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Genotoksisite testlerinin yeni ilag geligtirme siirecindeki yeri ve

6nemi

Ozet

flag gelistirme siirecinin  baglangicindaki  preklinik  arastirma  déneminde, aday  ilaglarin
genotoksisite testlerinden gegirilmesi bir zorunluluktur. Bu testlerle elde edilen genotoksisite
verilers, cesith tlkelerdeki diizenleyict otoriteler tarafindan giivenlik degerlendirme prosesinin bir
pargast olarak istenmektedir. Elde edilmesi olduk¢a zahmetli ve maliyetli olan bu bilgilerin, farkl
ilkelerin diizenleyici otoriteleri tarafindan degisik standartlarda istenmesi, potansiyel ilag
adaylarinin  pazarlanmasmi engellemekte, ilac gelistirme siirecini kesintiye ugratmakta ve
arastirmalarda gereksiz yere deney materyali kullanmina neden [EEnaktadi. Bu bakimdan,
giiniimiizde bu bilgileri elde etmeyi amaclayan arastirmalarin, ICH (Insanda Kullanilan Ilaglarin
Ruhsatlandirlmast Igin Teknik Gerekliliklerin Uyumlandilmast Uluslararast Birligi) ve OECD
(Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii) gibi uluslararast harmonizasyon &rgiitlerinin
kilavuzlarinda standardize edilen yaklasimlarla uygulanmas: genel kabul gormektedir. Bu
derlemede, ilag gelistirme stirecinde kullamlan genotoksisite testlerine iliskin, ICH, OECD
kilavuzlari ve literatiir 151ginda glincel bilgiler verilmesi amaclanmistir.

GIRIS

Giintimiizde, klinik kullanimda olan bazi ilaglarin tedavi edici etkileri tyilestirilmis ve yan
etkiler1 azaltilmis varyantlarmna, bazi hastaliklar icin farkl farmakolojik mekanizmalarla etki eden
ilaglara, yeni antimikrobiyallere ve kanser gibi heniiz kesin tedavisi olmayan hastaliklarda
kullanilabilecek etkili ilaglara ihtiyag vardir. Dolayisiyla, hem dinyada ve hem de tlkemizde, yeni
ilag gelistirmeye yonelik ¢alismalar her gecen giin artarak devam etmektedir. Yeni gelistirilen
ilaglarin  anlamli  biyolojik aktivitelere sahip oldugunun belirlenmesi, bunlarm ilag olarak
oneriebilmesi igin yeterli degildir. Kemoterapide hastalart saghk riskler: olusturmadan tedawvi
etmek esastir ve ilaglarin glivenirlikler: etkinliklerinden daha 6nemlidir. Bu bakimdan, ilag olarak
onerilmesi digiiniilen kimyasal maddeler, insanlar tzerinde kullamlmadan énce birer giivenlik
testi niteliginde olan kapsaml toksikolojik aragtirmalardan gecirilmektedir (Sen, 2018). Toksisiteyi
kanitlayan biyolojik bilginin elde edilmesi, ila¢ giivenlik degerlendirilmesinin en 6nemli amacidir
(Jena, Kaul & Ramarao, 2002).

Toksikolojik aragtrmalarm safhalarindan biri olan genotoksisite aragtirmalarinda, aday
ilaglarin genetik materyal tizerindeki olast zararlari hiicre kiltirlert ve deney hayvanlart Gizerinde
degerlendirilmektedir. Bu amacla, zz ww veya i wiro kosullarda uygulanabilen kisa streli
genotoksisite testlerinden yararlanilmaktadur. Tlag gelistirme siirecinin baslangicinda, genotoksisite
arastirmalarinun yapilmas: cok 6nemlidir. Cinkt, genotoksik etkili ajanlarin neden oldugu DNA
hasarlari insanlarda dogum defektleri, kanser, infertilite, kardiyovaskiler, immun sistem ve
dejeneratif hastaliklar gibi ciddi saglik sorunlarma yol agabilmektedir (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 ilaclar, piyasaya
sunulmadan 6nce sirasiyla preklinikk ve klinik arastrma donemlerinden gecirilir. Preklinik
arastirma donemi; yent ilaclarin etkinlikleri ile glivenurliklerinin saglikls canli hayvanlar, 1zole organ
preparatlars ve hiicre kiltiirleri tizerinde degerlendirildigi caligmalart igeren 2-3 yil siiren dénemdir
(Iskit, 2006). Bu dénemde yiriitilen ¢alismalarin basinda, insanlar icin givenli bilesikleri bulmayt
amaglayan toksikolojik aragtirmalar gelir. Toksikolojik arastirmalar, toksikokinetik galismalart ve
toksisite testlerini icerir. Toksikokinetik galigmalarda, incelenen maddenin organizmada emilimi,
dagilimi, metabolizmasi, biyotransformasyonu ve atilimi incelenir. Toksisite caligmalarmnda ise
akut, subakut, kronik, subkronik ve 6zel toksisite testleri yapilir. Ozel toksisite testlerinde, aday




ila¢ molekiillerinin genotoksik, karsinojenik, teratojentk, transplesental, immunotoksik, nérotoksik
ve uremeyle ilgili toksik etkileri aragtirilir (Brummelan, 2007).

Preklinik arastirma déneminden basariyla gecen aktif ilag maddeleri i¢in, klinik arastirma
dénemi baslatilir. Bu dénemde yapilan calismalar, insanlar tizerinde gercelfSstirilir ve dort fazda
yapihir. Faz I calismalar, genellikle 20-80 saglikh gonilli tizerinde giivenlik ve toksisite yoniinden
uygun doz araligmin saptanmasi amaciyla yapilir. Yaklasik 9-18 ay strer. Tlacin belirli bir uygulama
yolundan verilmesiyle, insanda maksimum tolere edilebilen doz belirlenir. Bu fazin amaglar, ilacin
mnsanlardaki  givenitliginin, doz swmurlayict  istenmeyen etkilerinin, toksisitesinin, etki
mekanizmasinin, yapt aktivite iliskisinin, farmakokinetik profilinin ve faz II caligmalar icin
insanlara verilecek farmasétik seklinin belirlenmesidir. Faz 1T ¢alismalars, 100-300 hasta gonalliide
ve faz [’de saptanan tolere edilebilir doz ile 1-3 yil devam eden ¢alismalardir. Ana amacy, ilacin
etkinligini mcelemektir. Diger amaglari, ilacin hedef hasta grubundaki terapotik ve profilaktik
dozunu belirle@ktir (Iskit, 2006).

Faz 11T calismalar, 1000-3000 hasta goniilliide 3-4 yil siiren genelliklfJcok merkezli, ¢ok
uluslu, randomize, cift kor nitelikteki calismalardir. Bu galisma stireci, lacin klinik etkinliginin ve
yarfiitkilerinin daha genis bir hasta populasyonunda degerlendirilmesini saglar. Faz 111 ¢alismalar
ile yeterli veriler elde edildikten sonra, iirtiniin ilag olarak kullanilabilmesi icin onay alinmas:
gerekir. Her tilkenin yeni ilaglarla ilgili yapilmus prek@|lk ve klinik arastirmalart onaylayacak ve
ilaca ruhsat verecek resmi makamlari vardir Faz IV calismalar, ruhsat almis bir ilag ile yapilan
pazarlama sonrasi izlem calismalaridir. Tlact kullanmakta olan genis hasta topluluklarnin séz
konusu oldugu bu ¢alismalarin ana amact, uzun stireli givenlik verilerinin toplanmasidir. Ayrica,
ilacin maliyet-yarar-risk oranlarinin analiz edilmesi, etkinliginin daha genis hasta gruplarinda
gosterilmesi, ilaca bagh gelisen ve ender rastlanan ciddi istenmeyen reaksiyonlarin ve ilag
etkilesimlerinin belirlenmest, 1lagla ilgili cevaplanmamus sorularin cevaplanmasi ve ayni endikasyon
icin kullanilan ilaclarla yeni ilacin karsilastirilmasi da amaglanur (Iskit, 20006).

Preklinik ve Klinik Dénem Aragtirmalarinda Diizenleyici Otoritelerin ve Uluslararas:
Harmonizasyon Orgiitlerinin Rolii

Yeni gelistirilen bir ilacin onay alabilmesi icin, preklinik ve klinik arastirma dénemlerinde
elde edilen aday ilaca ait kalite, giivenlik ve etkinlik ile ilgili ayrintili bilgilerin ilaglarin gelistirildig:
tilkelerdeki diizenleyict otoritelere sunulmasi gerekmektedir. Bu otoriteler: Amerika’da FDA (Gida
ve llag Dairest), Avrupa Birligi'nde EMEA (Avrupa Ilag Ajansi) ve Turkiye’de Saghk Bakanligsdur.
@Ehimiizde, bu bilgileri elde etmek i¢in yapilacak arastirmalarin uluslararast gegerliligi olan ICH
(Insanda Kullanidan Ilaglarin Ruhsatlandirdmast [gin Teknik Gerekliliklerin  Uyumlandirilmast
Uluslararas: Birligi) ve OECD (Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii) gibi harmonizasyon
orgutlerinin yaymnladigi kilavuzlarinda standardize edilen ortak bir yaklasimla uygulanmasi ve
yorumlanmast genel kabul gorffEktedir (Topaloghu, 2014).

Ug biiyiik ilag tireticisi olan Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Avrupa Birligi (AB) ve
Japonya’mn dizenleyici makamlar: ile ila¢ endustrisi derneklerinin katilimiyla kurulmug ICH, ilag
gelistirme stirecinde izlenmesi gercken yaklagimla ilgili kalite, giivenlik, etkinlik ve multidisipliner
olmak tzere dért ana baglik altinda toplanan ¢ok sayida uyumlandirlmus kilavuz yaymlamistir.
Guvenlik baglhg altinda toksikokinetik, akut/kronik toksisite, iireme toksisitesi, genotoksisite ve
karsinojenite testlerine iliskin bilgiler iceren kilavuzlar yer almaktadir (Topaloglu, 2014). Bir diger
uluslararast harmonizasyon o6rgiitii olan ve Tirkiye’nin dahil oldugu 31 tye ilkeden olusan
OECD de, ilaglar gibi kimyasal maddelerin insan sagligi tzerindeki etkilerinin belirlenmesinde
kullanilabilecek standardize edilmis toksikolojik test metotlarini iceren kilavuzlar yayinlamustir
(Thybaud ve ark, 2014).

ICH ve OECD Kif}uzlan Perspektifinden Preklinik Genotoksisite Testleri
Son ylizyilda dinya tizerindeki kimyasal kirlenme, sanayi devrimiyle gelisen teknolojinin en
buyiik yan etkisidir. Havanin, suyun, topragn, gidalarin, sigaranmin ve hatta hastaliklari iyilestirmek




icin kullanilf8] ilaclarin icindeki kimyasal maddeler bir kimyasal kirlilik havuzu olusturmaktadir. Bu
maddelerin bazilar1 organizmanin genetik yapisinda herhangi bir degisiklige sebep olmamalkta ya
da ortaya ¢ikan hasarlar DNA onarm enzimleri ile tamir edilebilmektedir. Ancak, bazilari gen
mutasyonlarma, yapisal kromozom hatalarna veya rekombinasyonel degisimlere sebep
olabilmektedir. Bu degisimler tGreme hiicrelerinde meydana geldiginde, daha sonraki nesillere
aktarilmaktadir. Somatik hiicrelerde meydana geldiginde ise, bireyin kendisinde cesith saglik
sorunlarma yol agmaktadir (Bostancy, 2014).

DNA ile ve DNA iligkili hiicresel komponentler (6r: mitotik ve mayotik ig iplikleri,
replikasyon enzimlers, DNA onarim sistemi enzimleri, hiicre déngiisiinii kontrol eden proteinler,
apoptozis ile iliskili gen tirtinleri, oksidatif hasara karsi savunma saglayan proteinler) ile etkilesime
giren veya genomda, kromozomlarda ya da genlerde hasarlara yolkan 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, msanlarda ciddi saglik sorunlarma yol
agmaktadir. Ozellikle, genotoksisite ile kanser arasinda kuvvetli bir iliski oldugu ve insanlar igin
karsinojen olan ajanlarm % 90'1mn genotoksik etkili oldugu bildirilmistir (Kilig 2005; Sekeroglu &
Sekeroglu, 2011a).

Insanlarm kullanimina sunulan kimyasal maddelerin sayisinda giin gectikee artis gozlenmesi
ve genotoksik etkili olanlarin onemli saglik sorunlarma yol agtiginin belirlenmesi, bu tip ajanlarmn
tespit edilmesini saglayan kisa sureli genotoksisite testlermmin gelistirilmesine neden olmustur
(Tarhan, 2006; Yirtics, 2007). Gintimiizde bu testler; tlaglar gibt insanlarin maruz kaldigs kimyasal
maddelerin genotoksik potansiyellerinin tespitinde de yaygmn kullanim alant bulmugstur (Sekeroglu
& Sekeroglu, 2011). Yeni ila¢ gelistirme stirecinde, insanlar tizerinde yapilan Faz I ¢alismalarina
baglamadan é6nce bu testler ile genotoksisite verilert degerlendirilmekte ve eger genotoksisite
yoksa klinik arastirma donemi baslatlmaktadur. flag gelistirmenin preklinik déneminde aday ilag
molekiilleriyle yapilmas: gereken genotokssite testlerinin sonuglary, ilaglarin deneysel kogullardaki
etkinliginden ¢ok daha 6nemlidir (Demircigil, 2009).

Giinimizde, kisa stireli genotoksisite testlerinin kullanmy, ilaglar gibi kimyasal maddelerin
genotoksisite ve karsinojenite potansiyellerinin 6ngoriilmesinde en akiler yaklagimdir. Tiim
diinyanm gecerliligini kabul ederek, rutin olarak kullandigi bu testlerin farkli hicre tipleri tizerinde
vapilabilen 200°den fazla ¢esidi vardir (Bajpayee, Pandey, Parmar & Dhawan, 2005; Bostancy,
2014; Dogan, Durusoy, Gokee & Oztiirk, 2014). Farkli uygulamalar olmakla beraber, bu testlerde
model hiicre olarak genellikle bakteriler ve lenfositler gibi memeli hticreleri kullanilmaktadir
(Tarhan, 2006). Kisa stirelt genotoksisite testleriyle ilgili genel kani, genotoksik etkilerin tamamu
hakkinda bilgi saglayabilecek gecerlilikte bir testin olm#E)g1 yoniindedir. Ciinki, genotoksisite
farkli mekanizmalarla olusabilmekte ve farkli yontemler ya da organizmalar kullandarak yapilan
testlerle farkl sonuclar alinabilmektedir. Bu bakimdan, ilaglar gibi kimyasallarin genotoksik
potansiyellerinin tek bir testle belirlenemeyecegi ve birbirini tamamlayan birka¢ kisa zamanlh
genotoksisite testinin bir arada kullanildigy seri test sistemleriyle degerlendirilmesi 6nerilmektedir
(Tarhan, 2006; Yirticr, 2007).

ICH’nin genotoksisite testlerine iliskin ilk kilavuzu Mart 1994°de “S2A: Farmasotikler I¢in
Diizenleyici Genotoksisite Testlerinin Spesifik Yonlerine Iliskin Kilavuz” (ilaglar hususundaki
genotoksisite testleri konusunda belirlenmis test protokollerini tamitan) vaymlanmustir. Tkinci
kilavuzu 1se Ekim 1996’da “S2B: Genotoksisite: Farmakotiklerin Genotoksisite Testler:
Hususunda Bir Standart Seri Test Serisi Kilavuzu” (genotoksisite test kosullarinda uyumun
saglanmasi i¢in test kosullari, test sonuglarinin yorumlanmasi ve bir terimler sézlguni igeren ek
bir dokiimani iceren) yaymnlanmusti. Bu iki kilavuz, Mart 2008’de bitlestirilerek “ICH S2(R1):
Insan Kullamm: Icin Tasarlanan Farmakotiklerin Genotoksisite Testlerine ve Verilerin
Yorumlanmasina [liskin Kilavuz” bashg altinda revize edilmistir. Kasim 2011°de ise son versiyonu
hazirlanmistir (Topaloglu, 2014).




ICH kilavuzunda, ilag¢ iiretiminde kullanilabilecek bir etken maddenin insanlar tizerinde
kullamlmadan 6nce mutlaka standart test serisi kullanilarak genotoksik acidan giivenirliginin test
edilmesi gerektigi bildirilmektedir. ICH kilavuzunda, standart test serisi olarak, aym derecede
uygun oldugu kabul edilen tki secenek 6nerilmektedir. Birinci segenekte: ilk basamakta, bakteriler
tizerinde gerceklestirilen bir gen mutasyon testi (612 Sabwmonella typhinurium suglar lle AMES testi)
yapilmasi onerilmektedir. Tkinci HfEJmakta, memeli hicrelerinde kromozomik hasarlar
belirleyebilen sitogenetik bir test (6r: 2 vifro metafaz CA testi veya i vifro MN testi) veya [B)ztro
fare lenfoma timidin kinaz testi yapimasi Onerilmektedir. Son basamakta ise, bir zn o
genotoksisite testi, genellikle rodent hematopotetik hiicreleri tizerinde kromozomal hasar
belirleyebilen bir test (ya mikronukleus testi ya da metafaz hicrelerinde kromozomal
anormallikler testi) yapilmast 6nerilmektedir. I vim testlerle, organizmada metabolize edildikten
sonra olugabilen genotoksik ajanlarm belirlenmesi miimkiin olmaktadir (ICH, 2011; Brambilla,
Mattioli, Rbiano & Martelli, 2012).

ICH kilavuzunda, standart test serisi icin kabul edilen ikinct secenekte: birinct basamakta,
bakteriler iizerinde gerceklestirilen bir gen mutasyon testi yapilmast 6nerilmektedir. Tkinci
basamakta, iki farkli doku ile vapilan zz wive genotoksisite degerlendirmesi, genellikle rodent
hematopoietik hiicreleri kullanilarak yapilan mikronukleus analizi ve tkinct bir 7z virvo analiz (61
karacigerde DNA zincir ki analizi) yapilmast dnerilmektedir. Ayrica bu kilavuzda, standartlara
uygun olarak yapilan ve degerlendirilen ticlii seri test sistemi ile negatif sonuglar veren kimyasal
bilesiklerin genotoksik aktivitenin yoklugunu ispat etmek igin yeterlt diizeyde gtivenilir olduklar
belirtilmektedir. Standart seri testlerden biri veya daha fazlaswyla ile pozitif sonug veren herhangi
bir bilesigin 1se genotoksik oldugu ve risk degerlendirmest i¢in daha fazla test yapilmasi gerektigs
belirtilmektedir. ICH kilavuzunda, standart ti¢lii test serisinin genisletilmesi ve modifiye edilmesi
gereken durumlarin neler oldugu da bildirilmektedir (ICH, 2011).

Diger bir harmonizasyon érgiitii olan OECD’nin “Kimyasallarin Test Edilmesi Hususunda
Test Kilavuzlart” icerisinde, “4. Bolim: Saglik Etkileri” bash@ altmnda genotoksisite/mutajenite
testlerinin uygulanmasi ve yorumlanmas: hakkinda bilgiler yer almaktadir (OECD, 2015). En son
2015 yilinda revize edilen OECD Genetik Toksikoloji Test Kilavuzunda ver alan genotoksisite
testlerinin giincel durumu Tablo 1’de gorilmektedir.

Tablo 1.Genetik toksikoloji test kilavuzlannin glincel durumlan (OECD, 2015)

TG | Baglk Kabul Revize Silindi
edildi edildi
Yakin zamanda revize edilenler
473 In vitro memeli kromozomal anormallik tesu 1983 1997 /2014
474 Memeli eritrosit mikronukleus testi 1983
475 Memeli kemik iligi kromozomal anormallik testi 1984
476 Hprt veya xprt lokusunda én vitro memeli hilcre gen mutasyon testi 1984 1997,2015
478 Rodent dominant lethalite test 1984 2015
483 Memeli spermatogonial kromozom anormallik testi 1997 2015
Yakin zamanda kabul edilenler
487 In vitro memeli hilecre mikronukleus testi 2010 2014
488 | Transgenik rodent somatik ve germ hiicre gen mutasyon analizi 2011 2013
489 In vire memeli alkali comet analizi 2014
490 | Timidin kinaz lokusu i sifre gen mutasyon analizi 2015
Aqiv]cncn]cr/Silincn]ur
472 Genetik toksikoloji: Escherichia coli, geri mutasyon analizi 1983 1997
477 Drosophila melanogaste’de eseye bagh resesit lethal test 1984 2013
479 Memeli hiiceelerinde s #ifro kardes kromatit degisini analizi 1986 2013
480 | Saccharomyces cerevisiae, gen mutasyon analizi 1986 2013
481 W8 charomyces cerevisiae, mitotik rekombinasyon analizi 1986 2013
482 DNA  hasan we onanmy, memeli  hiiceelecinde  in vitro 1986 2013
programlanmars DNA sentezi
484 Fare spot test 1986 2013
Muhafaza edilen, ancak revize edilmevenler




471 | Bakteriyel geri mutasyon analizi 1983 1997
Fare kalilabilir translokasyon analizi 1986

486 | Memeli hiicrelerinde i wire programlanmanmus DNA  sentezi 1987
UDS)

TG (Test kilavuzu)

Bakteriyel Geri Mutasyon Analizi

Bakteriyel geri mutasyon analizi (genellikle AMES testi olarak adlandirdir), nokta
mutasyonlarm (6r: kii¢tik insersiyonlardan ve delesyonlardan kaynaklanan baz cifti degigimleri ve
Brceve kaymast mutasyonlary) indiikleyen kimyasal maddelerin tespit edilmesini saglamaktadir.
Bu testte, ya Salmonella typhimurium ya da Escherichia coli mutant sugslari kullanlmaktadir. Bu suglar,
sirastyla ya histidin ya da triprofan aminoasitler: bivosentez genlerinin operonlarimin degisik
bolgelerinde cesitli mutasyonlar icermektedir. Bu mutasyonlar, biyiime ortffunda histidin veya
triptofan aminoasitlerinin yoklugunda bakteriyel biyiimeyi 6nlemektedir. Bu testin temeli, S.
tpbimuriuz'un histidin sentezleme yafa E. ol 'nin triptofan sentezleme yeteneklerini mutasyon ile
kaybetmis suglarinin test maddesi ile muamele edildikten sonra ikinci bir mutasyon gecirip
histidin’t veya triptofan’ sentezleme 6zelligini geri kazanmast ve histidinsiz/ triptofansiz biiyiime
ortaminda treyebilmesi esasina dayanmaktadir. Histidinsiz ya da triptofansiz besi ortaminda
treyebilen koloniler sayilarak nfflajenite belirlenmektedir. S. fphimurium ve E. coli prokaryotik
bakterilerdir ve hiicresel isleyis, metabolizma, kromozom yapisi ve DNA onarim prosesler: gibi
faktérler agisindan ékaryotik/memeli hiicrelerinden farklidir. Bu nedenle, AMES testinin insanlar
da iceren memeli tirlerindeki etkilerin yansitilmasinda bir miktar sinurliliklart vardir (Oguz,
Omurtag, Aricioglu & Sardas, 2013; Yiizbasioglu, Zengin & Unal, 2014; OECD, 2015).

Kromozomal Anormallikler (KA) Testi

Kromozomal anormallikler (KA), hasar gérmis kromozomlarm tamir edilememesinden,
yanls tamirinden ya da hiicre boliinmesi esnasinda kutuplara gocte olusan anormalliklerden
kaynaklanan ve kromozomlarda mikroskobik diizeyde gozlenebilen genetik degisiklerdir. Bu
anormallikler, 7 itro ve ir riro kosullarda uygulanabilen KA testi ile belirlenebilmektedir. I zifro
KA testinde; kiiltiire edilmis sperm, fibroblast, kemik iligi ya da siklikla periferal kan lenfositl@
gibi memeli hiicreleri kullanlir. I ziv0 KA testinde ise, genellikle kemik iligi hiicreleri kullanlir. I
vitro KA testinde, hiicre kiltirler: hasat edilmeden 2 saat 6nce; v calismalarda ise hayvanlar
sakrifiye edilmeden 2-4 saat 6nce bir tiibiilin polimerizasyon inhibitori olan ve hiicre blinmesini
metafaz sathasinda durduran kolsisin uygulanir. Daha sonra, kiiltiirlerden veya kemik iligi
hiicrelerinden elde edilen metafaz hiicrelerinin kromozomlarinda ortaya cikan sayisal ve yapisal
anormallikler tespit edilir (Bonassi ve ark, 1995; Sekeroglu & Sekeroglu, 2011b; Norppa ve ark,
2006; Yiizbastoghu, Yilmaz, Unal, 2014).

Bilinen veya siiphelenilen genotoksik ajanlara, cevresel veya mesleki olarak maruziyet
sonrasi olusan erken biyolojik etkinin gosterilmesinde en fazla kullanilan biyoizlem testlerinden
birt olan CA, diger biyoizlem testleri arasinda altin standart olarak tamimlanmustir. Ciinki
kromozomal aberasyonun indiikstyon mekanizmalari ¢ok 1yt bilinmektedir. Ayrica ¢ogu mutajen
veya karsinojenin kromozomal aberasyonunu indiikledigi gosterilmistir (Albertini, 2004). Tim
genomdaki hasarin izlenmesini mimkiin kidan KA teknigi ile kanser riskinin erken dénemde
belirlenmesi mimkindir (Bonassi ve ark, 1995; Au, 2007; Bonassi ve ark, 2000; Hagmar ve ark,
1994). Insan populasyonlar: tzerififle yapilan ¢aligmalar, periferal kan lenfositlerinde gozlenen
kromozomal anormallik sikliginin, hem genotoksik karsinojenlere nfEfuz kalmanin erken biyolojik
etkilerini, hem de kansere bireysel duyarhlig yansittigim dolayifka insanlarda kanser riskiyle ilgili
bir biyolojik gosterge oldugunu ortaya koymustur. Ayrica bu caligmalar, periferal lenfositlerdeki
spontan kromozom anormalliklerinin frekansi ile kanser olusumu arasinda dogru oranti oldugunu
bildirmistir ( Yizbastoglu, Zengin & Unal, 2014; Santovito, Cervella & Delpero, 2014, Ginzkey
ve ark, 2014; Zemanova ve ark, 2014).




Mikronukleus (MN) Testi

Genotoksisite ve kanserojenitenin belirlenmesinde kullamlan mikronukleus (MN) testi,
mitoz gecifgh tiim bitki, hayvan ve insan hiicrelerinde in ito ve in vifro olarak uygulanabilmektedir.
MN testi, 2 vitro calismalarda nukleer bolinme indeksinin, iz zivo caligmalarda ise polikromatik
eritrositler (PKE) ile normokromatik eritrositler (NKE) arasmdakifJoran kullanilarak
sitotoksisitenin tahmin edilmesini de saglar (Sekeroglu & Sekeroglu, 2011b). Ir wztro MN testinde,
uygun ortamlarda inkiibasyona birakilan hiicre kiltirlerine, ilk mitozdan énce kiltiiriin yaklagik
44. saatinde kiif mantarlarinin metabolitlerinden biri olan ve sitokinez icifffeerekli olan aktinin
polimerizasyonunu mhibe eden sitokalesin B (Cyt-B) ilave edilir. Boylece, cekirdek bolinmesini
tamamlamss ancak stoplazmik boliinmesini ger¢eklestirememis ¢ift ¢ekirdekli (binukleat) hiicreler
elde edllr. Inkubasyon siiresi sonunda, hazirlanan preparatlarda binukleat hiicrelerdeki MNler
sayilir. [z zivo MN testinde ise, sitokinezi bloke edilmemis memeli eritrosit hiicrelerindeki MN
sikligr belirlenir. Bu yontemde genellikle kemik iligindeki ve/veya periferal kan hiicrelerindeki
olgunlasmamus (polikromatik) eritrositlerin MN olusumu bakimindan analizi yapilarak, test edilen
bilesigin genetik bir hasar olusturup olusturmadigs saptanur (Sekeroglu & Sekeroglu, 2011a).

Mitozun anafazinda sentrik elementler kutuplara cekilirken, genotoksik ve/veya anojenik
etkiler sonucu ortaya cikmis asentrik elementler ve ig ipliklerinffibaglanamamis kromozomlar
kutuplara gidemezler. Béylece hiicre boliinmesi sonunda, aynt hiicre sitoplazmasi icinde ana
nukleuslarm yaninda, onunla ayni sekil, yap1 ve boyanma ozelligi gosteren kiigiik kiiresel yapilar
olarak gozlenirler. Bu yapilar anafaz evresinde gert kalan kromozomlar, asentrik kromozom
Ehgmentleri veya yavru nukleusa girmeyen kromozomlarin yogunlasmasiyla olusur. Anojenler,
sentromer boliinme hatalarma ve 1 iplikgiklerinde fonksiyon bozukluklarina yol acarak;
klastojenler ise kromatid veya kromozom kiriklart olusturarak MN olusumuna katkida bulunurlar
(Kirsch-Volders, 1997; Brambilla ve ark, 2012). Epidemiyolojik ¢alismalar ve bazi kimyasallarin
genotoksisitenin arastirildigs ¢aligmalar, insan periferal lenfositlerinde artmus MN frekans: ile
kanser insidansi arasinda 6nemli bir iligki oldugunu ortaya koymustur (Fenech ve ark, 1999;
Bonassi ve ark, 2007; Parry & Kirsch-Volders, 2010; Preston, Skare & Aardema 2010; Nersesyan
ve ark, 2014).

Tek Higre Jel Elektroforezi (Komet Analizi)

Tek hucre jel elektroforezi veya yaygm olarak kullamilan adi ile komet analizi, kimyasal veya
fiziksel ajanlarin canlt hiicreler tizerindeki genotoksik etkilerinin gostergesi olan DNA hasar
oranini 6lgen floresan mikroskobik bir metoffr. 1lk olarak, insan ve hayvan hiicreleri tizerinde
uygulanmistir. Daha sonra bitkiler, bakteriler, funguslar tizerinde de denenmis ve basarili sonuclar
elde edilmistir. Bu teknikte insan hiicreleri olarak en sik, l6kositler ve lenfositler kullanidmaktadur.
Ancak nasal veya gastrik mukoza, lens, deri, kolon, fibroblast, pankreas, tireme ve adenokarsinom
gibi insan hiicreleri de kullandabilmektedir (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
hasarlanin, ¢apraz baglanmalarin ve tamamlanamamis cksizyon tamir bélgelerinin tayinine de
olanak saglar (McCart ve ark, 2010; Sukumaran & Grant, 2013). Bu analizin ayr1 amaclara yonelik
olan ve genellikle kullanilan iki farkli uygulamasi vardir (Rojas, Lopez & Valverde, 1999). Bu
uygulamalardan biri, ¢6ziilme ve elektroforez agamalarmnin nétral kosullar altinda gerceklestirildig
notral komet teknigidir. Bu teknikle sadece DNA ¢ift sarmal kiriklart tayin edilebilmektedir.
Teknikteki ¢oziilme ve elektroforez asamalarmimn alkali kogullar altnda gerceklestirildigi alkali
komet teknigiyle ise cift zincir kiriklarinin yami sira tek zincir kiriklarr da tanimlanabilmektedir
(Kassie, Parzefall & Knassmuller, 2000).

Giinimiizde en ¢ok kullamlan metot olan alkali komet tekmiginde ilk olarak, canl
dokulardan izole edilen hiicreler mikrosip lami Gzerindeki agaroz jel icerisine gomiilir. Daha
sonra, bu lamlar yiiksek konsantrasyonda tuz ve deterjan igeren lizis soliisyonunda bekletilir. Lizis
solisyonu, hiicre ve cekirdek zarlarini eriterek, ¢ekirdekteki stperkoil DNA’nin agaroz icinde




serbest kalmasint saglar. Lizis asamasindan sonra, sarmal yapida olan DNA zincirlerinin ¢oziliip
gevsemesi ve kiriklarin ortaya ¢ikmasi icin lamlar yiksek alkali 6zellikteki (pH>13) elektroforez
tampon cozeltisine daldiriir ve inkubasyona burakihr. Inkubasyon tamamlan@@tan sonra,
DNA’lar bu tampon ¢ozelti ierisindeki elektriksel alanda elektroforeze tabi tutulur. Elektroforezi
takiben olugan alkali ortami notrlestirmek ve lamlardan mikroskop altinda net gortintii alinmasini
Eislamak icin, preparatlar ndtralizasyon tamponu ile yikanr. Nétralizasyon asamasmdan sonra ise,
DNA molekiilleri ethidium bromur gibi DNA’ya spesifik boyalarla boyanip, gorintileri floresan
mikroskop altinda incelenir (Dikilitas & Kocyigit, 2010).

Boyanmis preparatlarin mikroskobik incelemesinde, DNA’lar icerdikleri hasarin derecesine
gore, dairesel formdan kuyruklu yildiza benzer forma kadar degisen gortintiler olustururlar.
Hasarsiz DNA’lar, elektoforezde biitiinliiklerini kaybetmeden@iinota dogru yiirtidiiklerinden
dairesel sekilli gorilirler. Genotoksik ajanlarla hasarlanmus, tamir mekanizmalart ile tamir
edilememis ve tek veya cift zincirlerinde kirlmalar olusmus DNA’lar ise, farkli molekul
agirliklarina ve farkli elektrik yiiklerine sahip olduklarindan elektroforezde anota dogru farkls
hizlarda gog ettiklerinden kuyruklu yildiz seklinde gortntiler olustururlar. Yonteme ingilizcede
“kuyruklu yildiz” anlamina gelefkomet adinin verilmesi bu sebeptendir. Karakteristik komet
gorintilerinin analizi, floresan mikroskop iizerine montdfflilen kapali sistem dijital kamera
baglantist ile yapilir. Bu analizler icin, 6zel programlar kullanilir. Programlar, komet bagini
kuyruktan ayirt edebilecek ve kuyruk uzunlugu, kuyruktaki DNA yogunlugu, kuyruk momenti gibi
parametreleri belirleyebilecek sekilde tasarlanmustir (Dikilitas & Kogyigit, 2010).

Timidin Kinaz Geni In Vitro Gen Mutasyon Analizi
Bu analizde, L. 5178Y fare lenfoma ve TKO insan lenfoblastoid hicre serilerinin timidin
kinaz (Tk) geni icin heterozigot olanlari (Tk"") kullanilarak, Tk geninin ifadesini etkileyerek ileri
mutasyonlara neden olan kimyasallar belitlenir. (Daha 6nceden gergeklesen naktive edict bir
mutasyonu geri dondiirmekten ziyade, gen tirtiniiniin fonksiyonunu inaktive eden mutasyonlara
ileri mutasyon denir.) Bu analizde, uygulanan test kimyasalinun etkisiyle Tk geninin fonksiyonunu
kaybeden mutant hiicreler (Tk"), bir pirimidin analogu olan, hiicresel metabolizmayi inhibe eden
ve bir sonraki hiicre bolinmesini durduran triflorotimidin (TFT)’in sitotoksik etkilerine direng
kazamr. Boylece, mutant hiicreler TFT igeren iireme ortaminda gogalarak, mutant olmayan ve
TFT’li ortamda c¢ogalamayan TK enzimi iceren heterozigotlar arasmdan secilirler. Tk geninin,
otozomal ve heterozigot dogasi, tk"“dan tk’“ye mutasyonun ardindan Tk enzimi olmayan
hiicrelerin tespit edilmesini saglar. Bu eksiklik, Tk genini etkileyen gen mutasyonlar: (nokta
mutasyonlart, cerceve kaymasi, kiiciik delesyonlar vh...) ve kromozomal olaylar (biyiik
delesyonlar, kromozomal yeniden diizenlenmeler ve mitotik rekombinasyon) gibi genetik
olaylardan kaynaklaiff] (Clements, 2000; Yiizbasioglu, Yilmaz, Unal, 2016; OECD TG 490, 2015).
Bu testte, siispansiyondaki veya tek tabakali kiltirdeki hiudfler, hem metabolik
aktivasyon varlginda hem de yoklugunda belli strelerde ve dozlarda test maddesine maruz
birakilir. Sonrasinda, sitotoksisitenin belirlenmest ve mutant seciminden énce fenotipik ifadenin
ortaya cikmasi igin alt kiltiirlenir. Sitotoksisite; fare lenfoma analizinde bagil total biytimeyle,
TK6 analizinde bagil sag kalimla belilenir. Muameleli kiilttirler, indiiklenen mutasyonlarin
optimale yakin fenotipik ifadesini saglamak icin yeterli bir zaman periyodunda biiylime ortam
icerisinde sturdurdlir. Fenotipik ifadeyi takiben, segici ajan iceren ortam igerisinde mutant frekans
belirlenir. Segici ajan icermeyen ortam igerisine bilinen sayida hiicre ekilerek, klonlanma verimliligi
belirlenir. Mutant koloni sayisina dayanarak hesaplanan mutant frekansi, mutant seleksiyonu
sirasindaki klonlanma verimliligi ile dogrulanir (OECD TG 490, 2015).
Tk gen mutasyon testinde, Tk mutantlarinin iki farkl fenotipik sinifi meydana gelir. Bunlar:
Tk heterozigot hicrelert ile aymi hizda biytiyen normal biyiiyen mutantlar ve uzamus ikilenme
zamaninda biiyiiyen yavas buyiiyen mutantlardir. Fare lenfoma analizinde, normal biytiyen ve
vavas biyiiyen mutantlar, biiyiik kolont ve kiiglik kolont mutantlart olarak tanmir. TKG analizinde
ise, erken beliren kolont ve geg beliren koloni mutantlart olarak taninir. Her iki hiicre tipinde de,




vavas biiyliyen mutantlar, Tk lokusunun yakininda bulunan ve biiyiimeyt diizenledigi distiniilen
gen/genlerde genetik hasar igerir. Bu durum, uzamug ikilenme zamanina ve ge¢ beliren veya kiigiik
kolonilerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Yavag biytiyen mutantlarm indiiklenmesi, kromozomal
diizeyde biyik yapisal degisiklikleri indiikleyen maddelerle iliskilidir. Icerdikleri hasar Tk
lokusunun yakinmdaki biiytimeyt diizenledigi digtnilen genleri icermeyen hiicreler, atasal
hiicrelerle ayni hizlarda biiyiir ve normal biyliyen mutantlar olusur. Normal biiyliyen mutantlarin
indiiksiyonu, nokta mutasyonlarina neden olan maddelerle iligkilidir. Sonug olarak, hem yavas
biiytiyen hem normal biiyiiyen mutantlar: sayilmass, test kimyasal tarafindan indiiklenen hasarin
tipine dair bir bilgi saglamak icin gereklidir (OECD TG 490, 2015). Molekiiler ve sitogenetik
analizler, bu test ile pozitif sonuglar elde edilen kimyasal maddelerin cogunun memeli karsinojen:
oldugunu gostermigtir.  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. Dolaysivla, bu test ile kanserojenlik arasmda tam bir
baglantt yoktur ( Moore ve ark, 2003).

Hipoksantin Guanin Fosforibozil Transferaz (HPRT) ve Ksantin Guanin Fosforibozil
Transferaz (XPRT) In Vitro Memeli Gen Mutasyon Analizleri

Bu analizlerle, puirin biyosentezi icin gerekli Hprt ve Xprt enzimlerini kodlayan lokuslarda
gen mutasyonlar: indiikleyenflhaddeler tespit edilir. Bu testler, kullanilan hiicre serilerindeki
raportor genlerdeki (endojen hipoksantin guanin fosforibozil transferaz (Hprt) geni ve ksantin
guanin fosforibozil transferaz transgeni (gpt)) ilert mutasyonlar1 belirler. HPRT testi, ¢ok cesith
hiicre serileriyle yapilabilmektedir. En ¢ok kullanilan hiicreler: Cin hamster over (CHO), akciger
(CHL) ve akciger fibroblast (V79) hiicreleri, L5178Y fare lenfoma hiicreleri ve TKO6 insan
lenfoblastoid hiicreleridir. HPRT geninin otozomal olmayan lokasyonu nedeniyle, bu analizde
tespit edilen mutasyon cesitleri kiiciik insersiyon ve delesyonlardan kaynaklanan baz cifti
degisimlers ve c¢erceve kaymast mutasyonlarini iceren nokta mutasyonlardi. HPRT gem,
insanlarin ve rodentlerin sadece X kromozomu tzerinde bulundugundan, her bir hiicrede bu
genin sadece bir kopyasi aktiftir. Bu nedenle, sadece tek aktif HPRT lokusunda olusan bir
mutasyon bir hiicre icerisinde fonksiyonel HPRT enziminin bulunmamasi ile sonuclanir (OECD
TG 476, 1997; Albertini 2001).

XPRT testinde, bakteriyel gpt transgeni iceren AS52 hiicreleri kullanilir. Gpt trasgeni,
memelilerdeki HPRT proteininin analogu olan XPRT proteinini kodlar. Gpt lokusunun otozomal
lokasyonu, X kromozomlarinin tizerindeki hemizigot HPRT lokusunda kolay tespit edilemeyen
biiyiik delesyofflir ve heterozigotlugun kaybi gibi belli genetik olaylarin tespit edilmesini saglar.
Sonug olarak, HPRT ve XPRT mutasyon testleri genetik olaylarin farkli spektrumlarini ortaya
cikarir. XPRT, giinimizde dizenleyici amaclar icin HPRT testinden ¢ok daha az kullandur.
HPRT testinde Hprt enzim aktivitesi veya XPRT testinde Xprt enzim aktivitesi olmayan mutant
hiicreler, bir ptirin analogu ve metabolik bir zehir olan 6-thioguanin (6-T'G)’in sitostatik etkilerine
direnclidir. Bu nedenle, test kimyasalinin etkisiyle olusan mutant hiicreler 6-TGh treme
ortammda ¢ogalabilirler Hprt (HPRT testinde) veya gpt (XPRT testinde) enzim aktivitesi olan
hiicreler ise, hiicresel metabolizmay1 inhibe eden ve daha sonraki hiicre bélinmelerini inhibe eden
6-TG’ye hassastir. Dolayisiyla, Hprt veya gpt enzim aktivitesi olan normal hiicreler 6-TG’li tireme
ortaminda cogalamaz (OECD TG 476, 1997).

Her iki testte de, sispansiyon icerisindeki veya tek tabakali kiiltiirlerdeki hiicreler eksojen
kaynalkli metabolik aktivasyon varlginda ve yfklugunda uygun bir zaman periyodunda (3-6 saat)
test kimyasalina maruz birakilir. Sonrasmnda, sitotoksisitenin belirlenmesi ve mutant seciminden
once fenotipik ifadenin ortaya ¢ikmast igin alt kiltiirlenir. Sitotoksisite, bagil sag kalim ile
belirlenir. (Or: test maddesiyle muameleden sonra kiltirlerin klonlanma verimliligi sl¢ilir ve
muamele stiresince olan hiicre kaybi belirlenerek negatif kontrol ile karsilastirdir) Muamelel
kiiltiirler, indiiklenen mutasyonlarin fenotipik ifadesinin optimale yakm olmasim saglamak igin
veterli bir zaman periyodunda (umumiyetle en az 7-9 giin) biyime ortamu igerisinde devam




ettirilir. Fenotipik ifadeyt takiben, secici ajan olan 6-TG iceren ortam igerisinde mutant frekans:
belirlenir. Secici ajan icerm@n ortama bilinen sayida hiicre ekilerek, klonlanma verimliligi
(canliligy surdirme yetenegi) belirlenir. Uygun bir inktibasyon suresinden sonra koloniler sayilir.
Mutant frekansi, segici ortamdaki mutant kolonilern sayisiyla secict olmayan ortamdaki
kolonilerin sayismdan belirlenir. Mutant seleksiyonu ya petri kutularinda (tek tabakah kiltir igin)
veya mikrotiter kiltiir plakalarinda (stispansiyon hiicre kiiltiirleri icin) gerceklestirilir. HPRT veya
XPRT icermeyen mutant hiicreler, 6-TG’ye direng gdstermeleriyle segilicler (OECD TG 476,
1998).

Rodent Dominant Letalite Testi

Rodent dommant letalite testi en sik fareler Gzermde yiratilir ancak sicanlar da
kullamilabilir. Bu testle erkek ebeveyn germ hicrelerinde veya fertilizasyon sonrast zigotta,
dominant letal (DL) mutasyonlar: indikleyen maddeler tespit edilir. DL mutasyonlar, embriyonik
veya fetal lime sebep olur. Bir test kimyasalina maruziyetin ardindan bir DL mutasyonun
indiiksiyonu, kimyasalin test hayvaninin germinal dokularim etkiledigint gosterir. DI mutasyonlar
genellikle kromozomal hasarin (yapisal ve sayisal anomaliler) sonucudur. Ancak, gen mutasyonlar:
da bertaraf edilmemelidir (OECD, 2015; Yazbagioglu, Yilmaz, (nal, 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 kimyasalmin ve onun metabolitlerinin erkek germ
hiicrelerine (61: spermatogonial kok hiicreleri ve/veya spematogonia) ulasamayacagma dair delil
varsa, bu testi kullanmak uygun degildir (OECD TG 478, 2015).

Bu analizde genellikle erkek ratlar, test maddesiyle muamele edilir. Ancak, yumurtanin
fertilizasyonunun ve embriyonik 6limiin degerlendirilecegi durumlarda disi ratlar muamele edilir
(OECD, 2015; Yiizbastoglu, Yilmaz, Unal, 2016). Kullandf maruziyet ve ciftlestirme sistemi DL
calismasimin temel amacina baglidir. Testin baslangicinda, erkek hayvanlar test kimyasalina maruz
brrakilir ve muamele edilmemis, daha 6nce ciftlesmemus disilerle ciftlestirilir. Ciftlestirmenin
ardindan, digilere uygun bir zaman periyodundan sonra 6tenazi uygulanir ve implantlar ile canlt ve
6li embriyolarin sayilarinin belirlenmesi i¢in uteruslart incelenir. Muamele edilen gruptaki her bir
disideki canli implantlarin, kontrol grubundaki her bir disideki canli implantlar ile karsilagtirilmas:
ile test ajaninn DL’si belirlenir. Muameleli gruptaki her bir disideki 6l implantlardaki artigin,
kontrol grubundaki her bir disideks 6li mplantlardan fazla olmasi test maddesinin implantasyon
sonrast kaybt uyardigmi yansitir. implantaqron sonrast kayip; muameleli gruptaki total implant
igerisindeki  6lii  orannin, kontrol grubundaki total implant icerisindeki oli orant ile
karsilastilmastyla hesaplanir. Implantasyon 6ncesi kayip, corpus luteumlarin sayisindan veya
muamele ve kontrol gruplarindaki herbir disideki total implantlar karsilastirilarak hesaplanir. Total
dominant letal etki, preimplantasyonel veya postimplantasyonel kaybin toplamudir. Total
dominant letal etkinin hesaplanmass, test grubundaki her bir disideki canli implantlar ile kontrol
gruplarindaki her bir disideki canli implantlarin karsilagtirilmasma dayanir. Belirli araliklarda
implant sayisindaki azalma hiicre 6liimiinin (61: spermatosit ve/veya spermatogonyum) sonucu
olabilir (OECD TG 478, 2015).

Memeli Karaciger Hiicrelerinde fn Vivo Programlanmamig DNA Sentezi Testi

Bu testin amaci, kimyasallarla muamele edilen hayvanlarin genellikle de ratlarin karaciger
hiicrelerinde DNA onarimini indiikleyen maddeleri tespit etmektir. Kimyasallarin karacigerdeki
genotoksik etkilerinin arastirlmasi saglayan 7z e bir metottur. Bu analizle belirlenen sonug,
karaciger hiuicrelerindeki DNA hasart ve bunu takiben gerceklesen onarimin gostergesidir.
Karaciger genellikle absorbe edilen bilesiklerin metabolizmasindaki en énemli bolgedir. Bu
nedenle, iz rzro DNA hasarin 6lgmek i¢in en uygun bolgedir. Eger test maddesinin hedef dokuya
ulasamayacagina dair delil varsa, bu testi kullanmak uygun degildir. Ozellikle karacigeri hedef alan
ve metabolik aktivasyon varlginda AMES testi ile pozitif sonuglar veren maddelere maruziyet
sonrasi olusan DNA hasarint tespit etmek i¢in uygun bir testtir. Bu test, sadece nuikleotid kesip-




cikarma (eksizyon) tamir mekanizmasi ile onardan DNA hasar tipmi indiikleyen kimyasal
maddelere pozitif yamt versr (OECD TG 486, 1997).

Bu tcfffe, hayvanlar 6nce test maddeleri ile uygun volla muamele edilic. Daha sonra,
hayvanlarin karaciger hiicrelerinin kisa stireli kiiltiirleri gef{Bllikle karacigerin kollajenazla i situ
perfiizyonuyla elde edilir ve kiltire almur. Izole edilen memeli karaciger hicreleri genellikle
tirityum 1saretli timidin CH-TdR) igeren bir ortamda 3-8 saat gibi uygun bir zaman uzunlugunda
inkiibe edilir. Béylece *H-TdR’nin eksizyon sonrast onarim sentezi yolu ile karaciger hiicre
DNA’sina dahil olmast i zifro olarak yapilmis olur. *H-TdR alimi genellikle otoradyografiyle
belirlenir (OECD, 2015; OECD TGEB86, 1997).

Test sonucunda bir poziaf cevabuun tespit edilmesi, hasarh bolgede g¢ikarilan ve yer
degistiren DNA bazlarimin sayisina baghdir. Dolayssiyla bu analil} test maddesiyle indiiklenen
uzun yama onariminin (20-30 baz) belirlenmesinde ¢ok d@rlidir. Tersine, kisa yama onarimi (1—
3 baz) ¢ok daha az duyarllikla belirlenir. Ayrica, mutajenik olaylar DNA hasarlarinin
onarilmamasindan, yanhs onarilmasindan veya yanhs replikasyonundan kaynaklanabilir. Pozitif
cevabin derecesi, onarim proseslerinin dogrulugu hakkinda herhangi bir bilgi vermez. Diger
vandan, mutajenin DNA ile etfflesime girmesi ancak DNA hasarinin eksizyon onarim islemiyle
onarilmamast da mimkindiir. UDS testiyle elde edilen mutajenik etkinlik ile ilgili spesifik bilgi
eksikligi, ulasilan sonucun potansiyel duyarliliginin belirlenebilmesiyle telafi edilir, ¢linkii bu tim
genom i¢inde élgilmustiir (OECD TG 486, 1997).

SONUG

Tlac endistrisinde, yeni ilaclarin gelistirilme siirecinin &nemli bir kismuni olusturan
toksikolojik aragtirmalar, kullamima sunulacak ila¢ etken maddelerinin  etkinlikleri ile
guvenilirlikleri arasindaki dengenin kurulmasint saglar. Ayrica bu arastrmalar sonucunda, yeni
tlaglarla ilgili yarar-zarar, giivenilirlik-toksisite, en yiiksek tolere edilebilen doz-toksik olmayan
etkili doz, LDs-EDs ile ilgili sorulann cevaplart deney hayvanlar, izole organlar veya zn vifro
kosullarda hiicre kiiltiirleri tizerinde belirlenmis olur. Toksikolojik aragtirmalarin asamalarindan
biri olan 6zel toksisite calismalarinda, ilac etken maddelerinin karsinojenik, immunotoksik,
norotoksik, teratojenik ve genotoksik etkileri arastirilir. Preklinik donemde yapilan genotoksik etki
aragtirmalarinda, dag aday: kimyasal bilesiklerin genetik materyal tizerinde degisiklik olugturup
olusturmadigy degerlendirilir. {la¢ etken maddeleri olarak ©nerilmesi diistinilen kimyasal
maddelerin mnsanlarin  kullammina  sunulmadan 6nce genotoksisite testleri gibi  giivenlik
testlerinden gecirilmest ilag gelistirmede ¢ok énemli bir ilkedir (Sen, 2018).

Toplanmas: yillarca siiren ve elde edilmesi ¢ok maliyetli olan aday ilaglara ait genotoksisite
verilerinin, farkli tlkelerin diizenleyici otoriteleri tarafindan degisik formatlarda ve standartlarda
istenmesi yeni ilaclarin piyasaya ¢ikmasuu geciktirmekte ve arastirmalarda gereksiz yere deney
materyali kullantmina neden olmaktadir. Bu nedenle, bu verileri elde etmek icin kullaniacak
genotoksisite testlerinin prosedurleri, temel prensipleri ve yorumlanmast hususunda diinya
genelinde ortak bir stratejinin izlenmesini saglamak amaciyla ICH ve OECD gibi harmonizasyon
orgitleri kilavuzlar yayinlamstir. Bu kdavuzlar, Gye tlkeler igin baglayict olsa da, tye tlkelere ilag
thra¢ edebilmek ve uluslararasi ila¢ arastirmalarinda daha cok yer alabilmek icin bu kilavuzlardan
haberdar olmak ve bunlara uyum saglamak gerekmektedir (Topaloglu, 2014).
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