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- RIFAMISININ INSAN LENFOSIT KULTURLERINDE SISTER
- CHROMATID EXCHANGE (SCE) FREKANSINA ETKIisI
Aysen TEZLL, Nege ATABLEY, Meral SAKIZLI

OZET

Antibakteriyal; antiviral ve ozellikle de antimikobakteriyal etkisi nedeniyle stk kullani-
lan antibiyotiklerden birisi olan rifamisinin (RFM) farkli konsantrasyonlarmin (0.5-50
meg/ml) insan periferal kan lenfositleri tizerindeki etkisi incelenmistir. 5-bromo-2'-deoxyuri-
din (BrdU) ile igaretlenen kromozomlar, metafaz agamasinda incelencrek SCE frekansi sap-
tanmugtir, Antibiyotik eklenmemig kontrol grubonda 611.61 SCE/hiicre olan SCE frekans-
mn 0.5 meg/ml RFM'de 7.412.29, 1 meg/ml RFM’de 8.213:30, 2 meg/ml RFM’de 9.8+2.82,
4 meg/ml RFM’de 9.912.52, 10 meg/mt RFM'de 10.0712.63, 50 mcg/m! RFM’de ise
10.931+1.86 SCE /fhiicre oldupu saptanmigtir. Bu sonuglar istatistiksel olarak t-testi ile deger-
lendirildiginde kontrole oranla SCE frekansmdaki artigin 0.5 ve 1 mcg/ml'lik RFM konsan-
trasyonlannda anlamsiz (p>0.05), difer konsantrasyonlarda anlamh oldufu belirlenmigtir.

SUMMARY :

The effects of rifamycin to sister chromatid exchange (SCE) frequency on the human
lymphocyte cultures.

The effects on peripheral human blood lymphocytes of different concentrations (0.5-50
meg/mt) of RFM which is one of the frequently used antibiotics due to its antibacterial, anti-
viral and especially antimycobacterial activity, were examined. SCE frequency was assessed
by examining of chromosomes which were labelled with 5-bromo-2'-deoxyuridine during the
stage of metaphase. It was found that SCE frequency’is 6+1.61 SCE/cell in the control gro-
up without antibiofic, 7.412.29 in the group containing 0.5 mcg/ml RFM, 821330 in the
group containing 1 mcg/ml RTM, 9.8%2.82 in the group containing 2 meg/ml RFM,
991252 in the group containing 4 mcg/ml RFM, 10.0712.63 in the group containing 10
meg/ml RFM, 10.9311.86 in the group containing 50 meg/ml RFM. The results were evalu-
ated by student t-test. The increase of SCE frequency was found to be significant in 2
mcg/ml and higher RFM concentrations.

GIRIS

Anmntibiyotikler pgerek infeksiyon hastaliklammn tedavisinde gerekse profilaktik amacgla
yaygin olarak kullaniimaktadir. Bunlarin pek ¢ok yan etkilerinin oldufu bilinmektedir. Son
yillarda antibiyotiklerin bilinen yan etkilerinin yamsira sitogenetik etkilerinin olabilecefi de
diigitnillmektedir.

Bu sitogenetik etkilerin saptanmasinda farkh yontemler kuilamlmaktadir. Cesitli madde-
lerin DNA'y: etkileyip etkilemedifini belirlemek amacyla kullamlan yontemlerden birisi de
SCE’dir. B maddelerin etkisiyle kardeg kromatidler arasinda aym lokusta parca defigimi
varsa, bu defrigim SCE ile saptanabilir (2,5-7,10,15).

Antibakteriyel, antitiiberkiilo ve antiviral etkileri nedeniyle yaygin olarak kullamlan rifa-
misinler (RFM), DNA kontrolii altinda yapilan mRNA sentezini, RNA polimeraz gnzimini
inhibe ederek bozar ve baylece bakterisit etki gosterir (14). Bu nedenle zararl sitogenetik et-
kilerinin olmast da miimkiindiir.

Dokuz Bylil Universitesi Tlp Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim Daly, Tzmir.
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Bu olasi etkilerin in-vitro kogullarda saptanabilmesi amaciyla insan periferal kan lenfo-
sit kiiltiirlerine farkli konsanirasyonlarda (0.5-50 mcg/ml} RFM eklenmistir {1,8). BrdU ile
isaretlénen kromozom FPG (Fluorescence plus Giemsa) boyama yontemiyle boyanarak me-
tafaz kromozomlar incelenmigtir (6,10,15).

GEREC VE YONTEM

Periferal kan lenfositleri asafdaki dzellikleri igeren safihkh-yetigkin erkek bireylerden
elde edilmigtir:

En az 6 ay radyasyon almamug olmak,

En az 3 ay siireyle antibiyotik veya bir ilag kullanmarms oimak.

Herhangi bir malignite veya kugkusu bulunmamak.

Down sendromu, Turner sendromu gibi sitogenetik ve Bloom sendromu, ataxia telangi-
ectasia gibi kromozom kiriklartyla assosiye genetik sendromlardan birisini gostermemek,

Kan Srnefinin alinchiih sirada akut viral infeksiyonu olmamak (9).

Sitogenetik Uygulama:

1. Kan 6rneffinin ahnmast: Steril kogullarda heparinle sivanmig enjektdre alinan kan; 8n-.
ceden hazirlanan kiiltiire, aseptik kogullarda konmugtur (9).

2, Kromozom ortammmn hazirlanmast:

% 80 RPMI 1640 (Flow)

% 20 Fotal dana serumu (Seromed)

% 3 Fitohemaglutinin-M (Seromed)

% 1 L-glutamin (200mM-Merck).

Daha dnce hazirlanan ortamlar, aseptik kogullarda agzt vidah kapakls polisitren tiiplere
S’er ml olmak iizere dagtilarak kullamilincaya kadar 20 ° C'de bekletilmigtir.

3. Kan 6rneklerinin ortama eklenmesi (2,7)

4. Kromozomlarin elde edilmesi (Harvest)

5. FPG boyama yGatemi (5) . :

6. Preparatlar, 195k mikroskobunda incelenmigtir. Farkli rifamisin konsantrasyonlarmda
muamele edilen preparatlarn her birinde 2. mitozda bulunan 30 metafaz incelenmigtir,

100X pian objektifle deferlendirilen metafazlarin Leitz Laborlux 15k mikroskobuyla Ko-
dacolor Gold 100 Asa 35 mm'lik film kullanarak mikrofotograflan gekilmigtir (1,4,9).

Istatistiksel degerlendirme Student-t testi ile yapilmugtir (13).

BULGULAR

In-vitro sartlarda, farkli rifamisin konsantrasyonlanmn periferik kan lenfositleri tizerin-
deki etkisi sitogenetik yonden incelenmigtir (Tablo). Rifamisinin DNA diizeyindeki ofugtura-
bilecefi hasar, mitotik indeks tizerindeki etki, bu yontemle saptanmstir. DNA dilzeyinde
olusturabilecefi hasar, her konsantrasyon icin hazirlanan preparatlarda, BrdU varhfinda iki
mitoz gegirmig hiicrelerde metafaz safhasinda incelenerek saptanmgtir. Her konsantrasyon
igin en az 30 metafaz incelenmis ve elde edilen sonuglarin istatistikse! analizleri Student-t tes-
ti ile hesaplanmgtir (Sekil).

Cabgmamizda birisi kontrol, altis deney olmak tizere 7 ayn lenfosit kiiltiir seti kullanl-
magtir, Tiim deneyler en az iki kez tekrarlanmustir,

istatistiksel degerlendirmeler sonucu kontrol grubundaki SCE frekans: 611.6 SCE/hiic-
re olarak bulunmugtur. 0.5 mcg/ml rifamisin iceren kromozom ortammdaki SCE frekansi
7.4+2.3 SCE /hiicre idi ve kontrol grubuna oranla bu sonucun istatistiksel ‘olarak antamli ol-
. madif {p>0.05) belirlenmistir. 1 meg/ml rifamisin iceren kromozom ortarunda ise elde cdi-
len sonug 8.213.3 SCE/hiicre idi ve artan bu SCE frekansinn istatistiksel olarak anlamh ol-
madifi belirlenmigtir (p>0.05),
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2 meg/ml rifamisin igeren kromozom ortamunda elde edilen SCE frekansi 98+28
SCE/hiicre idi ve kontrol grubu ile kargilagtinldifnda. istatistiksel olarak bu sonucun anlam-
11 oldufu gdrillmilgtiir (p<0.05). 4 meg/ml rifamisin konsantrasyonunda gozlenen SCE fre-
kanst 9.912.5, 10 meg/mPde 10£2.6 ve 50 mcg/ml'de ise 10,9118 SCE/ hiicre oldujfu sap-
tanmagtir. Bu sonuclar kontrol grubu ile kargilagtirldifinda gézlenen SCE frekansiun istatis-
tiksel olarak anlamh oldufu saptanmgtir (p<0.05).

Tablo. Farkls rifamisin konsantrasyonlarmda SCE frekanst/hiicre.

Metafaz No. o Rifamisin konsantrasyonu {mcg/ml)
’ 0 05 1 2 4 16 50
1 2 5 10 3 12 11 10
2 6 8 10 10 11 10 9
3 5 6 10 13 n 8 12
4 8 3 7 9 9 12 15
5 5 5 ] 7 7 8 9
6 6 9 11 11 9 8 11
7 4 8 9 10 9 12 10
8 6 5 9 14 7 8 12
9 6 6 6 8 7 18 10
10 5 8 3 10 7 8 15
11 8 7 5 11 18 8 12
12 2 11 15 5 1 12 9
13 7 8 12 10 8 15 9
14 5 8 5 12 9 8 11
15 7 9 8 14 15 15 ‘ 10
16 7 10 14 12 12 10 13
17 5 14 7 *13 9 - 14 10
18 8 10 5 9 9 9 10
19 6 8 3 10 11 7 1
20 6 8 11 8 10 8 12
21 8 8 7 8 7 12 10
22 8 10 4 9 8 7 9
23 7 g 10 6 12 8 12
24 7 6 3 11 8 10 10
25 7 8 8 7 11 10 11
26 9 6 10 8 8 10 9
27 8 9 11 il 14 9 16
28 4 ) 6 12 9 8 9
29 7 8 "6 11 9 10 10
30 8 4 9 16 10 9 12
Ortalama 6 14 8.2 9.8 9.9 10.1 10.9
85D 1.8 £2.3 *3.3 +2.8 £2.6 2.8 £1.9
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SCE FREKANSI/HUICRE

10.9

121

10"

2 4 10
RIFAMISIN KONSANTRASYONU (meg/mi)

Sekil. Rifamisin konsantrasyonlarinda artiga bafili SCE frekansi defigimi.

TARTISMA

Cesitli galigmalarda bazi antibiyotiklerin (4,8,14) ve analjeziklerin (9) mitotik indeks
iizerine etkilerinin aragtiribmig olmalarina kargin, antibiyotiklerin SCE frekansina etkisine y6-
nelik bir yayina, erigebildigimiz kaynaklarda rastlanmamgtir.

Antibiyotiklerin bilinen yan etkilerinin yanusira sitogenetik etkilerinin de aragtiriimas:
fikri 1960'h yallardan sonra yofunluk kazanmistir. 1965'de Neu ve arkadaglary (8) saflikh er-
keklerden almarak hazirlanan kan kiiltiirlerinde penisilin, streptomisin, kloramfenikol ve tet-
rasiklinin in-vitro olarak sitogenetik etkilerini incelemiglerdir. ilag konsantrasyonu artigma
bagh olarak mitotik indeksin azaldigmi, 150 meg/ml'nin izerinde ise tamamen inhibe oldufu-
nu belirlemiglerdir. Bu antibiyotiklerden bazitarinm gebelerde kullamldifi ve plasentadan ge-
cebildikleri, buna bagli olarak dofumsal bazi bozukluklarm ortaya ¢ikabilecefini bildirmigler-
dir. Daha sonra yapilan pek cok ¢aligmada birgok antibiyotifin insan kromozomlarinda dii-
zensizlife yol agtifn gdsterilmigtir (3,11,12,14).

Rifamisin ve ko-trimoksazolun ve rifamisin +ko-trimoksazol kombinasyonunun mitotik
indeks iizerine etkisini inceleyen bir ¢aligmada her ii¢ grupta da tedavi sonrast mitotik indek-
sin istatistiksel olarak anlaml diizeyde azaldiffs ve buna-bagh olarak bdzellikle gocuklarda geli-
gimin yavaglayabilecefi belirtilmigtir (4).

Caligmarmzda elde edilen sonuglara gore rifamisinin SCE frekansim artina etki yaptigl,
bunun da rifamisinin DNA’y1 etkiledifinin bir gdstergesi oldugu belirlenmistir.
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