
(74, 75). Tubulinler veya mikrotiibiiller mitokondri, golgi aygiti, ribozom, lizozom,
hiicre membran1 ve ¢ekirdek gibi bir¢ok organelin yapisina girerler (74). Mikrotiibiiller,
tubulinlerle belli bir denge igerisinde yer alirlar ve dimerik tubulinlerin polimerik
mikrotiibiillere oram bir¢ok endojen proteinin ve yardimci faktoriin kontroli altindadir
(75). Mikrotiibiiller, silindirik yapida, i¢i bos borucuklar halinde, lumen ¢ap1 yaklasik
15 nm ve dis capt 25 nm olan tubuler organellerdir. Elektron mikroskopla yapilan
incelemelerde 13 protofilamentten olustuklart saptanmistir. Mikrotiibiiller hiicresel
diizeyde hiicre boliinmesi sirasinda mitotik ig iplikcigi olusumu, hiicre biitiinligtiniin
korunmasi, hiicrenin motilitesi, hiicresel sekresyon, besinlerin emilimi ve hiicreici
transport gibi bir¢cok farkli fonksiyona sahiptirler (74). Hiicresel iskelet yapisini
olusturan mikrotiibiillerin benzimidazoller tarafindan inhibisyonu sonucu, parazit
hiicrelerinin biitiinliigiiniin ve transport fonksiyonlarinin bozuldugu buna bagli olarak da
parazitlerde 6liim meydana geldigi bildirilmistir (19).

Benzimidazollerin secici toksisite gosterme nedeni memeli proteinlerine oranla
parazitlerdeki [B-tubuline daha yiiksek baglanma afinitesine sahip olmalardir.
Aragtiricilar tarafindan yapilan c¢alismalar sonucunda benzimidazole direncli H.
contortus suslarinda bu afinitenin diisiik oldugu, B-tubulin izotip geninde degisiklikler
olustugu saptanmis ve bu durumun ila¢ direnci ile iliskili oldugu gosterilmistir.
Nematodlarda benzimidazollere karsi meydana gelen direncin, [-tubulin gen
izotiplerinde meydana gelen kayip veya B-tubulinin 200.cii pozisyonunda fenilalanin
yerine tirozinin kodlanmasina neden olan nokta mutasyon sonucu gerceklestigi
bildirilmistir (13, 88).

Kolsisin ve vinca alkaloidleri (Vinblastin ve Vincristin) gibi mitotik ig iplik¢igi
zehirlerinin tubulinlerle direk etkilesime girerek tubulin polimerizasyonunu inhibe
etmektedirler (121). Kolsisin, vinblastin gibi polimerizasyon inhibitorlerinin hizla
boliinen tiimor hiicrelerinin mitozunda segici toksisite olusturarak antitiimor aktivite

gosterdikleri bildirilmistir (76). Benzimidazol karbamat simifinda yer alan genis



spektrumlu antifungal ve antelmentik etkili bilesiklerin de tubuline baglanma
bolgesinde kolsisinle yarisarak tubulin polimerizasyonunu inhibe ettigi saptanmistir (75,
76). Benzimidazollerin de bu bilesiklere benzer sekilde ig iplikcigi olusumu ve hiicre
boliinmesini bozarak ayrica hiicre membranlan arasinda proton transferini engelleyip
hiicresel biyoenerji dongiisiinii bozarak etki gosterdigi bildirilmistir  (138).
Benzimidazollerin etki mekanizmasini arastirmak amaciyla bir benzimidazol tiirevi olan
onkodazol ile yapilan bir ¢alismada, bilesigin sican beyin tubulinlerine baglanarak
mikrotiibiil olusumunu inhibe ettigi ve hiicre boliinmesinde aksakliga neden oldugu
bildirilmis ve benzimidazollerin antimitotik etkisinin tubulinlere baglanmasindan
kaynaklanabilecegi goriisii ileri siiriilmiistiir (88). Sigir ve koyun beyin tubulinlerinde
yapilan in vitro ¢aligmalarda da antimikrotiibiiler etki ile antelmentik etki arasinda
korrelasyon bulundugu ve tiabendazol, albendazol, kambendazol, oksibendazol,
parbendazol ve fenbendazoliin tubulinlere baglanarak tubulinlerin mikrotiibiillere
polimerizasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (121). McKellar ve ark. tarafindan (88)
belirtilen, ergin A. suum parazitinin bagirsak hiicrelerinde mebendazol ve kolsisinle
yapilan bir calismada, mebendazol’iin tubulinlere baglanmada kolsisinin kompetitif
inhibitorii olarak rol oynamasi nedeniyle mebendazol’iin sitoplazmik mikrotiibiillerde

hasara neden oldugu bildirilmistir.

2.2. Albendazol’iin identifikasyonu
Albendazol, veteriner hekimlikte ve beseri hekimlikte helmintlerin neden oldugu
paraziter enfestasyonlarin tedavisinde kullanilan, diisitk dozlarda yiiksek etkinlige ve

genis antelmentik etki spektrumuna sahip benzimidazol tiirevi bir bilesiktir (27, 51).

2.2.1. Albendazol’iin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Albendazol, [5-(propylthio)-1H-benzimidazol-2-yl] benzimidazol karbamik asit
metil esteridir (110, 122). Albendazol’iin kimyasal yapis1 Sekil 2.1.’de gosterilmistir
(21). 4-(propythio)-o-phenylenediamine’in cyanamide-methyl chloroformate veya 1,3-
dicarbomethoxy-S-methylisothiourea ile reaksiyona girmesi sonucu sentezlenmektedir
(121). Kimyasal formiilasyonu C;;H;5N30,S ve molekiiler agirligi 265.34 g/mol’diir
(108). Beyazimsi renkte toz halinde bulunur. Suda, metanolde, kloroformda ve
asetonitrilde cok az, dimetilsiilfoksitte, kuvvetli asit ve bazlarda iyi ¢oziiniir. Erime

noktasi 209 °C’dir (130).
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Sekil 2.1. Albendazol'iin Kimyasal Yapis1 (21)

2.2.2. Albendazol’iin Etki Mekanizmasi
Memelilere oranla parazitlere karsi spesifik ve yiiksek toksisite gosteren
albendazol’tin tubulinlerin mikrotiillere polimerizasyonunu inhibe ederek bir etki

olusturdugu bildirilmistir (3, 121).

Albendazol’iin benzimidazollerin etki mekanizmalarindan biri olan tubulin
polimerizasyonu ile etkilesime girmesi sonucu ig iplik¢igi olusumunu ve mitozu inhibe
etmesinden kaynaklanan bazi1 toksik etkilerinin agiga c¢iktigi saptanmistir (64).
Albendazol’iin 1984 yilinda onkojen (kanserojen) oldugu ileri siiriilmiis olmasina
ragmen; yapilan ¢aligmalarda ilacin onkojenik (kanserojenik) etkiye sahip oldugu heniiz

ispatlanamamistir (108).

2.2.3. Albendazol’iin Farmakokinetigi

Albendazol'in su ve organik ¢oziiciilerdeki c¢oziiniirliigiiniin diisitk olmast
nedeniyle, coziiniirligiindeki ufak degisiklikler emilimini dolayisiyla etkinligini biiyiik
Olciide etkilemektedir (21, 47). Albendazol’iin oral yolla verilmesini takiben hayvan
tiirlerine gore sindirim kanalindan farkli diizeylerde emildigi; yagh gidalarin ve safra
tuzlarinin albendazol’iin emilimini 5 kata kadar arttirdigi bildirilmistir (21, 27, 78).
Albendazol’iin biyotransformasyonunda baglica sitokrom (CYP) P450 ve mikrozomal
flavin monooksijenaz enzimleri rol oynamaktadir (47). Emilimi takiben karacigerde ve
bagirsaklarda hizla ilk gecis etkisiyle siilfid grubu oksidasyona ugrayip albendazol
stilfoksite metabolize olmaktadir (21, 27, 48). Flavin iceren monooksijenazlarin
stilfoksidasyon, sitokroma bagli monooksijenazlarin ise siilfonasyon reaksiyonlarindan
sorumlu olduklar1 bildirilmistir (77). Albendazol’iin organizmadaki metabolik yolaklar
Sekil 2.2.°de gosterilmistir (51). Karacigerde enzimatik biyotransformasyon sonucu
albendazol siilfoksitin (ALBSO) hem (+) hem de (-) enantiomerleri olusmaktadir.
Hepatik flavin monooksijenaz enzimleri genellikle (+) ALBSO, CYP P450 enzimleri ise
(-) ALBSO olusumuna neden olmaktadir (21, 77). Her iki siilfoksit tiirevi oksidasyon

sonucu farmakolojik olarak inaktif olan albendazol siilfon (ALBSO,) metabolitine



okside olurlar ve karbamat grubunun deasetilasyonu sonucu amin sulfona metabolize
olurlar (27, 88). "C radyoaktif isaretli albendazol’iin oral yolla verildikten sonra etkin
metabolit olan albendazol siilfoksitin insanlarda, sicanlarda ve koyunlarda uygulamadan
2-3 saat sonra pik plazma konsantrasyonuna ulastig1 ve yaklasik % 70 oraninda plazma
proteinlerine baglandigi bildirilmistir (13, 21, 130). Plazmada yarilanma omrii 4-15
saattir (13). Metabolitleri idrar, digk1 ve safra yoluyla atilmaktadir (21, 47).
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Sekil 2.2. Albendazol’iin organizmadaki metabolik yolaklar: (51)

2.2.3.1. Albendazol’iin Deney Hayvanlarindaki Farmakokinetigi

Fare ve sicanlarda yapilan deneysel calismalar sonucunda oral yolla verilen
albendazol’iin % 20-30’unun emildigi ve etkin metabolit olan albendazol siilfoksitin
uygulamadan 2-3 saat sonra pik plazma konsantrasyonuna ulastigi saptanmistir (21, 27).
Sicanlarda, insanlardan ve kopeklerden farkli olarak albendazol siilfoksit’in CYP
P450’ye dayali mikrozomal reaksiyon sonucu olustugu, plazmada ALBSO (-)
enantiomerinin ALBSO (+) enantiomerinden daha yiiksek oranda bulundugu ve bu

oranin yaklagik (-)59/(+)41 oldugu bildirilmistir (21, 23, 27, 77).

Albendazol’lin farelerdeki metabolizmasin1 incelemek amaciyla yapilan diger

bir arastirmada, Charles River CD erkek farelere % 1’lik karboksimetilseliiloz icerisinde



siispanse edilmis ve '*C ile isaretlenmis albendazol’iin 13,2 mg/kg c.a. dozunda oral
yolla tek seferde verilmesinden 72 saat sonra idrarda % 20,5’i saptanmustir. Ince tabaka
kromatografisi (TLC) yontemi kullanilarak yapilan analizler sonucu "C ile isaretlenmis
maddenin % 81’inin siilfoksit, G ve E metabolitlerinden geri kalan kismimin asil ilag
olan albendazol, albendazol siilfon, F, I ve J metabolitlerinden olustugu saptanmistir

(64).

Gyurik ve ark. (51) tarafindan yapilan bir ¢alismada ratlara ve farelere '*C
radyoaktif isaretli albendazol 13,25 mg/kg dozda mide tiipii yoluyla uygulanmis ve 24
saat araliklarla hayvanlarin idrarlarn toplanmistir. Uygulanan dozun farelerde ve ratlarda
sirastyla % 28,7 ve 19,5’lniin ilk 24 saat icerisinde siilfoksit ve siilfon metabolitleri
seklinde, % 0,5-1,9 oranlarinda ise idrarla degismemis formda atildig1 saptanmistir.
Buna benzer bir diger calismada disi ve erkek Sprague Dawley sicanlara % 1’lik
karboksimetilseliiloz icerisinde siispanse edilen ve "C isaretli albendazol tek doz
halinde ayn1 dozda gavaj seklinde uygulanmis ve uygulamadan 72 saat sonra idrarda
radyoaktivitenin % 31’1 tespit edilmistir. Bu kismin % 89’unun da siilfoksit, G
metaboliti, 2-aminosiilfon ve E metabolitlerinden olustugu saptanmistir. Ayrica diisitk

diizeylerde asil ilag, siilfon, D, F, H ve J metabolitleri tespit edilmistir (64).

Souhaili-El Amri ve ark. (122) tarafindan albendazol’iin farmakokinetigini
incelemek amaciyla yaplan bir calismada albendazol’iin sulu siispansiyonunun disi ve
erkek Sprague Dawley sicanlara tek doz halinde 10,6 mg/kg c.a. dozunda oral yolla
verilmesini takiben hizla siilfoksit ve siilfon metabolitlerine metabolize oldugu ve 18
saat sonra bu metabolitlerin plazmada cok diisiik seviyelere ulastigi bildirilmistir.
Albendazol’iin erkek sicanlara 10 giin siireyle giinde 10,6 mg/kg c.a. dozda verilimi
sonucunda ise plazmada siilfoksit metabolitinin diisiik diizeyde siilfon metabolitinin
daha yiiksek diizeylerde oldugu saptanmistir. Albendazol’iin karacigerde ilaglar
metabolize eden enzimleri indiikledigi ve bu nedenle albendazol’iin tekrarl
uygulamalarinin  karacigerde siilfoksitin siilfona yikimlanmasini arttirmasindan

enzimlerin sorumlu olabilecegi goriisii ileri siiriilmiistiir.

2.2.3.2. Albendazol’iin Ciftlik Hayvanlarindaki Farmakokinetigi
Ruminantlarda oral yolla verilen albendazol’iin sindirim kanalindan yaklasik %
50’sinin emildigi bildirilmistir. Koyunlarda yapilan ¢alisma sonucunda “c radyoaktif

isaretli albendazol’iin oral yolla verildikten sonra hizla emildigi ve aktif metabolit olan
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ALBSO’in uygulamadan 2-3 saat sonra pik plazma konsantrasyonuna ulastigi

saptanmistir (21, 27).

WHO ve Gida Tarim Orgiitiinden (Food and Agriculture Organisation, FAO)
olusan Gida Katki Maddeleri Uzman Komitesi’nin (Joint of FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives, JECFA) raporlarinda yer alan albendazol’iin sigirlardaki
farmakokinetigini incelemek amaciyla yapilan bir calismada, sigirlara “c radyoaktif
isaretli albendazol tek doz halinde oral yolla 20 mg/kg c.a. dozunda uygulanmis ve
uygulamadan 1-12 giin siire sonra hayvanlar kesilmistir. Bilesigin 1. giinde karacigerde
albendazol, siilfoksit ve siilfon metabolitleri seklinde saptandigi bildirilmistir.
Albendazol’iin 6. giinden itibaren tespit edilemedigi, siilfoksit ve siilfon metabolitlerinin
ise 12. giine dogru 2-aminosiilfon metabolitine doniistigii belirtilmistir. Bobrek
dokusuna yonelik incelemelerde de benzer metabolik profilin oldugu bildirilmistir. Ayn1
raporda yer alan bir diger calismada ise e radyoaktif isaretli albendazol tek doz
halinde oral yolla 20 mg/kg c.a. dozunda uygulanmis ve uygulamadan sonraki 7 giinliik
stirecte radyoaktivitenin % 47’si idrarda saptanmistir. Bu radyoaktivitenin % 70’inin
stilfoksit, siilfon ve 2-aminosiilfon metabolitlerinden olustugu belirlenmistir. Ayrica

diisiik diizeylerde albendazol, B, D, E, G, H ve J metabolitleri saptanmistir (64).

Albendazol’tin  koyunlardaki farmakokinetigine iliskin bir c¢alismada,
albendazol’iin % 2,5’lik formiilasyonu tek doz halinde oral yolla 10 mg/kg c.a. dozda
uygulanmis; albendazol’iin rumenden degismemis formda emildigi, organizmada hizla
yikimlandigi ve plazmada yiiksek diizeyde siilfon metabolitlerine doniistigi
saptanmistir. Albendazol, albendazol siilfoksit ve siilfon metabolitlerinin uygulamadan
sonra abomasumda tespit edilebilir diizeyde oldugu, uygulamadan 96 saat sonra
rumende ve plazmada, 120 saat sonra ise abomasumda saptanamayacak kadar diisitk

diizeylere diistiigii bildirilmistir (64).

Goudah (48) tarafindan koyunlarda ALBSO metabolitinin farmakokinetigini
incelemek amaciyla yapilan bir calismada, i.v. yolla ABZSO uygulanmasindan 10
dakika ve 48 saat sonra plazmada baglica ABZSO ve ALBSO, metabolitleri
saptanmistir. ABZSO (-) enantiomerinin yarilanma omriiniin ABZSO (+) enantiomere
oranla daha kisa oldugu, plazmada (+) ABZSO/(-) ABZSO oraninin baslangicta ayni

oldugu ve zamanla bu oranin arttig1 gozlemlenmistir.
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Delatour ve ark. (23) tarafindan sigir ve koyunlarda ALBSO metabolitinin
enantiomerlerinin dagilimini saptamak amaciyla yapilan ¢alismada; ALBSO’in (+):(-)
enantiomerlerinin oran1 koyunlarda yiizde 91:9, sigirlarda ise 96:4 olarak saptanmistir.
Arastiricilar her iki enantiomerin tiire 6zgii spesifikliginin muhtemelen flavin adenozin

diniikleotid ve CYP P450 enzimatik sistemlerine dayali oldugu sonucuna varmislardir.

Sigirlarin koyunlara oranla oksidatif metabolik kapasitesinin daha yiiksek olmasi
sigirlarda daha fazla oranda okside albendazol siilfon metabolitlerinin olusumuna neden
oldugu bildirilmistir. Albendazol koyunlara terapotik dozda tek seferde verildiginde
plazmada siilfoksit metabolitinin siilfon metabolitine oranla daha fazla oranda
bulundugu bununla birlikte; yavas salimmli sistem seklinde uygulandiginda ise siilfon
metabolitinin daha yiiksek diizeyde oldugu goriilmiis; sigirlarda ise tam tersi seklinde
tek seferde uygulandiginda siilfon metabolitinin, yavas salimmli sistem seklinde
uygulandiginda ise siilfoksit metabolitinin daha yiiksek diizeyde oldugu saptandigi
belirtilmigtir. Albendazol’lin tiirler arasindaki farmakokinetiginin farkli olmasi1 ve
ozellikle antelmentik etkiden sorumlu siilfoksit metabolitinin sigir ve koyunlar arasinda
farklilik gostermesi albendazol’iin sigirlarda koyunlara oranla daha yiiksek dozda

kullanimina aciklama getirdigi goriisii belirtilmistir (88).

Gyurik ve ark. (51) tarafindan sigir ve koyunlarda albendazol’iin
farmakokinetigine iliskin farklihg incelemek amaciyla yapilan ¢alismada, '*C isaretli
albendazol sigirlara 20 mg/kg ve koyunlara 10 mg/kg dozlarda oral yolla uygulanmis ve
72 saat siireyle idrarlart toplanarak metabolitleri incelenmistir. Uygulanan dozun
sigirlarda ve koyunlarda sirasiyla % 59,1 ve 54,3’liniin ilk 72 saat igerisinde idrarla
atildigr saptanmustir. Sigir ve koyunlarin idrarlarinda fare ve ratlarinkinden farkli olarak
methyl [6-hydroxy-5-(propylsulfonyl)-1H-benzimidazol-2-yl] karbamat ve 1-Methyl-6-

(propylsulfonyl)-1H-benzimidazol-2-amin metaboliti saptanmistir.

2.2.3.3. Albendazol’iin insanlardaki Farmakokinetigi

Albendazol’iin insanlardaki metabolizmasini incelemeye yonelik yapilan
calismalarda, albendazol’iin hayvanlardaki metabolizmas1 ile benzerlik gosterdigi
saptanmistir. Oral yolla emiliminin yaklasik %1 dolayinda oldugu, albendazol’iin yagh
maddelerle birlikte alindiginda emiliminin ortalama 4,5 kat daha fazla oldugu
bildirilmistir (47, 78, 137). Gottschall ve ark.’larinin (47) belirttigi {izere, saglikli ve kist

hidatidli hastalara uygulanan albendazol’iin plazma, idrar, safra ve kist sivisindaki
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baslica metabolitinin ALBSO oldugu; karacigerde hizla ilk gecis etkisine ugradiktan
sonra CYP P450 1A1 ve 3A4 enzimleri tarafindan ALBSO’e metabolize edildigi ve
plazmada ALBSO (+) enantiomer metabolitinin (-) enantiomer metabolitine gore daha

yiiksek oranda bulundugu [(+)80/(-)20] bildirilmistir.

Diinya Saglik Orgiitii raporlarinda saglikli bireylerde albendazol’iin 400 mg’lik
tek dozunun oral yolla uygulanmasi sonucu plazmada 2,4 saat sonra siilfoksit
metabolitinin kanda pik konsantrasyona ulagtigi ve yarilanma omriiniin uzun (8-12 saat)
oldugu; uygulamadan sonraki 24 saat icinde toplanan idrarda siilfoksit, siilfon
metabolitleri ile bunlarin amino tiirevlerinin, B, E ve G metabolitlerinin bulundugu

bildirilmistir (64, 137).

2.2.4. Albendazol’iin Veteriner Hekimlikte Kullanim Alanlar:

Albendazol, ciftlik ve pet hayvanlarinda genis etki spektrumu, giiclii etkisi ve
giivenilir nitelikte olmasi nedeniyle sestod, nematod ve trematodlarin neden oldugu
sindirim kanal1 paraziter enfestasyonlarinin tedavisinde yaygin bicimde kullanilir (14,
27, 79, 88). Ozellikle ruminantlarda Ostertagia ostertagi, Haemonchus spp.,
Trichostrongylus spp., Nematodius spp., Cooperia spp., Bunostomum phlebotomum,
Fasciola hepatica (erigkin) ve Moniezia spp. endoparazitlerine kars1 etkilidir (108).
Genellikle sindirim kanali enfestasyonlarina kars1 5-7,5 mg/kg c.a. dozda ve Fasiolazis

enfestasyonunda ise 7,5-10 mg/kg c.a. dozda oral yolla kullanilir (14, 27, 88).

Albendazol’iin sestodlara etkinligi:

Sigir-koyun: Albendazol koyunlarda Moniezia spp.’ye karst 10 mg/kg dozda ve
sigirlarda Taenia saginata’ya kars1 45-50 mg/kg dozda yiiksek etkinlik gostermektedir.
Yapilan arastirmalarda dogal yolla M. expansa ve M. benedeni ile enfekte olan
koyunlarda albendazol’iin 10-20 mg/kg dozda uygulanmasi sonucu parazitlerin %
100’ iiniin elimine edildigi bildirilmistir (121).

Kopek: Kopeklerde seyrek olarak karsilasilan Mesocestoides corti sestodlarina karsi
etkinlikleri yiiksektir; 12 saat arayla ve 2 giin siireyle 50 mg/kg veya tek seferde 100
mg/kg dozda kullanilir (66, 121).

Albendazol’iin nematodlara etkinligi:

Sigir: Bunostomum phlebotomum’a karst 2,5-5 mg/kg dozda uygulanmasi sonucu

parazitlerin % 98-99’unun elimine edildigi bildirilmistir. Sigir ve koyunlara 3,8-7,5
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mg/kg dozda uygulandifinda ise akciger kurtlar1 Dictylocaulus viviparus ve D.
filaria’ya karst % 96-100 etkin oldugu bildirilmistir (121).

Kopek: Ancylostoma caninum’a karsi 3 giin siireyle 50 mg/kg’lik dozunun yiiksek
etkinlik gosterdigi saptanmistir. Oral yolla uygulanan 15 mg/kg’lik dozunun ise
Toxocara canis’in % 70’ini elimine ettigi bildirilmistir (121). Ayrica akciger kurdu
Filaroides hirthi’ye karst 25-50 mg/kg dozda etkin oldugu saptanmistir (108, 121).
Albendazol’iin trematodlara etkinligi: Benzimidazol antelmentikler, trematodlara
kars1 nematodlara ve sestodlara oranla daha zayif etkinlik gosterirler. Buna karsin
albendazol’iin farkli trematod tiirlerine kars1 6ldiiriicii etkiye sahip oldugu bildirilmistir
(121).

Sigir-Koyun: Albendazol’iin koyun, kuzu ve sigirlara 5,7-45 mg/kg canh agirlik doz
araliginda uygulandiginda eriskin Fasciola hepatica’ya karst % 92-100 oraninda etkin
oldugu belirlenmistir. Koyunlarda 10 mg/kg dozda olgun F.hepatica’lara karst % 99
olgun olmayanlara ise sadece % 25 dolayinda oraninda etkili oldugu; olgun olmayanlara
kars1 % 75 diizeyinde etkinlik olusturmak icinse 50 mg/kg dozda verilmesi gerektigi
bildirilmistir (66).

Kedi-Kopek: Paragonimus kellicotti ile enfekte kedi ve kopeklere 2-3 hafta siireyle 50-
100 mg/kg dozunda oral yolla uygulanmasi sonucu diski ile parazit yamurtasi atiliminin

durdugu bildirilmistir (108, 121).

2.2.5. Albendazol’iin Gidalardaki Kalintis
Albendazol ve 2-amino-benzimidazol siilfon seklinde olgiilen metabolitlerinin
Avrupa Ilag Ajans1 (EMEA) tarafindan gidalarda bulunmasina izin verilen maksimum

kalint1 diizeyi Tablo 2.1.”de gosterilmistir (27).

Tablo 2-1 Albendazol'iin gidalarda bulunmasina izin verilen maksimum kalint1 diizeyi

Etken Rezidii Hayvan Maksimum  Hedef Doku
Madde Tiirii Kalint1 Diizeyi
Albendazol Albendazol ve Sigir, Koyun 100 pg/kg Kas, yag, siit
2-amino-benzimidazol 500 pg/kg Bobrek
siilfon seklinde 1000 pg/kg Karaciger

oOlciilen metabolitleri
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Albendazol’iin oral yolla uygulanmasinin takiben rezidiilerin en uzun siire ve en
fazla miktarda karacigerde bulundugu, sigirlarda ve koyunlarda uygulamadan 24 saat
sonra ekstrakte edilebilir rezidiilerin kaslarda % 80-100’tuntin albendazol siilfoksit,

albendazol siilfon ve 2-amino-siilfon metabolitlerinden olustugu bildirilmistir (27).

EMEA raporunda albendazol’iin sigirlarda oral yolla uygulanmasi sonucu
gidalardaki kalint1 miktarin1 saptamak amaciyla yapildigi belirtilen bir caligmada, e
igaretli albendazol’iin 15 mg/kg c.a. dozda uygulanmasim takiben toplam rezidiilerin 4
giin sonra karacigerde 6 mg/kg’a, 20 giin sonra 1,2 mg/kg’a diistiigii bildirilmistir.
Karacigerden sonra en fazla oranda kalint1 iceren dokunun bobrek oldugu, kas dokuda
ve yagda daha diisiik diizeylerde bulundugu belirlenmistir. Oral yolla uygulanan
albendazol’iin (15 mg/kg c.a.) 1. giinde kas dokuda 5 mg/kg’a, 4. giinde 64 pg/kg’a, 20.
giinde 20 pg/kg’a distiigii bildirilmistir. Siitteki toplam rezidii diizeyine iliskin
incelemede siitteki toplam rezidii diizeyinin 11 saat sonra 5000 pg/kg, 35 saat sonra 640
pg/kg ve 72 saat sonra 35 ng/kg diizeyinde oldugu saptanmistir. Koyunlara yonelik ayni
dozda yapilan uygulamalarda ise tespit edilen rezidii diizeyinin sigirlarinki ile benzerlik

gosterdigi bildirilmistir (27).

2.2.6. Albendazol’iin Toksisitesi

2.2.6.1. Albendazol’iin Akut Toksisitesi
EMEA raporlarinda, albendazol’iin insanlarda laboratuvar veya ¢iftlik
hayvanlarina oranla sindirim kanalindan emiliminin az (~ % 1) olmasi nedeniyle

toksisitesinin de diisiik olabilecegi bildirilmistir (27).

Oral yolla verilen albendazol’iin fare, sican, hamster, kobay ve tavsanda akut
toksisitesinin diisiik oldugu bildirilmistir. Albendazol’iin laboratuvar hayvanlarindaki
akut toksisitesine iligkin degerler Tablo 2.2’de verilmistir (64). Albendazol’iin farelerde,
sicanlarda ve kopeklerde yapilan tekrarh oral doz ¢alismalar1 sonucu baslica toksik
etkisinin hepatotoksisite ve testikiiler toksisite oldugu saptanmistir. Siganlara ciftlesme,
gebelik ve dogum sonrasi periyodu kapsayan 60 giin ve dogan yavrulara 24 ay siiresince
oral yolla giinde 7 mg/kg c.a. dozunda albendazol uygulanmasi sonucu EMEA
tarafindan gozlemlenebilir etkinin olusmadigi diizey (NOEL) 7 mg/kg/c.a./glin olarak
belirlenmistir (27).
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JECFA raporlarinda gosterilen albendazol’iin kisa siireli toksisitesini saptamaya
yonelik laboratuvar hayvanlarinda yapilan iki farkli calismada, albendazol’iin 400
mg/kg c.a./giin’liikk dozunun farelerde yem tiiketiminde azalmaya, 800 mg/kg ve daha
yilksek dozlarinin ise hayvanlarin kan parametrelerinde diisiise neden oldugu
bildirilmistir. Otopsi incelemelerinde 40 mg/kg c.a./giin ve daha iizeri dozlarinin
farelerin karaciger agirliklarinda artis meydana getirdigi bildirilmistir. Diger ¢alismada
ise albendazol’iin 48 mg/kg c.a./glin’lik dozunun siganlarda kilo aliminda azalmaya ve
kan parametrelerinde diisiise, 168 mg/kg c.a./glin’liikk dozunun ise kilo kaybina neden
oldugu bildirilmistir. Otopsi incelemelerinde adrenal bezde biiyiime, testislerde
yumusama ve Kkiiciilme saptanmistir. Aym raporlarda yer alan albendazol’iin
kopeklerdeki akut toksisitesini belirlemeye yoOnelik yapilan bir arastirmada,
albendazol’iin 48 ve 168 mg/kg c.a./giin’liikk dozlarimin baz1 hayvanlarda diyare, kusma,
ritm bozuklugu ve 6liime neden oldugu saptanmistir. 16 mg/kg c.a./giin ve daha iizeri
dozlarinin hayvanlarda kilo aliminda azalmaya ve 48 mg/kg c.a./giin ve daha iizerindeki
dozlarinin ise hayvanlarin yem tiiketiminde azalmaya neden oldugu bildirilmistir.
Albendazol’iin 48 mg/kg c.a. ve 168 mg/kg c.a. dozlarinin ise 16kosit sayisinda diisiise

ve testislerde kiiciilmeye yolagtigi saptanmistir (64).

Tablo 2-2 Albendazol'iin Akut Toksisitesi

Tir Cinsiyet Tasit Madde LDsy (mg/kg canh agirhk)
Fare Erkek % 0,75 methocel 3000 iizerinde
Rat Disi ve erkek % 2 tragacanth 1320
Rat Disi ve erkek % 1 methocel 2400
Hamster Disi ve erkek % 2 tragacanth 10000 tizerinde
Kobay Disi ve erkek % 2 tragacanth 900
Tavsan Disi ve erkek % 2 tragacanth 500-1250

2.2.6.2. Albendazol’iin Kronik Toksisitesi ve Karsinojenisitesi
WHO ve JECFA raporlarinda belirtilen albendazol’in kronik toksisitesini
saptamaya yonelik 25 ay siireyle yapilan bir ¢alismada, albendazol’tin 400 mg/kg’lik

dozunun farelerde eritrosit ve 16kosit degerlerinde diisiise, trombosit degerlerinde artisa
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ve katarakt olusumuna neden oldugu bildirilmistir. 100 ve 400 mg/kg’lik dozlarinin
karacigerde kiiciilmeye neden oldugu saptanmistir. Tiimor olusumu incelendiginde ise

endometriyal poliplerin insidensinde artis saptandigi bildirilmistir (64, 137).

JECFA raporlarinda yer alan diger bir ¢alismada Sprague Dawley CD sicanlar
ciftlesme, gebelik ve dogum sonras1 donemlerini kapsayan 60 giin siireyle O, 1, 2, 5, ve
5 mg/kg c.a./giin dozunda ve dogan yavrular 28 ay siireyle 0, 3, 5, 7 ve 20 mg/kg
c.a./glin dozunda albendazol iceren yemlerle beslenmistir. Gebe hayvanlarda
uygulamaya bagli herhangi bir etki gozlemlenmedigi, dogan yavrulardan 20 mg/kg
dozda albendazol uygulanan erkek sicanlarda 24 ay sonra 6liim oraninda artis meydana
geldigi, hematolojik degerlerden 16kosit ve notrofil sayilarinda diisiis ve disi farelerde
serum kolesterol diizeylerinde artis meydana geldigi bildirilmistir. Histopatolojik
incelemede 20 mg/kg albendazol verilen gruptaki sicanlarda farelerdekine benzer
sekilde testislerde yumusama, karacigerde atrofi ve yaglanma gozlemlendigi, timor
olusumu yoniinden incelendiginde kontrol gruplarina gére endometriyal/servikal timor
ve deride histokistik sarkoma insidenslerinde artis saptandigi, istatiksel acidan
degerlendirilmesi sonucunda meydana gelen bu artisin 6nemli bulunmadigi ifade

edilmistir (64).

2.2.6.3. Albendazol’iin Teratojenik Etkisi

EMEA raporlarina ve fare, sican, tavsan ve koyunlarda yapilan caligmalara gore
albendazol’iin teratojenik etkili oldugu bildirilmistir (27, 88, 138). Plazmadaki
albendazol siilfoksit konsantrasyonu ile teratojenez arasindaki iliski Tablo 2.3.’te

gosterilmistir (64).

Capece ve ark. (15, 16) tarafindan sicanlarda ve koyunlarda yapilan ¢aligmalar
sonucunda albendazol ve metabolitlerinin plasentayr gecgip fotusa ulasarak dogan

yavrularda malformasyonlara neden oldugu bildirilmistir.

Tibbi iiriinlerin veteriner hekimlikte kullanimi komitesi (CVMP) 1992 yilinda
sicanlarda veya tavsanlarda teratojenik etkinin olugmadigi diizeyi 5 mg/kg c.a./giin
gebelikte albendazol icin kabul edilebilir giinliik alim degerini (ADI) 0,005 mg/kg c.a.
olarak belirlemistir (27).

JECFA raporunda belirtilen albendazol’iin teratojenik etkisini arastirmaya

yonelik yapilan bir ¢caligmada, Charles River CD-1 farelere albendazol 0, 2, 5, 10 ve 30
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mg/kg c.a./giin dozunda gebeligin 6-15 giinlerinde uygulanmis ve fareler gebeligin 18.
giiniinde oOldiiriilmiistiir. Yapilan otopside belirgin bir maternal toksisite bulgusuna
rastlanmadig1 veya fotal agirlik, iskelet ve fotus geligimi iizerine herhangi bir etkisinin
goriilmedigi bildirilmistir (64).

Teruel ve ark. (125) tarafindan yapilan bir arastirmada, sicanlara gebeligin 6-15
giinlerinde 10 mg/kg’a c.a./glin kadar olan dozlarda albendazol verilmesinin si¢anlarin
gelisiminde herhangi bir etkiye neden olmadigi buna karsin 20-30 mg/kg c.a./giin
dozlarinin fotal oOliimlere, kemiklesme bozukluklarina, iskelet anomalilerine ve

malformasyonlara neden oldugu bildirilmistir.

Albendazol’iin tavsanlardaki teratojenik etkisini arastirmaya yonelik JECFA
raporunda bildirilen bir calismada, albendazol’iin 10 mg/kg c.a./glin dozunun maternal
mortalitede artisa ve implantasyon sayisinda azalmaya, 10 ve 30 mg/kg c.a./giin
dozlarinin ise fotus biyiikliigiinde ve agirliginda diisiise neden oldugu belirtilmistir.
Aymi raporda albendazol’iin 20 mg/kg c.a. dozunun koyunlarda prematiire dogumlara
neden oldugu bildirilmistir (64). Woodward (138) tarafindan bildirilen, ineklerde
yapilan bir arastirmada ise albendazol oral yolla 30 mg/kg c.a. dozunda gebeligin 5-33,
35. ve 39. haftalarinda uygulanmis ve albendazol’iin koyunlardakinin aksine gebe
hayvanlarda ve dogan yavrularda herhangi bir olumsuz etkiye neden olmadigi

saptanmugtir.

Tablo 2-3 Plazmadaki albendazol siilfoksit konsantrasyonu ile teratojenez arasindaki iliski

Albendazol Dozu  Pik plazma albendazol

Tar (mg/kg c.a.) konsantrasyonu (mg/ml) Teratojenik
Koyun 10 2,50 Evet

Sigir 10 0,57 (ama enﬁlla?i]}lfi)toksik)
Tavsan 30 8,82 Evet

Sigcan 10 6,6 Evet

Fare 30 bilinmiyor Hayir

Insan 400 mg/kisi 0,16 Hayir
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2.2.6.4. Albendazol’iin Reprodiiktif Etkileri

EMEA raporlarinda gebelik sirasinda albendazol uygulanan sicanlarin dogum
sonrast laktasyon periyodundaki yavrularinin yasama ve biiylime oranlarinda diisiis
meydana geldigi bildirilmis ve gebelikte etkisiz diizey 5,8 mg/kg c.a./glin olarak
belirtilmistir (27).

JECFA raporlarinda belirtilen albendazol’iin reprodiiktif etkilerini belirlemek
amaciyla yapilan bir arastirmada Long Evans sicanlara (12 erkek ve 20 disi) 0, 30, 75 ve
150 mg/kg/yem dozda albendazol yem igerisinde 3 jenerasyon boyunca ¢iftlesmeden 64
giin once verilmis ve viicut agirligl, yem tiikketimi, ciftlesme, fertilite, gebelik orani,
gebelik siiresi, yavru biiylikliigii ve agirligi tizerine herhangi bir etkisi saptanamamuistir.
Laktasyon siiresince sadece 150 mg/kg doz grubundaki F; ve F, yavrularin yasama
oraninda ve kilo aliminda hafif dereceli bir azalma oldugu goriilmiistiir. Ayn1 raporda
belirtilen benzer bir calismada her bir grupta 20 adet Sprague Dawley bulunan erkek
sicana, uygulama yapilmamis disi siganlarla ¢iftlesmeden 60 giin once O, 1, 10 ve 30
mg/kg c.a./giin dozunda albendazol oral yolla uygulanmis ve 30 mg/kg grubunda 4
sicanda Oliim, kilo aliminda azalma, kanli burun akintisi, testislerde kiiciilme ve

hipoplazi goriilmesine ragmen fertilite yeteneginin etkilenmedigi bildirilmistir (64).

2.2.7. Benzimidazol Tiirevlerinin ve Albendazol’iin Genotoksisitesi
Benzimidazollerin ilk baglarda yaygin bir sekilde sistemik fungisit olarak
kullanilmalar1 ve niikleik asit metabolizmasinda biyolojik etkilere sahip olmalar1 bu

bilesiklerin mutajenik 6zelliklerini arastirmay1 gerekli kilmistir (117).

Benomly’in etkin tiirevi olan benzimidazol-2-karbamik asit metil esterinin
(BCM) fungitoksisitesinin DNA sentezi ile etkilesime girmesine bagli olarak olustugu
bildirilmistir. Bu noktadan hareketle Seiler (117) tarafindan yapilan arastirmada
benzimidazol ve bir¢ok tiirevinin bakteriyel genotoksisite testlerinden Ames testinde
Salmonella typhimurium’un his G 46 ve TA 1530 suslarinda mutasyona neden oldugu
saptanmistir. Yapilan analizlerde mutajenik etki seklinin baz eklenmesi, baz ¢ikmasi
veya parcga degisimi seklinde olmadigi; DNA molekiiliinde meydana gelen baz degisimi
seklinde olustugu saptanmistir. Bu durum, benzimidazollerin bakterilerdeki etki
mekanizmasina bagli olarak; benzimidazollerin bakterilerin niikleik asitleri ile
birlesmesinin baz degisimine ve mutasyonlara neden oldugu seklinde aciklanmistir.

Seiler (118) tarafindan in vivo genotoksisite testlerinden in vivo mikroniikleus testinde
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farkli bir benzimidazol tiirevi olan metil 2-benzimidazolkarbamat (MBC) kullanilarak
yapilan bir ¢alismada MBC’in kontrol grubuna gore fare kemik iligi hiicrelerinde
mikroniikleus sayisinda 6nemli bir artis meydana getirdigi bildirilmistir. MBC’1n ig
zehiri gibi etki gostermesinin nedeni olarak yapisinda bulunan karbamat grubunun
mikrotiibiiler proteinlerle etkilesime girmesi gosterilmistir. Bu etkilesimin mikro-
fibriller ig iplikcikleri olusumunu bozarak mitotik gecikme, kromozomlarda ayrilmama

ve diger mitotik bozukluklara neden oldugu bildirilmistir.

Barale ve ark. (10) benzimidazol tiirevlerinden MBC’in kemik iligi
hiicrelerindeki etkisinin diisiik diizeyde olmasia ragmen mikroniiklei olusumunu ve
hiperdiploidi ve poliploidiyi indiikledigini; metil tiofanatin’da benomyl ve MBC’tan
daha diisiik diizeyde etki olusturdugunu bildirmistir. Arastiricilar fare kemik iliginde
mikroniikleus 6l¢iimiiniin andjenik etkilerin yani kromozomlarda meydana gelen sayisal

bozukluklarin 6nemli bir géstergesi oldugu sonucuna varmiglardir.

Seiler (119) tarafindan benzimidazol tiirevlerinin fare ve Chinese hamsterlarin
kemik iligindeki sitogenetik etkilerini incelemek amaciyla yapilan in vivo mikroniikleus
testi sonucunda MBC’m farelerde mutajenik etki gosterdigi bildirilmistir. Olusan
mutajenik etkiyi karakterize etmek amaciyla Chinese hamster kemik iligi hiicreleri
kullanilarak yapilan kromozom analizleri sonucunda da kromozomlarda mitotik sekil
bozukluklarinin saptandig belirtilmistir. MBC’1n ig iplik¢igi olusumu veya ig iplikcigi
fonksiyonlar1 ile etkilesip, mitotik islemleri inhibe ederek mikroniiklei olusumuna

neden oldugu ileri siiriilmiistiir.

Ahmed ve Othman (2) tarafindan insanlarda ve ciftlik hayvanlarinda fasiolazisin
tedavisinde kullanilan benzimidazol tiirevi triklabendazol’iin lenfosit hiicre
kiiltiirlerindeki klastojenik etkisini arastirmak amaciyla yapilan bir ¢aligmada, kiiltiirlere
25, 50 ve 100ug/ml triklabendazol ilave edilmis ve kromozom aberasyon, kardes
kromatid degisimi ve mikroniikleus gibi sitogenetik parametreler incelenmistir. Tiim
uygulama gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda uygulama gruplarinda her 3
parametrede kontrol grubuna gore doza bagimli bir sekilde artisin meydana geldigi

saptanmugtir.

JECFA raporunda bir benzimidazol tiirevi olan albendazol’iin bakteriyel in vitro
genotoksisite testlerinde; S. typhimurium’un TA1535, TA1537, TA1538, TA9S, TA100

suslar1 kullanilarak ve 1-10000 pg albendazol/plaka konsantrasyonunda uygulanan
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Ames testinde ve ayn1 bakterinin TA97a, TA98, TA100, TA102 suslar kullanilarak ve
0,5-1000 pug ALB/plaka konsantrasyonunda uygulanan sican karaciger S-9 metabolik
aktivasyonlu ve aktivasyonsuz Ames testinde negatif sonu¢ verdigi bildirilmistir. Ayni
raporda in vitro hiicre kiiltiirii genotoksisite testlerinden Chinese hamster ovaryum
(CHO) hiicreleri kullanilarak yapilan kromozom aberasyon testinde 0.047-1.5ug/ml
konsantrasyonunda uygulanan ve BALB/3T3 fare hiicreleri kullamilarak yapilan
transformasyon testinde 10-100 pg/ml konsantrasyonunda uygulanan albendazol’iin

negatif sonug¢ verdigi bildirilmistir (64).

Albendazol’iin  genotoksisitesinin genel olarak degerlendirildigi EMEA
raporlarinda albendazol’iin S. typhimurium’un TA1530, TA1532, TA1534, TA1537,
TA98, TA100, LT2 his ve G46 suslar1 kullanilarak yapilan bakteriyel mutasyon
testlerinde negatif, CHO hiicrelerinde yapilan in vitro kromozom aberasyon testinde
negatif yani metafaz analizinde klastojenite olusturmadigt ve BALB/3T3 fare
hiicelerinde in vitro hiicre transformasyon testinde negatif sonuc¢ verdigi belirtilirken;
formiile edilmis bir iirlinde yapilan in vivo fare kemik iligi mikroniikleus testinde
albendazol’iin pozitif sonu¢ verdigi ve bu sonucun albendazol’iin in vivo somatik hiicre
mutajeni olduguna isaret ettigi bildirilmisti. EMEA tarafindan albendazol’iin
mutajenite testlerinin sonuglarinin in vivo andjenler yani kromozomlarda sayisal

bozukluga yol acan ajanlar ile benzerlik gosterdigi belirtilmistir (27).

Yapilan arastirmalarda benzimidazol tiirevi antiparazitik ilaclarin mitotik ig
iplik¢igi zehiri olarak etki gostermesinin bu ilaca maruz kalan insanlarda anoploidi
indiiksiyonu acisindan potansiyel risk teskil ettigi bildirilmistir. Albendazol tarafindan
tubulin polimerizasyonunun inhibisyonu sonucu mikrotubul olusumunun bozulmasinin
anoploid hiicrelerin olusumunda rol oynayan mekanizma olan kromozomlarda
ayrilmama (non-disjunction) gibi kromozomal bozukluklarda artisa neden oldugu
bildirilmistir. Ramirez ve ark. (113) tarafindan albendazol ve aktif metaboliti
ALBSO’in insan lenfosit hiicre kiiltiirlerinde kromozomlarda ayrilmamaya neden olup
olmadigin1 saptamak amaciyla yapilan bir calismada, tedavi uygulanmis hastalarin
serumlarindaki albendazol konsantrasyonuyla aym konsantrasyonda hiicre kiiltiirlerine
albendazol ve ALBSO ilave edilmis ve sonucta her iki bilesigin kromozomlarda
ayrilmamaya neden oldugu saptanmistir. Ramirez ve ark. (112) tarafindan yapilan bir

diger arastirmada kromozomlarda hasara neden olan ajanlarin erken biyolojik etkilerinin
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belirlenmesinde en yaygin olarak kullanilan sitogenetik parametreler arasinda yer alan
mikronuklei insidensini saptamak amaciyla insan lenfosit hiicre kiiltiiriinde in vitro
mikroniikleus testi uygulanmistir. Calismada kiiltiir ortamina 1 pM ve daha yiiksek
konsantrasyonlarda albendazol ilave edildiginde mikroniiklei insidensinin Gnemli
derecede arttigt buna karsin ALBSO’in sadece 10-100 pM gibi en yiiksek
konsantrasyonlarda mikronuklei olusumuna neden oldugu ALBSO;’un ise mikroniiklei
insidensinde herhangi bir degisiklige neden olmadigr saptanmigtir. Calisma sonucunda
albendazoliin genotoksik etkisinden albendazol ve albendazol siilfoksit metabolitinin

sorumlu oldugu goriisiine varmislardir.

Altintas ve ark. (4) tarafindan albendazol’iin potansiyel bir mutajen olup
olmadiginin aydinlatilmasi amaciyla yapilan bir arastirmada, karaciger kist hidatigi
tanis1 konmus 13 kadin ve 8 erkek olmak iizere toplam 21 hastaya in vitro genotoksisite
testlerinden kardes kromatid degisim (SCE) testi uygulanmigtir. Hastalara operasyon
Oncesi ve sonrasi kemoterapi amacl albendazol verilmis, ameliyat éncesi ve sonrasinda
periferal kan oOrnekleri alinarak Kkiiltiir ortaminda albendazol uygulanan hastalarin
kromozomlarinda genotoksisite parametrelerinden SCE frekanst arastirilmistir. Hiicre
DNA’s1 genotoksik ajanlar tarafindan zarar gordiigiinde SCE frekansinin arttig
bildirilmistir. Buna bagli olarak albendazol uygulanan karaciger kist hidatidli 21
hastanin albendazol uygulanmayan kontrol grubu ile karsilastiriimasi sonucunda SCE
frekansinda artis meydana geldigi saptanmis (p<0.05) ve arastiricilar albendazol’iin

muhtemel bir mutajen olabilecegini bildirmislerdir.

Oztas ve ark. (105) tarafindan insan lenfositlerinde albendazol’iin in vivo
genotoksik etkisini arastirmak amaciyla yapilan bir calismada; yaslar1 6-13 arasinda
degisen karaciger kist hidatidli cocuk hastalarda albendazol ile tedavi oncesi ve tedavi
sonrasi kardes kromatid degisimi ve mikroniikleus frekansi Olciilmiis ve tiim hastalarda
albendazol ile tedavi sonrasinda tedavi 6ncesine gore SCE ve mikroniikleus frekansinda
Oonemli bir artis (p<0.001) meydana geldigi saptanmistir. Arastiricilar elde edilen
sonuclara gore albendazol’iin insan lenfositlerinde in vivo genotoksik olabilecegi fikrini

ileri stirmiiglerdir.

Pourgholami ve ark. (110) tarafindan yapilan bir ¢alismada; albendazol insan,
sican ve fare hepatoseliiler karsinoma (HCC) hiicre kiiltiirlerinde ve in vivo olarak

deneysel HCC olusturulmus farelerde test edilmis ve albendazol’iin kanser hiicrelerinin
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biiytimesini in vitro ve in vivo olarak baskiladig: bildirilmistir. Albendazol’iin 100 nM
ve 1000 nM konsantrasyonlarinin tiim tiimor hiicre serilerinde hiicre proliferasyonunu
% 80’den fazla oranda inhibe ettigi gbzlemlenmis ve hiicre siklusu analiz edildiginde
doza bagh olarak albendazol’iin SKHEP-1 kanser hiicrelerini 250 nM konsantrasyonda
hiicre siklusunun GO-G1 fazlarinda ve 1000 nM konsantrasyonda G2-M fazlarinda
durdurdugu saptanmistir. Derialti yolla SKHEP-1 kanser hiicresi inokule edilen
farelerde 20 giin siireyle oral yolla 300 mg/kg/giin dozda albendazol uygulanmasi
sonucu tiimor bilylimesinin baskilandig: saptanmistir. Tiimorlerin immunohistokimyasal
analiz sonucu albendazol uygulanmayan kontrol grubu ile karsilastinldiginda
albendazol uygulanan gruptaki tiimorlerin biiylime fraksiyonunun kontrol grubuna gore
daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Aym arastiricilar (109) tarafindan yapilan benzer bir
arastirmada albendazol’iin in vitro ve in vivo insan kolon-rektum kanser hiicre serisi
HT-29’a kars1t antitimor etki gosterdigi ve albendazol’iin fizikokimyasal ve
farmakokinetik 6zelliklerinin albendazol’e peritonel karsinomatozisin  bolgesel
tedavisinde kullanilabilme 6zelligi kazandirdig: bildirilmistir. Albendazol’iin antitiimor
etki mekanizmasina iligkin yapilan ¢alismalar, albendazol’iin HT-29 kanser hiicrelerinin
hiicre siklusunu G2/M fazinda durdurdugunu gostermistir. Ayica 6 hafta siiresince 150
mg/kg dozda karmigi yolla uygulanan albendazol’iin kolon-rektum kaynakli karin

tiimorlerinin bilyiimesini baskiladigi saptanmistir.

Albendazol’tin biyotransformasyonu sonucu olusan ve antelmentik etkiden
sorumlu metabolitine iliskin EMEA raporlarinda ALBSO’in in vivo fare kemik iligi
testinde pozitif sonug verdigi belirtilmistir. Maya testinde ise ALBSO’in andjenik etki
giicline sahip oldugu gosterilmis ve bu durumun ALBSO’in tubulinlere in vitro
baglanma yetenegine sahip oldugu ispatlanarak dogrulandigi ifade edilmistir.
Albendazol’iin CHO hiicrelerinin in vitro metafaz analizinde negatif sonug¢ verdigi goz
oniine alindiginda ALBSO’inde klastojenik giice sahip olmadiginin varsayilabilecegi
bildirilmistir. Bununla birlikte EMEA raporlarinda ALBSO’in mutajenitesi iizerine
yapilan testlerin sonug¢larina dayanarak ALBSO’in in vivo somatik hiicrelerde andjenik

etkiye sahip oldugu belirtilmistir (26).

Sonug olarak; albendazole iliskin raporlardan ve yapilan calismalardan elde
edilen verilere gore albendazol’iin etki mekanizmasina bagl olarak in vivo somatik

hiicre mutajeni olabilecegi fikri ileri siiriilebilir.
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2.3. Askorbik Asit

2.3.1. Askorbik Asit identifikasyonu, Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Askorbik asit (C vitamini) 1928 yilinda Albert Szent-Gyorgyi tarafindan
kesfedilmistir (120). 3-keto-L-glukofuranolaktonun enolik formudur (94), o ve B karbon
atomlan arasinda cift bag ve asit iyonize edici grup icerir (120). Kimyasal yapis1 L-
threo-2,3,4,5,6-pentahydroxy-1-hexenoic acid-4-lactone, kimyasal formiilii C¢HgOg ve
molekiiler agirhigi 176,13 g/mol’diir (63). Suda iyi ¢oziinen beyaz kristalize toz halinde
bulunur (52). 190-192 °C’de yikimlanir. Sudaki ¢oziiniirliigii 20 °C’de 33 g/100 ml’dir.
Sudaki pH degeri 2.4-2.8’dir. Aerobik kosullarda 5 giin sonra % 97’si 15 giin sonra %
100’6 yikimlanmaktadir (63).

2.3.2. Askorbik Asit’in Organizmadaki Metabolizmasi ve Biyolojik Fonksiyonlari

Askorbik asit pKa degerleri 4.25 ve 11.8 olan iyonize olabilen 2 gruba sahiptir.
Bu nedenle mide sivis1 hari¢ tiim viicut kompartmanlarinda en yaygin bulunan formu
olan mono-anyon askorbat seklinde bulunmaktadir. Askorbat biyosentezinin son
reaksiyonunu katalize eden glukanolakton oksidaz enziminin insan ve diger primatlarla
kobaylarda bulunmamasi nedeniyle bu tiirlerin viicutlarinda sentezlenememektedir (52).
Kobay ve rat gibi, organizmalarinda askorbik asit sentezleyemeyen tiirlerde askorbik
asidin karboksi grubunun 6nemli bir kismi karbondioksite doniigmektedir. Askorbik
asidin katabolizmas1 sonucu olusan baglica iiriin olan karbondioksit akcigerler aracilig
ile atilmaktadir. Digki ve idrar ile atilimi diisiik diizeydedir. Verilen dozun % 2-3’likk
kism1 degismemis formda askorbik asit, dehidroaskorbik asit ve 2,3-diketogulonic asit
seklinde, ¢ok diisiik bir kismi1 da 2-0-metil askorbat, L-askorbik asit 2-siilfat ve sakkaro-
askorbik seklinde atilmaktadir (63).

Askorbik asit bir ¢ok elektron transportunda giiclii bir indirgeyici ajan olarak rol
oynamaktadir. Organizmada normal fizyolojik kosullar altinda askorbik asit iyonize
formu olan askorbat anyonu seklinde bulunur (94). Elektronunun 1.’sini kaybetmesiyle
semihidroaskorbat (veya askorbil) radikali, 2.’sini kaybetmesiyle stabil olmayan
dehidroaskorbat molekiilii olusur. Askorbil radikali ve dehidroaskorbat nikotinamid
adenin diniikleotit hidrojen (NADH) veya glutatyonu (GSH) indirgeyici kaynak olarak
kullanarak askorbata geri doniisebilirler. Askorbil radikali reaktif degildir, bu zayif

reaktivite askorbatin antioksidan etkisinin temelini olusturmaktadir. Alkoksi (RO, RO»),
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hidroksil (OH) ve azot dioksit (NO,) gibi yiiksek reaktif serbest radikaller askorbat

tarafindan indirgenip zayif reaktif yapida olan yeni askorbil radikali olusmaktadir (52).

Askorbat antioksidan etkisinin yanisira farkli metabolik yolaklarda gérevli olan
bircok enzim i¢in de kofaktdr olarak rol oynamaktadir. Askorbat, mide sivisinda
¢cOziinmeyen demirin (Fe*) ince bagirsaklardan daha kolay sekilde emilen demire (Fe*?)

indirgenmesinde gorev almaktadir (52).

2.3.3. Askorbik Asit’in Genotoksisitesi

Son yillarda askorbik asit {izerine yapilan bir¢ok genetik arastirma sonucu,
askorbik asidin biyokimyasal ve genetik Ozelliklerine iliskin bilinmeyen bir¢ok yonii
kesfedilmistir (94). In vitro ve in vivo genotoksisite testleriyle yapilan calismalar sonucu
askorbik asidin farkli okaryotik dokularda antimutajenik etkiye sahip oldugu, buna
karsin bazi1 calismalarda yardimci genotoksik (cogenotoxic) aktivite gosterdigi
saptanmistir. Bu nedenle askorbik asidin antimutajenik ve yardimci mutajenik etkisini

anlamak amaciyla daha fazla arastirma yapilmasina gerek duyuldugu bildirilmistir (65).

2.3.3.1. Askorbik Asit’in Niikleik Asitler Uzerine Etkisi

Askorbik asidin mutajenik etkisi kovalent-kapali sirkiiler DNA’nin (covalently-
closed circular, ccc) acik sirkiiler (open circular, oc) DNA’ya doniisiimiinii dlgen test ile
kesfedilmistir. C vitamini’nin cccDNA’y1 ocDNA’ya doniistiirdiigli, bu islem icin
molekiiler oksijenin gerektigi ve bakir (Cu'™) iyonlarinin bu iglemi hizlandirdig
saptanmistir. Katalazin ise cccDNA’nin ayrilmasini Onleyerek askorbik asidin etkisini

inhibe ettigi bildirilmistir (94).

Shamberger (120) tarafindan belirtilen bir ¢caligmada askorbik asit ve askorbatla
iligkili 2 tip rediiktonun niikleik asitler {izerine etkileri karsilagtirllmis ve hem amino
rediiktonlarin hem de tiyol rediiktonlarin niikleik asitlerde zincir boliinmesine neden
oldugu ifade edilmis ve bu durum, arastirmalar sonucu rediiktonlarin DNA
solisyonunun viskozitesini diisiirdiigliniin saptanmast ile dogrulanmistir. DNA
sollisyonunun viskozitesi askorbik asit veya eritorbik asit etkisi sonucu diistiigii ve Cu*?
iyonlarinin varligimin DNA’nin viskozitesini daha fazla oranda diismesini sagladigi
bildirilmistir. Sukroz yogunluk gradyan santrifiigasyonu kullanilarak yapilan
incelemelerde de askorbik asit veya eritorbik asit ve D-isoaskorbik asidin DNA’da hem

tek hem de c¢ift zincir kirilimina neden oldugu saptanmistir. Askorbik asit ve D-
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isoaskorbik asidin benzer etkileri riboniikleik asit (RNA) icin de gozlemlenmistir.
Sonuglar askorbik asidin enediol grubunun niikleik asitlerde zincir kirlliminda esansiyel

rol oynadigia ve Cu*” iyonlarinin bu etkiyi artirdigina isaret etmektedir (120).

2.3.3.2. Askorbik Asit’in Bakteriler Uzerine Etkisi

Askorbik asidin mutajenitesini incelemek amaciyla yapilan Ames testinden
farkli sonuglar elde edilmistir. Shamberger (120) tarafindan belirtilen bir arastirmada
askorbik asit ve Cu*? karigimina kisa siireli (15 dakika) maruz kalan . typhimurium’ un
TA 100 susu bakterilerde saptanabilir bir mutajenik etki goriilmedigi bildirilmesine
karsin; diger bir calismada askorbik asidin zayif mutajenik etki gosterdigi bildirilmistir.
Ay arastiric1 tarafindan  belirtilen diger calismalarda ise toksik olmayan
konsantrasyonlarda sistein (CYS), sisteamin, GSH, askorbik asit ve hidrojen peroksit
(H0,) gibi indirgeyici ajanlarin medyuma Cu*? ilavesi yapildiginda ve yapilmadiginda
S.  typhimurium’un TA98 ve TAI100 suslarinda mutajenik etki olusturmadigi
bildirilmistir. Buna karsin Odin (94) tarafindan belirtilen ¢calismalarda ise CYS, GSH ve
askorbik asidin Cu* iyonlarini iceren ve icermeyen medyumda S. typhimurium’un
TA100 susuna karst zayif mutajenik etki olusturdugu bildirilmistir. Bununla birlikte
memeli hiicre kiiltiiriinde yapilan diger testlerde bu indirgeyici ajanlarin 6zellikle (Cu™)
iyonlarinin varhiginda onemli diizeyde mutajenik aktivite gosterdigi ve bu etkinin
katalaz tarafindan tamamen ortadan kaldirildig bildirilmistir. S. typhimurium’un TA100
susu kullanilarak yapilan benzer ¢alismada 5 mM askorbik asit ile 1 veya 5 uM Cu*?
iyonlarin1 iceren soliisyona maruz birakilan bakterilerde 6nemli diizeyde mutajenik

etkinin olustugu belirtilmistir (120).

Norkus ve Kuenzig (93) Ames testinde inkiibasyon medyumunun steril musluk
suyu ile hazirlandiginda askorbik asidin zayif mutajenik etki olusturdugunu buna karsin
deiyonize su ile hazirlandiginda ise mutajenik etkinin olusmadigini bildirmislerdir.
Zayif mutajenik etkinin nedeni olarak, askorbik asidin musluk suyunda bulunan oksijen
ve metal iyonlariyla reaksiyona girip test sistemleri icin sitotoksik ve mutajenik etkili
olan hidrojen peroksiti olusturmasi ileri siiriilmiiy ve medyuma bakir ilavesi ile
genotoksisitenin arttigi, etilendiamin tetraaasetikasit (EDTA) ve katalaz ilavesi ile

azaldigi bildirilmistir.



26

2.3.3.3. Askorbik Asit’in Memeli Hiicreleri Uzerine Etkisi

Deneysel calismalar sonucunda askorbik asidin in vitro toksik ve mutajenik
etkisinin, oksijenli medyumda askorbik asidin otooksidasyonu sirasinda molekiiler
0y’in indirgenmesinin tamamlanmamasi sonucu olusan O,, H,O, gibi reaktif iiriinlere
bagh olarak olustugu saptanmistir. Kiiltiir medyumuna diisiik diizeyde metal iyonlarinin
eklenmesinden sonra askorbik asidin mutajenik etkisinin artmasinin nedeni olarak Cu+2,
Mn*?, Fe*? ve Fe* gibi gecis metal iyonlarinin (TMI) askorbik asidin otooksidasyonunu
katalize etmesi gosterilmistir (94, 120). Askorbik asidin TMI ile etkilesimi, O,’in 2
elektron kaybetmesi sonucu H,O,’ye indirgenmesini ve askorbik asidin dehidroaskorbik
aside oksidasyonunu hizla takiben molekiiler oksijen ile bag kuran kompleks
olusumunu kapsamaktadir. H,O,’in ise TMI varliginda DNA’da hasar olusturucu ajan
olan OH" olusumuna neden oldugu bildirilmistir. Bu durum, H,0O,’yi toksik olmayan O,
ve H,O’ya aynistiran katalazin organizmadaki koruyucu rolii ile ispatlanmistir. O, ‘yi O,
ve H,O,’e doniistiiren siiperoksit dismutazin ise organizmay1 askorbik asit ve TMI
karigimlarinin olusturdugu mutajeniteye karst korumada diisiik aktiviteye sahip oldugu
bildirilmistir. Arastiricilar tarafindan alkali ortamda askorbik asidin oksidasyonu
sirasinda O, olusumu; nétral ve asidik soliisyonlarda O;’nin indirgenmesinin hizla
H,0; olusumuna neden oldugu gosterilmisti. EDTA gibi kompleks olusturucu
bilesiklerin kiiltiir medyumuna ilave edilmesiyle bu bilesiklerin metal iyonlariyla
baglanip askorbik asitten daha kuvvetli kompleks olusturup askorbatin mutajenitesini

inhibe ettikleri belirtilmistir (94).

Askorbik aside iligkin JECFA raporlarinda askorbik asidin metabolik
aktivasyonlu ve metabolik aktivasyonsuz bakteriyel olmayan in vitro testlerden fare
lenfoma L5178Y TK*" hiicre mutasyon testinde negatif sonug verdigi bildirilmistir (63).
Buna karsin in vitro memeli hiicre kiiltiirlerinde askorbik asidin mutajenik aktivitesine
iligkin yapilan bazi arastirmalarda askorbik asidin >10" M konsantrasyonlarda CHO
hiicrelerinde ve >10° M konsantrasyonlarda V79 hiicrelerinde SCE frekansinda artisa
neden oldugu bu nedenle askorbik asidin genotoksik 6zellige sahip oldugu bildirilmistir

94).

Askorbatin, CHO hiicrelerinde ve insan lenfositlerinde doza bagli SCE’inde

artisa neden oldugu; buna ilaveten HeLa hiicrelerinde yapilan DNA sentezi inhibisyon
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testinde tipik DNA hasarina neden olan bilesiklere benzer sonuclar verdigi belirtilmistir

(120).

Askorbik asidin siiperoksit radikalinin olusumuna neden olan ksantin/ksantin
oksidaz (X/XO) sisteminin CHO hiicrelerine etkisi sirasinda yardimci mutajen olarak
rol oynadig belirlenmistir. Askorbik asidin yiiksek dozlarinin, X/XO sisteminin neden
oldugu SCE frekansinda artis meydana getirdigi, diisiik dozlarinin ise SCE frekansinda
diisiis  olusturdugu bildirilmistir. Diisitk konsantrasyonlardaki askorbik asidin
muhtemelen O, radikalini ortadan kaldirdig1 ve yiiksek dozlardaki askorbik asidin ise

kendine 6zgii genotoksik 6zelligini ortaya koydugu goriisii ileri siiriilmiistiir (94).

Shamberger (120) tarafindan belirtilen bir arastirmada CHO hiicreleri 2-5 x 10
M konsantrasyondaki askorbik asit ¢ozeltisine maruz birakildiginda hiicrelerin HGPRT
lokusunda somatik mutasyonlarin olustugu, mutajenik etki olusturan askorbik asit
dozlarinin aym1 zamanda toksik oldugu ve yiiksek diizeydeki askorbik asit iceren
cozeltilere katalaz ilave edildiginde mutajenitenin ve toksisitenin Onlendigi
bildirilmistir. Elde edilen sonuclardan, askorbik asidin mutajenik metabolitlerinin
muhtemelen peroksit radikallerinden olustugu ileri siiriilmiistiir. Diger bir calismada,
CHO hiicrelerinin 10* — 10® M konsantrasyonlarda askorbik aside 2-3 saat siireyle
maruz kalmasi sonucu askorbik asidin SCE’ni indiikledigi, hiicre kiiltiirlerinin daha
uzun siireli (24 saat) askorbik aside maruz kaldiginda ise bu etkinin daha da giiclendigi
ve bakir iyonlarinin askorbik asidin SCE’ni indiikleme yeteneginde ve toksisiteyi

artirmada etkili oldugu saptanmustir.

Krishnaja ve Sharma (73) tarafindan insan periferal kan lenfosit hiicre
kiiltiiriinde mutajen bir bilesik olan mitomisin C (MMC) ile olusturulan kromozomal
hasar iizerine askorbik asidin etkisini incelemek amaciyla yapilan bir calismada,
hiicrelerde kardes kromatid degisimi, kromozomal aberasyon ve mikronuklei insidensi
incelenmis ve kiiltiirlere 0.1 ve 0.2 pg/ml konsantrasyonlarda MMC uygulamadan 1-2
saat once 200 pg/ml dozda ilave edilen askorbik asidin, tiim uygulama gruplarinda
MMC ile olusturulan kardes kromatid degisimi ve mikronuklei insidensinde énemli bir
artisa neden oldugu, kromozomal aberasyon insidensinde ise herhangi bir artisa neden
olmadig: bildirilmistir. Arastiricilar, MMC tarafindan indiiklenen kromozomal hasarin
oksijenli ortamda metal iyonlarinin katalize ettigi askorbik asidin otooksidasyonu

sonucu arttig1 ve in vivo sistemlerde oksiradikallerin DNA ile etkilesime girmeden 6nce
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organizmanin kendi antioksidan sistemleri tarafindan ortadan kaldirldigin
belirtmislerdir.

Insan fibroblast hiicre kiiltiiriinde askorbik asit ve askorbik asit-Cu*? karigimi

bircok farkli test sistemi ile calisilmis ve askorbik asit-Cu*?

karistminin  DNA
fragmentasyonu, DNA-onarim sentezi ve kromatid kirilimi ve degisimi gibi
kromozomal aberasyonlara neden oldugu ve soliisyonlara indirgeyici ajanlarla birlikte

katalaz ilavesinin kromozomal aberasyonlar1 azalttigi bildirilmistir (120).

Genel olarak askorbik asidin mutajenitesi degerlendirildiginde, askorbik asidin
in vitro testlerde tek basina aktif mutajen olarak etki gdstermedigi, mutajenitesinin ise
yiiksek konsantrasyonlarinin okside olmasi sonucu olusan hidrojen peroksit ve
oksiradikallerden kaynaklandig1 seklinde aciklanmaktadir (63). In vivo testlerde
mutajenik etki gdstermemesinin nedeni olarak ise, canlt organizmalarda oksiradikallerin
DNA ile etkilesime girmeden Once organizmanin kendi antioksidan savunma sistemi

tarafindan inaktive edilmesi olarak gosterilmektedir (94).

2.3.4. Askorbik Asit’in Antimutajenik Etkisi

Vitaminlerin antimutajenik ve antikarsinojenik etkilerine iligkin bir¢ok arastirma
yapilmistir. Arastiricilar tarafindan yapilan in vitro ve in vivo genotoksisite testleri
sonucu askorbik asidin baz1 bilesikler tarafindan olusturulan mutajenezise karsi

antimutajenik etkili oldugu goriilmiistiir (132).

2.3.4.1. Askorbik Asit’in Bakterilerdeki Antimutajenik Etkisi

DNA ve diger hiicresel makromolekiillerin alkilasyonuna neden olan ve
karsinojenik  6zellige sahip N-Nitroso bilesiklerinin  mikrobiyal testlerdeki
mutajenitesine kars1 askorbik asidin inhibitor rolii iizerine bircok arastirma yapilmis ve
calismalar sonucunda askorbik asidin niikleofilik etki gostererek N-nitroso bilesiklerinin
elektrofilik metabolitleri tarafindan indiiklenen mutajeniteyi inhibe ettigi saptanmistir

(93, 94, 120).

Norkus ve Kuenzig (93) tarafindan yapilan bir ¢alismada modifiye edilmis
Ames bakteriyel mutajenite sisteminde inkiibasyon medyumu deiyonize su ile
hazirlandiginda askorbik asidin  N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidinin (MNNG)
mutajenitesini azaltmadigi; buna karsin medyum steril su veya Cu*? iyonlar1 ilavesi

yapilmis deiyonize su ile hazirlandiginda askorbik asidin MNNG’nin mutajenitesini
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onledigi saptanmistir. Odin (94) tarafindan bildirilen benzer bir calismada, MNNG ve
N-nitrosodimetilamin (DMN) ile S. ryphimurium’un TA1530 susunda olusturulan
mutajenik etkinin askorbik asit tarafindan inhibe edildigi belirtilmistir. Bir diger
calismada, askorbik asidin pH’a bagh olarak 1,4-dinitro-2-metilpirol’iin mutajenitesini
etkiledigi; diisiik pH degerlerinde askorbik asidin inaktif oldugu buna karsin fizyolojik
kosullar altinda bu bilesigin mutajenitesinin tamamen askorbik asit tarafindan 6nlendigi
bildirilmistir. Arastiricilar tarafindan DMN, dietilnitrozamin (DEN) ve N-nitromorfolin
gibi diger N-nitroso analoglar1 kullamilarak S. fyphimurium’un TA100 ve TA1535
suslarinda olusturulan mutajeniteye karsi askorbik asidin antimutajenik etki gosterdigi

saptanmugstir (94).

Sican karaciger veya insan eritrosit lizatlarinda krom (Cr*®) bilesiklerinin S.
typhimurium’un his suslarinda hem cerceve kaymasi (frameshift) hem de baz cifti
degisimine neden olarak mutajenik etkili oldugu saptanmistir. Test edilen indirgeyici
ajanlar (askorbik asit ve sodyum siilfit) ve metabolitler (GSH, NADH ve NADPH)

+65

tarafindan Cr™’un oksido-rediiksiyon reaksiyon sonucu Cr*? inaktif forma déniisiimiine

bagh olarak mutajenitesinin dnlenebildigi bildirilmistir (120).

Shamberger (120) antioksidanlarin antimutajenik etkilerini bircok Salmonella
susunda test etmis ve malondialdehid veya [-propiolakton’un neden oldugu
mutajenezisin askorbik asid ve biitil hidroksitoluen, E vitamini ve selenyum gibi diger

antioksidanlar tarafindan 6nlendigini saptamistir.

Gentile ve ark. (43) tarafindan kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan
sisklofosfamid, bleomisin, doksorubisin ve sisplatin gibi giiclii antitiimor ajanlarin
askorbik asit varliginda ve yoklugundaki mutajeniteleri test etmek amaciyla
Salmonella/mikrozom test sistemi kullanilarak yapilan bir caligmada, askorbik asidin
sisplatine kargi antimutajenik etkinliginin ¢ok fazla, bleomisin ve doksorubisine kars1
etkinliginin daha az ve siklofosfamide karsi antimutajenik etkinliginin olmadigi
saptanmistir. Arastiricilar askorbik asidin siklofosfamide karsi etkinliginin olmamasinin
nedeni olarak; siklofosfamidin mutajenik etkisini gosterebilmesi icin gerekli olan in
vitro metabolik aktivasyonu saglayan memeli karaciger S9 metabolize edici sistem

tarafindan askorbik asidin inaktive edilmesini ileri siirmiislerdir.
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2.3.4.2 Askorbik Asit’in Memeli Hiicrelerindeki Antimutajenik EtKisi
Askorbik asidin memeli hiicrelerinde yapilan in vivo testlerde antimutajenik
etkiye sahip oldugu ve bilesikler tarafindan indiiklenen mutajeniteye karsi koruyucu rol

iistlendigi bildirilmistir (94).

Premkumar ve Bowlus (111) tarafindan yapilan bir ¢alismada, giiclii oksidan
Ozellige sahip olan demirin yiiksek diizeyde diyetle birlikte alinmasinin genotoksik
etkili lipid peroksitlerin olusumuna neden olarak fare kemik iligindeki polikromatik
eritrositlerde mikroniikleus frekansinda artisa neden oldugu saptanmistir. Diyette
demirle birlikte askorbik asit aliminin mikroniikleus frekansinda diisiis meydana
getirdigi belirlenmistir. Buna benzer bir diger calismada kobay ve sicanlarda Cr*
tarafindan indiiklenen mikroniikleus frekansinin askorbik asitle birlikte verilmesi
sonucu diistiigii  bildirilmistir. Arastiricilar  askorbik asidin  gostermis oldugu

antimutajenik etkinin antioksidan 6zelliginden kaynaklandigin ileri siirmiislerdir (94).

Fahmy ve Aly (39) tarafindan farelerde kadminyum kloridin genotoksisitesini
arastirmak amaciyla yapilan in vivo ve in vitro calismalarda kadminyum kloridin
genotoksik etkili oldugu saptanmistir. Aym1 calismada in vitro fare dalak hiicre
kiiltiirinde kadminyum klorid tarafindan indiiklenen kromozomal aberasyon iizerine
askorbik asidin etkisi incelenmis ve askorbik asidin kadminyum klorid tarafindan

indiiklenen aberrant hiicre oraninda énemli bir diisiis olusturdugu gozlenmistir.

Antiamebik bir ila¢ olan diiyodohidroksiquinolin’un genotoksisitesi iizerine
askorbik asidin etkisini incelemek amaciyla yapilan bir arastirmada, Swiss albino
farelerin kemik iligi hiicrelerinde bilesik tarafindan indiiklenen mikroniiklei frekansinda

askorbik asidin diisiis meydana getirdigi saptanmistir (94).

Askorbik asidin in vitro ve in vivo test sistemlerinde antimutajenik etkisi
arastirilmis  ve askorbik asidin uygulama zamami ve Kkonsantrasyonuna gore

genotoksisiteye neden oldugu veya genotoksisiteyi Onledigi bildirilmistir (73).

Askorbik asidin siklofosfamid (CP) ve MMC gibi alkilleyici yapida olan
mutajen maddeler iizerine etkisini incelemek amaciyla fare kemik iligi ve dalak
hiicreleri kullanilarak yapilan calismadan elde edilen test sonuglar1 askorbik asidin
mutajen maddeler tarafindan indiiklenen SCE oraninda Onemli bir artisa neden
olmadigin1 bununla birlikte askorbik asidin artan konsantrasyonlarinin her 2 hiicre

tipinde SCE oraninda diisiise neden oldugunu gostermistir. Askorbik asidin en yiiksek
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konsantrasyonunun (6,68 g/kg c.a.) her 2 hiicre tipinde SCE olusumunda CP ve MMC
icin sirasiyla yaklasik %75 ve % 40 inhibisyon olusturdugu saptanmistir. Fare
blastositleri gibi farkli bir doku kullanilarak yapilan testler sonucunda da CP tarafindan
indiiklenen SCE ve kromozomal aberasyon sayisinda askorbik asidin 6nemli bir diisiise

neden oldugu bildirilmistir (94).

Antunes ve Takahashi (8) kemoterapétik olarak kullanilan ve mutajenik etkili
bir ajan olan doksorubisin tarafindan indiiklenen kromozomal aberasyon iizerine
askorbik asidin antiklastojenik etkisini ve doza bagh etkinligini in vitro insan periferal
kan lenfosit hiicre kiiltiirlerinde aragtirmiglar ve tedavi Oncesinde, tedavi sirasinda ve
tedavi sonrasinda 100 veya 200 pg/ml konsantrasyonlardaki askorbik asidin
antiklastojenik etki gosterdigini bildirmislerdir. Buna karsin 500 ve 1000 pg/ml
konsantrasyonlardaki askorbik asidin sitotoksik oldugunu, ayni koruyucu etkinligi
gostermedigini ve kromozomlarda kirilmaya neden oldugunu saptamiglardir. Ayni
arastiricilar (7) tarafindan ve ayni bilesikle yapilan in vivo fare kemik iligi hiicrelerinde
yapilan ¢alismada, yiiksek dozdaki C ve E vitaminlerinin kromozomal hasar iizerine
etkinlikleri arastirilmis ve 200 mg/kg c.a. dozunda oral yolla uygulanan C ve E
vitaminlerinin doksorubisin tarafindan indiiklenen kromozomal aberasyon frekansinda
onemli derecede diisiis olusturdugu saptanirken 400 mg/kg ve 800 mg/kg dozlarinda
uygulandiginda herhangi bir etki koruyucu etki olusturmadig: belirtilmistir. Arastiricilar
C ve E vitaminlerinin kromozomal hasara kars1 olan koruyucu etkinliklerinin

antioksidan 6zelliklerinden kaynaklandigin1 ve doza bagl oldugunu bildirmislerdir.

Yiiksek dozda kimyasal mutajenlere maruz kalan insan gruplarinda yapilan
arastirmalar, insanlar tarafindan uzun siireli oral yolla yiiksek diizeyde askorbik asit
tilketiminin farkli ksenobiyotiklerin insan lenfositlerinde neden oldugu kromozomal

kirilim sayisinda 6nemli derecede diisiise neden olduguna isaret etmektedir (94).

Amara-Mokrane ve ark. (6) tarafindan in vitro insan periferal kan lenfosit hiicre
kiiltiirinde doksorubisinle yapilan bir diger calismada; doksorubisin tarafindan
indiiklenen mikroniikleus olusumuna karsi askorbik asidin koruyucu etki gosterdigi
saptanmistir. Askorbik asit, doksorubusin uygulamasindan 6nce, doksorubisinle birlikte
ve doksorubisin uygulamasindan sonra kiiltiire ilave edilmis ve askorbik asidin sadece

doksorubisinle aym1 zamanda olan uygulamada mikroniikleus frekansinda diisiise neden



32

oldugu ve doksorubisin tarafindan indiiklenen sitotoksisitede artisa neden oldugu

belirtilmistir.

Aly ve Donya (5) tarafindan C ve E vitaminlerinin in vivo antimutajenik
etkilerini saptamaya yonelik yapilan bir calismada fare kemik iligi hiicrelerinde
makrosiklik bir antibiyotik olan rifampisin tarafindan indiiklenen kromozom aberasyon
izerine bu vitaminlerin koruyucu etkileri incelenmistir. Tek doz seklinde 100 mg/kg,
200 mg/kg ve 400 mg/kg c.a. dozlarinda oral yolla uygulanan C ve E vitaminlerinin
rifampisin tarafindan indiiklenen kromozomal aberasyon frekansinda onemli derecede
doza bagh bir diisiis olusturdugu saptanmistir. Vitaminlerin rifampisin ile birlikte 30
giin siireyle tekrarli uygulamalarinda 25, 50 ve 75 mg/kg c.a. dozunda uygulanan C
vitaminin tim uygulama gruplarinda kromozom aberasyon frekansinda onemli oranda
diisiise neden olurken E vitaminin sadece en yiiksek uygulama grubu olan 40 mg/kg
dozunda etkili oldugu bildirilmistir. Arastiricilar yiiksek diizeyde eslesmemis elektron
delokalizasyonuyla birlikte stabil askorbil anyon radikali olusurken meydana gelen
askorbik asidin antimutajenik etkisinin oksidatif/rediiktif transmutasyonlari ile iligkili

olabilecegi goriisiinii ileri siirmiislerdir.

Giri ve ark. (45) tarafindan kanser tedavisinde kullanilan antitiimor etkili bir
bilesik olan sisplatin tarafindan farelerde indiiklenen mutajenite tizerine askorbik asidin
etkisi arastirilmis ve kromozomal aberasyon, kemik iliginde mikroniiklei ve sperm basi
anomalileri gibi mutajenite parametreleri incelenmistir. Sisplatinle birlikte askorbik asit
uygulanan tiim farelerde sadece sisplatin uygulanan farelere gore tiim mutajenite
paremetrelerinde onemli bir diisiis meydana geldigi saptanmistir. Ayrica kemik iligi
hiicrelerinde oksidatif stres ve toksik ajanlara karsi hiicre i¢i koruma saglayan bir
sitoplazmik antioksidan olan GSH diizeyinde ©nemli bir artis meydana geldigi
gozlemlenmistir. Arastiricilar askorbik asidin sisplatinle indiiklenen mutajeniteye karsi
koruyucu etkisinin muhtemelen antioksidan  Ozelliginden  kaynaklandigini

bildirmislerdir.

Nefic (92) tarafindan insan lenfosit hiicre kiiltiiriinde sisplatinle indiiklenmis
kromozomal aberasyon iizerine askorbik asidin koruyucu etkisini aragtirmak amaciyla
yapilan ¢alisma sonucunda, askorbik asidin kromozom aberasyon sayisinda énemli bir
diisiis meydana getirdigi buna karsin; hiicreleri sisplatinin neden oldugu serbest

radikallerin olusturdugu hasara karsi tamamen koruyamadigi bildirilmistir. Askorbik
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asidin gosterdigi antiklastojenik/antimutajenik etki mekanizmasi tam olarak agiga
kavusturulamamis olsa da serbest radikalleri ortadan kaldirici etkisi ve daha az olarakta

niikleofilik 6zelligi ile iliskili oldugu bildirilmistir.

2.3.5. Askorbik Asit’ in Antimutajenik Etki Mekanizmasi

Vitaminler canli organizmalarda bircok biyolojik fonksiyonlara sahiptirler.
Ozellikle antioksidan 6zellige sahip olan E, A, ve C vitaminleri DNA ve diger hedef
hiicrelerde hasara yol acan serbest radikalleri veya elektrofilleri ortadan kaldirarak
antimutajenik etki gosterdikleri bildirilmistir. Mutajenite ile kanserojenite arasindaki
ilisgkiden dolay1 vitaminler gibi dogal antimutajenlerin diizeylerinin artmasinin timor

olusumunu engellemede yararli olabilecegi diisiiniilmektedir (94).

Antioksidanlar, DNA iizerindeki niikleofilik bolgeler icin elektrofilik
mutajenlerle  yarisma, oksidasyon islemlerini bloke edip promutajenlerin
biyoaktivasyonunu inhibe etme veya promutajenlerin elektrofilik metabolitleriyle
reaksiyona girme gibi bircok farkli mekanizmayla bilesikler tarafindan indiiklenen

mutasyonu azaltabilmektedirler (65).

Fizyolojik kosullar altinda askorbik asit DNA, RNA ve proteinlerdeki hiicresel
niikleofilik bolgelerin alkilasyonunda alkilleyici ajanlarla yarisa girerek bu bolgeleri

maskeleyip mutajen maddelerin bu bolgelere baglanmasini engellemektedir (65, 73).

Askorbik asidin mutajenik aktiviteyi inhibe etmesine iliskin mekanizmalardan
birisinin askorbik asit’ten monodehidroaskorbik asit olusurken veya yiiksek diizeyde
eslesmemis elektronun delokalizasyonu sirasinda deiyonize formu olan stabil askorbil
anyon radikali olusurken meydana gelen oksidatif/rediiktif transmutasyonlan ile iligkili

oldugu ileri siiriilmiistiir (94).

Askorbik asit promutajenleri mutajenlere doniistiiren serbest radikal mikrozomal
oksidasyon sistemini inhibe edebilecegi yalniz bu etkisinin in vitro CP, trenimon gibi
indirek yolla etki gosteren mutajenlere karsi diisiik oldugu; buna karsin in vivo hayvan
ve insan organizmalarinda askorbik asidin bu mutajenlere kars1 inhibitor etkisinin daha
yiiksek oldugu bildirilmistir. Askorbik asidin in vifro inhibitor etkisinin diisiik olmasinin
nedeninin serbest radikalleri ortadan kaldirici etkisinin zayif olmasi yada aktivasyon
islemleri sirasinda serbest radikallere zayif sekilde baglanmasi ile iliskili olabilecegi

bildirilmistir (94).
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Askorbik asidin en 6nemli 6zelligi elektrofilik yapidaki bilesikleri ve reaktif
elektrofilik tiirleri yakalamasidir. Elektrofilik alkilleyici ajanlar ile askorbik asit
ozellikle niikleofilik giice sahip olan askorbil anyonu AH™ arasinda etkilesim oldugu
bildirilmistir. Bu durum elektrofilik tiirlere doniisen ve indirek yolla etkiyen bazi

mutajenlere kars1 askorbik asidin antimutajenik etkisini agiklamaktadir (94).

2.3.6. Askorbik Asit’in Anti-karsinojenik Etkileri

2.3.6.1. Askorbik Asit’in Hiicre Boliilnmesi ve Gelisimi Uzerine Etkileri

In vitro insan lenfosit hiicre kiiltiiriinde fitohemaglutinin ve konkanavalin gibi
mitojenler ile stimiile edilen hiicre proliferasyonu iizerine askorbik asit ve
dehidroaskorbik  asidin  direk etkileri arastinlmis, fizyolojik ve yiiksek
konsantrasyonlarda askorbik asit ve dehidroaskorbik aside maruz kalan hiicrelerde
yapilan viabilite ¢aligmalar1 sonucunda hiicrelerde toksik etki olusmadigi, buna karsin
lenfosit aktivasyonundaki metabolik olaylarin etkilendigi bildirilmistir. Makromolekiil
sentezi Ol¢iildiigiinde ise RNA, protein ve DNA sentezinin 6nemli derecede inhibe
oldugu saptanmig ve askorbik asit ve dehidroaskorbik asid tarafindan olusturulan inhibe
edici etkinin molekiiler transport, fosfolipid metabolizmasi, sodyum ve potasyum iyon
degisimi ve kalsiyum akis1 gibi mitojenezde 6nemli faktorler olan hiicre membrani ile

iligkili olaylar olabilecegi ileri siiriilmiistiir (120).

Shamberger (120) tarafindan belirtilen bir caligmada, askorbik asidin
farmakolojik dozunun kanserojenik etkili bir bilesik madde olan 7,12-
dimethylbenzanthracene (DMBA) {izerine etkisi kismen hepatektomi yapilmis 10-12
haftalik yastaki disi farelerde DNA, RNA ve protein seviyelerini dl¢iilerek arastirilmis
ve hem DMBA hem de askorbik asidin rejenere olan karacigerde DNA sentezini inhibe
ettigi ve ikisinin birlikte kullanilmasi durumunda etkinin daha da arttig1 saptandig
bildirilmistir. Arastiricilar DMBA’nin etkisinin, diisilk diizeydeki DNA polimeraz
aktivitesine veya artan DNAase aktivitesine bagli olarak olusabilecegi sonucuna
vardiklarmi belirtmislerdir. Askorbik asit uygulamasindan sonra rejenere olan
karacigerdeki DNA icerigindeki diisiisiin tamamen yada kismen vitaminin DNA’da
kirilma olusturucu etkisine bagl olarak olusabilecegini ileri siirmiislerdir. Buna ilaveten
kismen hepatektomize edilmis farelerde DMBA uygulamasinin karacigerde RNA ve
protein icerigini baskiladigi buna karsin askorbik asit uygulanmasi ile DMBA’nin bu

etkisinin ortadan kalktigi bildirilmistir. Ayn1 arastirici tarafindan belirtilen bir diger
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calismada, D-izoaskorbik asit ve askorbik asidin izomeri olan betain hidratin tek basina
ve birlikte kullanilmalarinin normal ve malignant hiicrelerdeki in vitro etkileri
arastirilmis, her iki bilesiginde kanser hiicresi olan sarkoma hiicrelerinde mitozu inhibe
ettigi saptanmis ve bilesiklerin birlikte kullaniminda olusan inhibe edici etkinin tek

baslarina kullanimina goére daha giiclii oldugu bildirilmistir.

2.3.6.2. Askorbik Asit’in Kanser Hiicrelerindeki Secici Toksisitesi

Aragtiricilar tarafindan yapilan c¢aligmalarda askorbik asit’in organizmayi
karsinojenezise karsi farkli mekanizmalarla korudugu ve Ozellikle antioksidan
ozelligine bagh olarak hiicresel bilesenlerde hasar olusturan serbest radikallerin
olusumuna neden olan lipid peroksidasyonu azaltarak kanser gelisimini Onleyebildigi

bildirilmigtir (120).

Askorbik asit’in doku kiiltiirlerinde kanser hiicrelerini segici olarak inhibe ettigi
ve bu inhibisyonun toksik etkiye veya anti-karsinojenik etkiye bagli oldugu
bilinmektedir. Arastirmalar sonucu L-askorbik asidin akut non-lenfosit l6semili
hastalarin kemik iligi hiicrelerindeki biiyiimeyi baskiladigi saptanmistir. Losemili ve
saglikli bireylerden alinan kemik iligi hiicre kiiltiirlerinde, L-askorbik asidin 0,1 mM
gibi diisiik konsantrasyonlarda bile 16semi hiicre kolonisinin gelisimini baskiladigi

bildirilmistir (120).

Yapilan c¢aligmalar sonucunda askorbatin in vitro olarak Ehrlich ascites
karsinoma hiicrelerinde asir1 toksik veya oldiiriicii oldugu gosterilmis ve bu toksisitenin
askorbatla birlikte 3-amino-1,2,4-triazol (ATA) verildiginde sinerjistik olarak yiiksek
derecede arttig bildirilmistir. ATA, tek basina verildiginde kanser hiicrelerinin H,O,’yi
dekompoze eden katalaz aktivitesini inhibe ederek hemen hemen tamamen kanser
hiicrelerinde toksik etki gosterdigi belirtilmistir. Arastiricilar askorbatin sitotoksik
etkisinin hiicre i¢i hidrojen peroksit iiretiminden kaynaklandigim ve ATA tarafindan
askorbatin etkisinin artmasininda ATA’nin hiicresel katalazi inhibe edip boylelikle
hiicrelerin hidrojen peroksiti detoksifiye etme yeteneklerini azaltmasina bagh olarak

olustugu sonucuna varmiglardir (120).

2.4. Genetik Toksikoloji
Genetik toksikoloji organizmanin normal biyolojik isleyisi sirasinda veya

kimyasal, fiziksel ve biyolojik etkenlere bagli olarak hiicrelerin kromozom ve DNA
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molekiillerinde meydana gelen degisiklikleri inceleyen bir bilimdir (89, 139). Yeni
bilesiklerin ve ilaglarin toksikolojik a¢idan degerlendirilmesinde énemli bir yere sahiptir

(89).

Genetik toksisite hiicre DNA’sinda, kromozomlarda veya ¢ekirdegin yapisinda
meydana gelen hasarlari, DNA onarim enzimlerinin indiiksiyonu, DNA eklentileri,
DNA zincir kirilimi, gen mutasyonu, kromozom aberasyonu, klastojenite ve andploidi

gibi olaylan kapsayan genel bir terimdir (89, 139, 140).

DNA veya topoizomeraz gibi genomun kopyasinin ¢ikarilmasini saglayan
enzimlerle etkilesime giren maddelere ve mutasyona neden olan kimyasallara genoma
karst toksik yani genotoksik adi verilmektedir (18, 89). DNA ile direk etkilesime
girmeyen mitotik ig iplik¢iklerini bozarak veya topoizomeraz enzimini inhibe ederek
mutajenik etki olusturan bilesiklere indirek genotoksinler ya da DNA’ya reaktif
olmayan genotoksinler adi verilmektedir (128). Kimyasalin kendisi veya metabolitleri
tarafindan DNA’da meydana gelen hasar veya DNA eklentilerinin olugmasi genotoksik
etki olarak tanimlanmaktadir. Genotoksik etkiler ayn1 zamanda diizensiz DNA sentezi
(unscheduled DNA synthesis), kardes kromatid degisimi ve mitotik rekombinasyonu da
icermektedir (18).

Organizmanin genetik materyal yapisinda meydana gelen degisiklikler genel
olarak mutasyon olarak tanimlanmaktadir. Bu degisiklikler bagimsiz bir gende, gen
bloklarinda veya tiim kromozomlarda meydana gelebildigi gibi somatik doku
hiicrelerinde de olusabilmektedir (18, 135). Mutasyonun zararli etkileri {ireme
bozukluklari, embriyojenik ve perinatal 6liim, malformasyonlar, genelde hastaliklar ve
kanser seklinde goriilmektedir (89, 135). Mutajenik fiziksel veya kimyasal ajanlara
maruz kalma sonucu, esey hiicrelerinde meydana gelen mutasyon kalitsal hastaliklara
veya somatik hiicrelerde meydana gelen mutasyon kanser olusumuna neden
olabilmektedir (18, 127). Mutasyonun zararh etkileri Sekil 2.3’te gosterilmistir (135).
Memelilerde in vivo mutasyona neden olabilen bilesikler potansiyel kanserojen olarak

nitelendirilmektedir (127).
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Sekil 2.3. Mutasyonlarin neden oldugu zararlar (135)

2.4.1. Mutasyon Olusum Mekanizmalari

Bir kimyasalin mutajenik giiciinii belirleyen mutasyon seviyeleri gen diizeyinde
meydana gelen mutasyonlar, klastojenite ve andploididir (18). DNA molekiiliindeki
kalitsal degismeler, gen mutasyonuna neden olmaktadir. Genetik materyalde meydana
gelen bu degismeler nokta mutasyonlar ve kromozomlarda meydana gelen degismeler
(yapisal ve sayisal kromozomal aberasyon) seklinde 2 sinifta incelenmektedir (127,

135).

Mutasyonlar tek bir DNA baz ciftinde (nokta mutasyon) veya daha genis ¢apta
DNA’dan bir parcanin ¢ikmasi veya birlesmesi seklinde olmaktadir. Nokta
mutasyonlarda bir baz c¢iftinde, bazin bir yerine diger ayni tip baz gecerse baz cifti
gecisi (transisyon), tersine farkli bir tip baz gecerse buna baz cifti caprazlamasi
(transversiyon) sekillenir. Kimyasal mutajenlerle olusan nokta mutasyonlar (DNA
bazlarinin degisimleri) kimyasal modifikasyon, DNA molekiiliinde anormal bazlarin yer
almas1 (substitiisyon), alkillendirici maddelerle alkilasyon (katilma) ve ¢erceve kaymasi
(frame-shift) seklinde olmaktadir. Kimyasal maddelerin DNA bazlarn ile etkilesime
girerek bazlarin kimyasal yapilarinda degisiklik olusturmalar1 ve kanser tedavisinde
kullanilan baz analoglarinin DNA yapisinda yer almalar1 sonucu nokta mutasyonlar
meydana gelebilmektedir. Ayrica alkillendirici maddelerin pozitif yiiklii karbonyum

iyonu vererek DNA molekiiliiniin elektronca zengin bazlarina alkil gruplarimi eklemeleri
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ve DNA molekiiliine bir baz ilavesi veya bazin eksilmesi ile triplet (iiclii) kodun yanlis
sifrelenmesi neticesinde de nokta mutasyonlar olusabilmektedir (42, 135). Triplet
kodonun yanlis sifrelenmesi sonucu sessiz mutasyon (silent), kayip mutasyon (missens)
ve nonsens mutasyon olusur. DNA iiglii kodonunda bir nokta mutasyona ragmen
kodondan sentezlenen aminoasitte degisikliSe neden olmuyorsa sessiz mutasyon,
kodondan sentezlenen aminoasitte degisiklige neden oluyorsa kayip mutasyon kodonda
meydana gelen mutasyon sonrasinda kodon stop kodonuna neden oluyorsa nonsens

mutasyon sekillenir (106).

Kromozom kirilmalarinin diizensiz ve yanlis kaynamasi (birlesmesi) sonucu
olan degismelere kromozomal mutasyon, kromozomlara katilma, eksilme veya farkli
siralama sonucu olusan ve 1sitk mikroskopu ile goriilen lezyonlara klastojenezis
denmektedir. Kromozomlarda meydana gelen bu degisiklikler sayisal veya yapisal
olabilmektedir (18). Kromozomlarda meydana gelen yapisal degisiklikler eksilme
(delesyon), ikiye katlama (duplikasyon), ters donme (inversiyon), ekleme (insersiyon),
yer degistirme (translokasyon), halka kromozom ve izokromozom seklinde olmaktadir.
Delesyon, gen kaybi ile sonuglanan DNA’dan bir parcanin kopmasi; duplikasyon,
DNA’nin bir parcasimin bir veya birden fazla parcasiin fazlahigi olarak
tammlanmaktadir. Inversiyonun (ters dénme) 2 alt tipi bulunmaktadir. Parasentrik
inversiyon sentromeri i¢ine almaz ayni koldaki bir kromozom parcasinin 180 derece
donerek yeniden ayni bolgeye lokalize olmasidir. Perisentrik inversiyon sentromeri
icine alacak sekilde degisime ugrayan parca uzun koldan kisa kola yada kisa koldan
uzun kola transfer olur. Kromozomlardan birinde 2 noktada digerinde ise bir noktada
kirilma olup iki kirilma olan kromozomdaki parganin tek kirilma olan kromozoma gidip
kaynasmasina insersiyon denir. Translokasyon ise kromozomlarin kargilikli olarak parga
degisikligi yapmasidir. Bir kromozomun iki ucunda iki darbe sonucu iki kirilma olur ve
bu kirik uglara bagka bir parca birlesmeden iki u¢ kaynasirsa halka seklinde ortaya ¢ikan
kromozoma halka kromozom denir. Izokromozom ise metafazda boylamasina boliinen
sentromer enlemesine boliiniirse yavru hiicrelerden birisinde yalnizca kromozomun kisa
kollar1 bulunurken digerinde uzun kollar1 bulunur (11). Kromozomlarda meydana gelen

yapisal degisiklikler Sekil 2.4’te gosterilmistir (24).
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Sekil 2.4. Kromozomlarda Meydana Gelen Yapisal Degisiklikler (24)

Kimyasallarin mitoz veya mayoz hiicre boliinmesini etkilemesi kromozomlarin
hiicrelere diizensiz dagilimina ve sonug olarak sayisal kromozom bozukluklarina neden
olmaktadir. Bu durum anéploidi olarak tamimlanmaktadir. An6ploidi olusturan
kimyasallara andjen adi verilmektedir (18, 5§9). Hiicrede boliinme hatasina bagh olarak
kromozomlarda haploid (n) yapinin katlar1 seklinde meydana gelen triploidi (3n),
tetraploidi (4n) gibi kromozom artiglarina poliploidi, hiicre boliinmesi sirasinda
kromozomlarin ayrilmamasi (nondisjunction) sonucu bir kutuba fazla diger kutuba
eksik kromozom gitmesi veya anafazda birbirinden ayrilan es kromozom yada kardes

kromatitlerden birinin kutuplara cekilmesi sirasindaki gecikme nedeniyle haploid



40

yapinin katlar1 seklinde olmayan kromozom artis yada eksilmelerine (2n-1 monozomi
gibi) anoploidi denmektedir (38, 59). Arastiricilar tarafindan yapilan incelemelerde
tiimorlerin  kromozomal birlesmeyi ve/veya anoploidiyi iceren anormal karyotip
gosterdikleri saptanmis ve buradan hareketle anoploidinin tiimor gelisiminde énemli bir

rol tistlendigi bildirilmistir (§9).

2.4.2. DNA Onarmmm

Mutasyona neden olan etkenlere dogal olarak tiim yasam boyunca maruz
kalinmaktadir. Bu nedenle de canli organizmalar bu degisimleri kendi zararina
olmayacak sekilde en aza indirebilen koruma ve onarim sistemi gelistirmistir (25, 91).
Bu koruyucu yada onarim sistemleri DNA eklentileri (DNA ile birlesen yabanci
maddeler) gibi DNA molekiiliinde yapisal degismeye neden olan ve boylece niikleotid
sentezini bozan fakat heniiz mutasyon olmadan (premutasyonal) ortaya ¢ikan hasarin
onarimi  ve hasar1 uzaklastirmadan hiicrenin yasamin1 saglayan tolerans

mekanizmalaridir (42, 135).
Onarim sistemleri dogrudan ya da dolayl olarak iki grupta toplanabilir.
1. Dogrudan DNA onarimu:

a. Fotoliaz (foto onarim): DNA bazlarindan yabanci maddelerin uzaklastirilmas,
baz kayb1 olan yere DNA polimerazin etkisi ile dogru bazlarin ilave edilmesi, DNA
ligazlarla tek c¢izgili kirilmalarin kapatilmasi seklinde olmaktadir (91, 135). UV
radyasyona 0zgii olarak DNA’da, ayn1 sarmalda yan yana, yada sarmallarda karsilikli
olarak kovalent baglanmayla pirimidin dimerleri olusur. Bakterilerde onarim
sistemlerinden birini olusturan fotoliaz enzimi, DNA’daki bu dimerleri karanlikta tanir

ve baglanir, ancak 1s1kta aktive olarak bu kovalent olusumu koparir (25, 42).

b. O6-mG-metil-transferaz: Metiltransferaz 0-6 metilguanini demetilasyona
ugratip, DNA’da yanlis metillenen bazlarin CHj gruplarini, kendi yapisindaki sistein
birimlerine geri doniisiimsiiz olarak baglayarak DNA yapisini tek basamakta rejenere

eder (25, 135).
2. Kesme-Cikarma ile DNA onarima:

a. Baz kesme - ¢ikarma (eksizyon, ulagtirma mekanizmasi): Hasar gormiis
bazlarin, yanhs baz ¢iftinin veya DNA segmenti hasarinin uzaklagtirilmasi

mekanizmalarim icerir. DNA replikasyonunda yanlis eslesmeler sonunda meydana
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gelen bazlarin bir eksoniikleaz aktivite ile koparilip tekrar DNA polimeraz I’'in 5' 5 3'
polimerizasyon aktivitesiyle dogru bazin eklenmesi esasindan ibarettir. Reaksiyonun

son basamaginda DNA ligaz gorev yapmaktadir (25, 135).

b. Niikleotid kesme - ¢ikarma: DNA’daki daha biiyiik hasarlarin giderilmesini

saglayan ve daha fazla protein ve enzimin gerekli oldugu bir onarim tipidir (25).

c. Yanlis eslesme onarimi: DNA sentezi sirasinda olusan yanlis eslesmeler, bu
hatay1 farkeden ve diizelten enzim sistemleri tarafindan taninir. Ancak bunun icin yeni
sentezlenmis sarmalin taninmasi gereklidir. Hatali eslesmeyi iceren DNA sarmali enzim
tarafindan kesilir ve olusan bosluk DNA polimeraz ile dolar ve ligaz ile fosfodiester bag

ile birlesir (25).

d. Tolerans sistemleri (post-transkripsiyonel tamir, replikasyon sonrasi onarim):
DNA glioksilaz enzimi tarafindan yapilan transkripsiyon sonrasi tamir mekanizmasidir

(25).

2.4.3. Genetik Toksikolojinin Tarihcesi

Kimyasal mutajenez, 1970’li yillar Oncesinde gen ve kromozom
fonksiyonlariin arastirilmasinda 6nemli bir konu olmustur. Genetik toksikolojiye ilgi
ise 0zellikle 20. yiizyilin ortalarinda Auerbach ve Robson tarafindan 1944 yilinda ¢esitli
kimyasallarin meyve sinegi olan Drosophila melanogaster’de mutasyon olusturdugunun
rapor edilmesi sonucu baglamistir. Bu testin bazi yanlis sonuglara yol a¢masi ve
duyarliliginin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle mutajenite izleme prosediirleri igerisinde yer
almamistir. Bunu izleyen 1950’li yillarin basinda Escherichia coli’de siispansiyon ve
plaka (spot) testleri denenmistir; bu testler sadece ¢ok spesifik baz ¢ifti degisimine
duyarhdirlar ve DNA’da baz eklenmesi veya ¢ikmasi sonucu kalip kaymasina neden
olan mutajenler bu testlerle saptanamamaktadir. Bruce Ames 1971 yilinda ayn1 spot test
sistemini ve kendi gelistirdigi histidine kars1 mutant S. typhimurium suslarin1 kullanarak
bakteriyel mutasyon testi olan Ames testini gelistirmistir. Yanofsky aym yil Ames
testinde triptofana karst mutant E. coli suslarininda mutajenleri saptamada
kullanilabilecegini bildirmistir. Bakteriyel mutasyon test sisteminin gelistirilmesine
paralel olarak memeli hiicrelerinde kromozom aberasyon testi, gen mutasyon testi gibi
in vitro testler gelistirilmistir. Ilerleyen yillarda mutajeniteyi saptamak amaciyla in vivo

kemik iligi aberasyon ve kardes kromatid degisimi testleri gelistirilmistir. Zamanla bu
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testlerin yerini etkinlik yoniinden Schmid ve ark. (116) tarafindan gelistirilen kemik

iligi mikroniikleus testi almistir (57, 140).

2.4.4. Genetik Toksisite Testleri

Genetik toksisite testleri, cesitli mekanizmalarla direk veya indirek olarak
genetik materyalde hasara neden olan bilesikleri saptamak amaciyla gelistirilmis in vitro
ve in vivo testlerden olusurlar ve ilaglarin ruhsatlandirilmasindan 6nce yapilmasi

zorunlu prosediir igerisinde yer alirlar (60, 104, 140).

Son yillarda, karsinojenik etkili olan birgok maddenin mutajenik; benzeri sekilde
mutajenik olan bir¢ok maddenin de karsinojenik etkili oldugu gosterilmistir. Kimyasal
maddelerin mutajenik etkileri ile karsinojenik potansiyelleri arasindaki bu kuvvetli
iligkinin olmasi, mutajenezis testlerinin endiistri kuruluslar1 tarafindan kimyasal
maddelerin karsinojenik risklerinin arastiritlmasinda tarama testleri olarak kullanilmasi
sonucunu dogurmustur (89, 135). Genetik toksisite testlerinde alinan pozitif sonuclar
kimyasalin kanser olusumuna neden olabilecegini gostermektedir (140). Ames testi ve
diger mutajenite testleriyle elde edilen sonuglara gore bilinen kanserojenlerin yaklasik
% 90 kadarmmin aym1 zamanda mutajenik oldugu buna karsin tiim mutajenlerin

potansiyel kanserojen olabilecegi bildirilmistir (25, 84-86).

Diinyada farkli iilkelerdeki degisik kuruluslar tarafindan, United States
Environmental Protection Agency (US EPA), Organisation for Economic Cooperation
and Development (OECD) ve International Conference on Harmonisation (ICH) gibi
genetik toksisite izleme rehberleri yayimlanmistir (104). Veteriner ilaclarin
genotoksisitesinin degerlendirilmesinde Avrupa Birligi, Japonya ve Amerika tarafindan

onaylanan ICH rehberi temel alinmaktadir (62, 89).

Tiim bilesiklerin genotoksik etkisinin saptanmasinda tek bir testin yeterli
olmadig1 bu nedenle bilesiklerin genotoksik aktivitesinin belirlenmesinde 3 agamadan
olusan standart test sisteminin uygulanmasi 6nerilmektedir (60, 62, 89, 104, 129).

Standart test sistemi su asamalardan olugmaktadir: (22, 128)
a) Bakterilerde gen mutasyon testi

b) Kromozomal hasarin sitogenetik degerlendirilmesinde memeli hiicreleri
kullanilarak yapilan in vitro testler veya in vitro fare lenfoma timidin kinaz

gen mutasyon testi
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¢) Invivo sitogenetik testler

Bakteriyel mutasyon testleri genetik degisiklerin ve zellikle genotoksik rodent
karsinojenlerin belirlenmesinde uygundur. Bakterilerde yeterince Olciilemeyen ve
memeli hiicreleriyle iligkili oldugu diisliniilen genetik hasarlarin belirlenmesinde
memeli hiicreleri kullanilmaktadir. Bu amagcla biiyiik kromozomal hasarlar tespit eden
(yapisal ve sayisal kromozomal bozukluklar i¢in in vitro testler), primer gen
mutasyonlarimi tespit eden, gen mutasyonlart ve klastojenik etkileri saptayan (fare
lenfoma tk testi) birgcok memeli hiicre sistemi gelistirilmistir. Bilesigin genotoksik
aktivitesini etkileyebilecek emilim, dagilim metabolizmasi ve atilhim gibi faktorlerin
degerlendirilmesini saglamak amaciyla test sisteminde in vivo testler de yer almaktadir.
Standart test sistemi sadece andploidiyi tespit eden ayri bir test igermemektedir. Buna
iliskin bilgi in vitro ve in vivo mikroniikleus testi gibi kromozomal hasar1 saptayan
testlerden elde edilmektedir. Mitotik indeks, poliploidi indiiksiyonu ve mikroniikleus
degerlerinde meydana gelen artis andploidiye iliskin bilgiler saglamaktadir.
Andploidiye neden olan ajanlarin fare lenfoma tk testi ile de saptanabilecegine dair

deneysel kanitlar bulunmaktadir (22, 60).

3 asamali standart genotoksisite test sisteminde negatif sonug¢ veren buna karsin
genotoksik olmayan mekanizmalarla birlikte karsinojenite testlerinde etkileri goriilen
bilesiklerin etki mekanizmalarini ortaya koymak amaciyla metabolik aktivasyon iceren
in vitro testlerin veya timor olusan hedef dokularda genetik hasar 6lgen karaciger UDS
testi veya >“P-postlabelling gibi in vivo testlerin ilaveten yapilabilecegi bildirilmistir (60,

104).

2.4.4.1 Bakteriyel Ters (Reverse) Mutasyon Testi

Kimyasal maddelerin mutajenik ve karsinojenik etkilerinin arastirilmasinda
oncelikle ve en yaygin olarak kullanilan kisa zamanh test sistemlerinden bakteriyel
genotoksisite testi, 1971 yilinda Bruce Ames tarafindan gelistirilen Ames testi olarak da

adlandirilan Salmonella/mikrozom mutajenite testidir (90).

Bakteriyel ters mutasyon testi hizli, ucuz ve uygulanabilirligi kolay bir testtir.
Bilesiklerin genotoksik aktivitesinin saptanmasinda; ozellikle insanlarda ve deney
hayvanlarinda tiimor olusumunda somatik hiicrelerin tiimor baskilayici genlerinde

meydana gelen nokta mutasyonlarin saptanmasinda kullanilmaktadir (30, 95, 103).



44

Bakteriyel ters mutasyon testi, gelisimleri i¢in sirasiyla histidin ve triptofan gibi
aminoasitlere ihtiyact olan Salmonella typhimurium ve Escherichia coli suslarimin
kullanilarak bir veya birkac DNA baz ciftindeki baz eklenmesi, baz ¢ikmasi veya baz
degisimi gibi nokta mutasyonlarin saptanmasini saglayan bir testtir. Bu test; mutant
bakteri suslarinda ikinci bir mutasyon olusumunu saptamaktadir. ikinci kez mutasyon
gecirmis mutant bakteriler esansiyel aminoasit sentezleme yeteneklerini tekrar geri
kazanarak esansiyel aminoasitlerin olmadig ortamda da gelisimlerine devam ederler

(30, 90, 95, 103).

Ames testinde S. typhimurium’un LT2 susundan in vitro mutasyonlarla elde
edilmis, hedef histidin genlerinin guanin-sitozin bolgesindeki degisiklikleri saptayan,
DNA onarim mekanizmasindan yoksun ve {ireyebilmeleri i¢in eksojen kaynakli
histidine ihtiya¢ duyan TA1535, TA1537, TA97, TA98, TA100 mutant suslar ve
adenin-timin bolgesindeki nokta mutasyonlar1 saptayan TA 102 mutant susu ve hisG
genlerinde meydana gelen mutasyonlar1 saptayan ve iireyebilmeleri icgin triptofana
ihtiya¢ duyan E. coli’'nin WP2 uvrA veya Wp2 uvrA pKMIOl mutant suslar
kullanilmaktadir (30, 61, 103). Test bilesigine maruz birakilan bu mutant suslarda
olusan mutasyon sonucu bakteriler tekrar aminoasit sentezleme yeteneklerini geri

kazanirlar (30, 103).

Test suslarinin, histidinsiz ve triptofansiz ortamda iireyebilmelerine yol agan
kendiliginden geriye doniis, mutajenite deneylerinde rutin olarak oSl¢iiliip ve her plakta
kendiliginden geriye donen bakteri sayist olarak ifade edilir (30, 90, 103).
Salmonella/mikrozom test sisteminde geriye donen (revertant) koloni sayisindaki artis
testin pozitif olarak degerlendirilmesini saglamaktadir (30, 86, 90, 103). Lizozimlerden
endoniikleaz salinimina bagli olarak meydana gelen apoptozis gibi olaylar genotoksisite
ile iligkili olmayip sitotoksik etkiden kaynaklanan testin yanlis degerlendirilmesine

neden olmaktadir (28).

Salmonella/mikrozom test sistemine daha sonra; Aroclor 1254 gibi enzim
indiikleyici ajanlar uygulanmis ratlarin  karacigerinden hazirlanan karaciger
homojenatinin 9000 g’de santrifiij edilmesinden dolayr S9 adi verilen metabolik
aktivasyon sistemi eklenerek memelilerdeki biyotransformasyon olaylarinin benzeri

saglanmaya calisiimistir (90, 140).
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Bakterilere karsi toksisiteleri yiiksek olan bazi antibiyotiklerin ve memeli
hiicrelerinin spesifik sistemleriyle etkilesime giren topoizomeraz inhibitorleri veya
niikleozid analoglar gibi bilesiklerin bakteriyel test sistemleri ile test edilmeleri uygun
degildir (30, 62, 104). DNA veya kromozomlarin protein yapidaki kisimlar ile
etkilesime girmeyen buna karsin hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlarin
ayrilmalarini saglayan ig iplikgiklerinin olusumunda rol oynayan proteinlerle etkilesime
giren bilesikler de bakteriyel mutajenite testleri ile saptanamamaktadir (38). Ayrica
iiretan gibi bazi karsinojenlerin genotoksik olmayan mekanizmalarla etki gostermesi
yada metabolik aktivasyonun yetersiz olmasi nedeniyle bu testle saptanamadiklari
bildirilmistir (30, 85, 103). Bu durumda 2 farkli hiicre tipi ve gen mutasyonu,
kromozomal hasar gibi 2 farkli degerlendirme kriteri iceren in vitro memeli hiicre

testinin uygulanmasi gerektigi bildirilmistir (62, 104).

Karsinojenler ile test arasindaki korrelasyon kesin olmamakla birlikte daha
onceki calismalarda mutajen aktivite goOstermeyen bircok prokarsinojenin, test
sisteminin metabolik aktivasyonu sonucu pozitif sonu¢ verdigi bildirilmistir (30, 85,
103). Ames testinde pozitif sonu¢ veren mutajenlerin % 90’1n1in karsinojenik etkiye, test
edilen karsinojenlerin % 89’unun da mutajenik etkiye sahip oldugu bildirilmistir (85,

140).

2.4.4.2. Memeli Hiicre Kiiltiirii Testleri

Bilesiklerin mutajenik potansiyelleri degerlendirilirken memeli hiicrelerindeki
mutajenik etkilerinin de arastirllmasi gerekmektedir. Avrupa Birligi bu amacla metafaz
analizini kullanarak klastojenite ve anoploidiyi birlikte saptayan in vitro sitogenetik
testleri, Amerika hem gen mutasyonu hemde kromozomal hasar1 saptayan fare lenfoma

testini, Japonya ise her iki testi kullanmay: tercih etmektedir (62).

In vitro testler, metabolik aktivasyon sistemi varliginda ve yoklugunda
uygulanmaktadir. En ¢ok kullanilan metabolik aktivasyon sistemi Aroclor 1254 enzim

indiikleyici ajam1 uygulanmis ratlarin karacigerinden hazirlanan S9 karisimidir (62).

2.4.4.2.1. in vitro Memeli Kromozom Aberasyon Testi
In vitro kromozom aberasyon testinin amac1 memeli hiicre kiiltiirlerinde yapisal
kromozom aberasyonlarima neden olan ajanlart saptamaktir. Yapisal kromozomal

bozukluklar kromozom ve kromatid olmak iizere 2 tiptir. Bircok kimyasal mutajen
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kromatid tip aberasyona neden olmakla birlikte kromozom tip aberasyonlarda meydana
gelebilmektedir. Direk DNA hasarina yol agmayan mekanizmalarla etki gosteren

kanserojen maddeler bu testle saptanamamaktadir (31, 96).

Hiicreler mitoz bdliinme gecirerek cogalmaktadirlar ve hiicre kiiltiirii
calismalarinda Oncelikli olarak hiicrelerin normal hiicre siklus siiresi bilinmesi
gerekmektedir. Kiiltiire edilen memeli hiicrelerindeki hiicre siklusunun siiresi
degiskenlik gostermekle birlikte genellikle 24 saat, farelerde ise bu siire yaklasik 12
saattir. Memelilerde mitoz boliinme 20 dakika-1 saat kadar siirmektedir. Buna karsilik
DNA replikasyonu 6-9 saat kadardir. interfaz, boliinme siklusunda bir dénemdir. Hiicre
mitoza bagladig1 zaman her bir DNA molekiilii kendi kendini replike eder yada kendinin
tam bir kopyasin1 yapar. Bu kopyalama islemi sonunda bir kromozom, kromatid denen
iki islevsel Ozdes dal olusturur ve her ikisi sentromerde birlesir. Bu basamakta
kromozomlar ¢ok incelmistir ve 1s1tk mikroskobunda kromatin parcaciklar1 olarak
goziikmektedirler. Hiicre mitoz boliinmeye hazirlanmaktadir. Bir mitoz bdliinmeden
sonra dinlenme halindeki hiicre G;, S ve G, evrelerinden gegerek interfaz dénemini
tamamlamaktadir. G; donemi yaklasik 10 saat kadar siirmektedir. Hiicre RNA ve
protein sentezi yapar, fakat DNA sentezi yoktur. Bu evrede DNA sentezi i¢in hazirliklar
yapilmaktadir. S donemi, DNA replikasyonunun basladigi donemdir ve DNA miktar1
G; donemindekinin 2 katina ¢ikar. Her kromozom kendi 6zel yapisina uygun ornekte
DNA sentezi yapar. G, donemi ise 4 saat kadar stirmektedir. Bu donemde DNA sentezi
durur buna karsin RNA ve protein sentezi devam etmektedir. Bu 3 evre tamamlandiktan
sonra hiicre profaz, metafaz, anafaz ve telofazdan olusan mitoz béliinmeye girmektedir.
Profazda cekirdek zar1 kaybolur, sentrioller ikiye bdliinerek hiicrenin karsilikli uclarina
cekilirler ve kromozomlar ig ipliklerine sentromerleriyle tutunarak mitotik merkezi
olustururlar. Metafazda, yavru kromatidler sentromerlere tutunurlar ve hiicre merkezine
hareket ederler. Anafaz bagladiginda sentromerleriyle ig ipliklerine tutunmus olan 2
yavru kromatid karsilikli kutuplara hareket ederler. Telofazda ise karsi kutuplara
yerlesen kromatidlerin ¢evresi ¢ekirdek zartyla ortiilmeye baslar ve sitokinez adi verilen

sitoplazma boliinmesi meydana gelmesiyle birlikte 2 yavru hiicre olusur (11).

In vitro memeli kromozom aberasyon testinde hiicrelerin mitoz boliinme
gecirmesini saglayan fitohemaglutinin (PHA) gibi mitojen maddeler igeren metabolik

aktivasyonlu ve aktivasyonsuz Chinese Hamster fibroblast, memeli periferal kan
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lenfosit gibi hiicre kiiltiirleri 37 °C’de 48 saat siireyle inkiibe edilir. Inkiibasyondan
sonra kiiltiirler 3-6 saat siireyle test bilesigine maruz birakilir ve uygulamanin
baslangicindan itibaren 1,5 hiicre siklusu siiresi gectikten sonra kiiltiirler hasat edilir.
Kiiltiirler hasat edilmeden genellikle 1-3 saat Once hiicre boliinmesini metafaz
asamasinda durduran kolsisin gibi bilesikler uygulanir. Hasat asamasinda kromozomlar
hipotonik soliisyona maruz birakilir, fikse edilir ve lamlarin iizerine damlatilarak
preparatlar hazirlanir, boyanir ve metafaz hiicreleri mikroskop altinda kromozomal
aberasyonlar yoniinden incelenir. Bu prosediirden negatif sonu¢ alindigi taktirde 1,5

hiicre siklusu olan siire daha uzun tutulmaktadir (31, 96).

Her grupta en az 200 metafaz analiz edilerek kromozom aberasyon tipleri ve her
bir kiiltiirde 100 metafaz hiicresi sayilarak poliploid metafaz hiicrelerinin frekansi
saptanir. Poliploidi hiicrelerinin sayisindaki artig test bilesiginin mitoz boliinmeyi inhibe
etme ve sayisal kromozom aberasyonlar1 indiikleme giiciine sahip oldugunu,
endoreduplicated kromozomlu hiicrelerin sayisindaki artis yani DNA replikasyonun
gerceklestigi S periyodundan sonra hiicrenin mitoza girmeyip bagka bir S periyoduna
baslamasi sonucu 4,8,16,... kromatide sahip olan hiicreler ise test bilesiginin hiicre

siklusu ilerleyisini inhibe etme giiciine sahip olabilecegine isaret etmektedir (31, 96).

2.4.4.2.2. In vitro Mikroniikleus Testi

Mikroniikleus testleri, klastojenik ve andjenik etkili bilesikler tarafindan
olusturulan kromozomal hasarlarin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan
standart genotoksisite test sistemi igerisinde yer alan in vivo ve in vitro testlerdir (70,
100, 124). Mikroniikleuslar, fiziksel ve kimyasal mutajenlere maruz kalan hiicrelerde
mitoz boliinmenin anafaz evresinde kromozomlarin geri kalmalarindan yada kromozom
parcaciklarindan koken almaktadirlar (1, 41, 69). Kemik iligi ve periferal kan
eritrositlerinde mikroniikleus indeksi genetik toksikoloji arastirmalarinda kullanilan

standart sitogenetik testlerden biri olmustur (40).

In vitro mikroniikleus testinin genotoksisite test sistemi icerisinde yer alan
kromozom aberasyon testi veya fare lenfoma testine alternatif olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir (80). Testin amac1 interfaz hiicrelerinin sitoplazmasinda mikroniikleus gibi
kromozom parcaciklarinin olusumuna neden olan bilesiklerin saptanmasina yoneliktir
(100). Fenech ve ark.’lar tarafindan gelistirilen Sitokinezis Blok Mikroniikleus Testi

(CBMN) lenfositlerin mikroniikleus analizlerinde kiif mantarlarinin metabolitlerinden
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biri olan Sitokalazin-B’ nin (Cyt-B) kullanilmasiyla sitokinezi yani hiicre boliinmesi
sirasinda  sitoplazmanin bdliinmesini bloke ederek ayni sitoplazma iginde kardes
cekirdeklerin olugsmasim saglayan ve bir hiicre siklusunu tamamlayan hiicrelerin
binuklear goriiniimleriyle ayirt edilmesine olanak saglayan modifiye edilmis in vitro
mikroniikleus testidir (1, 40, 41, 100). CBMN testi ile interfaz hiicrelerinin sadece
mikroniikleus icerip icermedigi saptanarak metafaz hiicrelerindeki kromozom
aberasyonlarindan ¢ok daha objektif sekilde degerlendirilebilmekte ve daha hizli
sayilabilmektedir (100). Ayrica biitiin halde kromozom seklinde mikronuklei
olusumuna neden olan ve kromozomal aberasyon testleriyle calisilmasi gii¢ olan
anoploidiyi indiikleyici ajanlar bu testle kolaylikla saptanabilmektedir (1, 80, 100).
Yapilan ¢alismalar sonucu fare lenfoma testinde negatif sonug veren bircok bilesigin in
vitro mikroniikleus testinde pozitif sonu¢ verdigi saptanmistir ve buradan hareketle in
vitro mikroniikleus testinin fare lenfoma testine gore daha duyarh bir test oldugu

bildirilmistir (80).

Hiicre boliinmesinin  interfaz  asamasindaki hiicrelerinde  mikroniikleus
olusumuna neden olan kromozomal hasarin meydana gelebilmesi icin eksojen kaynakli
metabolik aktivasyonlu veya aktivasyonsuz Chinese Hamster fibroblast, memeli
periferal kan lenfosit gibi hiicre kiiltiirlerine hiicrelerin mitoz boliinme gecirmesini
saglayan fitohemaglutinin gibi mitojen maddeler eklenir ve 37 °C’de inkiibasyona
birakilir (1, 69). PHA ile stimiilasyondan 24 saat sonra kiiltiirler test bilesigine 20 saat
stireyle maruz birakilir. Maruz kalmayi takiben ilk mitozdan en az 6 saat 6nce yani 44.
saatte sitoplazmanin boliinmesini durdurmak ve en az % 50 oraninda biniikleer hiicre
elde etmek amaciyla her bir test Kkiiltiirline yaklasik 3-6 pg/ml Cyt-B eklenir.
Baslangictan 72 saat sonra kiiltiirler hasat edilir, preparatlar hazirlanir, boyanir ve hiicre
boliinmesini tamamlamig biniikleer hiicreler 1g1k yada floresans mikroskobu altinda
mikroniikleus yoniinden incelenir. Mikroniikleusu belirleyen kriterler; esas cekirdekle
baglantili olmayip keskin sinirlara sahip olmasi, esas ¢ekirdegin 1/3-1/6 capta olmasi ve
cekirdekle benzer yogunlukta boyali olmasidir (40, 69). Mikroniikleus iceren biniikleer
hiicrelerin insidensini saptamak amaciyla her bir kiiltiirden hazirlanan preparatlarda en
az 1000 biniikleer hiicre sayilmaktadir (1, 69, 100). Doza bagl olarak uygulama yapilan
test gruplarinda mikroniikleus iceren hiicre sayisinda istatiksel yonden 6nemli bir artis
meydana gelmesi testin pozitif olarak degerlendirilmesini saglamaktadir. In vitro

mikroniikleus testinden elde edilen pozitif sonuglar test bilesiginin memeli somatik
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hiicre kiiltiirlerinde kromozom hasarina veya hiicre boliinme aparatinda hasara yol

actigina isaret etmektedir (100).

2.4.2.2.3. Fare Lenfoma Testi

Fare lenfoma testi en cok kullanilan in vitro memeli mutasyon testleri arasinda
yer almaktadir (89). Fare lenfoma testi; L5178Y fare lenfoma hiicrelerinin timidin kinaz
(TK) lokusundaki veya insan lenfoblastoid TK6 hiicrelerinin yada Chinese hamster
hiicre serisinin (CHO, AS52 ve V79 hiicrelerinin) hipoksantin guanin fosforibosil
transferaz (HPRT) lokusundaki veya ksantin guanin fosforibosil transferaz (XPRT)
lokusundaki gen mutasyonunun ayni zamanda degisik boyutlarda meydana gelen
kromozomal bozukluklarinda (delesyon, translokasyon, mitotik rekombinasyon ve
anoploidi) saptanmasin1 saglayan bir testtir (89, 104). TK lokusu nokta mutasyon,
delesyon, translokasyon ve rekombinasyon mutasyonlarini, HPRT ve XPRT lokuslari
ise bilylik capta meydana gelen kromozom delesyonlarinin saptanmasina duyarhidir (60,
101). TK ve XPRT genlerinin otozomal kromozomlarda yer almasi, X kromozomunda
yer alan HPRT Ilokusunda saptanamayan kromozomal exchange gibi genetik

degisikliklerin saptanmasina olanak saglamaktadir (104).

TK*" ve TK” lokuslarinda meydana gelen mutasyon sonucu timidin kinazdan
yoksun olan mutant hiicreler pirimidin analogu olan triflorotimidinin (TFT) sitostatik
etkilerine kars1 direnglidirler. Timidin kinaza sahip olan hiicreler, hiicresel
metabolizmay1 inhibe eden ve hiicre boliinmesini durduran TFT’ye kars1 duyarhidir.

Mutant hiicreler TFT varliginda cogalirlarken normal hiicreler ¢ogalamamaktadir (101).

Test bilesigi 3-4 saat siireyle metabolik aktivasyonlu veya aktivasyonsuz fare
lenfoma hiicre kiiltiirii ortamina maruz birakilir. Metabolik aktivasyonsuz kisa siireli
uygulamalarda negatif sonu¢ edildigi taktirde metabolik aktivasyonsuz ortamda
uygulama yaklasik 24 saat siire daha devam etmesi saglanir. Uygulamayi takiben
hiicreler mutant seleksiyondan oOnce fenotipik ekspresyon amaciyla Kkiiltiire edilir.
Mutant hiicrelerin oranim1 saptamak amaciyla test bilesigine maruz kalan hiicre
kiiltiirtinden elde edilen sayis1 bilinen hiicreler TFT iceren medyuma ekilir. Uygun
inkiibasyon siiresinden sonra koloniler sayilir. Mutant frekans1 TFT i¢eren medyumdaki
mutant koloni sayisi hesaplanarak saptanir. Mutant kolonilerin biiyiikligii test

bilesiginin nokta mutasyon veya kromozomal hasar olusturduguna dair bilgiler
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vermektedir. Kromozomal bozukluklar sonucu kiiciik ¢apta mutant koloniler, gen

mutasyonlart sonucu ise biiyiik ¢capta mutant koloniler olusmaktadir (101).

2.4.4.2.4. in vitro Kardes Kromatid Degisim Testi (Sister Chromatid Exchange
Assay)

Kardes kromatid degisimleri, tek bir kromozomu olusturan iki kromatid
kolunda meydana gelen kirilimi takiben kirllan bu parcalarinin karsilikli degisim
yapmasidir. Kardes kromatid degisim testi (SCE) ise, bu degisime neden olan 6zellikle
DNA eklentileri olusturan veya DNA replikasyonu ile etkilesime giren mutajen
bilesikleri saptamaktadir. Kardes kromatid degisimleri nokta mutasyonlarin

indiiksiyonu, gen amplifikasyonu ve sitotoksisite ile iligkilidir (29).

Mitojen madde eklenmis rodent veya insan lenfosit hiicre kiiltiirleri 24-30 saat
sonra test bilesigine maruz birakilir. Daha sonra kiiltiirlere kromatidlerin kolayca
boyanarak birbirinden ayirt edilmesini saglayan bromodeoksiuridin (BrdU) eklenir. ki
hiicre siklusu siiresi gegtikten sonra kiiltiirler hasat edilir ve hasat edilmeden 2 saat 6nce
hiicre boliinmesini metafaz asamasinda durduran kolsisin uygulanir. Hasat yapilir,
kromozom preparatlar1 hazirlanir ve metafaz hiicreleri SCE yoniinden incelenir. Kardes
kromatid degisimi meydana gelen kollardaki kisimlar daha agik renkte boya almaktadir.
Kardes kromatid degisimi sayisinda istatiksel yonden 6nemli bir artig meydana gelmesi
testin pozitif olarak degerlendirilmesini saglamaktadir. Testten pozitif sonu¢ alinmasi,
test bilesiginin memeli somatik hiicre kiiltiirlerinde karsilikli kromatid degisimine neden

olduguna isaret etmektedir (29).

2.4.4.2.5. Memeli Hiicre Kiiltiirlerinde Unscheduled (Diizensiz) DNA Sentez Testi
Memeli hiicre kiiltiirlerinde unscheduled DNA sentezi (UDS) testi kimyasallar,
radyasyon ve viriisler gibi bircok farkli ajan tarafindan indiiklenen DNA hasarinin
onarimini 6lgmektedir. UDS hem in vitro hemde in vivo sistemlerde olciilebilmektedir.
Memeli hiicre kiiltiirlerinde UDS tritium ile isaretlenmis timidinin (*H-TdR) hiicre

siklusunun S fazinda olmayan hiicrelerin DNA’s1 ile birlesmesidir (36).

Rodent hepatositlerinden olusan primer memeli hiicre kiiltiirleri test bilesigine
maruz birakilir ve S fazinda olmayan hiicrelerin DNA’s1 ile birlesen *H-TdR alimu ile
UDS olg¢iiliir. Ayrica hiicreler tarafindan *H-TdR alimi otoradyografi veya uygulama
yapilmis hiicrelerin DNA’sinin sivi skintilasyon sayimi (liquid scintillation counting

LSC) ile saptanabilmektedir. Otoradyografi yonteminde hiicreler *H-TdR iceren
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kiiltiirde test bilesigine maruz birakilirlar. Uygulama siiresi sonunda hiicreler fikse
edilir, otoradyografik emiilsiyona daldirildiktan sonra 4 °C’ye kaldirilir. Bekleme siiresi
sonunda hiicreler boyanir ve isaretli ¢ekirdekler manuel veya elektronik sayici ile
sayilir. LSC saptanmasinda ise karisik hiicre kiiltiirleri test bilesigine maruz birakilir.
Uygulama siiresi sonunda uygulama yapilmis hiicrelerden DNA ekstrakte edilir.
Toplam DNA igerigi ve "H-TdR ile birlesme derecesi sintilasyon sayimiyla saptamr

(36).

Uygulama yapilmis hiicrelerde *H-TdR ile birlesmede istatiksel yonden 6nemli
bir artis meydana gelmesi testin pozitif olarak degerlendirilmesini saglamaktadir. UDS
testindeki pozitif sonuclar, test bilesiginin memeli somatik hiicre kiiltiirlerinde DNA

hasarina neden olabilecegine isaret etmektedir (36).

2.4.4.3. In vivo Testler

Potansiyel genotoksik karsinojenleri ve mutajenleri belirlemede in vitro testlerin
yararli olduguna dair genel bir goriis bulunmasina ragmen, zararlhilan belirleme uzman
calisma grubu (Expert working group on hazard identification) tarafindan test edilen
ajanlara iliskin in vitro testlerden elde edilen bulgularin insanlar icin karsinojenik veya
karsinojenik bir risk tasimadigini ve kanser riski aragtirmalarinin sadece in vitro

bulgulara dayanilarak yapilmamasi gerektigi bildirilmistir (128).

In vitro testlerde metabolik aktivasyon kaybindan ortaya cikabilecek hatal1 yada
celigkili sonuglarin ortadan kaldirilmasi amaciyla in vivo testlerin de uygulanmasi
gerekmektedir. Ancak in vivo testler test edilen bilesiklerin veya metabolitlerin her

zaman hedef dokuya ulasamamasi gibi dezavantajlara sahiptir (57).

2.4.4.3.1. Memeli Kemik iligi Kromozom Aberasyon Testi

Memeli in vivo kromozom aberasyon testi genellikle rodentlerin kemik iligi
hiicrelerinde test bilesikleri tarafindan indiiklenen yapisal kromozom aberasyonlarin
saptanmasi amaciyla kullanilmaktadir. Kromozom aberasyon testi 6zellikle mutajenik
hasarin belirlenmesinde tiire ve dokuya gore degisebilen metabolizma, farmakokinetik
ve DNA-onarim mekanizmalar1 gibi in vivo faktorlerin degerlendirilmesine olanak

saglamaktadir (32, 97).

Test prosediirii in vitro kromozom aberasyon testi ile benzerlik gostermektedir.

Hedef doku olarak vaskiilarizasyonu fazla olan ve hizli sirkiilasyona sahip hiicre
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popiilasyonu igceren rodentlerin kemik iligi kullanilmaktadir. Hayvanlar test bilesigi
uygulandiktan yaklasik 12-18 saat (1,5 hiicre siklusu gectikten) sonra oldiriiliirler.
Oldiiriilmeden yaklasik 3-5 saat 6nce hiicre boliinmesini metafaz asamasinda durduran
kolsisin uygulanir. Kemik iligi hiicrelerinden kromozom preparatlar in vitro kromozom
aberasyon testindeki gibi hazirlanir, boyanir ve metafaz hiicreleri kromozom aberasyon

yoniinden incelenir (32, 97).

Sitotoksisiteyi 6lgcmek amaciyla her bir hayvandan en az 1000 hiicre sayilarak
mitotik indeks belirlenir ve her bir hayvandan 100 metafaz hiicresi sayilarak yapisal ve
sayisal kromozom aberasyon orami saptanir. Sonuglarin degerlendirilmesi in vitro

kromozom aberasyon testindeki gibidir (32, 97).

2.4.4.3.2. In vivo Rodent Mikroniikleus Testi

In vivo rodent mikroniikleus testi, bilesiklerin in vivo genotoksisitesinin
saptanmas1 ve giivenilirliginin degerlendirilmesi amaciyla diizenleyici kuruluglar
tarafindan yapilmasi onerilen, standart genotoksisite test sistemi igerisinde yer alan ve

siklikla kullanilan kisa siireli in vivo mutajenite testidir (54, 57, 68, 70, 114).

Mikroniikleus (mikronuklei) ayn1 zamanda hematolojik olarak Howell-Jolly
cisimcikleri olarak bilinen, hiicre boliinmesi sirasinda asentrik kromozom pargalarinin
veya kromozomlarin hiicre bolilnmesinin anafaz asamasinda gecikmesi sonucu kardes
hiicre ¢ekirdegi ile birlesemeyen, sitoplazmik kromatin igeren kromozom parcaciklaridir
(34, 57, 70, 81, 102). Mitotik merkezde fonksiyon bozukluguna bagl olarak sekillenen
anafazda geri kalma, anafaz gecikmesi veya anaphase lagging olarak adlandirilan bu
durum sonucu normal olarak uzunlamasina boliinerek kutuplara cekilmekte olan
kromozomlardan biri anafazda geri kalir. Geri kalan bu kromozom ya 6zdesinin
bulundugu kromozom grubuna katilir yada boliinme sirasinda ortadan kaybolur (11, 70,
72). Kromozom kirilmalar, yapisal kromozom anomalileri veya ig iplikcikleri
fonksiyon bozukluklari mikroniikleus olusumuna neden olmaktadir ve mikroniikleus
insidensi bu tip kromozomal hasarlarin saptanmasinda kullanilan bir parametredir (57,
70). Mikroniikleus olusumundaki muhtemel mekanizma hiicre siklusunun G, fazinda
kromozomlarin yogunlagsmasi ve anafazda kromatidlerin ayrilmasim icermektedir. Bu
mekanizmalarda meydana gelen bir bozukluk ya da aksaklik, mitoz bdliinmede
kromatin  kopriilerinin  olusmasina neden olarak kromatidlerin ayrilmasinin

tamamlanamamasi dolayisiyla andploid hiicrelerin olusumu ile sonu¢lanmaktadir (59,
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124). Kromozomlarda kirilma olusturan klastojen ajanlarin ve anoploidizasyona neden
olan andjenlerin saptanmasini saglayan in vivo mikroniikleus testi kromozom aberasyon

testine gore daha hizli ve kolay uygulanabilme avantajina sahiptir (81, 98, 102).

En siklikla kullanilan in vivo mikroniikleus testi, memeli eritrosit mikroniikleus
testidir. Bu test genellikle rodentlerin kemik iliginde ve/veya periferal kan
hiicrelerindeki eritrositlerin analizi yapilarak, test edilen bilesigin kromozom veya
kromozomlarin ig ipliklerine sentromerleri ile tutunarak olusturduklan eritroblastlarin
mitotik merkezinde hasar olusturup olusturmadiginin saptanmasinda kullanilir.
Mikroniikleus testinin amaci sitogenetik hasar sonucu kromozom pargaciklari veya
biitiin haldeki kromozomlardan olusan mikroniikleus olusumuna neden olan maddeleri
saptamaktir. Memeli in vivo mikroniikleus testi, in vitro test sistemlerinden elde edilen
mutajenik etkinin daha detayli arastirilmasina ve bilesigin in vivo metabolizmasi,
farmakokinetigi ve DNA onarim prosesleri gibi faktorlerin degerlendirilmesine olanak
saglamaktadir. Test edilen bilesiklerin veya metabolitlerinin hedef dokuya ulasamadigi

durumlarda testin kullanim1 uygun degildir (98, 102).

Eritropoezis (eritrosit yapimi) asamasinda son mitozdan birka¢ saat sonra kemik
iligindeki eritroblastlar polikromatik eritrositlere doniisiirken ¢ekirdeklerini kaybederler
ve bu sirada meydana gelen kromozomal hasar sitoplazmada mikroniikleus olusumuna
neden olmaktadir (107, 134). Mikroniikleus iceren tam olarak olgunlagmamig
(polikromatik) eritrosit sayisindaki artis kromozomal hasarin veya anafaz gecikmesi
sonucu meydana gelen sitogenetik hasarin bir gostergesidir (34, 57, 81, 98, 102).

Mikroniikleus olusum mekanizmasi Sekil 2.5’te gosterilmistir (72).

Rodentlerin kemik iligi, polikromatik eritrositlerin iiretim yeri olmasindan
dolay1 rutin olarak kullanilmasinin yanisira son yillarda cevre kirleticilerinin ve
mutajenlerinin genotoksisitelerinin degerlendirilmesinde baliklarin periferal kam da
kullanilmaktadir (49). Ayrica dalagin mikroniikleus igeren eritrositleri yok edemedigi
tiirlerde periferal kanda mikroniikleus igeren olgunlasmamis eritrositlerin sayilmasi ve
bilesigin uygulanma siiresi eritrositlerin yasam siiresinden (farelerde 4 hafta) uzun
oldugu durumlarda periferal kanda olgunlagmis (normokromatik) eritrositler icerisinde
mikronuklei sayilmasi yapisal ve sayisal kromozomal bozukluklara neden olan
bilesiklerin saptanmasinda duyarli bir yol olarak belirlenmistir (56, 84, 98, 102, 134).

Polikromatik  eritrositler heniiz  gelisme asamasinda  olmalari, nukleusun
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kaybolmasindan sonra yaklasitk 2 giin siireyle hiicrede kalan RNA ve ribozom
icermeleri ve bazofilik 6zellikleri nedeniyle mavimsi renge boyanarak, asidofilik yapida
olan ve turuncu-pembe renkte olan normokromatik eritrositlerden ayrlirlar (56, 57, 81,

84, 98, 102, 134).
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Testin prensibi: Hayvanlar test edilecek bilesige akut yada kronik olarak uygun
yolla maruz kalirlar. Kemik iligi kullanilacaksa, hayvanlar uygulamadan sonraki uygun
saatlerde oldiiriilerek kemik ilikleri ekstrakte edilir ve preparatlar hazirlanarak boyanir.
Periferal kan kullanilacaksa, uygulamadan sonraki uygun saatlerde kan alinir, siirme
preparat hazirlanarak boyanir. Preparatlar mikroniiklei varligi yoniinden analiz edilir

(34, 81, 98, 102).

Testin amaci: Mikroniikleus testinin amaci, genellikle rodentlerin kemik iligi
hemapoietik hiicrelerinde klastojenisite veya andjenisite sonucu mikronuklei olusumuna

neden olan test bilesiklerini saptamaktir (70).

Hayvan tiirii secimi: Rutin olarak fare ve si¢can kullanilmaktadir. Kemik iligi
kullanilacaksa herhangi bir memeli tiirii kullanilabilir (28). Uygun tiiriin secimi
toksikolojik caligmalar ile ortaya konmalidir. Periferal kan kullanilacaksa fare kullanimi
yada dalagin mikroniikleus iceren eritrositleri yok edemedigi tiirler onerilmektedir.
Secilen memeli tiirii yapisal ve sayisal kromozomal bozukluklar saptamada yeterli
duyarliligr  gostermelidir. Genellikle gen¢ ve saglikli laboratuvar hayvanlar
kullanilmaktadir. Caligmanin baslangicinda hayvanlar arasindaki agirlik farkliligi en az
olmalidir ve her cinsiyetteki hayvanin agirhig ortalama agirhgin % +20’sini
ge¢cmemelidir. Fare ve siganlarda her bir uygulama ve kontrol grubu her bir cinsiyetten
en az 5 hayvan icermelidir. Aym tiirden ve aym uygulama yoluna maruz kalan
hayvanlarda yapilan ¢alismalar toksisite yoniinden cinsiyetler arasinda herhangi bir
farkliligin olmadigini ortaya koyuyorsa, testin tek bir cinsiyette yapilmasi yeterlidir (56,
81, 98, 102). Mikroniikleus indiiksiyonu agisindan genellikle erkek farelerin disi
farelere oranla daha duyarli olduklar, cinsiyetler arasindaki bu farkliligin kalitatif degil
kantitatif oldugu bildirilmistir. Disi ve erkek rodentler arasinda toksisite ve metabolizma
acisindan herhangi bir farklilik yoksa sadece erkek rodentlerin kullanilmasinin yeterli

olabilecegi belirtilmistir (28, 61, 126).

Coziicii/Tasit madde secimi: Coziicii/tasit madde kullanilan dozlarda toksik
etki olusturmamalidir ve test maddesi ile etkilesime girmemelidir. Coziicii/tasit madde
genel olarak kullanilanlardan farkliysa, bunlarin test maddesi ve hayvanlarla ge¢cimli
oldugunu destekleyen bilgiler olmalidir (98, 102). Coziicii olarak parenteral
uygulamalar i¢in genellikle izotonik tuzlu su, oral yolla uygulamalar i¢in su veya

izotonik tuzlu su kullanilmasi Onerilmektedir. Bunun yanisira farelerde yapilan
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calismalarda dimetilsiilfoksitin bircok madde igin etkili bir ¢oziicii oldugu ve siklikla

kullanildig: bildirilmistir (81).

Kontrol: Pozitif ve negatif kontrol gruplart bulunmalidir. Testte her iki
cinsiyetten de hayvan kullamilmigsa her cinsiyetin pozitif ve negatif kontrol grubu
bulunmalidir. Pozitif kontrol grubu maruz kalma diizeylerinde saptanabilir diizeyde
mikronuklei olusturmali1 ve istatiksel yonden mikronuklei sayisinda dnemli artisa neden
olmalidir. Negatif kontrol grubundaki hayvanlara test maddesinin ¢oziindiiriildiigii
coziicii/tasit madde uygulanir. Pozitif kontrol grubuna genellikle uygulanan bilesikler
Etil methansiilfonat, Etil nitrosoiire, Mitomisin C, Siklofosfamid ve trietilenmelamindir

(34, 98, 102).

Doz diizeyleri: Uygulanacak test bilesiginin dozlann hayvanlarda toksisite
olusturmayan doz ile maksimum tolere edilebilen doz araliginda olmalidir ve en az 3
farkli doz uygulanmasi gerekmektedir. En yiiksek doz oOlim olusturmadan, kemik
iliginde toksisite belirtileri (6rnegin kemik iliginde veya periferal kanda olgunlagmamais
eritrositlerin sayisinin toplam eritrosit sayisina oranindaki diisiis) ve klinik toksisite
belirtileri olusturan maksimum tolere edilebilen doz olarak tanimlanmaktadir (54, 56,
70, 81, 98, 102). Maksimum tolere edilebilen dozu tanimlamak amaciyla letal doz 50
(LDsp) kullanilacaksa uygulanacak en yiikksek doz LDsp’nin %50’sinden diisiik
olmamasi gerekmektedir (84). Ortanca doz en yiiksek dozun yarisi, en diisiik dozun ise
ortanca dozun yarisi seklinde olmasi onerilmektedir (70). Pratikte uygulanan en yiiksek

doz LDsy’nin % 50-80’1 olmaktadir (57).

Limit test: 14 giine kadar olan uygulamalar i¢in limit doz 2000 mg/kg c.a./giin,
14 giinden daha uzun siireli uygulamalar icin 1000 mg/kg c.a./giin olarak belirlenmistir

(34, 56, 98, 102).

Dozlarin uygulanmasi: Siispansiyon halindeki test bilesigi genellikle mide tiipii
kullanilarak gavaj seklinde veya intraperitonel enjeksiyon yoluyla uygulanmaktadir.
Tek seferde verilecek olan bilesigin hacmi 2 ml/100 g c.a.’n1 gecmemelidir (34, 56, 98,
102).

Uygulama programi: Test edilen bilesikler, son uygulamadan sonra
eritroblastlarin hiicre sikluslarinin tamamlanmasi ve cekirdeklerinin kaybolmasindan
sonra mikroniikleus olusumuna neden olabilirler (81, 84). Mitozun tamamlanip

polikromatik eritrositlerin olusumuna kadar gecen siire farelerde yaklasik 6-12 saattir
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(57, 84, 115). Bircok bilesigin uygulamadan sonraki 9-12 saatten 6nce mikroniikleus
frekansinda onemli bir artisa neden olmadigi saptanmistir (115). Farelerde polikromatik
eritrositlerin kemik iligindeki Omriiniin 12-24 saat arasinda oldugu ve mikronuklei
iceren polikromatik eritrositlerin kemik iliginde en az 10-12 saat siireyle kaldigi; bu
nedenle ilk uygulamadan sonraki 19-24. saatlerden ©once periferal kan Orneklerinin
almmasinin uygun olmadig bildirilmistir (81, 84). Polikromatik eritrositler kana
gecerek 12-24 saat icerisinde normokromatik eritrositlere doniisiirler ve normokromatik
eritrositlerin kandaki omrii yaklasik 1 aydir. Periferal kanda normokromatik eritrositler
icindeki mikroniikleuslar insan, si¢can gibi bazi tiirlerde dalak tarafindan yok
edilememektedir. Bu durum bazi fare irklan i¢in gegerli degildir. Kronik uygulamalar
bu tip farelerde periferal kanda normokromatik eritrosit iginde mikronuklei
akiimiilasyonuna neden olabilmektedir (84). Yapilan calismalarda kemik iliginde
polikromatik eritrositler icerisindeki mikroniikleus sayisinin genellikle uygulamadan

sonraki 24-60 saatler arasi pike ulastigi saptanmistir (81, 84, 115).

Bir¢ok degisik uygulama programi (1, 2 veya 24 saat aralikla daha fazla sayida
uygulama) Onerilmektedir. Fazla hacimdeki test bilesiginin uygulanisin1 kolaylastirmak
veya bilesigin kandaki diizeyindeki dalgalanmalari en aza indirgemek amaciyla
bilesigin dozlar1 boliinerek, doz araliklar birkag¢ saatten fazla olmamak kosuluyla ayni
giinde 2 veya daha fazla sayida uygulama yapilabilir. Test 2 yolla uygulanabilir.
Birincisi hayvanlara test edilecek bilesik bir kez yada uygulama aralig1 24 saatten fazla
olmamak kosuluyla 2 kez uygulanir. Son uygulamadan sonraki 24-48 saatler arasi
kemik ilikleri, 36-72 saatler arasi periferal kan ornekleri alimir. ikincisi iic veya daha
fazla giin siireli uygulama (6rnegin 24 saat araliklarla 3 veya daha fazla) yapilmigsa son
uygulamadan sonraki 24 saati gegmeden kemik iligi ornekleri ve son uygulamadan

sonraki 48. saate kadar periferal kan 6rnekleri alinir (56, 84, 98, 102).

Kemik iligi/kan preparatlarimin hazirlanmasi: Hayvanlarin o6ldiiriilmesini
takiben kemik iligi hiicreleri genellikle femur veya tibiadan, periferal kan ise kuyruk
venasindan yada diger uygun damarlardan elde edilir. Siirme preparatlar hazirlanarak
boyama asamasina gegilir. Giemsa gibi rutin olarak kullanilan boyalarin yanisira
DNA’ya spesifik acridine orange, Hoechst 33258 veya pyronin-Y gibi boyalarin

kullanilmasi ile boyamadan kaynaklanan hatalar elimine edilebilir (54, 98, 102).
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Analiz:  Sitotoksisiteyi degerlendirmek amaciyla her bir hayvanda
olgunlagmamis (polikromatik) eritrosit sayisinin toplam (polikromatik+normokromatik)
eritrosit sayisina orani yada polikromatik eritrosit sayisinin normokromatik eritrosit
sayisina orani belirlenmektedir. Bu amagla herbir hayvanin kemik iligi preparatlarinda
200 eritrosit, periferal kan preparatlarinda 1000 eritrosit sayilir. Arastiricilar tarafindan
polikromatik eritrosit sayisinin normokromatik eritrosit sayisina oranindaki azalma
hedef dokunun test bilesigine maruz kaldigimi ispatlamak amaciyla kullanilmaktadir
(12). Polikromatik eritrosit sayisinin toplam eritrosit sayisina orani kontrol grubundaki
degerlerin % 20’sinden az olmamasi gerektigi; kontrol grubunun kemik iligindeki
polikromatik eritrosit oraminin yaklasik % 50-60, periferal kanindaki oraninin ise
yaklasik % 5 olmast gerektigi bildirilmistir (12, 54, 70, 84). Periferal kandaki
polikromatik eritrosit oraninin % 1’den asagiya diismesi kemik iligi toksisitesine isaret

etmektedir (54, 70, 84).

Mikroniikleus igeren polikromatik eritrositlerin insidensinin saptanmasi
amaciyla her bir hayvanin kemik iligi preparatlarinda en az 2000 polikromatik eritrosit
sayilmaktadir. Hayvanlara 4 hafta veya daha uzun siireli uygulama yapilmissa
mikroniikleus insidensinin saptanmasi amaciyla her hayvandan hazirlanan preparatlarda
en az 2000 normokromatik eritrosit sayilmaktadir (56, 70, 98, 102). Mikroniikleuslar
genellikle koyu renkte boyanmis, yuvarlak sekilli ve keskin sinirlara sahip polikromatik

yada normokromatik eritrositlerin genellikle 1/5-1/20’si bityiikliigiindedirler (70, 116).

Isik mikroskobunda mikroniikleus iceren hiicrelerin sayiminin uzun siire almasi
nedeniyle otomatik sayim yapan akim sitometrisi (flow cytometry) ve goriintii analiz
(image analysis) sistemleri gelistirilmistir (54, 114, 124). Akim sitometrisinde bilesigin
sitotoksisitesinin ~ belirlenmesi  a¢isindan  6nemli olan PCE/NCE oraninin
belirlenememesi ve goriintii analizinde yeterli kalitede preparatlarin hazirlanamamasi
dolayistyla sayisal artifaktlara yol agmasi bu sistemlerin kullanimimt sinirlandiran en

biiyiik dezavantajlar olarak bildirilmistir (114).

Sonuclarin degerlendirilmesi ve yorumlanmasi: Doza baglh olarak uygulama
yapilan test gruplarinda mikroniikleus iceren hiicre sayisinda istatiksel yonden 6nemli
bir artis meydana gelmesi testin pozitif olarak degerlendirilmesini saglamaktadir (56).
Testin istatiksel yonden degerlendirilebilmesi i¢in en az 3 doz grubu, aym zamanda tagit

kontrol grubu ve pozitif kontrol grubu i¢ermesi, her bir grupta her 2 cinsiyetten en az 4



59

hayvan bulunmasi ve her hayvanda 2000 polikromatik eritrosit sayilmis olmasi
gerekmektedir (57, 98, 102). Sonuca ulasmada sadece istatiksel farkliligin belirleyici
olmamast gerektigi aym zamanda biyolojik faktorlerinde gozoniine alinarak
yorumlanmasi gerektigi bildirilmistir. Mikroniikleus testinden elde edilen pozitif
sonuclar, test edilen bilesigin uygulama yapilan hayvanlarin kemik iligi
eritroblastlarinda kromozomal hasar veya mitotik merkezinde hasar olusturmasi sonucu
mikroniikleus olusumuna neden oldugunu gostermektedir (54, 57, 98, 102). Negatif
sonuclar ise test bilesiginin mikroniikleus olusumuna yol agan kromozomal hasar veya
ig iplik¢igi hasarina neden olmadigim1 = gostermektedir. Mikroniikleuslarda
sentromerlerin varligin1 belirlemek dolayisiyla mikroniikleuslarin klastojenik veya
andjenik kaynakli oldugunun saptanmasi amaciyla immunofluorescent CREST-boyama
ve fluorescence in situ hibridizasyon (FISH) gibi molekiiler sitogenetik metodlar
gelistirilmistir (54, 98, 102). Mikronukleilerin %70-100’ii sentromerik DNA yani
kinetokor igeriyorsa test edilen bilesigin anoploidiyi indiikledigi seklinde ve genellikle
andjen olarak degerlendirilmektedir (1, 59, 124). Kinetokor igeren mikonukleus
sayisinin az (% 0-30) oldugu durumlarda kinetokor kaybinin yiiksek diizeyde olmasi
nedeniyle kromozomlarda kirilmanin mutlaka olustugu kabul edilerek bilesikler

genellikle klastojenik olarak degerlendirilmektedir (124).

Mikroniikleuslarin biyolojik onemi: Kromatin kaybi1 sonucu olusan
mikroniikleus, tiimor baskilayici gen gibi kanser gelisiminde rol oynayan bir gen
igeriyorsa meydana gelen bu tip kromozomal hasarlar kanser olusumu i¢in risk teskil
edebilmektedir (1). Gene-Tox Karsinojenite Calisma Grubu tarafindan, mikroniikleus
sonuclar1 ile karsinojenite verileri arasinda yapilan karsilastirmalar sonucunda 51
karsinojenin mikroniikleus testinde pozitif sonu¢ verdigi buna karsin sadece 5
karsinojenin mikroniikleus olusturmadig saptanmistir. Saptama oram (duyarlilik) % 91

olarak belirlenmistir (84).

2.4.4.3.3. In vivo Kardes Kromatid Degisim Testi (Sister Chromatid Exchange
Assay)

Genellikle rodentlerin kemik iligi veya lenfositleri kullanilarak yapilan in vivo
kardes kromatid degisim (SCE) testi ile kromozomun iki kardes kromatid kolunda
karsilikli parca degisimine neden olan bilesikler in vitro SCE testindeki gibi

saptanmaktadir. Test prosediirii ve analiz yontemi in vitro SCE testindekine
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benzemektedir. Hayvanlara test bilesiginin uygulanmasini takiben BrdU verilir ve
hayvanlar 6ldiiriilmeden 2 saat 6nce kolsisin uygulanir. Hayvanlar oldiiriildiikten sonra
kemik ilikleri alimir, preparatlar hazirlanip ve boyanarak SCE yo6niinden incelenir.
Kontrol grubuna gore uygulama yapilan gruplardaki SCE sayisinda istatiksel yonden
Onemli bir artt3 meydana gelmesi testin pozitif olarak degerlendirilmesini
saglamaktadir. Testin pozitif sonu¢ vermesi, test bilesiginin test edilen tiirlerin kemik

iliginde karsilikli kromatid degisimine neden olduguna isaret etmektedir (37).

2.4.4.3.4. Memeli Spermatogonial Kromozomal Aberasyon Testi

In vivo memeli spermatogonial kromozom aberasyon testinin amaci memeli
hayvanlarin gonadlarina ulasarak spermatogonial hiicrelerde mitoz asamasinda yapisal
kromozomal aberasyonlara neden olan bilesikleri ve somatik hiicre mutajenlerinin esey
hiicrelerinde etkin olup olmadigin1 saptamaktir. Bu test erkek hayvanlarin
spermatogonial esey hiicrelerinde meydana gelen kromozomal bozukluklar oOlcerek,
esey hiicrelerinde meydana gelebilecek kalitsal mutasyon olaylarim1 &nceden haber
vermektedir. Erkek gonadlarindaki haploid spermatogonia denmektedir. Test prosediirii
in vivo kromozom aberasyon testindeki gibidir. Uygulamayi takip eden ilk mitoz hiicre
boliinmesindeki spermatogonial hiicreler kromatid tip aberasyon yOniinden
incelenmektedir. Her bir hayvanin testislerinden hazirlanan kromozom preparatlarinda
en az 100 metafaz incelenerek degerlendirme yapilmaktadir. Test yapilan tiiriin
gonadlarinda kromozomal aberasyon frekansi yoniinden onemli bir artis meydana

gelmesi testin pozitif olarak degerlendirilmesini saglamaktadir (33, 99).

2.4.4.3.5. Rodent Dominant Lethal (Oldiiriicii) Testi

Dominant lethal testi in vivo olarak esey hiicrelerinde klastojenisiteyi veya
anoploidiyi arastirmak amaciyla kullamilmaktadir. Dominant letal etkiler embriyonik
veya fotal oliimlere neden olmaktadir (9). Bilesige maruz kalmadan sonra meydana
gelen dominant letal olaylar bilesigin test edilen tiirlerde germinal dokular etkiledigine
isaret etmektedir. Dominant letallerin gen mutasyonu veya toksik etkiler sonucu degil
yapisal ve sayisal kromozomal anomaliler sonucu olustugu kabul edilmektedir. Esey
hiicresinde meydana gelen dominant letal mutasyon gametin disfonksiyonuna neden
olmayip dollenmis yumurtanin yada gelismekte olan embriyonun Oliimiine neden

olmaktadir (35).
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Erkek farelere yada sicanlara test bilesigi uygulanir ve uygulama yapilmamis
disilerle ciftlestirilirler. Disiler gebeligin ikinci yarisinda oOldiriiliirler ve uteruslar
implante, yasayan ve Olii embryo sayisi agisindan incelenir. Kontrol grubuna gore
uygulama yapilan gruptaki disilerdeki 6lii implante sayisindaki artis implantasyon
sonrast kaybi yansitmaktadir. Kontrol grubuna gore uygulama yapilan gruplardaki
dominant letal sayisinda istatiksel yonden onemli bir artis meydana gelmesi testin
pozitif olarak degerlendirilmesini saglamaktadir. Testten pozitif sonu¢ alinmasi, test
bilesiginin test edilen tiirlerin esey hiicrelerinde genotoksik etkili olabilecegine isaret

etmektedir (9, 35).

2.4.5. Genotoksisite Test Sonuclarinin Degerlendirilmesi
Genotoksisite testleri oncelikle direk genetik hasara yol acan mekanizmalarla
etki gosteren karserojen bilesikleri saptamaktadir. Bu nedenle genotoksik olmayan

karsinojenler bu testlerle saptanamamaktadir (50).

In vitro genotoksisite testlerinden pozitif sonu¢ alindiginda sonuglar
degerlendirilirken negatif veya tasit kontrol gruplarina gére meydana gelen artigin
hiicreler icin anlamhi bir genotoksik etki olusturup olusturmadigi, cevabin
konsantrasyon ile iliskili olup olmadig, zayif/celiskili sonuclarda etkinin
tekrarlanabilirligi, pozitif sonucun in vitro spesifik metabolik aktivasyon yolagindan mi1
yoksa in vitro spesifik aktif metabolitten kaynaklanip kaynaklanmadigi, normalde in
vivo ortamda olugmayan buna karsin kiiltiir ortami1 kosullarina bagh olarak etkinin
olusup olusmadig1 ve test edilen bilesiklen aynmi kimyasal smfta yer alan diger
bilesiklerinden elde edilen sonuglarla uyumlu olup olmadigi; in vitro genotoksisite
testlerinden negatif sonu¢ alindiginda ise bilesigin yapisi veya bilinen metabolizmasi
rodent karaciger S9 gibi in vitro metabolik aktivasyon tekniklerinin yetersiz oldugunu
gosterip gostermedigi veya bilesigin yapis1 veya bilinen reaktivitesi diger test
metodlarinin/sistemlerinin kullanimina uygun olup olmadigr sorularina cevap aranarak

degerlendirme yapilmasi gerektigi bildirilmistir (50, 61).

Eger bilesik in vitro testlerde negatif sonu¢ vermisse buna ilaveten sadece bir in
vivo sitogenetik testle de degerlendirilmesi yeterli olabilmektedir. Eger bilesik bir veya
birkag in vitro testte pozitif sonu¢ vermigse bu durumda kemik iligi veya periferal kanda
yapilan in vivo sitogenetik testlere ilaveten bilesigin farkli bir dokuda da test edilmesi

gerektigi bildirilmistir (50, 61).
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Herhangi bir in vivo testte pozitif sonug veren bilesiklerin in vivo testlerde de
hedef dokunun bu bilesigi maruz kaldigi su olgiitlerle belirlenmektedir. a) /n vivo
mikroniikleus testinde kemik iliginde olgunlagmamis eritrositlerin toplam eritrosit
sayisina oranindaki 6nemli degisiklik veya kromozomal aberasyon testinde mitotik
indeksteki onemli oranda diisiis b) ilacin biyoyararlanimi ile iliskili olarak kan veya
serum diizeylerinin Ol¢iimil ¢) kemik iliginde ilag ile iliskili maddenin 6l¢iimii d) doku

maruziyetinin otoradyografik olarak degerlendirilmesi (28, 50, 61).

In vitro ve in vivo test sonuclar1 arasindaki farklihklar su faktorlerden
kaynaklanabilmektedir: i) aktif metabolitin in vitro olarak olusurken in vivo olarak
olugsmamas1 yada tam tersi seklinde ii) aktif metabolitin in vivo olarak hizla detoksifiye
edilebilirken in vitro olarak detoksifiye edilememesi iii) bilesigin atilimimin hizli ve

etkili bicimde in vivo olarak meydana gelebilirken in vitro olarak olusamamasi (50, 61).

2.4.6. Genotoksik Etkinin Degerlendirilmesi

Genetik materyalde hasara neden olan bilesiklerin saptanmasinda ve genotoksik
aktivitenin degerlendirilmesinde in vitro ve in vivo genotoksisite testleri birlikte
kullanilmaktadir. Bu testlerde pozitif sonu¢ veren bilesikler kanserojenik ve/veya

mutajenik olarak tanimlanmaktadirlar (18, 60).

Ingiltere’de bulunan gidalarda, tiiketici iiriinlerinde ve cevrede bulunan
kimyasallarin mutajenitesinin degerlendirildigi komitede (COM) 3 asamal1 test sistemi

uygulanmaktadir:

I. ve II. asama kimyasalin mutajenitesine iliskin bilgi vermektedir. III. Asama
ise, II. asamada incelenen mutajenik etkinin memelilerin esey hiicrelerinde olusup

olugmadiginin saptanmasini saglamaktadir (18).

I. Asama: 2 veya 3 in vitro test kullamlarak kimyasalin mutajenitesi
degerlendirilmektedir. Bilesige insan maruziyetinin ¢ok az oldugu veya olmadigi
durumlarda 2 test uygulanmaktadir. Testlerden herhangi birisinde pozitif sonu¢ veren
bilesikler in vitro mutajen olarak degerlendirilmekte ve 2. asamaya gecilmektedir. Bu
asamada sadece in vivo olarak aktif olan kimyasallarin mutajenitesi saptanamaz bu
nedenle alinan sonuglar negatifse; mutajenik testlerin dogrulanmasinda in vivo testlere
gerek duyulmaktadir. I. asamanin ilk testi Ames testi olarak ta bilinen bakteriyel ters

mutasyon testi, IL. test klastojeniteyi ve andjenisiteyi saptamaya yonelik in vitro metafaz
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analizi (kromozom aberasyon) veya in vitro mikroniikleus testidir. Bu testlerde interfaz
asamasindaki hiicrelerde mutasyon sonucu mikroniikleus adi verilen kromozom
parcaciklan saptanmaktadir (18). Bakteriyel mutasyon testleri, test edilen bilesiklerin
bakterilere asir toksik olmasi veya memeli hiicre replikasyon sistemi ile etkilesime
girmesi durumlarinda genotoksisitesinin saptanmasinda yeterli ve uygun degildir. Bu
durumda iki farkl hiicre tipi ve iki farkli degerlendirme noktasina (gen mutasyonu ve
kromozomal hasar) sahip olan in vifro mikroniikleus ve fare lenfoma tk testi gibi in
vitro memeli hiicre testleri uygulanmasi gerektigi bildirilmistir. III. test ise insanlarin
bilesige maruz kalma oram ve sikligt diisiik oldugu durumlarda uygulanir ve genellikle
fare lenfoma testi tercih edilir. Bakteriyel mutasyon ve fare lenfoma testi gibi in vitro
testlerde negatif sonu¢ veren buna karsin in vivo testlerde pozitif sonu¢ veren
prokarbazin, hidroquinon ve urethan gibi bilesiklerin olmasi II. asamanin uygulanmasini

gerekli kilmistir (60).

II. Asama: II. asama testleri I.asama testlerinin herhangi birinde pozitif veya
celigkili sonu¢ veren bilesiklerin mutajenik aktivitelerini in vivo ortamda gosterip
gostermediklerini belirlemek amaciyla yapilmaktadir. Somatik hiicrelerde in vivo
aktivitenin degerlendirilmesini kapsamaktadir. Ayrica insanlarda orta veya uzun siireli
maruziyeti olan tiim kimyasallar1 degerlendirmek amaciyla in vivo testler
uygulanmaktadir. 1. asamada in vitro testlerde pozitif sonu¢ veren bazi bilesikler in vivo
testlerde emilim eksikligi, etkin metabolitlerin DNA ile etkilesememesi, hizli
detoksifikasyon ve eliminasyon gibi faktorlere bagh olarak negatif sonug¢ verebilir. Bu
nedenle bir veya daha fazla in vitro testte pozitif sonu¢ veren bilesiklerin potansiyel
mutajenik zararlar1 hakkinda kesin bir sonuca varilmadan ©nce in vivo testlerin
yapilmalar1 gerekmektedir. /n vivo testler yiiriitiilmeden once in vitro testlerden elde
edilen sonuglarin, bilesigin metabolik profili ve yapisi ile ilgili mevcut bilgilerin gbzden
gecirilmesi gerekmektedir. II. asamada uygulanan ilk test rodentlerin kemik iligi veya
periferal kani1 kullanilarak yapilan in vivo mikroniikleus testidir. Testten pozitif sonug
alindiginda bilesik in vivo somatik hiicre mutajeni olarak degerlendirilir; negatif veya
celigkili sonuclar alindiginda bilesigin genotoksik etkili olup olmadigin1 dogrulamak
amaciyla testin tekrarlanmasi yada kemik iliginden farkli bir hedef doku kullanilarak
ikinci bir in vivo genotoksisite testinin yapilmasi gerekmektedir. Bu testler karaciger
UDS testi, Comet testi veya transgenik hayvan modelleri testleridir. Bu testlerden de

pozitif sonu¢ alindigr taktirde bilesik in vivo somatik hiicre mutajeni, potansiyel
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karsinojen ve muhtemel esey hiicresi mutajeni olarak degerlendirilir ve 3. asamaya
gecilir. Negatif sonu¢ alindiginda bilesigin in vivo mutajen olup olmadigi sonucuna
varilabilmesi i¢in mevcut biitiin bilgiler degerlendirilir. Celigkili sonuclar alindiginda
ise mevcut tiim veriler degerlendirilerek verilerin karar i¢in yeterli olup olmadigina
yada ek testlerin yapilmasi gerektigine karar verilmektedir (18, 62, 127). Somatik
hiicrelerdeki ilk in vivo testte negatif sonug; I. asamadaki 3 in vitro testtede negatif
sonu¢ veren bilesikler ve insanlardaki maruziyet derecesiyle iligkili olarak in vivo
incelenen bilesikler i¢in kesinlik saglar. I. asamada celiskili sonuclar veren bilesikler ve
bu sorunu ¢dzmek icin in vivo test uygulanan bilesiklerde bir negatif sonu¢ elde
edilmesi yeterli olabilmektedir. I. asamada herhangi bir in vitro testte pozitif sonug
veren bilesiklerde, tek bir dokuda yapilan in vivo testte negatif sonug elde edilmesi
bilesigin somatik hiicrelerde in vivo olarak inaktif oldugu sonucuna varilmasi i¢in
yeterli veri saglamamaktadir. Bu durumda farkli dokular kullanilarak daha fazla in vivo
test yapilmasi gerekmektedir. Bunlardan karaciger UDS testi disindakiler uluslar arasi
kabul goren metodolojiler degildir. Rodent karaciger UDS testi karacigerde genotoksik
aktiviteyi arastirmak amaciyla gelistirilen karaciger hiicrelerinde DNA hasarim1 ve
bunun takiben onarmmimi Olcen bir testtir. Karaciger emilen bilesiklerin metabolize
edildigi baslica organ olmasi nedeniyle bu test Ozellikle genotoksik etkisini
gosterebilmek icin metabolik aktivasyona ihtiya¢ duyan bilesiklerin incelenmesi igin
uygundur. Comet (single cell gel electrophoresis) testi herhangi bir dokuda
genotoksisite tespiti i¢in relatif olarak daha basit bir prosediirdiir. Testin gelistirilmesi
ile sitotoksik bilesikler ile genotoksinler arasindaki fark biiyiik Olgiide acikliga
kavusturulmustur. Test oOzellikle direk etkili genotoksinleri ilk etki bolgelerinde
degerlendirmek icin 6nemlidir. Diger DNA zincir kirilma testleri de Comet testine
alternatif olarak kullanilabilmektedir. Transgenik hayvan modelleri yeterli DNA izole
edilebilmesini saglayacak herhangi bir dokuda in vivo gen mutasyonlarinm1 Olgme
potansiyeline sahiptirler. Bu modellere 6rnek olarak BigBlue ve Muta Mouse verilebilir.
Bu testlerin vallidasyonu ile ilgili az sayida yayin bulunmaktadir ve 6zel dokular i¢in
metodolojinin optimize edilmesi icin daha ¢ok ¢alisma gerekmektedir. Fakat bu testler
rutin olarak kullanilmamaktadir. Ozellikle bilesiklerle ilk temas eden sindirim kanali,
deri ve nefes borusu gibi 6zel dokularda yapilan destekleyici testler mutajenik
aktivitenin degerlendirilmesinde Onemli bilgiler saglamaktadir. Ayrica DNA’ya

kovalent baglanma veya **P-postisaretleme kullanilarak DNA eklentilerinin lgiimiine
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(DNA adducts) dayali yeni yaklasimlar da bulunmaktadir. Bu testler mutajenisiteyi
6lcmeden daha ¢ok maruz kalmayr ve DNA’ya karsi reaktiviteyi olcmektedir. **P-
postisaretleme testi DNA eklentilerinin 6l¢iimii icin duyarl bir testtir ve test bilesiginin
radyoaktif isaretlenmesini gerektirmemektedir. DNA eklentilerinin 6l¢iimiinde
kullanilan bir diger bir metod radyoisaretli bilesik kullanilarak DNA’ya kovalent
baglanmanin Olciilmesidir. Bu testle gozlenen diisiik diizeydeki baglanma DNA’ya
kovalent baglanmayla ilgili olamayabilecegi icin bu diisiik diizeydeki baglanmanin

oneminin agiklanmasi giictiir (18).

III. Asama: Bir bilesikten kaynaklanan mutajenik hasari arastirilmasinin
baslangic asamalarinda esey hiicrelerinde mutajenik etki olusturup olusturmadiginin
arastirilmasina gerek duyulmamaktadir. Tiim esey hiicre mutajenleri kemik iligi
testlerinde pozitif sonu¢ vermesine karsin somatik hiicre testlerinde pozitif sonug¢ veren
bilesiklerin hepsi esey hiicresi testlerinde ayn1 sonucu vermemektedir yani tiim somatik
hiicre mutajenleri esey hiicrelerinde mutajen degildir. Bununla birlikte in vivo somatik
hiicre mutajeni oldugu dogrulanmis bir¢ok bilesigin hem potansiyel genotoksik
karsinojen hemde potansiyel esey hiicresi mutajeni olarak kabul edildigi icin daha fazla
genotoksisite testi yapilmasina gerek duyulmamaktadir (18, 28). Ancak bazi durumlarda
esey hiicresi ¢aligmalar1 bir in vivo somatik hiicre mutajeninin esey hiicresi mutajeni

olup olmadigimi gostermek amaciyla yapilmaktadir (18).

Esey hiicrelerinde uygulanan mutajenisite/genotoksisite testleri memeli
spermatogonial hiicrelerinde veya spermatositlerinde klastojenisite ve andjenisite testi,
dominant lethal testi veya mutajenisite veya DNA hasarin1 6l¢en diger metodlardan
olugmaktadir. Test seciminde Onceki mutajenisite testlerinin verileri, bilesigin
ozellikleri ve toksikokinetigi ve metabolizmasi gozoniine alinmalidir. Uygulanan testten
pozitif sonu¢ alindiginda bilesik esey hiicresi mutajeni veya andjeni olarak
degerlendirilir. Negatif sonu¢ alindiginda bilesigin esey hiicresi mutajeni olmadigi
sonucuna varmak amaciyla tiim mevcut veriler tekrar degerlendirilmektedir. Celiskili
sonuclar alindiginda ise eldeki verilerin yeterli olup olmadigina veya daha fazla test

yapilmasi gerektigine karar verilmektedir (18).

Esey hiicrelerinde genotoksisite hakkinda veri toplamak amaciyla en uygun
calismay1 belirlerken 6nceki ¢alismalarda goriilen baslica nokta mutasyon, klastojenisite

veya andjenisite olmak iizere genetik etkinin tipi gdzoniine alinmalidir. Bilesigin esey
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hiicreleri i¢in genotoksik olup olmadigina dair bilgi bir¢ok test ile elde edilebilmektedir.
Bunlar memelilerin spermatogonial hiicrelerinde klastojeniteyi arastirmak amaciyla
gelistirilen memeli spermatogonial kromozom aberasyon testi, andjenik ve klastojenik
etkiyi birlikte saptayabilen spermatositlerde yapilan mikroniikleus testi ve dominant
lethal testidir. Alternatif olarak transgenik hayvan modelleride kullanilabilmektedir.
Dominant letal mutasyonlarin yapisal veya sayisal kromozom aberasyonlara bagli
olarak olustugu diisiiniilmektedir. Bu testte embryo-letal genetik degisiklikler
Olciilmektedir. Esey hiicresi DNA’sinda hasar veya DNA eklentilerinin olusumu ¢esitli
yaklagimlar kullanilarak arastirllmasiyla maruziyet ve reaktivite ile ilgili bilgiler elde
edilebilir. Esey hiicrelerinde DNA lezyonlarina iligkin bilgi II. asamadaki 32p.
postisaretleme, Comet testi, UDS veya DNA kovalent baglanma testleri ile
saglanabilmektedir (18).

Gelecek jenerasyonlarda kalitsal etki riskinin kantitatif degerlendirilmesi: Bu tiir
risk degerlendirmesine olanak saglayan mevcut tek yoOntem tedavi uygulanan
hayvanlardan yetistirilen birbirini izleyen jenerasyonlarda etkinin degerlendirilmesidir.
Bu yontemler fare kalitsal translokasyon testi ve fare spesifik lokus testidir. Bu
calismalar oOzellikle fare spesifik lokus testi ¢cok fazla sayida hayvan gerektigi igin
pratikte kullanilmamaktadir ve sadece 6zel durumlarda kullamilmaktadir. Ayrica bu
testler ratlarda yapilamamaktadir. Evebeyn hayvanlarda maruziyeti takiben yeni

nesillerde andploidi artisin1 degerlendiren mevcut metodda bulunmamaktadir (18).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg

3.1.1 Deney Hayvanlari

Calismada, Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Deney Hayvanlari
Unitesinden saglanan, yaklasik 8-9 haftalik ve agirliklar1 20-25 gr olan 72 adet CD-1
irk1 erkek fare kullamldi. Hayvanlar polipropilen kafeslere yerlestirildi ve Istanbul
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalinda bulunan
deney hayvanlar1 bakim odasina adaptasyonu saglandi. Caligma siiresince (2006 Mayis-
2007 Agustos) yem ve su ad libitum olarak verildi. Tiim hayvanlar 12 saat 151k/12 saat

karanlik periyodunda ve 22 + 1 °C sicaklik ortaminda tutuldu.

3.1.2 Kullanilan Cihaz ve Malzemeler
Hassas Tarti: Shimadzu AEL - 40 SM

Hayvan tartim terazisi: Precisa XT 6200C
Santrifiij: Heraeus 00902

Ultrasonik Banyo: Sonorex RIC 100 H
Vorteks: Elektro-Mag M16

Mikroskop: Olympus CX31

Dijital Kamera: Olympus CAMEDIA C7070
Kimyasal Malzemeler:

Albendazole: (Methyl 5-propylthio-2-benzimidazole-carbamate, 98 %) Acros
Organics 345360050, 5 gr. Cas No: 54965-21-8

Siklofosfamid: Cyclophosphamide monohydrate %97, Acros Organics
2039600050, Cas No: 6055-19-2

Askorbik Asit: Amresco L-Ascorbic Acid 0143-100 gr Cas No:50-81-7
Dimetilsiilfoksit: Merck 2951
FTS: Eczacibas1 Baxter izotonik NaCl Soliisyonu

Fotal Buzagi Serumu (FBS): Biological Industries 04-121-1B
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PBS: Amresco Phosphate Buffered Saline Tablets E 404-200 TABS
Metanol: Methanol Riedel-de Haén 24229
Giemsa: Merck/Giemsa’s Azur-Eosin Methylene Blue Solution. 1.09204.2500
May-Gruenwald: Merck/May-Gruenwalds Solution 1.01424.2500
Immersiyon Yagi: Merck Art 4699, 100 ml.
Entellan: Merck 1.07961.0100, 100 ml.
Ksilol: Xylol Riedel-de Haén 16446
Rodajli Lam: Objekttrager 76x22 mm, Lamel: Isolab 24x50 mm
Besleme sondasi: Bigakcilar 1,33 mm x (4Ch) x 470 mm, Insiilin enjektorii:
Hayat 26 G x 10-13 mm, Enjektor: Set inject 5 ml, Pastor Pipeti: Isolab 3 ml
3.2 Yontem

3.2.1 Kullamlan Cézeltilerin Hazirlanmasi
Tiim cozeltiler uygulamadan ve preparatlar hazirlanmadan hemen once taze

olarak hazirlandi.

Albendazol Siispansiyonu: Albendazol dimetilsiilfoksit i¢inde coziindiiriilerek

300 mg/5 ml yogunlukta hazirlandi. 45 dakika siireyle ultrasonik banyoda tutuldu.

Siklofosfamid Cozeltisi: Fizyolojik tuzlu suda coziindiiriilerek 40 mg/5 ml

yogunlukta hazirlandi.

Askorbik Asit Cozeltisi: Distile suda ¢oziindiiriilerek 100 mg/5 ml yogunlukta

hazirlandi.

Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS): 100 ml distile suda 1 adet fosfat tampon tuz

tableti ¢coziindiiriilerek hazirlandi.

Giemsa Soliisyonu: Fosfat tampon ¢ozeltisi icerisinde 1:6 oraninda hazirlandi

(116).

3.2.2 In vivo Fare Mikroniikleus Testi
Calismada kromozomal hasarlarin saptanmasinda diger testlere gore daha kisa
siirede sonug veren, uygulanmasi ve analizi daha kolay olan kisa siireli genotoksisite

testlerinden biri olan in vivo rodent mikroniikleus testi tercih edildi (38).
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Calismada kullanilacak olan 72 adet erkek fare tesadiifi olarak 9 gruba ayrildi.
I. Grup: Negatif Kontrol Grubu. Coziicii madde olan dimetilsiilfoksit uygulandi.

II. Grup: Pozitif Kontrol Grubu. 100 mg/kg c.a. dozunda Siklofosfamid gavaj
seklinde uygulandi.

1. Grup: 500 mg/kg c.a. dozunda Albendazol gavaj seklinde uygulandi.
IV. Grup: 1000 mg/kg c.a. dozunda Albendazol gavaj seklinde uygulandi.
V. Grup: 1500 mg/kg c.a. dozunda Albendazol gavaj seklinde uygulandi.

VI. Grup: 500 mg/kg c.a. dozunda Albendazol ve 200 mg/kg Askorbik Asit
gavaj seklinde uygulandi.

VIIL. Grup: 1000 mg/kg c.a. dozunda Albendazol ve 200 mg/kg Askorbik Asit
gavaj seklinde uygulandi.

VIII. Grup: 1500 mg/kg c.a. dozunda Albendazol ve 200 mg/kg Askorbik Asit
gavaj seklinde uygulandi.

IX. Grup: 100 mg/kg c.a. dozunda Siklofosfamid ve 200 mg/kg Askorbik Asit
gavaj seklinde uygulandi.

Doz ve grup seciminde pratik olarak secilebilen doz yontemi temel alindi (70,
81). Bu amacla Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organisation, WHO) ve Gida
Tarim Orgiitiinden (Food and Agriculture Organisation) olusan Gida Katki Maddeleri
Uzman Komitesi (Joint of FAO/WHO Expert Committee on Food Additives, JECFA)
tarafindan belirlenen albendazoliin LDsy dozuna baglh olarak 3000 mg/kg’lik LDsy dozu
gozoniine alindi. Ornekleme doz araliklart 1500 mg/kg, 1000 mg/kg ve 500 mg/kg
olarak belirlendi (64). Pozitif kontrol olarak mikroniikleus olusumuna neden olan
mutajenik etkili, alkilleyici bir ajan olan Siklofosfamid secildi (49, 71, 82). Arastiricilar
tarafindan yapilan calismalarda in vivo mikroniikleus testinde erkek farelerin disi
farelere oranla siklofosfamide karsi1 verdigi cevabin daha yiiksek derecede olmasi
nedeniyle tiim uygulama gruplarinda erkek fareler kullamild1 (17, 61, 71, 87, 126).
Siklofosfamidin 6rnekleme zamani ve uygulanacak dozu ise Japonya Cevresel Mutajen
Toplulugunun altgrubu olan Memeli Mutajenleri Calisma Grubuna bagli (Mammalian
Mutagenesis Study Subgroup of the Mutagen Society of Japan, JEMS.MMS)
Mikroniikleus Test Calisma Grubu Birligi (Collaborative Study Group for the
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Micronucleus Test, CSGMT) ve arastiricilar tarafindan yapilan caligmalar sonucu
belirlenen dozlar goézoniinde tutularak 100 mg/kg c.a olarak belirlendi (55, 136).
Askorbik asit’in dozu arastiricilar tarafindan yapilan calismalar sonucunda antitimor
etkili ajanlara karsi koruyucu etkinlik gosteren doz olarak saptanan 200 mg/kg c.a.

olarak belirlendi (5, 7).

Albendazol siispansiyonu 500 mg/kg c.a. ve 1000 mg/kg c.a. doz grubundaki
(grup 3 ve grup 4) farelere tek seferde gavaj seklinde uygulandi. 1500 mg/kg c.a. doz
grubundakilere (grup 5) ise albendazoliin gavaj seklinde tek seferde verilmesi gereken
hacim olan 2 ml/100 gr viicut agirhigimi gectigi icin doz 2’ye boliinerek 2 saat arayla
gavaj seklinde uygulandi. Negatif kontrol grubuna (grup 1) tasit madde olan
dimetilsiilfoksit ve pozitif kontrol grubuna (grup 2) siklofosfamid aynmi sekilde
uygulandi. Diger doz gruplarina uygulama ise aym yolla 200 mg/kg c.a. askorbik asitle
kombine edilerek yapildi.

Orneklerin aliminda in vivo mikroniikleus testi protokoliinde bildirilen saat
dilimi ve pozitif kontrol grubundaki mikroniikleus sayisinin en yiiksek diizeye ulastig
48. saat se¢ildi (55, 131). Kemik iliklerinin elde edilmesi ve preparat hazirlama yontemi
Schmid’in (116) yonteminden modifiye edilerek hazirlandi. Hayvanlar oldiiriilmeden
once her bir enjektore 2 ml fotal buzagi serumu (FBS) cekildi ve her bir test tiipiine 3 ml
FBS kondu. Uygulamadan sonraki 48. saatte hayvanlar servikal dislokasyon yontemiyle
oldiiriildii. Farelerin her iki bacagindaki femur kemikleri pelvis ve tibia kemikleri ile
baglantili olan bolgelerinden kesilerek cikarildi ve tiim kaslardan temizlenerek 2
ucundan kesildi. FBS iceren enjektor kemigin proksimal ucundan igeri sokuldu ve FBS
enjekte edildi. FBS’un kemik iligi kanalindan ge¢cmesi saglanarak kemik iligi FBS’la
birlikte tiipe aktarilmis oldu. Kemik iligi 6rnekleri 10 dakika siireyle 1000 rpm’de
santrifiij edildi. Tiiplerdeki siipernatant plastik pastor pipeti yardimiyla uzaklastirildi.
Tiiptin dibinde kalan kemik iligi hiicrelerinden olusan ¢okelti birkag damla FBS ile

sulandirilda.

3.2.3 Preparatlarim Hazirlanmasi

Tiipitin dibindeki sulandirilmis halde bulunan ¢okelti iyice karismasi amaciyla
vortekslendi. Dipteki ¢okelti pastor pipetinin kapillar kismina aspire edildi ve daha
onceden temizlenmis lamlarin iizerine kii¢iik bir damla halinde damlatildi. Bagka bir

lam yardimiyla 45 derecelik a¢1 olusturularak siirme preparat hazirlandi. Her bir
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hayvanin bir kemik iligi icin ¢okelti durumuna gore 3-5 adet preparat hazirlandi ve 1

giin siireyle havada kurumaya birakildi (116).

3.2.4 Preparatlarim Boyanmasi

Kuruyan preparatlar 10 dakika siireyle absoliit metanolde tespit edildi.
Preparatlar kuruduktan sonra 1:1 oraminda PBS ile sulandirilmis May-Gruenwald
soliisyonuyla 2 dakika siireyle boyandi. Distile su ile yikandiktan sonra 10 dakika
siireyle Giemsa soliisyonu ile boyandi. Boyamay:1 takiben preparatlar distile su ile
yikandi ve havada kurumaya birakildi. Hazirlanan preparatlarin iizerine 1-2 damla

entellan damlatildi ve lamel ile kapatildi (46, 116).

3.2.5 Mikroskopta inceleme

Isik mikroskobu altinda her hayvan i¢in hazirlanan preparatlardan 100x10
biiyiitme ile 2000 adet polikromatik eritrosit sayilarak, mikroniikleus i¢eren hiicrelerin
sayist belirlendi. Mikroniikleuslar Schmid’in belirttigi kriterlere gore (yuvarlak, kesin
sinirlara sahip, koyu renkte boyali ve hiicrenin 1/5-1/20’si biiyiikliigiinde) belirlendi.
Ayrica sitotoksisiteyi degerlendirmek amaciyla 200 adet eritrosit sayilarak polikromatik

eritrositlerin normokromatik eritrositlere orani hesaplandi (116).

3.2.6 Sonuclarin Degerlendirilmesinde Kullamlan istatiksel Yontemler

Elde edilen veriler SPSS istatistiksel analiz 11.5 paket programi kullanilarak
degerlendirildi. Gruplarin istatistiki karsilastirmas1 Kruskall-Wallis testi ile yapilds;
gruplar arasindaki farkin 6nemi Mann-Whitney U-testi ile belirlendi (123).
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4. BULGULAR

Albendazol’iin in vivo kosullarda genotoksik etkili olup olmadigimi saptamanin
yanisira antimutajenik ve antikarsinojenik 6zelliklere sahip antioksidan etkili askorbik
asidin albendazol’iin olas1 genotoksisitesi karsisinda koruyucu etkisini arastirmak
amaciyla yapilan caligma sonucunda albendazol’iin ve albendazol’le birlikte C
vitamininin kombine kullanimimin fare kemik iligindeki polikromatik eritrositler
icerisindeki mikroniikleus insidensi iizerine etkisi ve sitotoksisiteyi belirleyici
parametrelerden biri olan polikromatik eritrosit sayisimin normokromatik eritrosit
sayisina % orani Tablo 4.1°de verildi. Albendazol uygulanan gruplarda kontrol grubuna
oranla degisen diizeylerde mikroniikleus insidensinde artis saptandi. Veriler istatiksel
olarak degerlendirildiginde 500 mg/kg albendazol uygulanan grup ile DMSO uygulanan
kontrol grubunun her bir hayvanin kemik iligi 6rneginden 2000 polikromatik eritrosit
sayillarak hesaplanan ortalama mikroniikleus igeren polikromatik eritrosit sayilar
birbirine benzerlik gosterdigi belirlendi ve istatiksel agidan 6nemsiz (p>0,001) bulundu.
Buna karsin 1000 ve 1500 mg/kg albendazol uygulanan gruplar negatif kontrol grubu
ile karsilastirildiginda mikroniikleus sayisinin 6nemli diizeyde yiikseldigi ve istatiksel
yonden 6nem (p< 0,001) kazandigr saptandi. Albendazol uygulanan gruplar arasinda
mikroniikleus sayisi agisindan doza baghi bir artis meydana geldigi; 500 mg/kg
albendazol uygulanan grup 1000 mg/kg ve 1500 mg/kg ile karsilastinldiginda meydana
gelen artigin istatiksel yonden onemli (p< 0,001) bulundugu, 1000 mg/kg albendazol
uygulanan grup ile 1500 mg/kg albendazol uygulanan grup karsilastirnldiginda ise
mikroniikleus insidensi yoniinden artis meydana geldigi fakat bu artigin istatiksel agidan
onemli olmadigr (p>0,001) belirlendi. Genotoksik etkili bir bilesik olan siklofosfamidin
uygulandig1 pozitif kontrol grubunda ise en yiiksek oranda mikroniikleus olusumu
gozlendi ve istatiksel yonden diger tiim uygulama gruplarina gore énemli (p< 0,001)
oldugu saptandi. Polikromatik ertirositlerin 151k mikroskobu alindaki genel goriintimleri
ve mikroniikleus iceren polikromatik eritrositlerin goriintiisii sekil 4.1 ve sekil 4.2°de

verilmistir.

Uygulanan bilesiklerin kemik iliginde toksisite olusturup olusturmadigini
belirlemek amaciyla her bir hayvanda 200 toplam eritrosit sayilarak polikromatik

eritrositlerin normokromatik eritrositlere % orant hesaplandi. En yiiksek oranda
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sitotoksisite kemoterapotik bir ajan olan siklofosfamidin uygulandigi grupta saptandi.
Elde edilen verilerden negatif kontrol ve 500 mg/kg albendazol uygulanan gruplarda
sitotoksisite olusumu saptanmazken diger gruplarin verileri negatif kontrol ve 500
mg/kg albendazol grubu ile karsilastinldiginda istatiksel acidan onemli (p< 0,001)
bulundu ve elde edilen verilerin sitotoksisiteye isaret ettigi belirlendi.

Tablo 4-1 Albendazol ve C vitaminini uygulanan gruplardaki farelerin kemik iligindeki
mikronukleus iceren polikromatik eritrosit sayilari

PCE/NCE
mnPCE/2000 PCE Standart (%) Standart
Grup Doz (mg/kg) (ortalama deger x) hata(s;) (ortalama  hata (s;)
deger Xx)
Kontrol
8 6,00° 0,46 0,87° 0,01
(DMSO)

CP 100 8 47,13 1,55 0,55° 0,01
ALB 500 8 7,00° 0,46 0,83*° 0,01
ALB 1000 8 15,384 0,68 0,73% 0,01
ALB 1500 8 17,38° 0,89 0,71¢ 0,01

ALB+VitC 5004200 8 6,75 0,53 0,79°¢ 0,02
ALB+VitC  1000+200 8 13.5¢ 0,85 0,77 0,01
ALB+VitC 15004200 8 15,134 1,52 0,73% 0,01

CP+Vit C 1004200 8 30,88° 1,53 0,68° 0,02

ALB= albendazol, CP= Siklofosfamid, Vit C= C Vitamini
mnPCE= mikroniikleus iceren polikromatik eritrosit, NCE= normokromatik eritrosit

“bede. Aymn siitunda farkli harf tasiyan ortalama degerler arasindaki farklar énemli (p<0.001), ayni harf
tasiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar ise onemsizdir.

abedel. Ay siitunda farkli harf tasiyan ortalama degerler arasindaki farklar nemli (p<0.001), ayn1 harf
tastyan ortalamalar arasindaki farkliliklar ise 6nemsizdir.



Sekil 4.1. Polikromatik eritrositlerde gozlemlenen mikroniikleuslarin 151k mikroskobu
altindaki goriintiileri (10x100 biiyiitme)



Sekil 4.2.Polikromatik eritrositlerin 151k mikroskobu altindaki genel goriiniimii ve
mikroniikleus iceren polikromatik eritrosit (10x100 biiyiitme)

Sekil 4.3.Mitozun telofaz asamasinda kromozomlarin kutuplara cekildigi, sitokinezin
gerceklesmekte oldugu ve 2 es hiicrenin olusum goriintiisii
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Albendazol’le birlikte 200 mg/kg dozda C vitamini uygulanan tiim gruplarda C
vitaminin mikroniikleus frekansinda degisen oranlarda diisiis meydana getirdigi
saptandi. Albendazol’iin tek basina 500 mg/kg, 1000 mg/kg ve 1500 mg/kg dozlarda
uygulandiginda olusturdugu ortalama mikroniikleus frekansi sirasiyla 7, 15,38 ve 17,38
iken C vitamini ile birlikte verildiginde bu oranlarin sirasiyla 6,75, 13,5 ve 15,13’e
diistiigii gozlemlendi. Albendazol’iin tek basma verildigi gruplarin verileri ile C
vitaminiyle birlikte verildigi gruplarin verileri istatiksel yonden degerlendirildiginde
meydana gelen diisiisiin 6nemsiz (p>0,001) oldugu sonucuna varildi. Diger taraftan
mutajenik etkili siklofosfamidin C vitamini ile kombine halde verilmesi sonucu
mikroniikleus frekansinda ©nemli oranda (p<0,001) diisiis meydana geldigi ve C

vitaminin siklofosfamidin mutajenitesine karsi antimutajenik etki olusturdugu saptandi.
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5. TARTISMA

Albendazol, veteriner ve beseri hekimlikte helmintlerin neden oldugu paraziter
enfestasyonlarin tedavisinde siklikla kullanilan, diisiikk dozlarda etkinligi yiiksek ve
antelmentik etki spektrumu genis benzimidazol tiirevi bir bilesiktir (27, 51). Diger
benzimidazol tiirevleri gibi albendazol’iin de parazit hiicrelerindeki B-tubuline baglanip
tubulinlerin mikrotiibiillere polimerizasyonunu inhibe ederek parazit i¢in motilite ve
besin alimi gibi hayati fonksiyonlar1 bloke ettigi bildirilmistir (3, 74, 75, 121).
Mikrotiibiiller, hiicrenin iskelet yapisim1 olusturmaktadir; hiicre boliinmesi sirasinda
kromozomlarin kutuplara ¢ekilmesini saglayan ig iplik¢iklerin ve sentriollerin yapisinda

bulunmaktadirlar (74, 76).

Albendazol’iin memelilerdeki toksisitesine yonelik calismalarda gozlemlenen
bazi toksik etkilerinin, bilesigin memelilerde tubulin polimerizasyonu ile etkilesime
girmesi sonucu ig iplik¢igi olusumunu ve mitozu inhibe etmesinden kaynaklandigi
seklinde aciklanmaktadir (64). Albendazol’lin teratojenite gibi bazi yan etkilere sahip
oldugu bilinmesine karsin genotoksik etkisine iliskin ¢ok az calisma bulundugu

bildirilmistir (27, 112).

Genetik toksikoloji organizmanin normal biyolojik isleyisi sirasinda veya
kimyasal, fiziksel ve biyolojik etkenlere bagli olarak hiicrelerin kromozom ve DNA
molekiillerinde meydana gelen degisiklikleri yani mutasyonu incelemektedir (89, 139).
Ozellikle somatik hiicrelerde meydana gelen degisikliklerin kanser olusumunda 6nemli
rol oynadigr bilinmektedir. Bu nedenle somatik hiicrelerdeki genotoksik etkilerin
saptanmasi bilesiklerin mutajenik etkilerinin arastirilmasinda biiyiik 6nem tagimaktadir

(18, 127).

Mutajenik etkili bir¢cok bilesigin kansere neden oldugu goriisiinden hareketle,
mutajenik etkili genotoksik ve karsinojenik kimyasallar belirlemede 6nceden haber
verici olarak bir ¢cok kisa siireli in vitro ve in vivo genotoksisite testi gelistirilmistir (9,
85, 127). Kromozomlarda yapisal ve sayisal bozukluklara neden olan mutajenlerin ve
karsinojenlerin, in vivo olarak fare kemik iligi hiicrelerinde erken biyolojik etkilerinin
belirlenmesinde en yaygin olarak kullanilan sitogenetik testler arasinda in vivo
mikroniikleus testi yer almaktadir (38, 82, 83, 134). Mikroniikleuslar hiicre boliinmesi

sirasinda fiziksel ve kimyasal mutajenlere maruz kalan hiicrelerde mitoz béliinmenin
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anafaz evresinde kromozomlarin geri kalmalarindan ya da kromozom pargaciklarindan
koken almaktadirlar (1, 41, 69). Albendazol’iin somatik hiicrelerdeki olas1 genotoksik
etkisinin arastirilmasinda diger in vivo memeli testlerine gore daha kisa siirede sonug

veren ve maliyeti diisiik olan in vivo mikroniikleus testi tercih edildi.

Yapilan arastirmalarda albendazol’iin in vitro ve in vivo genotoksisite test
sonuglari arasinda farkliliklarin bulundugu bildirilmistir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO)
ve Avrupa Ilag Ajansr’min (EMEA) raporlarinda albendazol’iin in vivo fare kemik iligi
mikroniikleus testinde pozitif sonu¢ verdigi, muhtemelen andploidojen bir ajan olarak
somatik hiicre mutajeni olduguna isaret edilmistir. Buna karsin ayni raporlarda AMES
testinde ve CHO hiicrelerinde yapilan in vitro kromozom aberasyon testinde bu
bilesigin in vitro genotoksisitesinin bulunmadigi bildirilmistir (21, 27, 64). Yapilan
arastirmalarda albendazol’iin in vivo genotoksisitesine iliskin fare kemik iligi
mikroniikleus testi  kullanilarak yapilan c¢alisma bulunamamistir.  Giiniimiiz
arastirmacilart  genotoksik etkili bilesiklerin istenmeyen yan etkilerine karsi
antimutajenik ya da antikarsinojenik ozellikteki antioksidanlarin kullanimina dikkati
cekmislerdir (58, 132). Bu dogrultudan hareketle planlanan c¢alismada albendazol’iin
olast genotoksik etkisi ve bu etkiye karsi C vitamininin koruyucu rolii mikroniikleus

frekans analizleri esasina dayanan fare mikroniikleus testi ile incelendi.

Albendazol, parazitlerde mitoz boliinme asamasinda ig iplik¢iklerinin yapisinda
bulunan mikrotubul olusumunu inhibe etmektedir. Mitoz boliinme geciren hiicrelerde
mitotik ig iplikc¢ikleri fonksiyonlarindaki bozukluk sonucu kromozomlarda ayrilamama
(non-disjunction) veya kromozom kaybinin mikroniikleus olusumu ile sonuclandig

belirtilmistir (83, 105).

Benzimidazol tiirevi antiparaziter ilaglarin mitotik ig iplik¢igi zehiri olarak etki
gosterdigi bu ilaca maruz kalan insanlarda anoploidi indiiksiyonu acisindan potansiyel
bir riskin mevcut oldugu Dbildirilmistir.  Albendazol tarafindan tubulin
polimerizasyonunun inhibisyonu sonucu mikrotiibiill olusumunun bozulmasinin
anoploid hiicrelerin olusumunda rol oynayan mekanizma olan kromozomlarda
ayrilmama gibi kromozomal bozuklarda artisa neden oldugu belirtilmistir (113).
Ramirez ve ark. (113) tarafindan albendazol ve aktif metaboliti olan albendazol
stilfoksitin insanlardaki genotoksik etkisini arastirmak amaciyla yapilan bir calismada in

vitro mikroniikleus testi kullanilmigtir. Saglikli bireylerden elde edilen kanlardan
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hazirlanan lenfosit hiicre Kkiiltiirlerine, albendazol ve albendazol siilfoksit tedavisi
uygulanmis hastalarin serumlarinda bulunan konsantrasyonlarda (0,1, 1,0 ve 10 pM)
albendazol ve albendazol siilfoksit ilave edilmistir. Lenfositlerdeki mikroniikleus
frekans1 ve FISH yontemi ile kromozomlarda ayrigmanin olup olmadigi aragtirilmistir.
Albendazol’lin en yiiksek konsantrasyonda (10 uM) biniikleer hiicrelerde 1,0 ve 10 uM
konsantrasyonlarda ise mononiikleer hiicrelerde mikroniikleus frekansinda artisa neden
oldugu saptanirken albendazol siilfoksitin test edilen hicbir konsantrasyonda artig
meydana getirmedigi belirlenmistir. Ayrica her iki bilesigin kromozomlarda
ayrilmamaya neden oldugu bu etkinin ise albendazol’de daha yiiksek oranda agiga
ciktigr bildirilmistir. Sonug olarak, arastiricilar her iki bilesigin hiicrelerde mikrotubul
polimerizasyonu ile etkilesime girdigini, mitotik ig zehiri olarak etki gosterdiklerini ve

bilesiklere maruz kalan hiicrelerde andploidi riskini artirdigim bildirmislerdir.

Aymi arastiricilar albendazol ve metabolitlerinin insan lenfositlerindeki in vitro
sitotoksisitesi ve genotoksisitesini incelemisler ve sitotoksisite dl¢iitii olarak kiiltiirlerde
bir ya da daha fazla oranda boliinme gegiren hiicre sayisini (mitotik indeks)
hesaplamislar, genotoksisite ol¢iitii olarak ise lenfositlerdeki mikroniikleus frekansini
saptamislardir. Insan lenfosit hiicre kiiltiirlerinde albendazol (1-100 pM) ve albendazol
siilfoksitin (10-100 uM) mitotik indeksi ve mikroniikleus insidensini onemli derecede
arttirdig1 albendazol siilfonun ise bu parametreler iizerinde énemli bir degisiklige neden
olmadigin1 saptamislardir. Arastiricilar  hiicre proliferasyonunun albendazol ve
albendazol siilfoksit tarafindan metafaz asamasinda durduruldugunu ve mikroniikleus

olusumunun andploidinin indiiklenmesi sonucu olusabilecegini bildirmislerdir (112).

Calismamizda da benzer sekilde 1000 mg/kg ve 1500 mg/kg albendazol
uygulanan farelerin kemik iliginde mikroniikleus iceren polikromatik eritrositlerin
frekansinda kontrol grubuna gére 6nemli bir artis meydana geldigi saptanmistir. Bu
etkinin ise albendazol’iin hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi asamasindaki
degisikliklere bagli olarak aciga cikabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun yanisira
albendazol’iin parazitlerde tubuline baglanarak mikrotubul olusumunu inhibe etme
mekanizmasi goz Oniine alindiginda mikroniikleus olusumunun kromozomlarda
ayrilmama kaynakli oldugu ve hiicre boliinmesi sirasinda albendazol’iin ig zehiri etkisi
gostermesiyle mikroniikleus olusumunu tesvik ettigi ve anoploidiyi indiikledigi

sOylenebilir.
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DNA hasarina neden olan ajanlarin erken biyolojik etkilerinin belirlenmesinde
en yaygin kullanilan sitogenetik testlerden biri kardes kromatid degisim (SCE) testidir.
SCE hiicre béliinmesinin normal bir 6zelligi olarak meydana gelebilmekle birlikte,
hiicre DNA’s1 genotoksik ajanlar tarafindan zarar gordiigiinde oram artmaktadir. SCE
ile ilgili yapilan calismalarin bir kolu tedavi amag¢h kullanilan ilaclarin genotoksik
etkilerinin belirlenmesidir. Kemoterapotik amagla kullanilan albendazol’iin potansiyel
bir mutajen olup olmadiginin aydinlatilmasi amaciyla karaciger kist hidatigi tanist
konulmus hastalarda (13 kadin ve 8 erkek) in vitro SCE testi uygulanmig ve hasta
kromozomlarindaki SCE frekansi arastirilmistir. Albendazol uygulanan karaciger kist
hidatidli hastalarda SCE frekansinda artis meydana geldigi saptanmis ve arastiricilar
albendazol’iin uygulanan dozuna baglh olarak SCE frekansinda artis meydana gelmesi

nedeniyle bilesigin mutajen olabilecegini ileri siirmiislerdir (4).

Oztas ve ark. (105) karaciger kist hidatidli ¢cocuklarda albendazol’iin lenfosit
kiiltiirlerindeki genotoksik etkisini incelemeye yonelik yaptiklart calismada tedavi
oncesi ve sonrast SCE frekansi ve mikroniikleus frekansini olgmiislerdir. Tiim
hastalarda albendazol ile tedavi sonras1 dncesine gore SCE ve mikroniikleus frekansinda
Onemli bir artis meydana geldigini saptamislardir. Arastirmacilar ilgili ¢aligmalar
sonucunda albendazol’iin in vivo insan lenfositlerinde genotoksik olabilecegi goriisiinii

ileri stirmiiglerdir.

Calismamizda da albendazol’iin dozuna bagh olarak gézlemlenen mikroniikleus
frekansindaki artis bu bilesigin potansiyel bir mutajen olabilecegini gosterir bir nitelik

tasimaktadir.

Deneysel calismalarda mutajenik etkinin olusturulmasinda standart bir bilesik
olarak kullanmilan siklofosfamid’in (CP) canlilarda biyokimyasal aktivasyondan sonra
niikleik asit ve proteinler gibi duyarli molekiillerin elektrondan zengin bolgeleriyle
reaksiyona giren alkilleyici bir ajan oldugu bildirilmistir. yapilan arastirmalarda CP
metabolitlerinin, DNA’daki niikleofilik bolgeler iizerine elektrofilik saldirilar aracilig
ile kromozomlarla etkilesime girdigi belirtilmistir (132). Wakata ve ark. (136)
tarafindan siklofosfamidin CD-1 farelere 100 mg/kg dozda oral yolla uygulanmasi
sonucu kemik iliginin deprese oldugu ve 48 saat sonra mnPCE (%) oran1 1,89 + 0,88
olarak; Hatanaka ve ark. (583) tarafindan siklofosfamidin 50 mg/kg dozda oral yolla
uygulanmasi sonucu 24 saat sonra mnPCE (%) 3,14 + 2,07 ve 48 saat sonra 1,30 + 0,27
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olarak belirlenmistir. Calismamizda CP 100 mg/kg c.a. dozda oral yolla uygulandi ve 48
saat sonra kemik iligindeki polikromatik eritrositler igerisinde olusturdugu
mikroniikleus frekansi hesaplandi; bu oran 2000 hiicrede ortalama 47,13 (% 2,35)
olarak saptandi. Calismamizda CP’in olusturdugu mikroniikleus frekansinin benzer
calismalardan daha yiiksek oldugu belirlenmis olup aradaki farkin ¢evresel kosullarin

degiskenliginden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Son yillarda antioksidan 6zelligine bagh olarak koruyucu ve sagaltic1 tedavide
yaygin kullamim alam1 bulan askorbik asidin niikleofilik bir o6zellik gosterdigi ve
organizmada askorbat formunda reaktif ajanlar1 engelleyerek DNA iizerine olan

elektrofilik saldirilara kars1 korudugu saptanmistir (132).

Ghaskadbi ve ark. (44) CP genotoksisitesi tizerine C vitamininin etkinligini
belirlemek amaciyla yaptiklar1 bir calisjmada C vitamininin fare kemik iligi
polikromatik eritrositlerinde mikroniikleus frekansinda diisiise neden oldugunu
saptamislardir. Arastiricilar CP’in mutajenik etkisinden metabolik aktivasyonu sonucu
olusan fosforamid hardal gazinin sorumlu oldugunu bildirmiglerdir. Yamsira askorbik
asidin CP’in mutajenik nitelik gosteremeyen alkofosfamide indirgenmesinden sorumlu
oldugunu ve dolayisiyla CP’nin genotoksisitesi iizerinde askorbik asidin in vivo
inhibitor etkili olabilecegini ileri siirmiislerdir. Benzer sekilde calismamizda CP’le
birlikte askorbik asit uygulamasinin fare kemik iligi hiicrelerinde CP tarafindan
indiiklenen mikroniikleus olusumunu inhibe ettigi, askorbik asidin mikroniikleus iceren
polikromatik eritrosit frekansinda 6nemli oranda diisiis olusturarak siklofosfamidin
genotoksisitesi iizerine inhibitor etki gosterdigi saptandi. Buna karsin caligmamizda
askorbik asidin uygulanan dozda albendazol’iin genotoksisitesine kars1 ayni etkinligi
gosteremedigi belirlendi. Ancak askorbik asidin albendazol’iin genotoksisitesine karsi
koruyucu etkisinin saptanmasinda askorbik asidin birden fazla dozunun etkinliginin

arastirilmasi onerilebilir.

Calismanin sonuglar albendazol’iin muhtemelen andploidojen bir ajan olarak
mikroniikleus olusumuna neden olduguna, fare eritrositlerinde genotoksik etkiye sahip
olduguna ve askorbik asidin uygulanan dozunun meydana gelen genotoksik etkiye karsi
koruyucu etki gosteremedigine isaret etmektedir. Sonuc olarak albendazol’iin beseri ve
veteriner hekimlikte endoparaziter hastaliklarin tedavisinde siklikla kullanilan bir

kemoterapotik ajan olmasi nedeniyle bu bulgularin albendazol uygulamasinin
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genotoksik etki riskinin degerlendirmesi ile iliskilendirilmesi i¢in daha cok calisma

yapilmasina gerek duyulmaktadir.
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2. -

3. -
Yabana |Okudugunu % % KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma* | Yazma Puam Puam
ingilizce |Cok iyi Iyi Cok Iyi 89
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Program Kullanma becerisi
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