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Abstract
In the preclinic investigation period at the

beginning of the drug development process, it is an
obligation to subject candidate drugs to
genotoxicty investigations.  Genotoxicty data  of
drugs that are developed with these tests are
demanded as a part of the security evaluation
process by regulatory authorities
countries. The demand of these laboring and costly
data by regulatory authorities of various countties
in different standards prevents potential candidate
drugs from being marketed, interrupts the drug
development process and causes unnecessary
utilization of experimental materials in researches.
Therefore, nowadays, it is generally accepted that
the researches aimed at achieving these data are
implemented with standardized approaches in the
guidelines  of  international  harmonisation
organizations such as ICH (International Council
for Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use)
and OECD (Otganisation ~ for  Economic
Cooperation and Development). In this review, it is
aimed to provide current information about the
genotoxicity tests which are used
commonly in the drug development process, in
accordance with ICH, OECD guidelines and
literature.
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Genotoksisite testlerinin yeni
ilag gelistirme stirecindeki
onemi

Ozet

Tlag gelistirme siirecinin baslangicindaki preklinik
arastirma doneminde, aday ilaglarin genotoksisite
testlerinden  gecirilmesi  bir zorunluluktur. Bu
testlerle elde edilen genotoksisite verileri, cesitli
tlkelerdeki  diizenleyici  otoriteler  tarafindan
giivenlilik degerlendirme siirecinin bir parcast olarak
istenmektedir. Elde edilmesi oldukca zahmetli ve
maliyeti olan bu bilgilerin, farkli dlkelerin
diizenleyici otoriteleri tarafindan degisik
standartlarda istenmesi, potansiyel ila¢ adaylarinin
pazarlamasint engellemekte, ilag gelistirme stirecini
kesintiye ugratmakta ve arastirmalarda gereksiz yere
deney materyali kullanimina neden olmaktadir. Bu
bakimdan, glniimiizde bu bilgileri elde etmeyi
amaglayan arastirmalarin, ICH (Insanda Kullanilan
Tlaclarin Ruhsatlandirilmast Icin Teknik
Gerekliliklerin ~ Uyumlandirilmast ~ Uluslararast
Birligi) ve OECD (Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi
Orgiitii) gibi uluslararasi harmonizasyon
Orgutlerinin  kilavuzlarinda  standardize  edilen
yaklagimlarla uygulanmasi genel kabul gérmektedir.
Bu detlemede, ilag gelistirme strecinde kullanilan
genotoksisite  testlerine  iliskin, ICH, OECD
kilavuzlant ve literatir 1siginda giincel Dbilgiler
verilmesi amaclanmistir.

Anahtar Kelimeler: Preklinik ilag degerlendirmesi;
genotoksisite testleri; DNA  hasati; uluslararast
kiavuzlar.
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GIRIS

Guntmizde, klinik kullanimda olan baz: ilaglarin tedavi edici etkileri iyilestirilmis ve yan
etkileri azaltllmis varyantlarina, bazt hastaliklar icin farklt farmakolojik mekanizmalarla etki eden
ilaglara, yeni antimikrobiyallere ve kanser gibi hentiz kesin tedavisi olmayan hastaliklarda
kullanilabilecek etkili ilaglara ihtiya¢ vardir. Bu ihtiyaclar dogrultusunda, hem dinyada ve hem de
tlkemizde, yeni ila¢ gelistirmeye yonelik galismalar her gecen giin artarak devam etmektedir. Yeni
gelistirilen ilaglarin anlamh biyolojik aktivitelere sahip oldugunun belirlenmesi, bunlarin ila¢ olarak
onerilebilmesi icin yeterli degildir. Kemoterapide hastalari saglik riskleri olusturmadan tedavi
etmek esastir ve ilaglarin guvenlilikleri etkililiklerinden daha 6nemlidir. Bu bakimdan, ila¢ olarak
onerilmesi distintlen aday molekiller, insanlar tzerinde kullanilmadan 6nce birer givenlilik testi
niteliginde olan kapsamli toksisite arastirmalarindan gegcirilmektedir (Sen, 2018). Toksisiteyi
kanitlayan biyolojik bilginin elde edilmesi, ilaglarda guvenlilik degerlendirilmesinin en 6nemli
amacidir (Jena, Kaul & Ramarao, 2002).

Toksikolojik arastirmalarin sathalarindan biri olan genotoksisite testlerinde, aday ilaglarin
genetik materyal tzerindeki olast zararlari hiicre kiltirleri ve deney hayvanlari tzerinde
degerlendirilmektedir. Bu amagla, 77 vio veya in witro kosullarda uygulanabilen kisa streli
genotoksisite testlerinden yararlanilmaktadir. Tlag gelistirme siirecinin baslangicinda, genotoksisite
testlerinin yapilmast ¢ok 6nemlidir. Ciinkd, genotoksik etkili ajanlarin neden oldugu DNA
hasarlart insanlarda dogum defektleri, kanser, infertilite, kardiyovaskiler, immun sistem ve
dejeneratif hastaliklar gibi ciddi saglik sorunlarina yol acabilmektedir (Bonassi ve ark, 1995;
Hagmar ve ark, 1998; Cardoso ve ark, 2001; Sen, 2018).

YENI ILAC GELISTIRME SURECI

Dogal kaynaklardan elde edilen veya laboratuvarda sentezlenen aday molekiller, piyasaya
sunulmadan 6nce sirastyla preklinik ve klinik arastirma dénemlerinden gecirilir (Sekil 1). Preklinik
arastirma donemi; yeni ilaglarin etkililikleri ile glivenliliklerinin saglikli canli hayvanlar, izole organ
preparatlart ve hiicre kiiltiirleri tizerinde degerlendirildigi dénemdir (Iskit, 2006)

FDA veya EMA
ruhsatiandirma ve
hastay ulagim

IND NDA talebi

Hag Kesfi ve Preklinik
Geligtirme Cahgmalar

10000 molekid ~250 molekil

Advoers olaylann takibi
llag piyasada oldugu
slrece 1.5 milyar §

IND: Investigational New Drug (Arastirtlan Yeni Tlag); NDA (New Drug‘; Application (Yeni Ilag Basvurusu; FDA
(Amerikan Ilag ve Gida Dairesi; EMA (Avrupa llag Ajanst)
Sekil 1. Tlag gelistirme strecinde preklinik ve klinik caligmalarin yeri

Preklinik donemde yiiriitilen ¢alismalarin basinda, insanlar i¢in gtivenli bilesikleri bulmay:
amaglayan toksikolojik arastirmalar gelir. Toksikolojik arastirmalar, toksikokinetik ¢alismalari ve
toksisite testlerini igerir. Toksikokinetik g¢alismalarda, incelenen maddenin organizmada emilimi,
dagilimi, metabolizmast ve atilimi incelenir. Toksisite ¢alismalarinda ise akut, subakut, kronik,
subkronik ve &zel toksisite testleri yapilir. Ozel toksisite testlerinde, aday ilag molekiillerinin
genotoksik, karsinojenik, teratojenik, transplesental, immunotoksik, nérotoksik ve tremeyle ilgili
toksik etkileri arastirilir (Iskit, 2006; Brummelan, 2007)

Preklinik arastirma doéneminden bagariyla gecen etken maddeler icin, klinik arastirma
donemi baglatilir. Bu dénemde yapilan galismalar, insanlar tzerinde gergeklestirilir ve dort fazda
yapilir (Sekil 2.). Faz I calismalari, genellikle 20-80 saglikli génilli tizerinde guivenlilik ve toksisite
yoniinden uygun doz araliginin saptanmast amactyla yapilir. Yaklastk 2 yil siirer. Tlacin belirli bir
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uygulama yolundan verilmesiyle, insanda maksimum tolere edilebilen doz belirlenir. Bu fazin
amaglary, ilacin insanlardaki gtvenliliginin, doz sinirlayict istenmeyen etkilerinin, toksisitesinin, etki
mekanizmasinin, yapi aktivite iliskisinin, farmakokinetik profilinin ve faz II ¢alismalar icin
insanlara verilecek farmasotik seklinin belitflenmesidir. Faz 11 ¢alismalart, 100-300 hasta gontllide
ve faz I’de saptanan tolere edilebilir doz ile 1-3 yil devam eden galismalardir. Ana amaci, ilacin
etkililigini incelemektir. Diger amaglari, ilacin hedef hasta grubundaki terapotik ve profilaktik
dozunu belirlemektir (Iskit, 2006; Ciociola ve ark, 2014).

Faz III calismalar, 1000-3000 hasta gontllide 3-4 yil sturen genellikle cok merkezli, ¢ok
uluslu, randomize, ¢ift kér nitelikteki ¢alismalardir. Bu calisma stireci, ilacin klinik etkililiginin ve
yan etkilerinin daha genis bir hasta poptilasyonunda degerlendirilmesini saglar. Faz 111 ¢alismalart
ile yeterli veriler elde edildikten sonra, Uriiniin ilag olarak kullanilabilmesi i¢in onay alinmast
gerekir. Her tlkenin yeni ilaglarla ilgili yapilmis preklinik ve klinik arastirmalari onaylayacak ve
ilaca ruhsat verecek resmi makamlart vardir. Faz IV calismalar, ruhsat almis bir ilag ile yapilan
pazarlama sonrast izlem calismalaridir ve ilag piyasada oldugu siire boyunca devam eder. Ilaci
kullanmakta olan genis hasta topluluklarinin s6z konusu oldugu bu calismalarin ana amaci, uzun
sureli gtivenlilik verilerinin toplanmasidir. Ayrica, ilacin maliyet-yarar-risk oranlarinin  analiz
edilmesi, etkililiginin daha genis hasta gruplarinda gosterilmesi, ilaca bagl gelisen ve ender
rastlanan advers reaksiyonlarin ve ila¢ etkilesimlerinin belirlenmesi, ilagla ilgili cevaplanmamis
sorularin cevaplanmast ve ayni endikasyon icin kullanian ilaglarla yeni ilacin karsilastirlmasi da
amaclanir (Tskit, 20006; Ciociola ve ark, 2014; Williams, 2016; Arodola 2017). Faz IV takibi
sirastnda  ruhsat almig bir ilacin givenlilik profilinde bir degisiklik bildirildiginde risk
degetlendirilir ve yonetilir. Bu degerlendirme, bir risk yonetim programinin uygulanmasi, ilacin
kisa trtn bilgisinde degisiklik, kara kutu uyarilart veya ilacin piyasadan gekilmesiyle yapilabilir
(Williams, 2016; Dabrowska & Thaul, 2018).
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Sekil 2. Preklinik Arastirma Doéneminin Fazlart

Preklinik ve Klinik Dénem Aragtirmalarinda Diizenleyici Otoritelerin ve Uluslararasi
Harmonizasyon Orgiitlerinin Rolii

Yeni gelistirilen bir ilacin onay alabilmesi icin, preklinik ve klinik arastirma donemlerinde
elde edilen aday molekile ait kalite, giivenlilik ve etkililik ile ilgili ayrintilt bilgilerin ilaglarin
gelistirildigi tilkelerdeki diizenleyici otoritelere sunulmast gerekmektedir. Bu otoriteler: Amerika’da
FDA (Gida ve Tlag Dairesi), Avrupa Birligi'nde EMEA (Avrupa Ila¢ Ajanst) ve Tiirkiye’de Saglik
Bakanligi’na baglt Tirkiye Ilag ve Tibbi Cihaz Kurumuw’dur. Giiniimiizde, bu bilgileri elde etmek
icin yapilacak arastirmalarin uluslararasi gegerliligi olan ICH (Insanda Kullanilan Tlaglarin
Ruhsatlandirilmast I¢in Teknik Gerekliliklerin Uyumlandirilmast Uluslararast Birligi) ve OECD
(Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiiti)) gibi harmonizasyon 6rgiitlerinin  yayinladig


https://doi.org/10.14687/jhs.v15i3.5400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Williams%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26897420
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Williams%20CT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26897420

1637

Sen, S., Beceren, A., & Aksoy, H. (2018). Genotoksisite testlerinin yeni ila¢ gelistirme stirecindeki 6nemi. Journal of
Human Sciences, 15(3), 1634-1649. doi:10.14687 /jhs.v15i3.5400

kilavuzlarinda standardize edilen ortak bir yaklasimla uygulanmast ve yorumlanmast genel kabul
gormektedir (Topaloglu, 2014).

Ug biyiik ilag ireticisi olan Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Avrupa Birligi (AB) ve
Japonya’nin diizenleyici makamlart ile ila¢ endustrisi derneklerinin katidimiyla kurulmus ICH, ilag
gelistirme strecinde izlenmesi gereken yaklasimla ilgili kalite, gtivenlilik, etkililik ve multidisipliner
olmak tzere dort ana baslk altinda toplanan ¢ok sayida uyumlandirlmis kilavuz yayinlamistir.
Guvenlilik baghgt altinda toksikokinetik, akut/kronik toksisite, tireme toksisitesi, genotoksisite ve
karsinojenite testlerine iliskin bilgiler iceren kilavuzlar yer almaktadir (Topaloglu, 2014). Bir diger
uluslararast harmonizasyon Orgitii olan ve Turkiye’nin dahil oldugu 31 iye tlkeden olusan
OECD de, ilaglar gibi kimyasal maddelerin insan sagligi tizerindeki etkilerinin belirlenmesinde
kullanilabilecek standardize edilmis toksikolojik test metotlarini igeren kilavuzlar yaymnlamistir
(Thybaud ve ark, 2014).

ICH ve OECD Kilavuzlar1 Perspektifinden Preklinik Genotoksisite Testleri

Son yuizyilda diinya tzerindeki kimyasal kirlenme, sanayi devrimiyle gelisen teknolojinin en
buytk yan etkisidir. Havanin, suyun, topragin, gidalarin, sigaranin ve hastaliklari iyilestirmek icin
kullanilan ilaglarin icindeki kimyasal maddeler bir kimyasal kirlilik havuzu olusturmaktadir. Bu
maddelerin bazilari organizmanin genetik yapisinda herhangi bir degisiklige sebep olmamakta ya
da ortaya ¢ikan hasarlar DNA onarim enzimleri ile tamir edilebilmektedir. Ancak, bazilari gen
mutasyonlarina, yapisal kromozom hatalarina veya rekombinasyonel degisimlere sebep
olabilmektedir. Bu degisimler treme hicrelerinde meydana geldiginde, daha sonraki nesillere
aktarilmaktadir. Somatik hiicrelerde meydana geldiginde ise, bireyin kendisinde ¢esitli saglik
sorunlarina yol agmaktadir (Bostanct, 2014).

DNA ile ve DNA iliskili hiicresel komponentler (6r: mitotik ve mayotik ig iplikleri,
replikasyon enzimleri, DNA onarim sistemi enzimleri, hiicre dongiisiinti kontrol eden proteinler,
apoptozis ile iliskili gen trtnleri, oksidatif hasara karst savunma saglayan proteinler) ile etkilesime
giren veya genomda, kromozomlarda ya da genlerde hasarlara yol acan fiziksel ve kimyasal ajanlar
genotoksik etkilidir. Genotoksisite; DNA, gen veya kromozom yapisinda meydana gelen DNA
eklentileri, DNA zincir kiriklari, gen mutasyonlari, yapisal ve sayisal kromozom anormallikleri gibi
hasarlar1 kapsayan genel bir terimdir. Genotoksik etkili ajanlarin hem bireyin kendisinde hem de
gelecek nesillerinde neden oldugu genetik hasarlar, insanlarda ciddi saglik sorunlarina yol
acmaktadir. Ozellikle, genotoksisite ile kanser arasinda kuvvetli bir iliski oldugu ve insanlar icin
karsinojen olan ajanlarin % 90’1n1in genotoksik etkili oldugu bildirilmistir (Kili¢ 2005; Sekeroglu &
Sekeroglu, 2011a).

Insanlarin kullanimina sunulan kimyasal maddelerin sayisinda giin gectikee artis gozlenmesi
ve genotoksik etkili olanlarin 6nemli saglik sorunlarina yol agtiginin belirlenmesi, bu tip ajanlarin
tespit edilmesini saglayan kisa siireli genotoksisite testlerinin gelistirilmesine neden olmustur
(Tarhan, 20006; Yirtict, 2007). Guntimiuzde bu testler; ilaglar gibi insanlarin maruz kaldig: kimyasal
maddelerin genotoksik potansiyellerinin tespitinde de yaygin kullanim alant bulmustur (Sekeroglu
& Sekeroglu, 2011). Yeni ila¢ gelistirme stirecinde, insanlar tzerinde yapilan Faz I ¢alismalarina
baslamadan 6nce bu testler ile genotoksisite verileri degerlendirilmekte ve eger genotoksisite
yoksa klinik arastirma doénemi baslatilmaktadir. Tlac gelistirmenin preklinik déneminde aday ilag
molekdilleriyle yapilmasi gereken genotoksisite testlerinin sonuglar, ilaglarin deneysel kosullardaki
etkililiginden ¢ok daha 6nemlidir (Demircigil, 2009).

Gunumizde, kisa stireli genotoksisite testlerinin kullanimy, ilaglar gibi kimyasal maddelerin
genotoksisite ve karsinojenite potansiyellerinin 6ngorilmesinde en akiler yaklagimdir. Ttum
dinyanin gegerliligini kabul ederek, rutin olarak kullandigi bu testlerin farklt hiicre tipleri Gzerinde
yapilabilen 200’den fazla ¢esidi vardir (Bajpayee, Pandey, Parmar & Dhawan, 2005; Bostanci,
2014; Dogan, Durusoy, Goékee & Oztiirk, 2014). Farkh uygulamalar olmakla beraber, bu testlerde
model hiicre olarak genellikle bakteriler ve lenfositler gibi memeli hiicreleri kullanilmaktadir
(Tarhan, 2000). Kisa streli genotoksisite testleriyle ilgili genel kani, genotoksik etkilerin tamami
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hakkinda bilgi saglayabilecek gegerlilikte bir testin olmadigi yoniindedir. Cunkd, genotoksisite
farkli mekanizmalarla olusabilmekte ve farkli yontemler ya da organizmalar kullanilarak yapilan
testlerle farkli sonuclar alinabilmektedir. Bu bakimdan, ilaglar gibi kimyasallarin genotoksik
potansiyellerinin tek bir testle belitflenemeyecegi ve birbirini tamamlayan birka¢ kisa zamanl
genotoksisite testinin bir arada kullanildig1 seri test sistemleriyle degerlendirilmesi 6nerilmektedir
(Tarhan, 20006; Yirtict, 2007).

ICH’nin genotoksisite testlerine iliskin ilk kilavuzu Mart 1994’de “S2A: Farmasotikler Icin
Diizenleyici Genotoksisite Testlerinin Spesifik Yonlerine Iliskin Kilavuz” (ilaglar hususundaki
genotoksisite testleri konusunda belitflenmis test protokollerini tanitan) yaymnlanmustir. Ikinci
kilavuzu ise Ekim 1996’da “S2B: Genotoksisite: Farmasotiklerde Genotoksisite Testleri
Hususunda Standart Test Serisi Kilavuzu” (genotoksisite test kosullarinda uyumun saglanmasi icin
test kosullari, test sonuglarinin yorumlanmast ve bir terimler sozIigini iceren ek bir dékimani
iceren) yayinlanmustir. Bu iki kilavuz, Mart 2008'de birlestirilerek “ICH S2(R1): Insan Kullanimi
Icin Tasarlanan Farmasotiklerde Genotoksisite Testleri ve Verilerin Yorumlanmasma Iliskin
Kilavuz” bashgr altinda revize edilmistir. Kasim 2011°de ise son versiyonu hazirlanmistir
(Topaloglu, 2014).

ICH kilavuzunda, ila¢ uretiminde kullanilabilecek bir etken maddenin insanlar tUzerinde
kullanilmadan 6nce mutlaka standart test serisi kullanilarak genotoksik agidan guvenliliginin test
edilmesi gerektigi bildirilmektedir. ICH kilavuzunda, standart test serisi olarak, ayni derecede
uygun oldugu kabul edilen iki secenek Onerilmektedir. Birinci segenekte: ilk basamakta, bakteriler
tzerinde gerceklestirilen bir gen mutasyon testi (61: Salmonella typhimurium suslart ille AMES test)
yaptlmast  Onerilmektedir. Tkinci basamakta, memeli hiicrelerinde kromozomal —hasarlart
belirleyebilen sitogenetik bir test (6r: 7z witro kromozomal aberasyon testi veya i vitro
mikronukleus testi) veya 7z vitro fare lenfoma timidin kinaz testi yapilmast 6nerilmektedir. Son
basamakta ise, bir 7z vivo genotoksisite testi, genellikle rodent hematopoietik hiicreleri tizerinde
kromozomal hasart belirleyebilen bir test (ya mikronukleus testi ya da metafaz hiicrelerinde
kromozomal aberasyon testi) yapilmasi onerilmektedir. Iz vivo testlerle, organizmada metabolize
edildikten sonra olusabilen genotoksik ajanlarin belitflenmesi mimkiin olmaktadir (ICH, 2011;
Brambilla, Mattioli, Rbiano & Martelli, 2012).

ICH kilavuzunda, standart test serisi icin kabul edilen ikinci secenekte: birinci basamakta,
bakteriler iizerinde gerceklestirilen bir gen mutasyon testi yapilmast 6énerilmektedir. Ikinci
basamakta, iki farkli doku ile yapilan 7z vivo genotoksisite degerlendirmesi, genellikle rodent
hematopoietik hiicreleri kullanilarak yapilan mikronukleus testi ve ikinci bir 7z vivo analiz (Or:
karacigerde DNA zincir kirigt analizi) yapilmasi 6nerilmektedir. Ayrica bu kilavuzda, standartlara
uygun olarak yapilan ve degerlendirilen tcli seri test sistemi ile negatif sonuglar veren kimyasal
bilesiklerin genotoksik aktivitenin yoklugunu ispat etmek icin yeterli diizeyde gtvenilir olduklart
belirtilmektedir. Standart seri testlerden biri veya daha fazlasiyla ile pozitif sonug veren herhangi
bir bilesigin ise genotoksik oldugu ve risk degerlendirmesi igin daha fazla test yapilmas: gerektigi
belirtilmektedir. ICH kilavuzunda, standart Gglii test serisinin genisletilmesi ve modifiye edilmesi
gereken durumlarin neler oldugu da bildirilmektedir (ICH, 2011). Diger bir harmonizasyon
orgiiti olan OECD’nin “Kimyasallarin Test Edilmesi Hususunda Test Kilavuzlar1” igerisinde, “4.
Bolum: Saglik Etkileri” bashigt altinda genotoksisite/mutajenite testlerinin  uygulanmast ve
yorumlanmast hakkinda bilgiler yer almaktadir (OECD, 2015). En son 2015 yilinda revize edilen
OECD Genetik Toksikoloji Test Kilavuzunda yer alan genotoksisite testlerinin giincel durumu
Tablo 1°de goriilmektedir.
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Tablo 1.Genetik toksikoloji test kilavuzlarinin giincel durumlar1 (OECD, 2015)

TK Bashk Kabul Revize Silindi

edildi edildi
Yakin zamanda revize edilenler

473 In vitro memeli kromozomal aberasyon testi 1983 1997/2014

474 Memeli eritrosit mikronukleus testi 1983 1997/2014

475 Memeli kemik iligi kromozomal aberasyon testi 1984 1997/2014

476 Hprt veya xprt lokusunda in vitro memeli hiicre gen 1984 1997/2015

mutasyon testi
478 Rodent dominant lethalite testi 1984 2015
483 Memeli spermatogonial kromozom aberasyon testi 1997 2015

Yakin zamanda kabul edilenler

487 In vitro memeli hiicre mikronukleus testi 2010 2014

488 | Transgenik rodent somatik ve germ hiicre gen mutasyon 2011 2013
analizi

489 In vivo memeli alkali comet analizi 2014

490 Timidin Kinaz lokusu in vitro gen mutasyon analizi 2015

Arsivlenenler/Silinenler

472 Genetik toksikoloji: Escherichia coli, geri mutasyon 1983 1997
analizi

477 Drosophila melanogaster’de eseye bagl resesif lethal 1984 2013

test

479 Memeli hiicrelerinde in vitro kardes kromatit degisimi 1986 2013
analizi

480 Saccharomyces cerevisiae, gen mutasyon analizi 1986 2013

481 Saccharomyces cerevisiae, mitotik rekombinasyon 1986 2013
analizi

482 DNA hasar1 ve onarimi, memeli hiicrelerinde in vitro 1986 2013

programlanmamis DNA sentezi
484 Fare spot test 1986 2013
Muhafaza edilen, ancak revize edilmeyenler

471 Bakteriyel geri mutasyon analizi 1983 1997

485 Fare kalitilabilir translokasyon analizi 1986

486 Memeli hiicrelerinde in vivo programlanmamis DNA 1987

sentezi (UDS)

TK (Test kilavuzu)

Bakteriyel Geri Mutasyon Analizi (AMES Testi)

Bakteriyel geri mutasyon analizi, nokta mutasyonlarint (6r: kiguk insersiyonlardan ve
delesyonlardan kaynaklanan baz cifti degisimleri ve cerceve kaymast mutasyonlart) indikleyen
kimyasal maddelerin tespit edilmesini saglamaktadir. Bu testte, ya Salmonella typhimurinm ya da
Escherichia coli mutant suslart kullanilmaktadir. Bu suslar, sirastyla ya histidin ya da triptofan
aminoasitleri biyosentez genlerinin operonlarinin degisik bolgelerinde ¢esitli mutasyonlar
icermektedir. Bu mutasyonlar, biiylime ortaminda histidin veya triptofan aminoasitlerinin
yoklugunda bakteriyel buyimeyi o6nlemektedir. Bu testin temeli, S. #phimurinn’un histidin
sentezleme ya da E. co/i’nin triptofan sentezleme yeteneklerini mutasyon ile kaybetmis suslarinin
test maddesi ile muamele edildikten sonra ikinci bir mutasyon gecirip histidin’i veya triptofan’
sentezleme Ozelligini geri kazanmast ve histidinsiz/ triptofansiz biyime ortaminda treyebilmesi
esasina dayanmaktadir. Histidinsiz ya da triptofansiz besi ortaminda tireyebilen koloniler sayilarak
mutajenite belirlenmektedir. S. #yphimurinm ve E. coli prokaryotik bakterilerdir ve hiicresel isleyis,
metabolizma, kromozom vyapist ve DNA onarim prosesleri gibi faktorler agisindan
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okaryotik/memeli hucrelerinden farklidir. Bu nedenle, AMES testinin insanlari da iceren memeli
turlerindeki etkilerin yansitidmasinda bir miktar sinurldiklart vardir (Oguz, Omurtag, Aricioglu &
Sardas, 2013; Yiizbastoglu, Zengin & Unal, 2014; OECD, 2015).

Kromozomal Aberasyon (KA) Testi

Kromozomal aberasyonlar, hasar gérmus kromozomlarin tamir edilememesinden, yanlis
tamirinden ya da htcre bélinmesi esnasinda kutuplara gocte olusan anormalliklerden kaynaklanan
ve kromozomlarda mikroskobik dizeyde gbzlenebilen genetik degisiklerdir. Bu anormallikler, 7
vitro ve in vivo kosullarda uygulanabilen KA testi ile belitlenebilmektedir. I vitro KA testinde;
kiltire edilmis sperm, fibroblast, kemik iligi ya da siklikla periferal kan lenfositleri gibi memeli
htcreleri kullanilir. Iz vivo KA testinde ise, genellikle kemik iligi hiicreleri kullanilir. I vitro KA
testinde, hiicre kilttrleri hasat edilmeden 2 saat 6nce; 7z vivo calismalarda ise hayvanlar sakrifiye
edilmeden 2-4 saat 6nce bir tibtlin polimerizasyon inhibitorii olan ve hiicre bélinmesini metafaz
sathasinda durduran kolsisin uygulanir. Daha sonra, kiltiirlerden veya kemik iligi hiicrelerinden
elde edilen metafaz hiicrelerinin kromozomlarinda ortaya citkan sayisal ve yapisal anormallikler
tespit edilir (Bonassi ve ark, 1995; Norppa ve ark, 20006; Sekeroglu & Sekeroglu, 2011b;
Yiizbasioglu, Yilmaz & Unal, 2014).

Bilinen veya stphelenilen genotoksik ajanlara, ¢evresel veya mesleki olarak maruziyet
sonrast olusan erken biyolojik etkinin gdsterilmesinde en fazla kullanilan biyogdsterge testlerinden
biri olan KA, diger biyogosterge testleri arasinda altin standart olarak tanimlanmistir. Clnki
kromozomal aberasyonun indiksiyon mekanizmalari ¢ok iyi bilinmektedir. Ayrica ¢ogu mutajen
veya karsinojenin kromozomal aberasyonu indikledigi gosterilmisticr (Albertini, 2004). Tum
genomdaki hasarin izlenmesini mimkin kilan KA teknigi ile kanser riskinin erken dénemde
belirlenmesi mimkindir (Hagmar ve ark, 1994; Bonassi ve ark, 1995; Bonassi ve ark, 2000; Au,
2007). Insan popiilasyonlart iizerinde yapilan calismalar, periferal kan lenfositlerinde gézlenen
kromozomal anormallik sikliginin, hem genotoksik karsinojenlere maruz kalmanin erken biyolojik
etkilerini, hem de kansere bireysel duyarliligt yansittigini dolayistyla insanlarda kanser riskiyle ilgili
bir biyolojik gosterge oldugunu ortaya koymustur. Ayrica bu galismalar, periferal lenfositlerdeki
spontan kromozom anormalliklerinin frekans: ile kanser olusumu arasinda dogru orant1 oldugunu
bildirmistir ( Yiizbastoglu, Zengin & Unal, 2014; Santovito, Cervella & Delpero, 2014, Ginzkey
ve ark, 2014; Zemanova ve ark, 2014).

Mikronukleus (MN) Testi

Genotoksisite ve kanserojenitenin belirlenmesinde kullanilan mikronukleus testi, mitoz
geciren tim bitki, hayvan ve insan hiicrelerinde 7z vivo ve in vitro olarak uygulanabilmektedir. MN
testi, zz vitro calismalarda nukleer bolinme indeksinin, 7 wivo ¢alismalarda ise polikromatik
eritrositler (PKE) ile normokromatik eritrositler (NKE) arasindaki oran kullaniarak
sitotoksisitenin tahmin edilmesini de saglar (Sekeroglu & Sekeroglu, 2011b). In vitro MN testinde,
uygun ortamlarda inkiibasyona birakilan hiicre kiltiirlerine, ilk mitozdan 6nce kiltiiriin yaklasik
44. saatinde kuf mantarlarinin metabolitlerinden biri olan ve sitokinez igin gerekli olan aktinin
polimerizasyonunu inhibe eden sitokalesin B (Cyt-B) ilave edilir. Boylece, ¢ekirdek boliinmesini
tamamlamis ancak stoplazmik bolinmesini gerceklestirememis ¢ift ¢ekirdekli (binukleat) hiicreler
elde edilir. Inkiibasyon siiresi sonunda, hazirlanan preparatlarda binukleat hiicrelerdeki MN’ler
sayilir. In vivo MN testinde ise, sitokinezi bloke edilmemis memeli eritrosit htcrelerindeki MN
stkligt belitlenir. Bu yontemde genellikle kemik iligindeki ve/veya periferal kan hiicrelerindeki
olgunlasmamis (polikromatik) eritrositlerin MN olusumu bakimindan analizi yapilarak, test edilen
bilesigin genetik bir hasar olusturup olusturmadig saptanir (Sekeroglu & Sekeroglu, 2011a).

Mitozun anafazinda sentrik elementler kutuplara cekilirken, genotoksik ve/veya anojenik
etkiler sonucu ortaya ¢tkmis asentrik elementler ve ig ipliklerine baglanamamis kromozomlar
kutuplara gidemezler. Boylece hiicre bolinmesi sonunda, aynt hiicre sitoplazmast iginde ana
nukleuslarin yaninda, onunla ayni sekil, yapt ve boyanma 6zelligi gosteren kiiciik kiiresel yapilar
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olarak gozlenirler. Bu yapilar anafaz evresinde geri kalan kromozomlar, asentrik kromozom
fragmentleri veya yavru nukleusa girmeyen kromozomlarin yogunlasmasiyla olusur. Anojenler,
sentromer bolinme hatalarina ve ig iplikciklerinde fonksiyon bozukluklarina yol agarak;
klastojenler ise kromatid veya kromozom kiriklart olusturarak MN olusumuna katkida bulunurlar
(Kirsch-Volders, 1997; Brambilla ve ark, 2012). Epidemiyolojik ¢alismalar ve bazi kimyasallarin
genotoksisitenin arastirildift ¢alismalar, insan periferal lenfositlerinde artmis MN frekans: ile
kanser insidanst arasinda 6nemli bir iliski oldugunu ortaya koymustur (Fenech ve ark, 1999;
Bonassi ve ark, 2007; Parry & Kirsch-Volders, 2010; Preston, Skare & Aardema, 2010;
Nersesyan ve ark, 2014).

Tek Hiicre Jel Elektroforezi (Komet Analizi)

Tek htcre jel elektroforezi veya yaygin olarak kullanilan adi ile komet analizi, kimyasal veya
fiziksel ajanlarin canlt htcreler tzerindeki genotoksik etkilerinin gdstergesi olan DNA hasar
oraninin floresan mikroskop ile élciilmesine dayanan bir metottur. ilk olarak, insan ve hayvan
htcreleri tizerinde uygulanmistir. Daha sonra bitkiler, bakteriler, funguslar tzerinde de denenmis
ve basarili sonuclar elde edilmistir. Bu teknikte insan hicreleri olarak en sik, I6kositler ve
lenfositler kullanilmaktadir. Ancak nazal veya gastrik mukoza, lens, deri, kolon, fibroblast,
pankreas, Ureme ve adenokarsinom gibi insan hiicreleri de kullanilabilmektedir (Fidan, 2008;
Dikilitas & Kogyigit, 2010). Tek bir hiicredeki DNA zincir kiriklarinin belirlenmesini saglayan
komet testi, DNA hasarinin hiicresel seviyede gozlenebilmesini saglar. Ayrica DNA tamir
aktivitesinin, alkali sartlarda tayin edilebilen hasarlarin, capraz baglanmalarin ve tamamlanamamis
cksizyon tamir bolgelerinin tayinine de olanak saglar (McCart ve ark, 2010; Sukumaran & Grant,
2013). Bu analizin ayr1 amaglara yonelik olan iki farklt uygulamast vardir (Rojas, Lopez &
Valverde, 1999). Bu uygulamalardan biri, lizis ve elektroforez asamalarinin nétral kosullar altinda
gerceklestirildigi notral komet teknigidir. Bu teknikle sadece DNA cift sarmal kiriklar: tayin
edilebilmektedir. Digeri ise, lizis ve elektroforez asamalarinin alkali kosullar altinda
gerceklestirildigi alkali komet teknigidir. Bu teknik ile ¢ift zincir kiriklarinin yani sira tek zincir
kiriklart da tanimlanabilmektedir (Kassie, Parzefall & Knassmuller, 2000).

Gunimiizde en ¢ok kullanian alkali komet tekniginde ilk olarak, canli dokulardan izole
edilen ¢ekirdekli hticreler mikroskop lami tizerindeki agaroz jel ierisine gémiiliir. Daha sonra, bu
lamlar yiiksek konsantrasyonda tuz ve deterjan igeren lizis solisyonunda bekletilir. Lizis
solisyonu, htcre ve cekirdek zarlarini eriterek, cekirdekteki siiperkoil DNA’nin agaroz iginde
serbest kalmasini saglar. Lizis asamasindan sonra, sarmal yapida olan DNA zincirlerinin ¢6zilip
gevsemesi ve kiriklarin ortaya ¢ikmast i¢in lamlar yiksek alkali 6zellikteki (pH>13) elektroforez
tampon ¢ozeltisine daldirilir ve inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra,
DNA’lar bu tampon ¢6zelti igerisindeki elektriksel alanda elektroforeze tabi tutulur. Elektroforezi
takiben olusan alkali ortami nétrlestirmek ve lamlardan mikroskop altinda net goriinti alinmasini
saglamak icin, preparatlar notralizasyon tamponu ile yikanir. Notralizasyon agsamasindan sonra ise,
DNA molekiilleri etidyum bromiir gibi DNA’ya spesifik boyalatla boyanip, goruntiileri floresan
mikroskop altinda incelenir (Hartmann & Speit, 2009; Dikilitas & Kogyigit, 2010).

Boyanmus preparatlarin mikroskobik incelemesinde, DNA’lar icerdikleri hasarin derecesine
gore, dairesel formdan kuyruklu yildiza benzer forma kadar degisen gorintiler olustururlar.
Hasarsiz DNA’lar, elektoforezde butinliklerini kaybetmeden anota dogru yiridiiklerinden
dairesel sekilli gorilirler. Genotoksik ajanlarla hasarlanmis, tamir mekanizmalar ile tamir
edilememis ve tek veya cift zincirlerinde kirlmalar olusmus DNA’lar ise, farkli molekil
agirhiklarina ve farkli elektrik yiklerine sahip olduklarindan elektroforezde anota dogru farklt
hizlarda goc ettiklerinden kuyruklu yildiz seklinde goruntiiler olustururlar. Yonteme ingilizcede
“kuyruklu yildiz” anlamina gelen komet adinin verilmesi bu sebeptendir. Karakteristik komet
goruntilerinin analizi, floresan mikroskop tzerine monte edilen kapali sistem dijital kamera
baglantist ile yapilir. Bu analizler icin, 6zel programlar kullanilir. Programlar, komet basint
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kuyruktan ayirt edebilecek ve kuyruk uzunlugu, kuyruktaki DNA yogunlugu, kuyruk momenti gibi
parametreleri belirleyebilecek sekilde tasarlanmistir (Hartmann & Speit, 2009; Dikilitas &
Kogyigit, 2010).

Timidin Kinaz Gens In Vitro Gen Mutasyon Analizi

Bu analizde, L. 5178Y fare lenfoma ve TKO6 insan lenfoblastoid hiicre serilerinin timidin
kinaz (Tk) geni icin heterozigot olanlart (Tk™") kullanilarak, Tk geninin ifadesini etkileyerek ileri
mutasyonlara neden olan kimyasallar belirlenir. (Daha 6nceden gergeklesen inaktive edici bir
mutasyonu geri dondurmekten ziyade, gen Uriiniiniin fonksiyonunu inaktive eden mutasyonlara
ileri mutasyon denir.) Bu analizde, uygulanan test kimyasalinin etkisiyle Tk geninin fonksiyonunu
kaybeden mutant hiicreler (Tk™"), bir pirimidin analogu olan, hiicresel metabolizmay1 inhibe eden
ve bir sonraki hiicre bélinmesini durduran triflorotimidin (TFT)’in sitotoksik etkilerine direng
kazanir. Boylece, mutant hiicreler TFT iceren treme ortaminda ¢ogalarak, mutant olmayan ve
TFT’li ortamda ¢ogalamayan TK enzimi iceren heterozigotlar arasindan secilirler. Tk geninin,
otozomal ve heterozigot dogast, Tk “dan Tk’ “ye mutasyonun ardindan Tk enzimi olmayan
htcrelerin tespit edilmesini saglar. Bu eksiklik, Tk genini etkileyen gen mutasyonlart (nokta
mutasyonlari, cerceve kaymasi, kiiciik delesyonlar vb...) ve kromozomal olaylar (btytuk
delesyonlar, kromozomal yeniden diizenlenmeler ve mitotik rekombinasyon) gibi genetik
olaylardan kaynaklanir (Clements, 2000; OECD TG 490, 2015; Yiizbasioglu, Yilmaz & Unal,
20106).

Bu testte, stuspansiyondaki veya tek tabakali kultirdeki hiicreler, hem metabolik
aktivasyon varliginda hem de yoklugunda belli strelerde ve dozlarda test maddesine maruz
birakilir. Sonrasinda, sitotoksisitenin belitlenmesi ve mutant se¢iminden 6nce fenotipik ifadenin
ortaya ctkmast icin alt kdltirlenir. Sitotoksisite; fare lenfoma analizinde bagil total biyiimeyle,
TKO6 analizinde bagil sag kalimla belirlenir. Muameleli kiltirler, indiiklenen mutasyonlarin
optimale yakin fenotipik ifadesini saglamak icin yeterli bir zaman periyodunda buylime ortami
icerisinde surdurulir. Fenotipik ifadeyi takiben, secici ajan igeren ortam icerisinde mutant frekanst
belirlenir. Secici ajan igermeyen ortam igerisine bilinen sayida hiicre ekilerek, klonlanma verimliligi
belirlenir. Mutant koloni sayisina dayanarak hesaplanan mutant frekansi, mutant seleksiyonu
strasindaki klonlanma verimliligi ile dogrulanir (OECD TG 490, 2015).

Tk gen mutasyon testinde, Tk mutantlarinin iki farkli fenotipik sinift meydana gelir. Bunlar:
Tk heterozigot hiicreleri ile ayni hizda buyiiyen normal biiyliyen mutantlar ve uzamus ikilenme
zamaninda biyiiyen yavas buyiyen mutantlardir. Fare lenfoma analizinde, normal biylyen ve
yavag buyiyen mutantlar, biytk koloni ve ki¢tk koloni mutantlart olarak tanmnir. TK6 analizinde
ise, erken beliren koloni ve ge¢ beliren koloni mutantlart olarak taninir. Her iki hiicre tipinde de,
yavag buyiyen mutantlar, Tk lokusunun yakininda bulunan ve biytimeyi diizenledigi distinilen
gen/genlerde genetik hasar icerir. Bu durum, uzams ikilenme zamanina ve geg beliren veya kigiik
kolonilerin ortaya ¢tkmasina neden olur. Yavas biiyliyen mutantlarin inditklenmesi, kromozomal
diizeyde biiyiik yapisal degisiklikleri indiikleyen maddelerle iliskilidir. Icerdikleri hasar Tk
lokusunun yakinindaki buiytmeyi diizenledigi dusiiniilen genleri icermeyen hiicreler, atasal
htcrelerle ayn1 hizlarda biyiir ve normal biiyliyen mutantlar olusur. Normal biiyliyen mutantlarin
indiiksiyonu, nokta mutasyonlarina neden olan maddelerle iliskilidir. Sonug olarak, hem yavas
buytuyen hem normal buylyen mutantlart sayilmasi, test kimyasali tarafindan indiklenen hasarin
tipine dair bir bilgi saglamak i¢in gereklidir (OECD TG 490, 2015). Molekiiler ve sitogenetik
analizler, bu test ile pozitif sonuglar elde edilen kimyasal maddelerin ¢ogunun memeli karsinojeni
oldugunu gostermistir. Ancak bu test ile negatif sonuclar veren karsinojenler de vardir ve bu
maddeler ya genotoksik olmayan mekanizmalarla ya da fare lenfoma hiicrelerinde kolaylikla tespit
edilemeyen mekanizmalarla etki etmektedir. Dolayistyla, bu test ile kanserojenlik arasinda tam bir
baglant1 yoktur ( Moore ve ark, 2003).
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Hipoksantin Guanin Fosforibozil Transferaz (HPRT) ve Ksantin Guanin Fosforibozil
Transferaz (XPRT) In Vitro Memeli Gen Mutasyon Analizleri

Bu analizlerle, purin biyosentezi i¢in gerekli Hprt ve Xprt enzimlerini kodlayan lokuslarda
gen mutasyonlart indikleyen maddeler tespit edilir. Bu testler, kullanilan hiicre serilerindeki
raportér genlerdeki (endojen hipoksantin guanin fosforibozil transferaz (Hprt) geni ve ksantin
guanin fosforibozil transferaz transgeni (gpt)) ileri mutasyonlart belirler. HPRT testi, cok cesitli
htcre serileriyle yapilabilmektedir. En ¢ok kullanilan htcreler: Cin hamster over (CHO), akciger
(CHL) ve akciger fibroblast (V79) hicreleri, L5178Y fare lenfoma hiicreleri ve TKG6 insan
lenfoblastoid hucreleridir. HPRT geninin otozomal olmayan lokasyonu nedeniyle, bu analizde
tespit edilen mutasyon ¢esitleri kii¢iik insersiyon ve delesyonlardan kaynaklanan baz cifti
degisimleri ve ¢erceve kaymast mutasyonlarini iceren nokta mutasyonlaridir. HPRT geni,
insanlarin ve rodentlerin sadece X kromozomu tzerinde bulundugundan, her bir hiicrede bu
genin sadece bir kopyast aktiftir. Bu nedenle, sadece tek aktif HPRT lokusunda olusan bir
mutasyon bir hiicre icerisinde fonksiyonel HPRT enziminin bulunmamasi ile sonuglanir (OECD
TG 476, 1997; Albertini, 2001).

XPRT testinde, bakteriyel gpt transgeni iceren AS52 hiucreleri kullanilir. Gpt trasgeni,
memelilerdeki HPRT proteininin analogu olan XPRT proteinini kodlar. Gpt lokusunun otozomal
lokasyonu, X kromozomlarinin tizerindeki hemizigot HPRT lokusunda kolay tespit edilemeyen
buytk delesyonlar ve heterozigotlugun kaybi gibi belli genetik olaylarin tespit edilmesini saglar.
Sonug olarak, HPRT ve XPRT mutasyon testleri genetik olaylarin farkli spektrumlarini ortaya
ctkarir. XPRT, ginimizde dizenleyici amaglar icin HPRT testinden ¢ok daha az kullanilir.
HPRT testinde Hprt enzim aktivitesi veya XPRT testinde Xprt enzim aktivitesi olmayan mutant
htcreler, bir piirin analogu ve metabolik bir zehir olan 6-thioguanin (6-TG)’in sitostatik etkilerine
direnclidir. Bu nedenle, test kimyasalnin etkisiyle olusan mutant hiicreler 6-TG’li treme
ortaminda ¢ogalabilirler Hprt (HPRT testinde) veya gpt (XPRT testinde) enzim aktivitesi olan
hticreler ise, hiicresel metabolizmay1 inhibe eden ve daha sonraki hiicre béliinmelerini inhibe eden
6-TG’ye hassastir. Dolayisiyla, Hprt veya gpt enzim aktivitesi olan normal hticreler 6-TG’li tireme
ortaminda ¢ogalamaz (OECD TG 476, 1997).

Her iki testte de, siispansiyon icerisindeki veya tek tabakali kultiirlerdeki hicreler eksojen
kaynakli metabolik aktivasyon varliginda ve yoklugunda uygun bir zaman periyodunda (3-6 saat)
test kimyasalina maruz birakilir. Sonrasinda, sitotoksisitenin belirlenmesi ve mutant seciminden
once fenotipik ifadenin ortaya citkmast igin alt kultirlenir. Sitotoksisite, bagl sag kalm ile
belirlenir. (Or: test maddesiyle muameleden sonra kiiltiitlerin klonlanma verimliligi 6liiliir ve
muamele siiresince olan hiicre kaybr belirlenerek negatif kontrol ile karsilastirilir.) Muameleli
kiltirler, indiiklenen mutasyonlarin fenotipik ifadesinin optimale yakin olmasini saglamak igin
yeterli bir zaman periyodunda (umumiyetle en az 7-9 giin) buylime ortami igerisinde devam
ettirilir. Fenotipik ifadeyi takiben, secici ajan olan 6-TG igeren ortam igerisinde mutant frekansi
belirlenir. Segici ajan igermeyen ortama bilinen sayida hucre ekilerek, klonlanma verimliligi
(canhihgr stirdirme yetenegi) belirlenir. Uygun bir inktibasyon siiresinden sonra koloniler sayilir.
Mutant frekansi, secgici ortamdaki mutant kolonilerin sayistyla secgici olmayan ortamdaki
kolonilerin sayisindan belirlenir. Mutant seleksiyonu ya petri kutularinda (tek tabakal kiltir icin)
veya mikrotiter kiiltiir plakalarinda (stispansiyon hiicre kiiltiirleri i¢in) gerceklestirilir. HPRT veya
XPRT i¢ermeyen mutant hiicreler, 6-TG’ye diren¢ gostermeleriyle segilirler (OECD TG 476,
1998).

Rodent Dominant Letalite Testi

Rodent dominant letalite testi en sik fareler tzerinde yuriatilir ancak siganlar da
kullanilabilir. Bu testle erkek ebeveyn germ hiicrelerinde veya fertilizasyon sonrast zigotta,
dominant letal (DL) mutasyonlar1 indikleyen maddeler tespit edilir. DI. mutasyonlar, embriyonik
veya fetal Slime sebep olur. Bir test kimyasalina maruziyetin ardindan bir DL mutasyonun
indiiksiyonu, kimyasalin test hayvaninin germinal dokularin: etkiledigini gésterir. DL mutasyonlar
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genellikle kromozomal hasarin (yapisal ve sayisal anomaliler) sonucudur. Ancak, gen mutasyonlart
da bertaraf edilmemelidir (OECD, 2015; Yiizbastoglu, Yilmaz & Unal, 2016). DL mutasyonu ya
bir germ hiicresinde olusan veya erken dénemdeki embriyoya fertilizasyon sonrasi fikse olmus
mutasyondur. Bu mutasyon, gamet disfonksiyonuna sebep olmaz ancak déllenmis yumurta veya
gelisen embriyo icin letaldir. Eger test kimyasalinin ve onun metabolitlerinin erkek germ
hucrelerine (61: spermatogonial kok hiuicreleti ve/veya spematogonia) ulagamayacagina dair delil
varsa, bu testi kullanmak uygun degildir (OECD TG 478, 2015).

Bu analizde genellikle erkek sicanlar, test maddesiyle muamele edilir. Ancak, yumurtanin
fertilizasyonunun ve embriyonik Olimiin degerlendirilecegi durumlarda disi sicanlar muamele
edilir (OECD, 2015; Yiizbasioglu, Yilmaz & Unal, 2016). Kullanilan maruziyet ve ciftlestirme
sistemi DL calismasinin temel amacina baghdir. Testin baslangicinda, erkek hayvanlar test
kimyasalina maruz birakilir ve muamele edilmemis, daha 6nce ciftlesmemis disilerle ciftlestirilir.
Ciftlestirmenin ardindan, disilere uygun bir zaman periyodundan sonra Otenazi uygulanir ve
implantlar ile canli ve 6li embriyolarin sayilarinin belitlenmesi i¢in uteruslart incelenir. Muamele
edilen gruptaki her bir disideki canli implantlarin, kontrol grubundaki her bir disideki canlt
implantlar ile karsilastirilmast ile test ajaninin DILsi belirlenir. Muameleli gruptaki her bir disideki
olt implantlardaki artisin, kontrol grubundaki her bir disideki 6li implantlardan fazla olmast test
maddesinin implantasyon sonrast kaybi uyardigint yansitir. Implantasyon sonrast kayip; muameleli
gruptaki total implant icerisindeki 6li oraninin, kontrol grubundaki total implant icerisindeki 6l
orant ile karsilastirlmastyla hesaplanir. Implantasyon éncesi kayip, corpus luteumlarin sayisindan
veya muamele ve kontrol gruplarindaki herbir disideki total implantlar karsilastirilarak hesaplanir.
Total dominant letal etki, preimplantasyonel veya postimplantasyonel kaybin toplamidir. Total
dominant letal etkinin hesaplanmasi, test grubundaki her bir disideki canlt implantlar ile kontrol
gruplarindaki her bir disideki canli implantlarin karsilastirilmasina dayanir. Belirli araliklarda
implant sayisindaki azalma hiicre Slimuintn (6r: spermatosit ve/veya spermatogonyum) sonucu
olabilir (OECD TG 478, 2015).

Memeli Karaciger Hiicrelerinde In Vivo Programlanmamis DNA Sentezi Testi

Bu testin amaci, kimyasallarla muamele edilen hayvanlarin genellikle de si¢anlarin karaciger
hicrelerinde DNA onarimini indiikleyen maddeleri tespit etmektir. Kimyasallarin karacigerdeki
genotoksik etkilerinin arastirlmasint saglayan 7z vivo bir metottur. Bu analizle belirlenen sonug,
karaciger hiicrelerindeki DNA hasart ve bunu takiben gerceklesen onarimin gostergesidir.
Karaciger absorbe edilen bilesiklerin metabolize edildigi ve atiima ugradigr baslica organdir.
Bunun sonucu olarak karaciger hiicreleri; karaciger fonksiyon bozuklugu, hiicresel hasar ve daha
ileri durumlarda organ yetmezligine yol agabilecek sekilde bu kimyasallara yiiksek oranda maruz
kalir. Bu nedenle, 7z vivo DNA hasarin1 6lgmek i¢in en uygun boélgedir. Eger test maddesinin hedef
dokuya ulasamayacagina dair delil varsa, bu testi kullanmak uygun degildir. Ozellikle karacigeri
hedef alan ve metabolik aktivasyon varliginda AMES testi ile pozitif sonuglar veren maddelere
maruziyet sonrast olusan DNA hasarint tespit etmek i¢in uygun bir testtir. Bu test, sadece
nukleotid kesip-gtkarma (eksizyon) tamir mekanizmasi ile onaridan DNA hasar tipini indiikleyen
kimyasal maddelere pozitif yanit verir (OECD TG 486, 1997).

Bu testte, hayvanlar 6nce test maddeleri ile uygun yolla muamele edilir. Daha sonra,
hayvanlarin karaciger hiicrelerinin kisa sureli kiltirleri genellikle karacigerin kollajenazla in situ
perfiizyonuyla elde edilir ve kiiltiire alinir. Izole edilen memeli karaciger hiicreleri genellikle
tirityum isaretli timidin ("H-TdR) igeren bir ortamda 3-8 saat gibi uygun bir zaman uzunlugunda
inkiibe edilir. Boylece H-TdR’nin eksizyon sonrast onartm sentezi yolu ile karaciger hiicre
DNA’sina dahil olmast iz vitro olarak yapilmis olur. H-TdR alimi genellikle otoradyografiyle
belirlenir (OECD TG 486, 1997; OECD, 2015).

Test sonucunda bir pozitif cevabimnin tespit edilmesi, hasarli bolgede cikarilan ve yer
degistiren DNA bazlarinin sayisina baglhdir. Dolayisiyla bu analiz, test maddesiyle inditklenen
uzun yama onariminin (20-30 baz) belirlenmesinde ¢ok degerlidir. Tersine, kisa yama onarim1 (1—
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3 baz) c¢ok daha az duyarlilikla belitlenir. Ayrica, mutajenik olaylar DNA hasarlarinin
onarilmamasindan, yanlis onarilmasindan veya yanls replikasyonundan kaynaklanabilir. Pozitif
cevabin derecesi, onarim proseslerinin dogrulugu hakkinda herhangi bir bilgi vermez. Diger
yandan, mutajenin DNA ile etkilesime girmesi ancak DNA hasarinin eksizyon onarim islemiyle
onarilmamast da mimkiindir. UDS testiyle elde edilen mutajenik etkinlik ile ilgili spesifik bilgi
eksikligi, ulasilan sonucun potansiyel duyarliliginin belirlenebilmesiyle telafi edilir, ¢linki bu tim
genom i¢inde Slgtlmistir (OECD TG 486, 1997).

SONUC

Ilag endiistrisinde, yeni ilaclarin gelistirilme siirecinin 6nemli bir kismimnt olusturan
toksikolojik arastirmalar, kullanima sunulacak ilag etken maddelerinin etkililikleri ile giivenlilikleri
arasindaki dengenin kurulmasini saglar. Ayrica bu arastirmalar sonucunda, yeni ilaglarla ilgili yarar-
zarar, guvenlilik-toksisite, en ylksek tolere edilebilen doz-toksik olmayan etkili doz, LD,-ED;, ile
ilgili sorularin cevaplart deney hayvanlari, izole organlar veya iz vitro kosullarda hiicre kiltirleri
tzerinde belitlenmis olur. Toksikolojik arastirmalarin asamalarindan biri olan 6zel toksisite
calismalarinda, ila¢ etken maddelerinin karsinojenik, immunotoksik, nérotoksik, teratojenik ve
genotoksik etkileri arastirilir. Preklinik dénemde yapilan genotoksik etki arastirmalarinda, ilag
adayt molekillerin genetik materyal tzerinde degisiklik olusturup olusturmadigt degerlendirilir.
Tlac etken maddeleri olarak énerilmesi diistiniilen molekiillerin insanlarin kullanimina sunulmadan
6nce genotoksisite testleri gibi giivenlilik testlerinden gecirilmesi ila¢ gelistirme stirecinin ¢ok
6nemli bir agsamasidir (Sen, 2018).

Toplanmast yillarca siiren ve elde edilmesi cok maliyetli olan aday ilaglara ait genotoksisite
verilerinin, farklt Glkelerin diizenleyici otoriteleri tarafindan degisik formatlarda ve standartlarda
istenmesi yeni ilaglarin piyasaya ctkmasini geciktirmekte ve arastirmalarda gereksiz yere deney
materyali kullanimina neden olmaktadir. Bu nedenle, bu verileri elde etmek icin kullanilacak
genotoksisite testlerinin prosediirleri, temel prensipleri ve yorumlanmast hususunda diinya
genelinde ortak bir stratejinin izlenmesini saglamak amaciyla ICH ve OECD gibi harmonizasyon
orgiitleri kilavuzlar yayinlamustir. Bu kilavuzlar, ye tlkeler icin baglayict olsa da, tye tlkelere ilag
ithra¢ edebilmek ve uluslararasi ila¢ arastirmalarinda daha ¢ok yer alabilmek icin bu kilavuzlardan
haberdar olmak ve bunlara uyum saglamak gerekmektedir (Topaloglu, 2014).
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Extended English Summary

Nowadays, there is a great need for improvement of variants of clinically available drugs that
have proved treating effects or reduced side effects. Furthermore, the development of effective
drugs that can be used for diseases having no definite treatment yet such as cancer and new
antimicrobials are needed. In accordance with these requirements, the number of studies on
improving new drugs continues to increase around the world. Determining that newly developed
drugs have significant biological activities is not enough to recommend them for human
consumption. In chemotherapys, it is essential to treat patients without creating health risks and the
safety of drugs is more important than their activities. In this respect, chemical substances that are
intended to be offered as drugs are subjected to extensive toxicological researches that act as safety
tests before they are administered to humans. Obtaining the biological information that confirms
toxicity is the most important goal of drug safety assessment. Toxicological researches, which are
an important part of the drug development process, help establish the balance between the safety
and efficiency of the active substances in drugs to be offered for consumption.

In specific toxicity studies, a stage within toxicological researches, the focus is investigating
the carcinogenic, immunotoxic, neurotoxic, teratogenic and genotoxic effects of the active
substances in drugs. In genotoxicity studies, during a stage of toxicological researches, possible
damage of candidate drugs on genetic material is evaluated. For this purpose, short-term
genotoxicity tests which can be administered 7z vivo or in vitro conditions are used. Genotoxicity
research at the beginning of the drug improvement process is very important, as DNA damages
caused by genotoxic agents can cause serious health problems in humans such as birth defects,
cancer, infertility, cardiovascular, immune system and degenerative diseases. For this reason, in drug
development process before starting phase I studies carried out on human, genotoxicity data are
evaluated using a short-term test. If genotoxicity does not exist, a clinical trial period is initiated.

At the present day, the most reasonable approach to anticipating the genotoxic potentials
of chemical substances (e.g., drugs) is to use short-term genotoxicity tests. The general opinion
about these tests, accepted and used frequently by researchers around the world, is that none of
them are solely valid enough to provide information about each and every genotoxic effect. This
results from the fact that genotoxicity can be created by a variety of mechanisms, and the tests
that are conducted with different methods or organisms may provide different results. In this
regard, it is recommended that the genotoxic potential of chemical substances should be assessed
by a standart battery system that use a number of short-term genotoxicity tests together.

The genotoxicity data of drugs obtained from these trials is requested as a part of the security
evaluation process of regulatory authorities of different countries. The request for this information,
which brings about ample cost and effort to obtain, by regulatory authorities of different countries
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in different formats and standards prevents the marketing of potential drug candidates, disrupts the
drug development process, and causes unnecessary use of experiment materials in studies.
Accordingly, it is of general acceptance that the studies aiming to obtain this information today be
conducted using the standardized approaches in the guides of international harmonization
organizations (e.g., ICH [The International Council for Harmonisation of Technical Requirements
for Pharmaceuticals for Human Use] and OECD [Organization for Economic Co-operation and
Development]).

ICH was established with the participation of the regulatory authorities in the United States
(US), the European Union (EU) and Japan in addition to pharmaceutical industry foundations; it
published several guides that were harmonized and categorized into four main groups that are
quality, safety, effectiveness, and multidisciplinary. These guides are about the approach that should
be used in drug development process. The heading of security also involves the guides about
genotoxicity tests. OECD is another international harmonization organization, and consists of 31
countries including Turkey. It published guides on standardized toxicological test methods that can
be used to determine the effects of chemical substances (e.g., drugs) on human health. Section 4,
entitled “Health Effects”, of Test Guides for Testing of Chemicals by the OECD contains
information about the administration and interpretation of genotoxicity/mutagenicity tests. Even
though, these guidelines are binding for member states, it is necessary to be aware of and to
conform to these guidelines in order to be more involved in international drug studies and to
export drugs to member countries. This review was intended to provide current information
about the genotoxicity tests that are used in drug development process with reference to ICH and
OECD guides as well as the relevant literature.
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