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OZET

Iyigiin, B. (2023). Kriptokrom1 protein yikimini hizlandiran m47 molekiiliiniin siganda
maksimum tolere edilebilir dozunun (MTD) arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii. Farmakoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Kriptokrom genleri nakavt olan p53 mutasyonu tasiyan farelerde beklenmedik sekilde
yasam sliresinin arttigi goézlemlenmistir. Prof. Dr. Aziz Sancar ve arkadaglarinin
gerceklestirdigi bu ¢alismanin ardindan kriptokrom proteinlerinin yikimini saglayacak
kiicik molekiillerin kanser tedavisinde kullanilabilecegi hipotezi ortaya cikmistir.
Projemizde, in vivo caligmalar ile kriptokrom proteinlerinin yarilanma Omiirlerini
azaltan M47’nin si¢anlarda olusturdugu toksik etkileri belirlemek ve maksimum tolere
edilebilir dozunun arastirilmast hedeflenmistir. M47 molekiili ilk kez sigana
uygulandigindan hayvanlarda oncelikle doz eskalasyon calismasi yapilmistir. M47
molekiilii 10, 25, 100, 300 mg/kg dozlarinda intraperitoneal yoldan tek doz olarak
uygulanmistir. Uygulama sonucunda advers etkiler ve mortalite gozlemlenerek
hayvanlara tekrarli uygulamada secilecek dozlar belirlenmistir. Calismanin ikinci
kisminda doz eskalasyon ¢alismasina gore belirlenen 80, 120, 300 mg/kg M47 sicanlara
bes glin siireyle i.p olarak uygulanmigtir. Uygulama sirasinda siganlarin viicut
agirliklar, viicut sicakliklart tespit edilmistir. Uygulamalardan sonra si¢anlar sakrifiye
edilmis ve kan Ornekleri toplanarak hematolojik/biyokimyasal parametreler tespit
edilmistir. Karaciger ve bobrek doku numunelerinde histopatolojik hasar skorlama
yontemi kullanilarak doku hasarlar1 belirlenmistir. Karaciger ve bobrek dokusunda
tespit edilen hasarlar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Biyokimyasal
analizlerde ALT ve AST enzim degerlerinin yiikseldigi belirlenmistir. Bu tez
calismasinin sonuglarina gore M47°nin maksimum tolere edilebilir dozunun 300 mg/kg
oldugu ve M47°’nin sicanda diisiik toksisite potansiyeline sahip bir bilesik oldugu
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: M47, kriptokrom, apoptoz, kanser, sirkadiyen saat.

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 38433
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ABSTRACT

Iyigiin, B. (2023). Investigation of the maximum tolerated dose (MTD) of m47
molecule, which accelerates Cryptochromel protein degradation, in rats. Istanbul
University, Institute of Health Science, Pharmacology ABD. Master Thesis. Istanbul.

An unexpected increase in lifespan was observed in mice carrying the p53 mutation
with knocked down cryptochrome genes. After Prof. Dr. Aziz Sancar and coworkers
carried out this study, the hypothesis that small molecules that would degrade
cryptochrome proteins could be used in cancer treatment has emerged. In our project, it
is aimed to determine the toxic effects of M47, which reduces the half-life of
cryptochrome proteins in rats and to investigate the maximum tolerated dose by in vivo
studies. Since the M47 was first administered to the rats, a dose escalation study was
firstly performed in animals. M47 was administered as a single dose intraperitoneally at
doses of 10, 25, 100, 300 mg/kg. Then, adverse effects and mortality were observed. In
the following part, 80, 120, 300 mg/kg were determined according to the dose
escalation study and M47 was administered to rats as i.p. for five consecutive days.
During the application, the body weights and body temperatures of the rats were
determined. After the administrations, the rats were sacrificed and blood samples were
collected to determine the hematological and biochemical parameters. Tissue damage
was determined by histopathological evaluation. Damages detected in liver and kidney
tissue were found to be statistically significant. (p<0,05). In biochemical analysis, it was
determined that ALT and AST enzyme values were increased. According to the results
of this thesis study, it was determined that the maximum tolerable dose of M47 was 300
mg/kg and M47 was a compound with low toxicity potential in the rat.

Key Words: M47, cryptochrome, apoptosis, cancer, circadian clock.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 38433.



1. GIRIS VE AMAC

Sirkadiyen saat sistemi, canlilarin fizyolojik ritimlerinin diinyanin 24 saatlik
dongiisiine adapte olmasmi saglar ve viicudu dis kosullara adapte edebilmek igin
fizyolojik siiregleri diizenler (Pilorz ve ark., 2020; Fagiani ve ark., 2022). Sirkadiyen
sisteme yonelik yapilan arastirmalar bu sistemin insan fizyolojisini etkiledigini
gostermistir. Sirkadyen sistemin dengesinin bozulmasi ise, basta kanser olmak iizere
uyku bozukluklar1 ve diyabet gibi metabolik hastaliklarin olusmasina neden olmaktadir

(Ferreira ve Takahashi, 2019).

P53 geni hiicrelerdeki apoptoz mekanizmasini tetiklediginden P53 geni
baskilayict gen olarak adlandirilir (Giilsar ve ark., 2016). Insanlarda gériilen kanserlerin
%350’sinde p53 geninde mutasyon oldugu tespit edilmistir (Baugh ve ark., 2018;
Kennedy ve Lowe., 2022). Prof. Dr. Aziz Sancar ve grubu tarafindan yapilan
calismada; p53, Cryl ve Cry2 genleri nakavt olan farelerle sadece p53 geni nakavt olan
fareler karsilastirildiginda ii¢ genin nakavt oldugu grupta kanser goriilme olasiliginin
daha diisiik oldugu goriilmiistir. Ayn1 zamanda ii¢ genin nakavt oldugu farelerde
hayatta kalma siiresinin 1,5 kat arttig1 tespit edilmistir (Oztiirk ve ark., 2009).
Calismalar sonucunda kriptokromlarin yarilanma 6mriinii azaltan ve yikimini saglayan
molekiillerin p53 mutasyonunun goriildiigli  kanserlerin tedavi protokoliinde

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Prof. Dr. Aziz Sancar ve ekibinin yaptigi ¢alismadan hareketle, Cry proteinin
yarilanma Omriinii azaltan kiiclik molekiillerin kesfi i¢in ¢alismalar yapilmistir. Giil ve
ark. tarafindan yapilan ¢aligmada Cry geninin yapisi esas alinarak ¢ok sayida molekiil
belirlenmistir. Bu ¢alismada yaklagik iki milyon molekiil arasindan M47 adli molekiil
secilmistir. M47 adli molekiiliin in vitro kosullarda Cryl proteinini etkiledigi, Cry2
proteinine ise afinite gostermedigi belirlenmistir. Ilaveten, M47°nin farmakokinetik
paremetreleri belirlenmis ve yapilan in vivo ¢alismalarda M47 molekiiliiniin farelerde
belirli hiicrelerde apoptozu tetikledigi tespit edilmistir (Giil ve ark., 2022). M47
molekiilii orijinal bir molekiildiir. Tez calismamizda M47 molekiiliiniin toksik
etkilerinin tespit edilmesi igin bes giinlik maksimum tolere edilebilir doz (MTD)

caligmasi yapilmigtir.



Caligmamizda M47 molekiilii sigan tiiriinde ilk kez uygulandigindan ilk 6nce bir
doz eskalasyon calismasi yapilmistir. Daha sonra tezin temel kismi olan maksimum
tolere edilebilir doz (MTD) caligmast yapilmistir. MTD, agir derecede toksisite
olusturmayan doz olarak tanimlanmaktadir ve bu dozun iizerinde alinan dozlarda agir
toksik etkilerin olusmasi beklenmektedir (Chevret, 2014). Bu asamada siganlara ii¢
farkli dozda M47 bes giin boyunca i.p yolla verilmistir. Bu uygulamay: takiben,
siganlarda goriilebilecek klinik degisiklikler takip edilmistir. Deney sonunda, sicandan
aliman kanlarla hematolojik ve biyokimyasal analizler; si¢canlarin karaciger ve bobrek
dokularinda ise histopatolojik analiz yapilarak bu dokulardaki doza bagli hasar

degerlendirilmistir.

Calismamizda M47 molekiiniin siganlarda olusturabilecegi toksik etkilerinin
belirlenmesi ve ayni zamanda uygulanabilecek ve agir toksisite olusturmayan en yiiksek
dozun (MTD) tespiti amacglanmaktadir. Tez ¢alismamizda M47 molekiilii siganlarda

uygulanip tekrarli dozlarda toksisite ¢calismast yapilmistir.

M47 molekiiliiniin, p53 mutasyonu olan kanserlerin tedavisinde etkili

olabilecegi ve hastalarin sag kalim siiresini uzatabilecegi diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sirkadiyen Saat

Glinesin dogusu ve batiginin bir ritim halinde olusu, gilinliik ritimin nedeni ile
ilgilenen doga bilimcileri meraklandirmistir. 18.yiizyllda Mimoza bitkisini karanlik bir
odaya koyuldugunda 24 saatlik periyotta yapraklarinin agilip kapanmasi, aragtirmacilari
bunu diizenleyen bir saatin oldugunu kanitlamaya itmistir. Bu ¢calismadan iki ylizyildan
fazla siire sonra arastiricilarin meyve sineklerinde yaptig1 genetik ¢alismalar, sirkadiyen
saatin bir dizi aktivator ve baskilayici faktor tarafindan kontrol edilerek olustugunu

anlamanin yolunu agmistir (Rutter ve ark., 2002)

Sirka latincede yaklasik, diem ise bir giin anlamina gelmektedir. Sirkadiyen
ritim ve organizmalardaki mekanizmasi son yillarda Rarastirmacilarin ilgisini ¢ekmis
ve son 40 yillarda fizyoloji ve molekiiler biyolojinin en ¢ok c¢alisilan dallarindan biri

haline gelmistir (Dunlap, 1999).

Sirkadiyen saat, biyokimyasal ve davranigsal pek ¢ok durumu gece/giindiiz
dongiistiyle uyumlu hale getirir. Neredeyse tiim omurgalilardaki hiicreler, hiicresel bazi
degisiklikleri kendi endojen ritimiyle birlestiren kendine 6zgii ve sabit bir saate sahiptir
(Bass ve ark., 2010). Sirkadiyen saat, ¢evresel sinyaller almadiginda da yaklagik 24
saatlik otomatik ritimler olusturabilir (Roenneberg ve Merrow, 2016). Uyku dongiisii,
hormonal ve sinirsel aktivite, viicut sicaklifinin kontrolii gibi viicuttaki pek cok

fizyolojik durum 24 saat boyunca ritimik degisiklikler gosterir (Tahara ve ark., 2017).

Sirkadiyen ritim, organizmanin bir adaptasyonudur ve bu ritim, organizmanin
fizyolojik degiskenleri ve metabolizmasini diinyanin karanlik-aydinlik dongiisiine gore
diizenlenmesini saglar. Olusturulan ritim, endojen bir biyolojik saat olan sirkadiyen saat
ve ¢esitli cevresel faktorler tarafindan diizenlenir. Isik dongiisii, sicaklik degisimleri ve
yeme aligkanliklart bu c¢evresel faktorlerden bazilanidir (Kavakli ve ark., 2022).
Hormonlarin (steroid yapida olanlar ve insiilin) sistemik olarak salinmasi sonucu
sirkadiyen saat tarafindan birgok fizyolojik olay kontrol edilir. Hormonlar salinip hedef
hiicrelere ulagmasi, endokrin etki, bagisiklik fonksiyonlari, uyku diizeni ve enerji
homeostaz1 gibi bir¢ok fonksiyondan etkilenir. Bu sekilde sirkadiyen saat insan

sagligini lizerine etkiler gostermis olur ( Di Cara ve Jones, 2016).



Organizmalarin, fizyolojik fonksiyonlarindaki ve davranislarindaki gece ve
giindiiz boyunca degisen diizenli ritimik stirecler, sabit kosullar altinda 24 saati ¢ok az
miktar gecen periyotlardir. (Aschoff ve Pohl, 1978). Bunun sonucu olarak sirkadyen
saat, dis diinyayla uyum i¢inde kalmak i¢in siirekli olarak yeniden ayarlanmalidir. Bu
diizenlemeyi yapabilmek igin ‘Zeitgebers’ olarak adlandirilan ¢evresel faktorler
tarafindan etkilenerek 24 saat olarak sabitlenir ve senkronize edilir Cevresel sinyal

olarak yani Zeitgebers olarak genelde aydinlik-karanlik dongiisii kullanilir (Roenneberg

ve ark., 2013; Ashton ve ark., 2022).

Sirkadiyen saat, cevresel farkliliklara uyum saglanmasina yardimci olur.
Vardiyeli calisma, jet-lag veya diger yasam tarzi degisikliklerine bagl olarak sirkadiyen
ritim bozuldugunda olumsuz saglik sonuglar1 ortaya ¢ikar. Kanser, kardiyovaskiiler

hastaliklar ve ya metobolik bozukluklar gibi hastalik riskleri artar (Ruan ve ark., 2021).

2.1.1. Merkezi Saat ve Suprakiazmatik Cekirdek

Suprakiazmatik ¢ekirdek (SKC), beyinde o6n hipotalamusta bulunan ve
sirkadiyen ritimin olusmasini saglayan ana saattir (Stoynev ve ark., 2021). Yirmi dort
saatlik ritimimizi, ¢evresel bir etki olan aydinlik-karanlik dongiisiine uyarlamaya
calisir. Boylece optimize edilmis bir ritim elde edilir. SKC, uyku uyaniklik dongiisii,
sicaklik ve ndroendokrin sistemi ve istemsiz davranislar gibi fizyolojik ve davranigsal
ritimleri senkronize edilmesini saglar. SKC’nin hipotalamusta bulunan diger

cekirdeklerle de dogrudan baglantisi bulunmaktadir (Saper ve ark., 2005).

SKC, binlerce ndérondan meydana geldigi bulunmustur. Noronlar da
hiicrelerden meydana gelmistir. SKC biitiin ~ hiicrelerin  birbiriyle baglantisini
diizenleyerek dogru bir sekilde ndrotransmitter salinmasini saglar (Herzog, 2007). Bu
noronlar 100°den fazla tanimlanmis norotransmitterlerin, ndropeptidlerin, sitokinlerin,
bliylime faktorlerinin salinmasini saglar (Shan ve ark., 2020). Bu sayede davranis

degisiklikleri, beslenme davraniglar1 ve endokrin sistem kontrol edilmis olur.

Sirkadiyen saat, fotik olan ve fotik olmayan dis uyaranlardan etkilenir ve bu
uyaranlara gore ayarlanir. Giin 15181 fotik dig uyaran iken beslenme, stres, sicaklik
degisimi ve egzersiz fotik olmayan dis uyaranlardandir (Tahara ve ark., 2017). Isik,
sirkadiyen sistemin senkronizasyonundan sorumlu en O6nemli faktordiir. Yapilan ilk
caligmalarda, fotik olmayan zamanlayicilar insanlarda sirkadiyen ritimi diizenleyen

onemli belirteglerden oldugu goriilmiistiir ancak su anda en 6nemli gosterge olarak 151k



kabul edilmektedir. Tamamen kor insanlarda yapilan bir c¢alisma bu goriisii
desteklemektedir (Golombek ve Rosenstein, 2010). Tamamen Kkor olan kisilerin
yarisinda sirkadiyen ritimi serbest kosu olarak gozlenmistir ve sirkadiyen ritim ¢evre
sartlarina adapte olmamustir. Isigin ritimi ayarlama fonksiyonu olmadigi i¢in bu
durumun olustugu diistiniilmektedir (Akinc1 ve Orhan, 2016). Ancak fotik olmayan
etkenlerden olan egzersizin de sirkadiyen ritimde faz kaymasina neden olabildigi
gorilmistir (Thomas ve ark., 2020). Degisen uyku dongiisiinde de faz kaymasi
gorilmistir (Misbelger ve Skene, 2005). Yemek zamani ise periferdeki organlari
etkileyerek sirkadiyen ritimi etkiler. Merkezi saat iizerinde etkisi bulunmaz (Misbelger
ve Skene, 2005). Buna gore, dis zaman veren ipuglarina baglh olarak da sirkadiyen ritim
diizenlenip hizalanacag: goriiliir. Bu hizalanmaya siiriiklenme denir. Sirkadiyen ritimin
en 6nemli 6zelligi her kosulda ritmini siirdiirebilmesidir. Laboratuvar kosullarinda bile
herhangi bir dig zaman veren ipucu (siirekli karanlik veya siirekli aydinlik durumda)
olmasa bile ritim siirdiiriilebilmektedir. ifade edilen sirkadiyen ritim de 24 saat boyunca
dis ortamdan gelen sinyaller bulunmadiginda buna serbest kosu denir. Bunun anlami
ritmin, dis ortamdan herhangi bir uyarimla déngiisiinde degisiklik olmayip senkronize
edilmedigidir (Vitaterna ve ark., 2001).

SKC i¢in en dnemli sinyal 1siktir (Kavakl ve ark., 2022). SKC gelen 15181 retina
araci8iliyla dogrudan (retinohipotalamik) alir (Derdante ve Cermakien, 2007). Isik goz
tarafindan algilanip retinaya ulastiktan sonra RHT (retinohipotalamik) yol ile SKC’ye
iletilir (Hattar ve ark., 2002; Hsu ve Tain., 2020). Retina, goziin arka kisminda bulunan
sinir dokusunun ince bir tabakasidir ve retinada Ozellesmis fotoreseptorler
bulunmaktadir. Bu fotoreseptorlerden koni retinanin merkezinde bulunur. Gelen 15181n
dalga boyuna gore reseptorler farkli duyarlilik gosterirler. Farkli dalga boylarindaki
duyarhiliklarina gore 3 tiir koni hiicresi vardir. Bunlar uzun dalga boyuna duyarli L koni
hiicreleri, orta dalga boyuna duyarli M koni hiicreleri ve kisa dalga boyuna duyarli S
koni hiicreleridir. Cubuk hiicreleri ise daha ¢ok alacakaranlikta ve geceleri iletileri
almaktadir. Retinada c¢ubuk ve koni fotoreseptdrlerin disinda 1s18a duyarli retina
ganglion hiicreleri bulunur. Isi8a duyarli retina ganglion hiicreleri (ipRGC), optik
sinirler yardimiyla bilgiyi beyne gonderen ve bilgileri birlestiren fotoreseptordiir.
IpRGC bu sayede melanopsin fotopigmentinin ifade edilmesini saglar. Melanopsin kisa
dalga boyuna duyarli bir pigmenttir. Isigin sirkadiyen saate etkisine ¢ogunlukla bu

hiicrelerin aracilik ettigi diisiiniilmektedir (Blume ve ark., 2019). Cubuk ve koni



fotoreseptdrlerinden yoksun farelerde, 15181in sirkadiyen cevaplara etkisinin
devam ettigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir ama melanopsin geninin baskilanmasini
takiben sirkadiyen tepkilerde bozulmalar gerceklesmistir. Ancak her ii¢ fotopigment
(cubuk, koni ve melanopsin) bulunmadiginda sirkadiyen tepkilerin tamamen ortadan
kalktig1 goriilmiistiir. Bu da ¢ubuk ve koni hiicrelerinin 1g18a bagli  sirkadiyen
tepkilerin olusmasina katkida bulunabilecegini gostermektedir (Ashton ve ark., 2022).
Yani 1518a duyarl retina ganglion hiicreleri, cubuk ve koni hiicrelerinden tamamen
bagimsiz degildir ve bu reseptorlerinden bilgi alip bu iletileri genis dalga boyu
araliklarinda ve farkli 151k seviyelerinde birlestirir. Aslinda retina ganglion hiicreleri
gelen bilgilerin biitiinlestiricisi olarak adlandirilabilirler (Blume ve ark., 2019).
Fotoreseptorlerin gbézde bulundugu kisim, hiicrelerin goriintiisii ve fotoreseptorlerin

spektral duyarliliklar: (Sekil 2.1) *de gosterilmistir.
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Sekil 2-1: Retinada bulunan fotoreseptorler - Blume ve ark., 2019’dan.

a) Goziin arka kisminda bulunan g¢ubuk, koni ve 1513a duyarli retina ganglion hiicrelerinin sematik olarak gosterimi.
b) Fotoreseptorlerin dalga boyuna gore spektral duyarliliklarinin olarak gosterilmesi.

SKC c¢ok sayida noron igermektedir ve bu noronlar birgok noropeptidin ve

norotransmiterlerin ifade edilmesini saglamaktadir. Bu noéropeptidlerden iki tanesi



vazoaktif bagirsak peptidi ve vazopressindir. Bu iki peptidin ifade edilmesini
saglayan noronlar 1g1gin alinmasiyla birlikte uyarilir ve uyariyla birlikte sirkadiyen
ritimin giin boyunca senkronize edilmesini saglarlar. Bu ylizden bu iki noron sirkadiyen

sistemdeki fotik olarak uyarilan néronlar i¢inde yer alir (Yuan ve ark., 2018).

Parasempatik ve sempatik sistem viicuttaki birgok hormon salan bezleri etkiler
ve boylece viicuttaki endokrin bezler otonom sinir sistemi tarafindan kontrol edilir.
SKC noronlar aracigiliyla hipofiz bezini etkilemektedir. Hipofiz bezinden salinan
hormonlar sayesinde sempatik ve parasempatik sistemler kontrol edildigi i¢in otonom
sinir sisteminin kontroliindeki bezlerde yapilan salinimlar SKC tarafindan diizenlenmis
olur ve boylece salinimlar viicudun sirkadiyen ritimi ile uyumlu hale gelmis olur (Buijs
ve ark., 2003). Sempatik sistemden gelen iletiler karaciger dokusunu etkilemektedir.
SKC, sempatik sinir sistemini etkiler ve SKC’nin sempatik sisteme etkisiyle karacigerde
yapilan glukoz iiretimini de artirarak etkiledigi gortilmiistiir. SKC ayrica kasta insiilin
hormonuna hassasiyeti artirmakta ve kas dokusundaki glukoz  seviyesini de
etkilemektedir (Mohawk ve ark., 2012; Plano ve ark., 2017). Hormonlar biitiin viicuda
salarak etki gostermektedir. Noronlar ise ilgili reseptorlerinin bulundugu dokularda
gosterirler ancak noronlar iletilerini tam olarak etkileyecegi dokuya iletmektedir. SKC
bu iki yontemi kullandigr caligmalarda gosterilmistir. Boylece sirkadiyen ritimi

periferdeki biitiin dokularda saglamis olur (Kalsbeek ve ark., 2006).

Iki hormonun (kortizol, melatonin) salinimi, SKC’nin fonksiyonu agisindan
onemlidir. Hormonlarla baglantisi, SKC’nin sirkadiyen saati kontrol ettigi ile ilgili
baglanti kurulmasini saglamistir. SKC, hipotalamusdan kortikoliberin hormonunun
salinmasini tetikler ve daha sonra adrenokortikotropik hormonu (ACTH) hipofiz
bezinden salinir. Boylece SKC adrenal korteksteki hiicrelerden kortizoliin (GC)
salinmasin1 saglar. GC hormonu etkisini viicutta yaygin olarak bulunan glukokortikoid
reseptorlerine baglanir (Astiz ve ark., 2019). Bu iletimde sirkadiyen sistem hipofiz bezi
arasindaki bag kullanilmistir. Yapilan calismalarda SKN’den adrenal beze giden birden
¢ok yol oldugu kabul edilmistir (Astiz ve ark., 2019). SKC’nin adrenal bezlere otonom
sinir sistemi noronlart sayesinde iletim yaptigi da bulunmustur. SKC’den ¢ikan
noronlar omurilikteki noronlarla temasa gecip daha sonra da adrenel bezlerin uyarimin
saglar. Bu yol noronal yol olarak adlandirilir (Dickmeis, 2009). Diger bir yolda ise

adrenal bezin hassasiyetinin artirilirak kortizol sentezlenir. SKC’den ACTH hormonu



salimimi yolu ve noronlarin sempatik sistemi etkilemesi olmak iizere her iki
yoldan uyarilar geldiginde bobrek {istii bezininin adrenal hassasiyetinin artirilmasi

saglanir (Astiz ve ark., 2019).

Kortizol, SKC’nin giinliik ritimin kontroliinde her iki yolu da kullandigina
giizel bir ornektir. (Kalsbeek ve ark., 2006). Kortizol (GC) hormonunun salinmasini

saglayan farkli yollar (Sekil 2.2)’de agiklanmistir.
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Sekil 2-2: Glukokortikoid hormonunun salimm yollari - Dickmeis ve ark., 2009°dan.

Kortizol hormonun sirkadiyen saliniminin gergeklesmesini saglayan 3 farkli yol gosterilmistir. a) Hipotalamus-
hipofiz bezini etkilenip ACTH’mn salinimt saglanir. Bu da adrenal bezden kortizol hormonunun salmmmasini saglar. b)
Noronlardan giden uyarilarla otonom sinir sisteminin bobrek iistii bezini etkilemesi ve kortizol hormonunun
salinmasi saglanir. C) Otonom sinir sistemi ve hipofiz her iki yol araciligiyla bobrek iistii bezinin ACTH hormonuna
duyarlhiligi artirilarak daha fazla salinim saglanir.

SKC tarafindan noéronal sinyal ile uyarilan epifiz bezi tarafindan melatonin
uretilir. Epifiz bezi ndronlarla uyarilir ardindan hormon firetilip kan dolasima salinir
(Zisapel, 2018). Karanlik periyotta melatonin salgilanmas1 uyarilir, 151k arttiginda ise
melatonin sentezi inhibe edilir. Bu sayede melatoninin SKC’nin kontroliinde gece
giindiiz ritmini diizenlemesi saglanir (Doghramji, 2007). Melatonin hormonu hemen
hemen her omurgalida iiretilen bir hormondur. MT1 ve MT2 adinda iki tane melatonin
reseptorlii ¢esidi  bulunmaktadir. Melatonin hormonunun salinimimin etki edecegi

bolgede bu reseptorler oldugu gibi hormonun iiretimini kontrol eden SKC’nin



bulundugu beyinde de bu iki reseptor bulunmaktadir. MT1 reseptorii daha ¢ok
beyinde bulunurken MT2 reseptorii hem beyinde hem de viicudun her alaninda dagilmis
halde bulunmaktadir (Pevet ve ark., 2017; Pfeffer ve ark., 2022). Melatonin hormonun
diizeyleri SKC’nin ritmini etkilemektedir. Bu yiizden melatonin agonistleri jet lag veya
gece calisan kisilerde goriilen gece-giindiiz ritim dengesizligini diizenlemek igin
kullanilmistir (Pfeffer ve ark., 2022). Melatonin agonistleri bozuk olan sirkadiyen
ritimin diizenini ayarlamak i¢in noérolojik problemlerde ve uyku bozukluklarinda
kullanilmistir. Ozellikle disardan verilen melatonin agonistleri uyku dongiisiiniin yirmi
dort saatlik ritime uygun olarak ayarlanmasini saglar. Her iki tip reseptore spesifik
ilaclarin gelistirilmesiyle tedavide daha c¢ok kullanilabilecegi diisiiniilebilir. Sonug
olarak melatonin agonistlerinin  farmakolojik bir ajan olarak tedavide belli
endikasyonlarda kullanilabilmektedir (Pevet, 2014; Pevet ve ark., 2017).

Daha 6nce yapilan galismalarda memelilerde, sirkadiyen ritmin SKC tarafindan
diizenlendigi belirlenmistir. Bununla birlikte SKC’nin, periferik dokulardaki sirkadiyen
ritimlerin ifadesi i¢in de gerekli oldugu diisiiniilmektedir. mPer2Luc proteini nakavt
olan ve SK(C’de lezyonu bulunan fareler kullanilarak ¢alisma yapilmistir. Yapilan bu
calismada, periferik dokular izole edilmis ve Onceki c¢alismalarin aksine periferik
dokularin, ¢ogu dongiisiinii kendi kendine devam ettirebildigi ve sirkadiyen salinimlar
yapabildigi goriilmistiir. Farkli dokularin her birinde, her dokunun birbirinden
oldukca farkli oldugu ve dokularda farkli sirkayen periyodlar ve faz 6zellikleri oldugu
goriilmiistiir. Sonug olarak, mPer2Luc nakavt farelerde, SK(’de lezyon bulundugu i¢in
normalde dokularda olusmamasi1 beklenen sirkadiyen ritimin beklenmedik sekilde
periferik dokularda kaybolmadig: tespit edilmistir. Yani, SKC’de lezyon olmasi halinde
beklenilen sekilde sirkadiyen ritimi ortadan kaldirmamis ama farkli dokulardaki fazlar
aras1 aykirilik ve farelerde senkronize olmayan fazlar gozlemlenmistir. Bu ¢aligmanin
bulgulart SKC’nin sirkadiyen ritim iizerindeki roliiniin agiklanabilmesine yardimci
olmustur. SKC biitiin dokulardaki ritimleri koordine etmekte ve dokulardaki periferik
saatler arasinda uyum olmasini saglamaktadir. Sonug olarak SKC periferik salinimlari
olusturan hiz belirleyici olarak adlandirmak yerine biitiin periferik saatlerin ritmik ve
uyum i¢inde ¢aligmasini saglayan bir koordinator olarak adlandirilabilir (Yoo ve ark.,

2004).
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SKC sadece giinliik eylemlerin ve fizyolojik durumlart etkileyen ritimleri ya da
sirkadiyen ritimin kordinasyonunu etkilemez ayni zamanda hormonal salinimlari da
diizenledigi i¢in viicuttaki hormon seviyelerini de etkilemektedir. Bu hormonlardan
bazilar1 ACTH, melatonin, kortizol, bliyiime hormonu, prolaktindir (Mayer - Bernstein
ve ark., 1999). Ayni zamanda, sempatik sinir iletimini saglar. Tiroid bezi, yag bezleri
gibi hormon iireten bezlerin uyarilmasini saglar. (Bartness ve ark., 2001). Bu yiizden
SKC, ritmin diizenlemesinin yaninda ¢ok sayida sinir, hormon ve organlar gibi

viicuttaki yaygin bir alan1 etkiledigi i¢in viicudun ¢ogu fonksiyonda gdérev almaktadir.

2.1.2. Periferik Saatler

Memelilerde biitiin hiicrelerde ve dokularda sirkadiyen saat geni bulundugu
gOriilmiistiir. Bunun sonucu olarak iiretilen proteinlerin ifadelerinde de belli bir ritim
oldugu goriilmiistiir. Bu ritim kiiltiire alinan hiicrelerde de goriildiigii i¢cin SKC’in etkisi
olmadiginda baska hiicrelerden de endojen sirkadiyen salinimi yapilabildigini ortaya
cikarmistir (Mohawk ve ark., 2012). Merkezi saat, ana saat diizenleyicisi olmasina
ragmen periferdeki dokular lokal olarak kendi dokularindaki ritimleri
diizenleyebilmektedir. Periferik saatler neredeyse tiim periferik dokularda bulunur.
Bagisiklik hiicreleri, yag dokusu, karaciger ve bobrek dokusu ve vaskiiler sistem bu

dokulardandir (Man ve ark., 2021).

Periferik saatler dokulardaki salinan ritimleri etkileyerek ¢ok sayidaki onemli
fizyolojik fonksiyon diizenlenmesini saglar. Bu sayede periferik saatler karaciger,
bobrek, ince bagirsak tarafindan gercgeklestirilen ksenobiyotik detoksifikasyonunu;
karaciger, kas ve yag dokusu tarafindan karbonhidrat ve lipit metabolizmasinin
diizenlenmesini; renal plazma akisi, idrar iiretimi, kalp atim hiz1 ve kan basinci gibi
kardiyovaskiiler sistemin parametreleri de kapsayan kritik fizyolojik fonksiyonlar
etkilemektedir. Ayrica karaciger, kalp ve bobrek iistii bezi lizerinde gerceklestirilen
genom profilleme ¢alismalarinda pek ¢ok hiicresel fonksiyonun sirkadiyen sistem
tarafindan diizenlendigi sonucuna varilmistir. Kullanilan dokuya bagli olarak da tespit
edilen tiim genlerin %10’a kadar ritmik olarak ifade edildigi belirlenmistir. Karaciger
bu konuda en kapsamli ¢alisilan organ olmustur. Bagimsiz caligmalarda karacigerde
1000’e yakin transkript oldugu tespit edilmistir. Karacigerde ritimik olarak ifade edilen
bu genler pek c¢ok yolakta yer alan enzimleri kodlayarak fizyolojik olaylar
etkilemektedir (Dibner ve ark., 2010).
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Merkezi ve cevresel saate bagli salinimlarin  her ikisindeki hiicrelerden de
otonom salinimlar yapilabilir ve her ikisinde de benzer salinim mekanizmalar
bulunmaktadir. Merkezi salinim fonksiyonunu etkileyen genetik mutasyonlar periferik
osilatorler iizerinde de benzer etkilere sahiptir (Kowalska ve Brown, 2007). Bazi
dokular dogrudan merkezi saat tarafindan diizenlenirken baz1 dokular ise dokulardaki
hiicresel saatler tarafindan dolayli olarak diizenlenebilmektedir. Ornegin, fareler siirekli
olarak anormal zamanlarda besleniyorsa farelerin karaciger, bdbrek ve diger
organlardaki periferik saatleri sirkadiyen fazlarimi1 yeni beslenme zamanma goére
degistirmektedir. Merkezi saat ise giin 1s18ina gore senkronizasyon yapmaya devam
edecektir. Merkezi saat ve periferik saat arasindaki bu farklilik disg faktorlere uyum

saglayabilme acisindan potansiyel bir fayda olusturmustur (Brown ve ark., 2011).

Periferik saatlerin lokal doku fizyolojisini diizenlemede anahtar rolii oldugu
diistiniilmektedir. Periferik  saatlerin tanimlanmasiyla birlikte sirkadiyen ritimleri
anlamamizda temel bir farklilik olusmustur. Bu sayede zamansal organizasyonun
hemen hemen tiim hiicre, doku ve organlarin fizyolojisiyle baglantili oldugu
bulunmustur (Fisk ve ark., 2018). Merkezi saat ve periferik saatin farkli organ ve

hiicrelere etkisi (Sekil 2.3)’de gosterilmistir.
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Sekil 2-3: Merkezi saatin periferdeki hiicre ve organlar1 senkronize etmesi - Chu ve ark.,
2022°den.

Isiktan gelen uyar1 gézdeki fotoreseptorleri kullanarak retinohipotalamik yol araciligiyla SKC’ye ulagir. Merkezi saat
bu sayede periferdeki ¢ok sayidaki organ ve hiicrelerin senkronizasyonunu saglayarak viicuttaki birgok fizyolojik
olay1 kontrol etmis olur.

2.2. Molekiiler Sistemin Sirkadyen Saate Etkisi

Tek hiicreli bir alg olan Chlamydomonas, mantar Neurospora ve Drosophila
tizerinde yapilan ¢alismalar saat genlerinin kesfedilmesini saglamistir. Memeli ¢ekirdek
saat geni olan periyod (Per) drosophila mutantlarinda yapilan calismalarda ilk
kesfedilen saat geni olmustur. Daha sonra genlerin sirkadiyen ritim gosterdigi tespit
edilmis ve Per proteinin, per geninin ifade edilmesini sagladigi bulunmustur.
Aragtiricilar tarafindan Drosophilada yapilan ¢alismalar1 takiben ileri genetik izleme
calismalariyla Circadian locomotor output cycles kaput (Clock) geni farelerde
bulunmustur (Badiu, 2003; Cox ve Takahashi, 2019).

Memelilerde sirkadiyen saat; pozitif ve negatif faktorleri, feedback
mekanizmalar1 ve sirkadiyen saatleri kodlayan genleri igeren bir diizenleyicidir.
Sirkadiyen saatin yolaklar1 arasinda bulunan transkripsiyon geri besleme dongiisi
(TTFL), memeli sirkadiyen saatinin diizenlenmesinde esas alinir (Lui ve ark., 2007; Ye
ve ark., 2014). Molekiiler saat mekanizmasinda birbirine bagl transkripsiyon geri
besleme dongiileri (TTFL) bulunur ve TTFL yolaklari, ritmik ifade edilme durumunu
yaklasik 24 saat boyunca kontrol eder (Mteyrek ve ark., 2017). Sirkadiyen salinimlar
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transkripsiyonel olarak olusurlar ve sirkadiyen salimimlar olustuktan sonra
transkripsiyonel geri besleme dongiileri bir pozitif yani aktive edici tarafi ve bir de
negatif yonde diizenleyici tarafi igermektedir ve salimimlarin diizenlenmesini
saglamaktadir. Dort adet ana saat geni bulunmaktadir bunlardan Brain-muscle-arnt-like
117 protein 1 (BMAL1) ve CLOCK iki temel transkripsiyon faktoriidir. BMALL,
CLOCK ve Noronal PAS protein 2 (NPAS2) geri bildirim dongiilerinin pozitif tarafini
olustururken Per ve Kkriptokrom (Cry) proteinleri negatif tarafin1 olusturur. (Levi ve
Schibler, 2007; Oztiirk ve ark., 2017). Ozellikle CLOCK-BMAL1 ve NPAS2-BMAL1
protein dimerleri, molekiiler saatin negatif kolu alarak adlandirilan Cry ve Per saat
genlerinin transkripsiyonunu aktive ettigi i¢in bu dimerler molekiiler saatler iginde ¢ok
onemli bir rol ustlenmistir (Levi ve ark., 2010). Olusan BMAL1-CLOCK protein
dimeri, hedef genlerin promotor bélgelerini igeren E-kutusuna baglanir ve boylece Per
saat geninin U alt tiiriiniin (Perl, Per2, Per3) ve Cry saat geninin iki alt tiiriiniin (Cryl,
Cry2)’nin ifadesini saglar. ifade edilen Per ve Cry saat proteinleri, kazein kinaz enzimi
ile etkilesime girmektedir. Daha sonrada Per ve Cry, sitoplazmadan hiicrenin
cekirdegine ulasarak BMALI-CLOCK protein dimerlerinin DNA’dan ayrilmasin
saglar ve boylece hedef genlerin aktive edilmesini baskilamis olurlar. Yani, Per ve Cry
proteinleri, BMAL1-CLOCK protein dimeri tarafindan yapilan transripsiyonun negatif
diizenleyicisi olarak gdrev yapmaktadir (Langmesser ve ark., 2008; Giil ve ark., 2022;
Koch ve ark., 2022). Baz1 ¢caligmalarda, BMALI proteinin seviyeleri giindiiz yiiksek,
gece ise diisiik seviyede seyrettigi bulunmustur. Ancak BMALI proteinin geceleri pik
seviyede, sabaha dogru 151k ile temas sonrasinda hizla seviyesinin diistiigiinii gésteren
calismalar da vardir. Clock proteinin ise 24 saatlik dongiide stabil seviyeler gosterdigi
bulunmustur. Farelerde yapilan g¢aligmalarda, BMALI1-CLOCK proteinlerinin dimer
olusturup aktive edilmesinin giindiiz meydana geldigi bulunmugtur. Dolayisiyla Per ve
Cry genleri 6gleden sonra ifade edilmeye baslanir. Baskilayici olarak bilinen Per ve
Cry genleri, Ogleden sonra ifade edilmesinin ardindan giin sonunda zirveye
ulagmaktadir. Per ve Cry genleri geceleri hiicre ¢ekirdegine ulasarak BMAL1-CLOCK
dimer proteinini baskilarlar. Boylece Per ve Cry proteinleri kendi transkripsiyonlarini
baskilamis olurlar. Transkripsiyonlarinin baskilanmasi sonucu Per ve Cry proteinlerinin
seviyeleri sabah saatlerinde hizli bir sekilde diiser. Per ve Cry genlerinin kazein kinaz
enzimiyle oldugu kadar kendi aralarinda da etkilesimleri bulunmaktadir (Richter ve

ark.,2004; Takahashi, 2017; Tartour ve Padmanabhan, 2022).
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Ikinci feedback mekanizmasi, niikleer reseptdrler olan REV-ERB ve ROR
reseptorlerinin faaliyetlerinden olusur. Rev-Erb o ve B niikleer reseptdr proteinleri
(REV-ERBa ve REV- ERBp), BMALI transkripsiyonunu bastirirken ROR proteinleri
BMALL transkripsiyonunu aktive ederler (Doruk ve ark., 2020, Morris ve ark., 2020).
Niikleer reseptorlerden REV-ERBa ve onun yakin homologu REV-ERBf, heme
bagimli transkripsiyonel baskilayicilar olarak adlandirilirlar. REV-ERBa ve REV-ERBf
niikleer reseptorleri sirasiyla NR1D1 ve NR1D2 genleri tarafindan kodlanmaktadir.
(Zhao ve ark., 2014; Zou ve ark., 2020; Preitner ve ark., 2002). REV-ERB proteinleri,
RORE (Retinoik asid iliskili baglayici element) olarak adlandirilan DNA baglanma
bolgesine baglanirlar. ROR (retinoik asit ile iliskili yetim reseptorler) de ayni1 bolgeye
baglandigindan bu boélge icin birbirleriyle rekabet etmektedirler (Zhao ve ark., 2014;
Dallman ve ark.,2014). BMAL1- CLOCK dimer proteini, Cry, Per proteinlerindeki gibi
genlerin  E-kutusu  dizisine baglanarak REV-ERB proteinlerinde  de
transkripsiyonlarinin aktivasyonunu saglar.  Proteinlerin transkripsiyonundan sonra
REV-ERBa proteini sitoplazmadan c¢ekirdege gecerek BMALL ve Cry genlerinin
transripsiyonun baskilanmasini saglamaktadir (Fu ve Lee, 2003). REV-ERB proteinleri
sirkadiyen saat tizerindeki 6nemli molekiiler islevinin yaninda zamanlama sistemindeki
periyot uzunlugu belirlenmesini de saglamaktadir (Preitner ve ark., 2002). Molekiiler
saatin diizenlenmesinden sorumlu tiim genler, sirkadiyen saat sisteminin olusmasindan
sorumlu molekiiler diizeydeki sistem ve mekanizmalar (Sekil 2.4)’de ozetlenerek

gosterilmistir.
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Sekil 2-4: Molekiiler saatin mekanizmasinin sekil iizerinde gosterilmesi - Kavakh ve ark.,
2017°den.

BMAL1-CLOCK yapist DNA’ya baglanarak Cry, Per, Rev-erb ve Ror genlerinin transkripsiyonunu gergeklestirir.
Transkripsiyonu yapilan proteinlerden Cry ve Per sitoplazmadan hiicrenin ¢ekirdegine gecerek BMAL1-CLOCK
transkripsiyonunu baskilamaktadir. Rev-erb ve Ror proteinleri Rore bolgesine baglanirlar. Rev-erb BMAL1-CLOCK
transkripsiyonunu baskilarken Ror ise kompleksin transkripsiyonunu aktive eder. Per ve Cry proteinleri fosforile
edildikten sonra proteozam yolak ile parcalanir.

Sirkadiyen saat sisteminin transkripsiyon sonrasi diizenlenmesi bazi
posttranskripsiyonel modifikasyonlarla gergeklesir. Bu diizenlemeler saat genlerinin
transkripsiyonlartyla uyumlu olarak yiiriitiiliir. Per protein seviyesinin diizenlenmesinde
kazein kinaz 1 alfa ve kazein kinaz epsilon (CK18, CKg)’nun biyokimyasal rolii vardir.
B-Transdusin iceren protein (B-TrCP), bir F-kutusu proteinidir ve ubikuitin ligaz
kompleksi (SCF) ve E3 iibikinasyon ligaz kompleksinin baglayici bir birimidir. CK1
ve CKe, birgok noktada mPER proteinlerine baglanir ve B-TrCP proteinin
baglanabilmesi i¢in bir taninma bdlgesi olusturur. B-TrCP baglanmasi ile fosforilasyon
gerceklesir. Fosforilasyonun bir ubikiitin ligaz tarafindan taninmayi kolaylastirdig:
diistiniilmektedir ve fosforilasyon gerceklestikten sonra Cry proteini bir ubikiitin kinaz
araciliiyla proteozom yolak ile bozunmaya hazir hale gelir. Yapilan bir calismada CKe
fosforilasyon bolgesinde bir nokta mutasyonu goriildiigiinde sirkadiyen periyod siiresi

onemli Olgiide kisalir. Yapilan ¢alismalardan edinilen bilgilere gore CKe aktivitesi
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azaldiginda da sirkadiyen periyod uzunlugu kisalmaktadir (Eide ve ark., 2005; Hirano
ve ark., 2013; Eng ve ark., 2017). Yapilan ¢alismalarda, Cry proteininin
fosforilasyonunun AMP ile aktive edilmis protein kinaz (AMPK) araciligiyla
gerceklestigi belirlenmistir. Fosforilasyonun ardindan, Cry proteinlerinin stabilizasyonu
bozularak yikilir (Lamia ve ark., 2019; Yoo ve ark., 2013).

Sirkadiyen saat ile iligkili bazi transkripsiyon faktorleri ve proteinler
tanimlanmistir. Bu faktorler sirkadiyen saat ritiminin slirmesi i¢in zorunlu degildirler
ama Proline-acidic amino acid-rich basic leucine zipper (PAR bZip) transkripsiyon
faktorleri ve igerdigi proteinler sirkadiyen saat mekanizmasiyla iliskilidir. BMALI-
CLOCK protein kompleks dimeri, prolin acidic-rich basic leucine zipper (PAR-bzip)
transkripsiyon faktorlerinin transkripsiyonunu diizenlemektedir. Tirotrop embriyonik
faktorii (TEF), Hepatik 16semi faktorii (HLF) ve albiimin D-baglayici protein (DBP)
proteinleri PAR bZip transkripsiyon faktorii ailesi i¢inde yer alir. Bu ailede bulunan bu
tic protein de ilaglarin metabolizma reaksiyonlarinda, detoksifikasyon metabolizmasini
diizenleyen proteinlerin ekspresyonlarini saglar. PAR bZip transkripsiyon faktorii ayrica
ilag metabolizmas1 oOzellikle faz 1, faz 2 kisminda gorev alan c¢ok sayida genin
transkripsiyonunun diizenlenmesini saglamaktadir. Detoksifikasyon
metabolizmasindaki bu gorevi nedeniyle yapilan ¢alismalarda bu proteinlerin nakavt
oldugu farelerin antikanser ilaglarin zararli etkilerine karsi hassas oldugu goriilmiistiir.
Ayrica PAR bZip, ilag metabolizmasinda yer alan niikleer reseptorlerden konstitutif
androstan reseptorii  (CAR) ve aril hidrokarbon reseptorlerinin  sirkadiyen

ekspresyonlarimi diizenlemektedir (Levi ve ark., 2010; Oztiirk ve ark., 2017; Giil, 2019).

2.3. Molekiiler Genlerdeki Degisimlerin Fizyolojik Sisteme Etkisi

Sirkadiyen sistemin dogru bir sekilde fonksiyon gostermesi hiicresel, psikolojik
ve fizyolojik siireclerin devami i¢in olduk¢a onemlidir. Sirkadiyen ritim isleyisinin
bozulmas1 ile cesitli patolojilerin baslangic ve ilerlemesi arasinda iliski oldugu
bulunmustur. Sirkadiyen ritmin bozulmasi uyku-uyaniklik dongiisiiniin  degisimi,
cevresel faktorlerin degisimi (151k karanlik dongiisli, mevsim degisimleri, giin uzunlugu)
ya da merkezi ve periferik ritimlerin dogrudan etkisiyle gerceklesebilir (Baron ve Reid,
2014; Farhud ve Aryan 2018; Yalcin ve ark., 2022). Endojen ritimlerin bozulmast;

obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve kanser gibi 6nemli hastaliklarin goriilme
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sikligimin artmasia neden oldugu belirlenmistir (Farhud ve Aryan 2018; Bae ve ark.,
2019).

Meme kanseri, artan morbidite ve mortalite ile kendini gésteren bir hastaliktir.
Yapilan bazi ¢alismalarda, hastaligin nedenlerinden birinin geceleri 1s18a maruz
kalmanin neden oldugu sirkadiyen ritim bozukluklart oldugu gosterilmistir (Lesicka ve
ark., 2016). Bunun gece melatonin {iretiminin baskilanmasi, sirkadiyen ritmi olusturan
genlerin ekspresyonlarinin degismesi ve hormon seviyelerindeki degisimler gibi
birbiriyle iliskili bir dizi biyolojik mekanizma yoluyla gerceklestigi diisliniilmektedir
(Ritonja ve ark., 2019). Yapilan calismalarda ayni zamanda kanda da sirkadiyen
genlerin ifadelerinin degistigi gozlemlenmistir. Bu degisiklikler ozellikle de gece
vardiyali ¢alisan kadinlarda meme tiimor dokusunda ve kandaki 16kosit hiicrelerinde
gozlemlenmistir (Lesicka ve ark.,, 2016). 2007 yilinda, Uluslararas1 Kanser
Arastirmalart Ajanst (IARC), yapilan ¢alismalarda ulasilan bu sonuglara dayanilarak
sirkadiyen ritimin bozulmasina etkisi nedeniyle gece vardiyali calismayi olasi
kanserojen olarak (Grup 2A) smiflandirmistir. 2018'de ABD'de Ulusal Toksikoloji
Programi gece vardiyali c¢alismayr meme kanseri i¢in bilinen bir kanserojen olarak
belirlemistir (Lin ve Farkas, 2018; Ritonja ve ark., 2019). Melatonin anti-6strojenik
etkiye sahip oldugu i¢in gece vardiyasinda ¢alisanlarin meme, prostat ve endometriyal
kanser gibi hormona bagli kanserlere kars1 duyarliligini arttirabilecegi diisiiniilmektedir
(Ritonja ve ark., 2019). Bes yil siireyle gece vardiyali ¢alisan bir grup lizerinde yapilan
caligmada prostat kanseri riskinde anlamli bir artis oldugu belirtilmis ve sirkadiyen
ritimin bu sekilde bozulmasi sonucu prostat kanseri gelismesi riski arasindaki baglanti
tespit edilmistir (Rao ve ark., 2015). Ayrica melatoninin etkisinin hormona baglh
olmayan kanserleri de etkiledigi ancak etkilerin daha az belirgin oldugu

gozlemlenmistir (Ritonja ve ark., 2019).

Yapilan ayr1 bir ¢aligmada Tayvanli 55 meme kanseri kadin vakada Per geninin
lic alt tiirtinde (Perl, Per2, Per3) gerceklesen molekiiler degisiklikler analiz edilmistir.
Sonuglarda, kanserli hiicrelerde saglikli hiicrelere kiyaslandiginda %95’den fazla bir
oranda ii¢ Per alt geninin de ekspresyonlarinda bozulma goriilmiistiir (Chen ve ark.,
2005). Insanlarda sirkadiyen ritimdeki bozulmalar sadece meme ve prostat kanserleri
olusma riskini artirmaz ayrica endometriyal, kolon, akciger, yumurtalik ve

hepatoselliiler kanser tiirlerinin olusmasint da tetikledigi bildirilmistir. Ayrica,
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radyoterapi ve anti-kanser ilaglarin etkinligi ve toksititesi ilacin dozlama zamani ile de
iliskilidir. Bu yiizden sirkadiyen ritim ve kanser arasindaki baglanti, kanserin nedenini
olusturabilecegi gibi tedavinin optimize edilip tedaviden en yliksek faydanin elde

edilmesini de saglayabilir (Lin ve Farkas, 2018).

Sirkadiyen saat daha oOnceki boliimlerde acikladigi iizere gen ekspresyonu
etkiledigi i¢in sirkadiyen ritimde bozulma veya mutasyonlarin bir¢ok hastaliga
yatkinlig1 arttirmasi beklenen bir sonuctur. Siirekli karanlikta, Bmall geni nakavt
farelerde sirkadiyen ritimlerin tamamen kayboldugu goriilmiistiir. Yine 6n beyin alinmis
farelerde, Bmall iiretimi ¢ok azaldigi i¢in tam olarak bir sirkadiyen ritim kayb1 goriiliir.
Bunun sonucunda siirekli karanlikta periferik dokularda ise sirkadyen ritm olusmus
ancak olusan ritmin senkronize olmadig1 goriilmiistiir. Bmall, olmamas1 halinde tam bir
sirkadiyen ritim kaybina neden olan tek c¢ekirdek saat genidir. Clock mutasyonu olan
farelerde, sirkadiyen saat periyodu yaklasik 4 saat uzar ve siirekli karaklikta ritim
aritmik hale gelmektedir (Maury ve ark., 2010; Izumo ve ark., 2014). Bmall nakavt
farelerde glukoz ve trigliseridlerin kana saliminda azalma meydana gelir. Bmall nakavt
farelerde ayrica insiilin seviyesindeki diismeden dolay1 glukoz intoleransi goriiliir.
Karaciger dokusuna 0zgii Bmall nakavt oldugunda aglik hipoglisemisi gozlenir.
Yapilan bir ¢alismada da Bmall nakavt farelerde kontrol grubuna kiyasla artmis yag
orani gozlemlenmistir. Bmall yoklugunda yaslanmanin hizlandig1 ve farelerde yasam
stiresinin kisaldigr da bulunmustur. Ayrica yapilan bir ¢aligmada da Bmall nakavt
farelerde sa¢ biiylimesinin tetiklendigi tespit edilmistir. (Shostak, 2012; Sahar ve Corsi,
2012; Yang ve ark., 2016).

Clock mutant farelerde obezite ve hiperfaji olusmasi ve diisiik enerji harcamasi
goriilmiistiir. Ayrica bu farelerde hiperglisemi ve bunun sonucu olarak hipoinsiilinemi
gozlenir. Obezite ile iligkili olan leptin hormonunun kandaki diizeyinin artis1 olan
hiperleptinemi, lipit metabolizmasinin diizensizlik olmas1 sonucu gelisen hiperlipidemi
ayrica karaciger yaglanmasi goriiliir ve biitiin bu hastaliklarla karekterize bir metobolik
sendrom olustugu tespit edilmistir. Bu farelerde ayrica hipotalamusta beslenme ve enerji
harcamasini diizenleyen noropeptidleri kodlayan mRNAlarin ifadelerinde degisiklik
belirlenmistir (Turek ve ark., 2005; Pijut, 2017). Clock geni nakavt oldugunda arteriyal
kan basici diismektedir. Bobrek fonksiyonlari da etkilenmis ve daha seyreltilmis

yogunlukta idrar atiliminin gercgeklestigi belirlenmistir (Sahar ve Corsi, 2012).
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Standart diyet ile beslenen ve Cry saat geninin iki alt tiirii (Cryl, Cry2) nakavt
olan farelerde fenotiplerinde herhangi bir degisiklik gozlemlenmemis ve farelerin
kontrol gruplariyla benzer viicut agirliklarinda oldugu tespit edilmistir. Yapilan
caligmalarda yiiksek yaglh diyetle beslenen Cry2 nakavt  farelerde de viicut
agirliklarinda herhangi bir degisim olmadigi goriilmiistiir. Ancak yine yiiksek yagl
diyet ile beslenen Cryl nakavt farelerde kilo alimi1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda
belirgin  sekilde azalmistir. Ancak farelerde gida aliminda azalma olmadigi
belirlenmistir. Bu nedenle Cryl nakavt farelerde viicut agirligindaki azalmanin sebebi
enerji harcamasinin artmasiyla iligkilendirilmistir. Enerji harcamasindaki artisin ve kilo
almaya kars1 direng artisinin sebebi olarak sempatik sistemdeki aktivitenin artist ve
boylece yag dokusunu etkileyip hipermetobolizmay1 tetiklemesi gosterilmistir. Bu
sonuclar Cry saat geninin enerji homeostazinin 6nemli bir diizenleyicisi oldugunu
gostermis ve yalnizca Cryl nakavt farelerde yagli diyetle beslenmeye bagli obeziteye
bile diren¢ olustugu gozlemlenmistir. Bunun sonucunda da saat genlerinde olusabilecek
mutasyonlarin sadece alt tiirlerinin farkli olmasinin bile degisimlere sebep olabilecegi
sOylenebilir (Griebel ve ark., 2014). Yapilan ayr1 bir ¢alismada, Cry2 geninin nakavt
olmasinin farelerde bazi depresyon tiirlerinin olugmasinda etkisi oldugu baz1 testlerde
belirlenmistir. Cry2 geni nakavt oldugunda amygaladaki saat genleri ve biiylime
faktorlerinin etkilenmesi goriilen depresyonun sebebi olarak bulunmustur. Cry saat
geninin iki alt tiirliniin de nakavt oldugu farelerde ise dolagimda yliksek kortizol
seviyeleri bulunmustur. Bu da hipofiz-adrenal bez feedback mekanizmasinin
baskilanmasinin azaldiginm1 gostermektedir (Savalli ve ark., 2015). Cryl nakavt
farelerde kontrol grubu ile karsilastirildiginda sirkadiyen saat periyodu 1 saat
kisalmistir. Cry2 nakavt farelerde ise kontrol grubuna gore sirkadiyen saat periyodu 1
saat uzamistir (Ko ve Takahashi, 2006). Yine Cryl ve Cry2 her ikisinin de nakavt
oldugu durumlarda bozulmus bir seker metabolizmasi ve hiperglisemi goriliir. Seker
metabolizmasinin bozulmast ve hiperglisemi diyabetin 6nemli semptomlaridir ve bu
mutasyonun diyabete yatkinlhigr arttirdigi sdylenebilir (Sahar ve Corsi, 2012; Pijut
2017).

Perl nakavt farelerde sirkadiyen saat periyodu kontrol grubuna gore yarim saat
kisalmistir. Per2 nakavt farelerde ise 1,5 saat kisalmistir ve Per2 nakavt farelerin
bazilarinda sirkadiyen ritim aritmik hale gelmistir (Ko ve Takahashi, 2006). Yapilan

caligmalarda Perl nakavt farelerin gida alimlart ayn1 olmasina ragmen kontrol grubuna
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gore daha az agirliga sahip olduklar1 gézlenmistir. Ayn1 sekilde Per2 nakavt farelerin de
kontrol gruplarina gore daha az agirlikta olduklar1 goriilmiistiir. Ancak yiiksek yagh
diyet ile beslenen Per2 nakavt farelerin hiperfajik hale geldigi ve kontrol gruplarindan
daha fazla kilo aldiklar1 gozlenip farkli bir sonug elde edilmistir. Ayrica Perl/Per2/Per3
ti¢ alt tiir nakavt oldugunda yiiksek yagli diyetle beslenen farelerin kontrol gruplarina
gore yiiksek oranda kilo aldigi gézlemlenmistir (Shostak, 2012; Fonken 2013). Perl
nakavt farelerde sodyumun idrarda fazla atildigi goriilmiistiir. Buna bagh olarak Perl
saat geninin nakavt olmasiyla diisiik tansiyon arasinda baglanti kurulabilir. Per2 nakavt
farelerde, glukokortikoid salim ritiminde bozulmalar oldugu gézlenmis ve ayrica lipit
metabolizmasinda da bozulmalar oldugu tespit edilmistir (Sahar ve Corsi, 2012; Pijut

2017).

Okaryotlardaki hiicre dongiisii G1, S, G2 ve M faz1 olmak iizere dort fazdan
olusur ve M fazi sitoplazmanin boliindiigli sitokinezi igermektedir. Hiicre dongiisii
asamalarinin dogru ilerlemesi, bir sonraki asamaya ge¢meden Once bir dnceki agamanin
dogru sekilde tamamlanmasina baglidir. Hiicre dongiisiinde bir sonraki asamaya
gecmeden Once cesitli hiicre dongiisii kontrol noktalart mevcuttur. G1/S bu kontrol
noktalarindan biridir ve kisitlama noktasi olarak adlandirilir. Olusan bir mutasyon veya
bir yanlis dizilimin kontrol noktalarinda tespit edilmesi Onemlidir. Ciinkii olusan
mutasyon veya yanlis dizilim kontrol noktasinda hatali bir sekilde gegmesi durumunda
kanser olusumuna sebep olabilmektedir. Hiicre dongiisiiniin ilerlemesini sikline bagiml
kinazlar (CDK) ve bunlarin alt birimleri yonlendirir. CDK aktivitesi, DNA
replikasyonunu destekleyerek G1 fazindan S fazina geg¢isi saglar ve bunun sonucunda

hiicre boliinmesi indiiklenir. (Bertoli ve ark., 2021; Wang, 2021).

Ataxia telangiectasia mutated (ATM), DNA replikasyonu i¢in DNA sarmalinin
¢oziilmesiyle aktive olan bir kinazdir. Bu asamada bir hasar tespit edildiginde ATM,
DNA onarimini ve apoptozu saglayan p53 proteinini ve CDK2’yi fosforile etmektedir.
Bu da kontrol noktalarindan biridir ve fosforile edilen p53 proteini timdrii suprese eden
etkenlerden birisidir (Shostak, 2017; Kwok ve Stankovic, 2019). Timor olusumuna
yatkin kisilerin meme bezlerinde veya diger hiicrelerde p53 geninde mutasyon oldugu
tespit edilmistir. Ayrica BMALI1 saat geni, p53 tiimor baskilayict yolagi kontrol ettigi
belirlenmistir. BMALI geninin pankreas kanserinde belirlenen antiproliteratif roliiniin

bu mekanizmay1 etkilemesinden kaynaklandigi diistiniilmektedir (Shostak, 2017).
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Yapilan bir ¢alismada Perl ve per2 saat genlerinde eksiklik olan farelerde y- radyasyonu
ile birlikte lenfoma olusma riski artmis ve apoptoz oranini azaltmistir. Farelerde Per2
geninin eksikliginde hiicre dongiisiiniin etkilenmesinin yan1 sira farelerde DNA hasarina
cevap veren yollar araciligiyla yapilan timor olusumunu baskilama yetenegi de
azalmistir. Fare karacigerlerinde Per2 geninde mutasyon goriilmesi halinde sonuglarda
beklenenin dort kat1 fazla oranda karaciger kanseri tespit edilmistir. Bir fare timor
modelinde de diizgiin ¢alismayan Per2 geninin c¢alismasi diizenlendiginde tiimor
bliylimesini baskiladigi goriilmiistiir. Bozulmus Per geninin ifadesinin, hiicrelerdeki
apoptozun inhibisyonuna ve onkolojik sinyallesmenin artmasina sebep oldugu
goriilmistiir ve bu sonuglar Per geninin hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde 6nemli bir
rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Perl ve Per2’nin her ikisinin de azalmis ifadelerinde
gliomlar, pankreas kanserleri ve meme kanserleri goriildiigli tespit edilmistir. Ayrica,
ailesel Oykiisii bulunan meme kanseri tiimorlerinde saglikli meme dokusu ile
karsilastirildiginda Perl ve Per2 seviyelerinin diisiik oldugu goriilmiistiir. Ailesel meme
kanserlerinde tesadiifi vakalarla bile karsilagtirildiginda 6zellikle Perl seviyelerinin bu
vakalarda diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar ailesel meme kanserinin gelisiminde
anormal saat ekspresyonunun onemli olabilecegini gostermistir ve Per geninin timor

baskilayici olarak kullanilabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmistir (Morgan ve ark., 2019).

Bmall geni, sirkadiyen ritimlerin diizenlenmesinde temel bir faktordiir.
Insanlarda Bmall geni meme, pankreas, tiroid kanseri gibi bircok kanser tiirii ile
iliskilendirilmistir. Yapilan c¢aligmalarda, Bmall'in hiicre kiiltiiri ve hayvan
modellerinde tiimor biiylimesini baskiladigi goriilmiis ve belirli kanser tiirlerinde tiimor
olusumundan sonra Bmall seviyesiyesinin azaldigi belirlenmistir. Akciger kanserli
hiicrelerde yapilan bir calismada BMALI1 genine miidahale edilerek nakavt hale
getirildiginde hiicrelerin, kanser hiicrelerinin istilasina karsi daha savunmasiz hale
geldigi goriilmiistiir. Asirt ekspresyonunda ise kanser hiicrelerinin istilasinin 6nlendigi
gbzlemlenmistir. Ayrica Bmall’in kanser hiicrelerinin istilasin1 p53 proteininden
bagimsiz bir sekilde bastirdig: tespit edilmistir (Junk ve ark., 2013; Stephenson, 2022).
Benzer sekilde, pankreas kanser hiicrelerinde de kanserli olmayan kontrol gruplarma
gore daha az Bmall proteini tespit edilmistir. Ancak tiroid kanseri ve malign akciger
zar1 kanserinde Bmall seviyelerinin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Insanlarda Bmall
geninin endokrin kanserlerle arasinda baglanti bulundugu tespit edilmesine ragmen

Bmall’in timoér olusumunda endokrin sistemle baglantist  heniiz ortaya
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cikartlamamistir. Ancak yumurtalik tiimorlerinde, saglikli yumurtalik dokusu ile
karsilagtirildiginda Per1/2, Cry2, Clock ve Bmall genlerinin ifadelerinin azaldig1 tespit
edilmistir. Aym1 sekilde kronik miyeloid 16semi hastalarinda da saglikli kontrol
gruplarina gore kanlarinda bu genlerin azaldig1 tespit edilmistir. Sirkadiyen ritim
tarafindan ifadeleri diizenlenen ¢ok sayida genin kanserle iligkili oldugu goriilmiistiir.
Biitiin ¢alismalardan c¢ikarilan sonug olarak, sirkadiyen ritimde olusan diizensizligin
timor olusumunda ve timor ilerlemesinde onemli rol aldigi sdylenebilir (Morgan ve

ark., 2019; Stephenson 2022).

Insanlarda Clock proteini ise Ostrojen sinyalleri ve meme kanseri ile
iligkilendirilmistir. Ayrica kolorektal kanserli hastalardan alinan 6rneklerin %53’ {inde

Clock geni mutasyonu bulunmustur (Morgan ve ark., 2019; Stephenson 2022).

2.3.1. Cry Genindeki Degisimlerin Bazi Onemli Hastahklardaki Rolii

Baskilayict gen olarak bilinen p53 geni kanser vakalarinda en sik mutasyona
ugradig tespit edilen gendir. P53 proteini, DNA’da hasarin olusmasi gibi bazi sinyaller
alinmasi lizerine aktive olur ve antiproliferatif etki gostererek DNA hasarinin ortadan
kaldirilmasini saglamaktadir. Ayrica pS3 proteini, uzun siireli hasar durumunda biriken
mutasyonlar1 azaltmak i¢in apoptotik hiicre 6liimlerini indiiklemektedir. Prof. Dr. Aziz
Sancarm grubu tarafindan p53 mutasyonun goriildiigii farelerde bir ¢alisma yapilmistir.
Bu calismada p53 geni diistiriilmiis arka planda bulunan farelerde Cryl ve Cry2 genleri
de diisiiriilmiistiir. Uclii nakavt geni bulunan farelerde hizli bir sekilde kanser olusmasi
beklenirken beklenmedik sekilde farelerde sag kalim siiresinin 1,5 kat kadar arttig
goriilmiistiir (Oztiirk ve ark., 2009; Korkmaz ve ark., 2018; Giil, 2019; Sancar ve
Gelder, 2021). Bu ¢alisma sonucunda Cryl ve Cry2 proteinlerinin yikimini saglayacak
kiiciik molekiiller bulmaya tesvik edici olmustur ¢iinkii kesfedilecek molekiillerin p53
mutasyonunun sebep oldugu kanserlere kars1 sagkalimi artirip apoptozu saglayabilecegi

hipotezi ortaya ¢ikmistir.

Cry’nin kanserden sonra bir diger 6nemli hastalik olan diyabet iizerinde de etkisi
olabilecegi bulunmustur. Yapilan calismalarda Cry’nin siklik adenozin monofosfat
(cAMP) aktivitesini diizenledigi bulunmustur. Glukagon hormonu kana salindiktan
sonra G-proteine bagli reseptorler araciligiyla cAMP sinyalini uyarir. Glikojenin
yikiminda cAMP aktivitesi etkilidir ve cAMP miktar1 arttiginda glikojenin yikimi

gerceklesmektedir. Cry’nin ise cAMP birikimi iizerinde bir inhibitor etkisi oldugu
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belirlenmistir. Sabah saatlerinde Cry proteininin seviyesi yiiksek oldugundan dolay1 bu
inhibitor etki fazla iken gece Cry protein seviyesi azaldigi i¢in inhibitdr etki diizeyi de
azalmaktadir. Bu inhibitér etkiden dolayr Cry seviyesi arttikca cAMP diizeyi
azalacagindan dolayr kandaki glukoz miktarinin azalabilecegi disiliniilmektedir. Cry
seviyelerinin kandaki glukoz miktarina etki etmesinin yaninda ayni zamanda insiilin
seviyelerine de etki ettigi bulunmustur. Cry’nin asir1 ekspresyonunda kandaki instilin
seviyesi azalmistir. Bu sayede Cryl seviyesi yiiksek oldugunda insiilin direnci bulunan

farelerde insiilin direncinin azaldig1 ve kan sekerinin diistiigli goriilmiistiir (Giil, 2019).

Elde edilen biitiin verilere gore sirkadiyen saati etkileyen genlerin bir¢cok
hastaligin olusumunda ve tedavisinde etkisi oldugu gériilmiistiir. Ozellikle Cry geni
kanser ve tip 2 diyabet gibi iki 6nemli hastaligin tedavisi ile iligkilendirilmistir. Buna
gore Cry proteinin kararliligimin artmasmin diyabet tedavisinde kullanilabilecegi
ongiiriilmiis ve Cry proteinin kararliliginin azalmasinin yani bu proteinin yikimini
saglanmasinin ise kanser tedavisinde kullanilabilecegi ortaya c¢ikarilmistir. Bu yilizden
kriptokromlarin yar1 Omrii ve aktivitesini diizenleyerek etkisini gosteren kiiglik
molekiiller bulunmaya calisilmaktadir. Bu molekiillerin kanser ve diyabet tedavisi i¢in
kullanilabilecegi diistiniilmektedir. Bizim de yaptigimiz ¢alismada kullandigimiz M47
molekiilii, Cry proteininin yarilanma Omriinii azaltip yikimmi saglayarak etkisini
gostermektedir ve bu yolla kanser tedavisinde yararli bir ajan olabilecegi

diistiniilmektedir.

2.4.Toksikoloji Bilimi ve Toksik Etkiler

Toksikoloji kimyasallarin biyolojik sistemler iizerindeki olumsuz ya da yan etki
olarak adlandirilan etkilerini inceleyen multidisipliner bir bilimdir. Toksikoloji ilaglarin
yan etkileri ve ilaglarin hastalar tizerindeki terapotik etkileriyle ilgilenmektedir ve son
yillarda artan iretim faaliyetleri sonucunda endiistride kullanilan kimyasallarin
insanlara ve ¢evreye etkileri artmaktadir. Kimyasallarin ¢evreye ve insanlara etkileri de
toksikolojinin konular1 arasindadir. Toksikoloji biliminin 6nemli gérevlerinden biri de
belli standartlardan yararlanarak halk sagligini baz1 olumsuz etkilerden korumaktir. Bu
amacla cok cesitli kimyasallarin toksik etkileri arastirilir ve eger bu kimyasallarda
toksik etki belirlenirse kimyasalin liretimi, kullanim1 ve imha edilmesi kontrol altinda

olmalidir (Eaton ve Gallagher, 2010).



24

Canlilar ¢ok ¢esitli sentetik ve dogal kaynakli kimyasallara maruz kalmakta ve
bu maruziyet miktar1 yillar igerisinde giderek artmaktadir. Zararli kimyasallara
maruziyetler ¢evresel temaslar araciligiyla olusur ve direkt ve indirekt temaslar
nedeniyle bu kimyasallara maruziyet, aylar hatta yillar1 bulabilen uzun stireler stirebilir.
Bu tiir maruziyetler diisiik dozda ve uzun siireli oldugundan ayni kimyasala kisa siireli
ve yiiksek doz maruz kalinmasiyla karsilastirildiginda etki olarak daha farkli sonuglara
sebep olabilmektedir. Bu kronik maruziyet olarak adlandirilan maruziyetlerin etkileri
modern toksikolojik yontemler kullanilarak degerlendirilebilmektedir (Eaton ve

Gallagher, 2010; Vandivort ve Eaton, 2014).

2.5. Toksisite Testleri

Toksisite testleri, toksik bir maddenin olusturabilecegi toksik etkilerin sistematik
bir sekilde degerlendirilmesidir. Toksisite testleri akut, kronik, subakut ve subkronik
testler olmak iizere gruplara ayrilir ve yeni ilag olma {imidi tasiyan molekiillerin
bulunma asamasinda gerceklestirilmesi gereken rutin testlerdir. Ilaclarin piyasaya
cikabilmesi ic¢in toksisiteleri yoniinden yliksek derecede kamit gerektirdigi i¢in bu
arastirmalar bir¢ok ilacin piyasaya ¢ikmasina engel olarak kabul edilebilir. Ancak bu
sayede zararli ve ayni zamanda etksiz olan ilaglarin piyasaya ¢ikmast onlenmis olur
ancak yapilan siki kontroller bazi yararli ajanlarin onay almamasina sebep olabilir.
Ornegin, propulsid piyasa isimli ilacin etkin maddesi olan sisaprid kalp ritmini
etkileyerek dliime sebep olmustur ve bu sebeple ila¢ piyasadan kaldirilmistir. Ancak bu
ilacin serebral palsili hastalarda sindirime destek olmada basarili oldugu goriilmiistiir o
yiizden bazi durumlarda ciddi toksitlere neden olabilen ilaglar bile farkli endikasyon ve

amagclarla daha diisiik dozlarda kullanilabilir (Vandivort ve Eaton, 2014; Kumar ve ark.,

2018; Fischer ve ark., 2020).

Toksisite testleri genellikle deney hayvanlari kullanilarak yapilmistir ve bu
testlerde ¢ok cesitli tiirler kullanilmistir. Genellikle tercih edilen tiirler sigan ve fare gibi
kemirgenlerdir ancak bunun yaninda daha biiyiik tiirler de (tavsan ve kopek gibi) bazi
deneylerde tercih edilmistir. Ayrica bazi calismalarda bakteriler, bitkiler ve bazi
omurgasiz hayvanlar da kullanilmistir. Toksisite testleri 6nemli faydalar saglamaktadir
ve genellikle hayvanlar iizerinde yapilmasi tercih edilmektedir. Bu faydalardan bazilar
sunlardir: Toksik maddeye maruziyetin ve maruz kalma siiresinin rahatlikla

belirlenebilmesi, kolay kontrol edilebilmesi ve eger hayvanlar sakrifiye edilecekse tiim
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dokularda ilacin etkilerini gorebilme firsati bu faydalar arasinda sayilabilir. Ancak son
yillarda, yeni baz1 yontemler de uygulanarak kullanilacak hayvan sayisinin diistiriilmesi
hedeflenmistir.  Bu alternatif yontemler kullanilacak hayvan sayisin1 azaltmayi,
hayvanlarin deney sirasindaki refahini artirmayir ve eger miimkiinse deney hayvani
kullanilmadan yerine baska yontemler kullanilmasini hedeflemektedir (Erkekoglu ve

ark., 2011; Arome ve Chinedo, 2013; Worth, 2019).

2.5.1. Akut Toksisite Testleri

Akut toksisite, madde veya ilacin 24 saat zaman araliginda tek doz veya ¢oklu
doz olarak uygulanmasindan sonra aniden ya da kisa siire sonrasinda olusan olumsuz
etkilerdir. Akut sistemik toksisite testleri uygulanarak bu olumsuz etkiler degerlendirilir.
Akut toksisite testleri bu doza bagimli olan yan etkileri géstermesi agisindan énemlidir.
Buna ¢k olarak, akut toksisite testleri, 6lim insidansi gibi akut toksisitenin en énemli
belirtegleri dahil olmak iizere akut toksisite olustugunu gosteren biitiin bilgileri agiga
cikarmast agisindan da kritik 6nemdedir (Chinedu ve ark., 2013). Akut toksisite

testlerinin yapilmasindaki amagclar su sekilde siralanabilir:

e Test edilecek maddenin toksisite derecesinin nicel olarak ifade edilmesi,
ve diger toksik maddelerle test maddesinin toksisite yoOniinden

kiyaslayabilmek ( Toksik maddenin LD50 degerinin belirlenmesi),

e Toksik maddenin zarar verip hasar olusturabilecegi organlarin tespit

edilebilmek,
e Toksik etkinin geriye doniistiirtilebilir olup olmadigini saptayabilmek,

e insanlarda tek doz olarak kullanildiginda giivenilir doz araliginm

belirleyebilmek
e Kronik toksisite caligmalari i¢in bilgi saglamak,
e Olusabilecek toksisiteye dayanikli ve duyarl tiirleri tespit edebilmek,

e Toksik maddeye temas veya oral olarak alinmasi sonucu olusabilecek
klinik semptomlar1 tespit etmek ve olas1 zehirlenme vakalarinda
doktorlarin teshis ve tedavi protokolii olusturmalari i¢in bilgi saglamaktir

(Eaton ve Gallagher, 2010; Colerangle, 2013; Sass, 2020).
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Akut toksisite testleri, LDsg (Lethal doz 50) ve 6liim orani gibi dnemli toksisite
belirtegleriyle iligkilidir. Maddenin uygulanmasindan sonra gerceklesebilecek dliimlerin
orant net bir sekilde belirlenmek istenirse bunun i¢in LDsp degeri kullanilir. Akut
toksisitede Oonemli bir kriter olan LDsp, test edilen maddenin uygulanmasiyla deney
hayvanlarmin %50’sini 6ldiirdiigii kabul edilen doz olarak tanimlanmaktadir (Walum,
1998; Akhila ve ark., 2007). Trevan 1927 yilinda LDsq toksisite testlerini ilk olarak
yapmustir. 1970°li yillara gelindiginde ise LDsp iizerinden yapilan toksisite testleri,
ilaglar ve birgok kimyasal i¢in uygulanmasi bir zorunluluk haline gelmeye baslamistir.

Bu teste 100’e yakin hayvan kullanilmasi gereklidir (Botham, 2002).

LDsp calismalarinda deney hayvanlarinda genellikle tiir olarak fare ve siganlar
tercih edilir. Caligmalar her iki cinsiyetde de yapilmaktadir. Bu calismalarda, test edilen
maddeyi insanlarin aldigi uygulama yollar1 daha ¢ok tercih edilmektedir. Dozlama
yapildiktan sonra o6zellikle ilk 24 saatte hayvanlarda gozlenen degisiklikler ve dliimler
dikkatle takip edilir ve 6liim gozlenirse mutlaka kayit altina alinir. Bu gézlemler 14 giin
boyunca devam ettirilir ve farkli dozlarda uygulama yapilan deney hayvanlarinda
gozlemlenebilecek davranis degisiklikleri ve klinik belirtiler takip edilir. Bu
calismalarin son agsamasinda genellikle deney hayvanlariin timii sakrifiye edilir ve bu
asamada maddenin uygulanmasiyla birlikte etkilenen organlarda olusabilecek lezyonlar
nekropsi yapilarak gozlemlenir. Histopatolojik yontemler kullanarak da olusabilecek
organ hasarlar1 tespit edilmis olur. Ayni zamanda hayvanlardan alinan kan ile
hematolojik ve biyokimyasal analizler yapilir. Boylece histopatolojik, biyokimyasal,
hematolojik analizler ve morfolojik gozlemler yapilmis olur (Walum, 1998;

Parasuraman, 2011).

Insanlarin kullanabilecegi ilag ve diger kimyasal maddeler i¢in akut toksisite
testleri gereklidir. Clinkii maddelerin toksisitesinin insan kullanimina uygunlugunun
degerlendirilmesi gereklidir. Akut toksisite testleri ¢ogu zaman kimyasal maddelere
uygulanan ilk toksisite testleridir. Bu testlerin sonrasinda maddenin 6zelliklerine gore
daha ileri testler uygulanabilir (Erhirhie ve ark., 2017). Akut testlerde sonucu tespit
edilen LDsp degerlerine gore kimyasallarin toksisite dereceleri degerlendirilmektedir.
Bu degerlerdirmede kullanilan LDsg’nin kritik seviyeleri ve bu degere denk gelen

toksisite seviyesi asagidaki tabloda (Tablo 2-1)’de gdsterilmistir.
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Tablo 2-1: LDs, degerlerine gore kimyasallarin toksisite seviyeleri - Erhirhie ve ark.
(2017)’den degistirilerek.

LDsy degerleri Toksisite Seviyesi

5 mg/kg Cok toksik

5-50 mg/kg Yiiksek Seviyede toksik
50-500 mg/kg Orta Seviyede toksik
500-5000 mg/kg Az seviyede toksik
5000-15000 mg/kg Toksik olmayan
15.000mg/kg Zarar1 olmayan

Kimyasal maddenin LD50 degeri Smg/kg’dan daha kiigiik bir degerse bu kimyasalin toksisite seviyesi ¢ok toksik
olarak adlandirtlir. Eger kimyasal maddenin LD50 degeri 15.000 mg/kg’dan daha biiyiik bir degerse kimyasal
maddenin toksisite seviyesi zararsiz olarak adlandirtlir. Buna goére, 5-15.000 mg/kg arasindaki LD50 degerlerine
sahip kimyasallarin toksisite seviyeleri bu tabloyla agiklanmistir.

2.5.1.1. Klasik Akut Toksisite Testlerine Alternatif Metodlar

OECD (Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii) 1981°de yaymladig kilavuzda
LDs testleriyle ilgili baz1 degisiklikler yaymnlamistir. LDsg testlerinde kullanilan doz-
olim egrisine bu kilavuzda yer verilmemistir. Bu farkli metodlar sayesinde LDsp
degerinin belirlendigi testlerde bir tiir i¢in test edilmesi gereken yiiz deney hayvanina
kadar c¢ikabilen say1 diisiiriilmiistiir. Bu ¢alismalarda her bir doz grubunda bes adet
deney hayvani bulunacak sekilde farkli dozlardan olusan {i¢ adet doz grubu
belirlenmektedir. Diger cinsiyet icinde bu calisma tekrarlanir. Dozlar daha once
yapilmig caligmalara bakarak belirlenir. Dozlarda da verilebilecek en yliksek doz 2000
mg/kg olarak belirlenmistir. Bu ¢alisma, LDsg testlerine yaptigi kisitlamalardan dolay:

limit testi olarak adlandirilmaktadir (Erkekoglu ve ark., 2011; Walum, 1998).

Limit testi olarak adlandirilan test ile birlikte OECD bagka kilavuzlarda
yaymlamis ve bu kilavuzlarda klasik akut toksisite testlerinden farkli metodlar
belirlemistir. Bu metodlar sabit doz metodu, akut toksik smiflandirma metodu ve
yukari-agag1r metodudur. Bu metodlarla testlerde kullanilan deney hayvani sayis1 5 ila 9

hayvana kadar diistiriilmiistiir (Strickland ve ark., 2018).

Sabit Doz Metodu: 1984 yilinda ingiliz Toksikoloji Dernegi akut toksisite
testlerine alternatif bir yaklagim oOnermistir. Bu metod yapilan in vivo calismalarda
denenmis ve kabul gormiistiir. Bunun iizerine 1992 yilinda yayinladigi OECD 420
kilavuzuna eklenmistir. Bu yontemde 5, 50, 500 ve 2000 mg/kg sabit olarak belirlenmis
dozlardan biri segilerek ilk doz olarak deney hayvanlaria uygulanir. Bu sabit dozlardan

biri segilerek ilk doz olarak deney hayvanlarina uygulanir. Doz se¢iminde toksik
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etkilerin gozlemlenebilecegi ama Oliime neden olmayacak doz secilmeye calisilir.
Uygulanan dozda 6liim goézlenirse daha diisiik doza gecilerek devam edilir. Eger higbir
etki goriilmezse de daha yiiksek doz uygulanarak deneye devam edilir. Bu yontemde
bes disi ve bes de erkek olmak iizere on deney hayvan kullanilir. Doz diizeyleri sadece
bir kere uygulanir ve bu yontemde kullanilan deney hayvani sayis1 40’1 gegmemelidir.
Bu metodda olim goriilen dozun tespiti hedeflenmemektedir. Uygulanan sabit
dozlardan bazilarinda toksisite belirtilerinin tespit edilmesi amag¢lanmaktadir (OECD,

2001; Stallard ve Whitehead, 1995).

Akut Toksik Siniflandirma Metodu: 1k haliyle 1996 yilinda yayinlanmis olan
akut toksik smiflandirma metodu OECD 423 kilavuzunda agiklanmistir. Bu metodda
uygulanan her doz i¢in ayni cinsiyetten {i¢ deney hayvan kullanilir. Dozlama
yapildiktan sonra ii¢ hayvanda goriilen 6lim sayisina gore diger doza gegilir. Doz
uygulandiktan sonra hayvanlarda ikiden fazla oliim gorilirse daha diisiik doza
gecilirken ikiden az oliim goriiliirse daha yiiksek doza gegilir. Yiiksek ya da diisiik
dozlarda ekstra iic hayvan daha kullanilir. Bu testin amacit kimyasal maddeleri

toksisiteleri agisindan siiflandirmaktir (OECD, 2001; Walum, 1998).

Yukari-Asagi Metodu: Bu metod Dixon ve Mood tarafindan 1948 yilinda
bulunmustur. Bu metodda baslangic dozu olarak daha Once yapilmis ¢aligmalarda
belirlenen LD50 degerinden daha diisiik bir doz kullanilmalidir. Eger ¢aligma yapilacak
madde ile ilgili higbir veri yoksa ilk doz olarak 175 mg /kg dozu kullanilabilir. Bir
hayvana ilk doz uygulanarak baslanir ve iki doz arasinda en az 48 saat beklenir. Bu
siirede doz uygulanan hayvanlarin durumlar1 gbézlemlenir. Eger bu siirede hayvanin
oldiigii goriiliirse bir sonraki hayvana daha diisiik doz verilir. Eger bu siirede hayvanin
yasadig1r goriiliirse bir sonraki hayvana daha yiiksek bir doz uygulanir. Test edilen
maddenin LDsp degerine yaklasildiginda veya madde igin bir giiven araligi tespit
edildiginde test sonlandirilir. Bu metodda testlerde kullanilan deney hayvani sayisi
genellikle dordii gegmemektedir ve testlerde disi siganlar daha ¢ok tercih edilmektedir
(OECD, 2008; Cunny ve Hodgson, 2004; Bruce, 1985). Bu testte yaklasik olarak LDsg
degerini belirleyebilmek, 6liim oranlar1 hakkinda bilgi sahibi olmak ve ilaglarin giivenli
kullanabilecegi doz araliklarinin belirlenmesi amaglanmaktadir (Cunny ve Hodgson,
2004).



29

2.5.2. Maksimum Tolere Edilebilir Doz (MTD) Cahsmasi

MTD dozu deney hayvanlarinda mortalite olusturmayan ancak belirgin derecede
toksisiteye neden olabilecek en yiiksek doz olarak tanimlanmaktadir. Bir kimyasalin
toksisite seviyesi ne kadar yiiksek olursa o kimyasalin MTD’si o kadar diisiik
degerlerde olmaktadir (Berlo ve ark., 2022; Amerikan Ulusal Arastirma Konseyi, 1993).
Zhang ve ekibi tarafindan Inauhzin molekiilii i¢in farelerde MTD ¢alismasi yapmaistir.
Inauhzin, p53’i aktive ettigi i¢in anti-kanser tedavide kullanilmasi hedeflenen bir
molekiildiir. Bu ¢alisma ti¢ adet doz grubu ve bir adet kontrol grubu olmak {izere toplam
yirmi dért farede yapilmistir. Oncesinde dort ayr1 doz tek doz olarak uygulanmistir. Bu
sayede ana calismadaki dozlar belirlenmeye calisilmistir. Molekiil bes giin boyunca tek
doz olarak farelere i.p yol ile uygulanmistir. Bu ¢alismada analiz yontemi olarak
biyokimyasal, hematolojik, histopatolojik analizler kullanilmigtir.  Analizlerin
sonucunda elde edilen veriler, mortalite oranlari, hayvanlarin viicut agirliklarindaki
degisiklikler ve hayvanlarda goriilen davranis degisiklikleri degerlendirilmistir. Bu
calisma ile Inauhzin molekiiliiniin toksik etkileri ve MTD’si belirlenmeye calisilmistir
(Zhang ve ark., 2015). Calismada kullanilan deney plani, MTD ¢alismalar i¢in tipik bir

Ornektir.

Madde veya ilag, MTD’nin altinda bir dozda uygulandiginda deney
hayvanlarinda 6liim goriilmesi beklenmemektedir. Viicut agirliklarinda ise az miktarda
diisiis goriilebilir. MTD dozu asildiginda ise mortalite goriilebilir ve viicut agirliklarinda
belirgin bir azalmayla birlikte ciddi derecede toksisite belirtileri tespit edilir (Gad,
2014). EPA’nin (Amerika Cevre Koruma Ajansi) belirledigi MTD ile ilgili kriterlere
gore, viicut agirligindaki azalma miktar1 yiizde onu gegtiginde MTD dozu asilmis
olmaktadir. Bu kriterlere gore ayni1 zamanda patoloji sonuglarinda goriilebilecek
lezyonlarda MTD dozunun asilmis oldugunu gostermektedir (Cunny ve Hodgson,
2004).

MTD genellikle ila¢ gelistirme asamasinda faz 1 deneylerinde kullanilmaktadir.
Ozellikle kanser gibi hastaliklarin tedavisinde bu dozun kullanimu tercih edilmektedir.
Ciinkii ciddi hastaliklarin tedavisinde etkili sonucun alinabilmesi i¢in ilaglarin genelde
yiiksek dozda regete edilmesi tercih edilmektedir. Bu tiir hastaliklarin diginda kronik

hastaliklarda kullanilan ilaglarda bu doz seviyesi ancak tedavide yarar saglayacagina
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dair bilgi varsa kullanilabilir. Ciinkii, yliksek dozlarin kullanimi ile yan etki goriilme

olasilig1 artmaktadir (Chevret, 2014; Stampfer ve ark., 2019).

Oliime kadar gidebilen ciddi toksik etkilerin olusmamasi ve bu toksik etkilerin
hangi dozdan itibaren goriilebileceginin tespit edilebilmesi g¢ok kritiktir. Toksisite
acisindan riskli dozlarim tespit edilebilmesi ve ilaglarin glivenli bir aralikta
kullanilabilmesi acisindan MTD c¢alismalart olduk¢a Onemlidir. Ayrica MTD

caligmalar1 kronik testlerde uygulanacak dozlarin belirlenmesine yardimei olmaktadir.

2.5.3. Subakut Toksisite Testleri

Subakut toksite testleri genellikle on dort giin uygulanir. Test edilen maddenin
uygulama yolu secilirken insanlarin daha ¢ok kullandig1 uygulama yolu tercih edilir. Bu
testlerde tiir olarak daha ¢ok fare ve sican kullanilir ancak daha biiytik tiirler de (kopek
gibi) tercih edilebilir. Ug farkli doz belirlenerek deney hayvanlarina uygulanir. Bu
dozlar belirlenirken test edilen madde i¢in daha dnce yapilmis LDsy ¢aligmalarindan
yararlanilir. Sicanlarda ya da farelerde bu testler uygulaniyorsa bir doz igin genellikle
bir cinsiyetten on hayvan kullanilir. Eger kdpeklerde bu test uygulaniyorsa genellikle
bir dozda bir cinsiyetten dort hayvan kullanilir. Madde uygulandiktan sonra bazi
analizler yapilir ve hayvanlarin klinik durumlar degerlendirilir. Deney sonunda
hayvanlar sakrifiye edilip ve alinan dokular iizerinde histopatolojik ¢alismalar yapilir.
Bu test ile uygulanan maddenin toksisite belirtileri tespit edilir ve daha sonra
yapilabilecek subkronik ve kronik testler i¢in veri olusturulur. (Saygi, 2003; Eaton ve
Gallagher, 2010).

2.5.4. Subkronik Toksisite Testleri

Subkronik toksisite testleri doksan giin siliren testlerdir. Viicutta birikme
egiliminde oldugu diisiiniilen maddeler i¢in bu test uygulanabilir. Bu tiir maddeler akut
toksisite olusturmayabilir ancak bu tiir maddelerde kronik toksisite goriilme olasilig

cok yiiksektir (Saganuwan, 2017).

Subkronik toksisite testleri iki tiir tizerinde uygulanir ve uygulama yolu olarak
genelde oral yol tercih edilir. Bu testler {i¢ doz olarak uygulanir. Deney sonunda istenen
analizler yapilir ve deney hayvanlarinda sakrifikasyon gergeklestirilir (Eaton ve

Gallagher, 2010).
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Subkronik toksisite testleri, test edilen maddelerin kronik toksisiteleri hakkinda
fikir verir ve ayrica maddenin verilmesiyle toksik olarak etkiledigi organlar hakkinda
bilgi verir. Kronik toksisite ¢alismalari i¢in de bir 6n ¢alisma saglamaktadir (Cunny ve
Hodgson, 2004).

2.5.5. Kronik Toksisite Testleri

Kronik toksisite testi, toksik etkili maddelerin ¢ok uzun siireli kullanimda ortaya
cikan toksik etkileri degerlendirmek i¢in kullanilan bir toksisite testidir (Saygi, 2003).
Bu testler iki tiir lizerinde yapilir. Bu tiirler genellikle biri fare ya da sigan diger tiir ise
kopek olarak tercih edilir (Rang ve Hill, 2013). Madde, hayvanlarin yemlerine ve
suyuna karistirmak veya hayvanlarin soluyabilecegi gaz olarak verilmektedir.
Uygulama yolu olarak gavaj daha az tercih edilir (Cunny ve Hodgson, 2004).

Bu testler yiiksek derecede birikme egilimi gosterebilecek maddeleri ve
subkronik calismalarin yapilma siiresi olan 90 giinliik siirede tespit edilemeyecek,
gecikmis toksik etkileri belirlemek icin yapilir. Kronik testlerde verilecek dozlarin
belirlenmesini yapilan MTD calismalar1 saglamaktadir (Eaton ve Gallagher, 2010).
Segilen dozlardan biri genellikle belirlenmis MTD dozudur. Diger iki dozda ise
MTD’den daha diisiik olan dozlar se¢ilir. Yapilan testler sonucunda olusan toksisitenin
analiz edilebilmesi igin diger toksisite testlerinde oldugu gibi biyokimyasal ve
hematolojik analizler gergeklestirilir. Ayrica, deney hayvanlarinin hepsi sakrifiye
edilerek histopatolojik analiz yapilir. Bu testlerde, hayvanlarin bir kisminin deneyin
sonu beklenilmeden belirli siire araliklarinda sakrifiye edilmesi de tercih edilebilir

(Cunny ve Hodgson, 2004).

Insanlarda siirekli ilag kullanimi1 gerektiren hastaliklarda (hipertansiyon,
hipotiroidi, diyabet gibi) kullanilan ilaglarin toksitelerinin belirlenmesinde kronik

toksisite testlerinin yapilmasi olduk¢a 6nemlidir (Aladag, 2005).

2.5.6. Diger Ozel Amaclarla Yapilan Toksisite Testleri
Bu testler; spesifik amaglara yonelik yapilan toksisite testleridir. Karsinojenite
testleri, lireme toksisitesi testleri, teratojenitenin belirlendigi testler, bazi aler;ji testleri ve
spesifik organlar iizerine yapilan toksisite testleri belli bir amaca yonelik yapilan

toksisite testleridir (Saygi, 2003).
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Karsinojenite testleri kronik testlerde yapilan benzer deney prosediirlerini igerir.
Bu testlerde daha fazla sayida (elliyi asan) deney hayvani kullanilir ve testlerin
uygulanma siiresi kronik toksisite testlerinde oldugu gibi uzundur (Cunny ve Hodgson,
2004). Maddenin kanserojenite seviyesini kategorize etmek i¢in MTD prosediiriiniin
deney hayvanlarinda denenmesi son yillarda yetkililer tarafindan talep edilmektedir

(Carr ve Kolbye, 1991).

Ureme toksisite testleri, her iki cinsiyet icinde kimyasal maddelerin iireme
fonksiyonlarina yapacag toksik etkilerin degerlendirildigi testlerdir. Bu testlerde deney
hayvani olarak si¢an tercih edilmektedir (Sachana ve Hargreaves, 2012).

2.6. M47 Molekiilii

2.6.1. M47 Molekiiliiniin Fizikokimyasal Ozellikleri

M47, sar1 ve agik sar1 renkte bir tozdur. M47, suda ¢6ziinmez ve erime noktasi
190-194 (°C) araligindadir. Molekiiliin kloroformda ve DMSO’de ¢oziindiigli tespit
edilmistir. Molekiiler agirligi 471 gramdir. M47°nin acik kimyasal ad1 kimyasal ad1 11-
(4-klorofenil)-4-(2,3-dihidro-1H-indol-1-karbonil)-3,11-dimetil-5,10-dioksatrisiklo
[7.4.0.0,2,6]-trideka-1,3,6,8-tetraen-13-on’dur.

Prof. Dr. Halil Kavakli ve ekibi tarafindan yapilan caligmalarda M47 ismiyle
kullanilmistir. Tlag olarak veya baska amaglarla kullanimi herhangi bir saglik otoritesi
tarafindan onaylanmamistir. Yapilacak toksikolojik ve farmakokinetik calismalar
molekiiliin etki ve yan etki profilinin tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in Onem

tagimaktadir.

2.6.2. M47°nin Molekiiler Formiilii
M47°nin molekiiler formiilii (Sekil 2.5)’de gdsterilmistir.
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Sekil 2-5: M47 molekiiliiniin acik kimyasal formiilii - Giil ve ark., 2022°den.

2.6.3. M47 ile Yapilan in Vitro Cahsmalar

M47 molekiilii, yapt bazl ilag tasarimi kullanarak bulunmustur. Calismalarda
Cryl geninin kristal yapisina gore ¢ok sayida molekiill taranmistir. Bu caligmalarda
molekiiller taranirken osteosarkoma hiicrelerinde belirlenen molekiiller toksisite ve
sirkadyen ritme etkileri agisindan denenmistir. Caligmalar sirasinda sirkadyen periyodun
uzunluguna etki edebilecek ¢ok sayida molekiil tespit edilmistir. Fibroblast hiicrelerinde
her iki alt tiir Cry nakavt oldugunda M47’nin etki gostermedigi ortaya konulmustur.
Yine belirli hiicrelere M47 molekiili verildiginde Cryl’in yarilanma omriinii verilen
doza bagl olarak azalttigi, Cry2’nin ise yarilanma Omriinde herhangi bir degisiklik
olusturmadig goriilmiistiir. Boylece M47 molekiiliiniin Cryl spesifik olarak baglanip
etkisini gdsterdigi kanitlanmustir. In vitro ¢alismalarda M47°nin Cryl’e FAD baglanma
bolgesi lizerinden baglanmast test edilmistir. Ayrica M47’nin Cryl {izerinden
degredasyonu sagladigi protein analizleri ile test edilmis ve kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda degradasyonun yiiksek oldugu kanitlanmistir. Sonug olarak yapilan
toksisite calismalari ve analizlerle taranan iki milyon molekiil arasindan en uygun

molekiil adaymin M47 oldugu belirlenmistir (Giil, 2019; Giil ve ark., 2022).

2.6.4. M47 ile Yapilan In Vivo Calismalar
P53 geni timor baskilayici faktor olarak adlandirilmaktadir ve P53 geninde bir
mutasyon goriilmesi durumunda hiicrelerde kanser goriilme riski artmaktadir. Ancak

Prof. Dr. Aziz Sancar ve grubu tarafindan yapilan aragtirmada, P53 mutasyonu goriilen
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farelerde Cry geni de nakavt oldugunda beklenilenin aksine kanserli hastalarda sag

kalim siiresinin arttig1 gozlenmistir (Oztiirk ve ark., 2009).

Yapilan baska bir ¢alismasa p53 nakavt olan farelerde gerceklestirilmistir. 50
mg/kg dozda M47 i.p olarak p53 nakavt olan farelere uygulanmis ve M47’nin p53
nakavt farelerde ortalama yasam siiresine etkisi gosterilmek istenmistir. M47 ile tedavi
edilen p53 nakavt farelerin ortalama yasam Omriiniin 29,5 hafta, p53 nakavt olan
farelerin ise ortalama yasam Omriiniin 24 hafta oldugu bulunmustur. Buna gére M47
uygulamasinin p53 nakavt farelerde hayatta kalma oranini arttirdigi tespit edilmistir.
Karaciger hiicrelerinde = M47°nin etkisinin denendigi bir baska caligmada M47
uygulanan fare karaciger hiicrelerinde Cryl diizeylerinde azalma oldugu goriilmiistiir.
Ayrica oksaliplatin ile kullanildiginda ilacin antikanser etkinligini artirdigi bulunmustur
(Gl ve ark., 2022). Bu sonuglardan yola ¢ikilarak Cry proteinin kararliligini azaltan
molekiillerin kesfi dogrultusunda calismalar yapilmistir. M47 molekiiliiniin P53
mutasyonunun goriildiigii kanserlerin tedavisinde ilag olarak kullanilabilecegi

diisiiniilmektedir. (Gtil, 2019).

2.6.5. M47 Molekiiliinde Yapilan Farmakokinetik ve Toksikolojik Calismalar

2.6.5.1. M47’nin Deney Hayvanlarindaki Farmakokinetinegi

Disi farelerde yapilan bir ¢alismayla M47’nin farmakokinetik parametreleri
belirlenmistir. Yapilan c¢alismada, M47 molekiili 100 mg/kg dozu bir kez
uygulandiktan sonra deney hayvanlarindan belirli saatlerde kan alinmistir. Alinan kanlar
cesitli prosediirlerden gecirildikten sonra analitik yontemler kullanilarak analiz
edilmistir. M47°nin yarilanma Omriiniin yaklasik olarak 6 saat oldugu belirlenmistir.
AUC(., degeri 4926 ng.sa/ml  bulunmustur. M47°’nin  kandaki maksimum
konstrasyonuna ulagmasi igin gereken siirenin (tmas) 2-4 saatleri arasinda oldugu
bulunmusgtur. M47°nin kandaki maksimum konstrasyonu 1150.5 ng/ml, eliminasyon
sabiti ise (Ke) 0.127 1/saat olarak hesaplanmistir. Ayrica bu ¢alismada M47°nin SSS’ye
gecip gegemedigi beyin dokusunda incelenmistir. Uygulama yapildiktan sonra ayni
prosediir izlenerek beyin dokusundan kan alinarak analiz edilmistir. Analiz sonucunda
beyin dokusunda M47 molekiiliiniin konsantrasyonu saptanmistir. Sonug olarak M47

molekiilii kan-beyin bariyerini gegebildigi tespit edilmistir (Giil, 2022).
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2.6.5.2. M47’nin Deney Hayvanlarindaki Toksisite Profili

M47°nin toksisite seviyesini 6l¢ebilmek i¢in farelerde bir ¢alisma yapilmistir.
Fareler dort doz grubuna ayrilmis ve her bir gruptaki farelere bu dort dozdan biri i.p
yolla ve tek seferde uygulanmistir. 1000 mg/kg yiiksek doz uygulanan hayvanlarda;
hipotermi, nefes alma giigliigii, lokomotor aktivitede azalma ve kambur durus gibi ciddi
toksisite semptomlar1 goriilmistiir. Daha diisiik dozlarin uygulandigi hayvanlarda
herhangi bir olumsuz semptom goriilmemistir. Viicut sicakligi oOlgiimlerinde, 300
mg/kg dozunun uygulanmasini takiben ilk saatlerde viicut sicakliginda hafif bir diisme
oldugu belirlenmistir. Daha diisilk dozlarin  uygulandigi gruplarda ise viicut
sicakliginda anlamhi bir diisiis goriilmemistir. Ayrica, dozun uygulandigr ilk giin
ozellikle 300 mg/kg doz grubunda olmak iizere hayvanlarin canl viicut agirligiklarinda
kayip yasandigi goriilmiistiir. Sonuc¢ olarak M47°nin farelerde uygulanmasinda,
hayvanlarda bazi davranis degisiklikleri, viicut agirligt ve wviicut sicakliklarinda
diismeler gibi bazi toksisite gdstergeleri belirlenmistir. Benzer toksisite belirtileri ayni

calismanin 5 giin tekrarl doz uygulamasinda da gériilmiistiir (Giil, 2022).

2.6.6. M47’nin Genel Toksik Etkilerinin Siiflandirilmasi

Is saghig ve Giivenligi idaresi (OSHA), Mart 2018°de maddelerin yapabilecegi
dermal iritasyon ve toksisite etkilerine goére bazi siniflandirma kriterleri belirlemistir.
M47 molekiili  bu siniflandirmada 2.kategoride bulunur. Kategori 2 iritasyon
derecesinde, uygulamadan sonra en az iki deney hayvaninda hiperkeratoz ve pullanma
goriilebilmektedir (OSHA, 2018). OSHA tarafindan Mart 2018’de maddelerin gozde
olusturabilecegi toksik etkiler acisindan bazi siniflandirma kriterleri belirlemistir. M47,
bu kriterlere gore siniflandirildiginda yine 2. kategoride yer almaktadir. Kategori 2
toksisite derecesinde, test edilen ii¢ deney hayvanindan ikisinde gozde toksisite
goriilebilir (OSHA, 2018). OSHA, Mart 2017°de bu sefer tek doz uygulama sonucu
hedef organlarda goriilebilecek toksitenin siniflandirabilmesi igin bazi Kriterler
belirlemigtir. Bu kriterlere gore M47 3.kategoride yer almaktadir. Maddenin
uygulanmasindan kisa bir siire sonra bas donmesi, uyusukluk ve solunum yollarinda
hasar olugsmasi gibi olumsuz etkilere bakilarak bu derecelendirme yapilmistir (OSHA,

2017).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahsmada Kullanilan Deney Hayvanlarinin Secimi ve Yasam Kosullar:
Calismamizda, [U Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisiinde (Aziz
Sancar DETAE) Laboratuvar Hayvanlari1 Bilimi Anabilim Dali’na bagli Deney Hayvani
Uretim ve Saflastirma Boliimiinden 8 haftalik, 140-180 gram canli araliga sahip Wistar
soyu disi siganlar kullanilmistir. Deneysel asamada, hayvan refahi bakimindan tiirlerine
uygun polistiren kafeslerde barindirilan siganlara ideal ortam kosullar1 (21£2°C
sicaklik, %40-60 bagil nem ve 40 likslik 151k siddeti) saglanmistir. Hayvanlar ad
libitum tarzda standart pellet yem ve ¢esme suyu ile beslenmislerdir. Deney siiresince
sicanlara herhangi bir yem ve su kisitlamasi1 yapilmayip, sakrifikasyon isleminin bir saat
oncesinde beslenmeleri kesilmistir. Siganlar, 12 saat aydinlik (Light, L) ve 12 saat

karanlik (Dark, D) periyodunda tutularak senkronizasyonlari saglanmistir.

Yapilan deneyler, 1.U. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun (HADYEK)
03.12.2021 tarihli, 2021/38 no.lu kararina uygun olarak ve etik ilkeler dogrultusunda
gerceklestirilmistir.

3.2. Deneyde Kullanilan Malzeme ve Aletler

3.2.1. Kullanilan Kimyasal Madde ve Malzemeler
M47: (Enamine, Ukrayna)

DMSO: (Merck, Almanya)

Cremophor EL: (Merck, Almanya)

Izotonik NaClI: (Gifrer, Tiirkiye)

Ksilen: (Isolab, Tiirkiye)

Pikrik Asid: (Sigma Aldrich, Almanya)

EDTA iceren Hemogram Tiipleri: 2 mI’lik (BD Vacutainer, ABD)
Sar1 Kapakli Biyokimya Tiipleri: 5 ml’lik (BD Vacutainer, ABD)
Mikro tiipler: 1,5 mI’lik (BD Vacutainer, ABD)

ALT Analiz Kiti: (MVM, Tiirkiye)

AST Analiz Kiti: (MVM, Tiirkiye)
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Total Biluribin Analiz Kiti: (MVM, Tiirkiye)
Kreatinin Analiz Kiti: (MVM, Tiirkiye)
Sevofluran: (Abbvie, Tiirkiye)

Cozeltinin  siganlara uygulanabilmesi i¢in 2 ml’lik yesil enjektorler,
Histopatolojik analizleri i¢in iSe tespit soliisyonu, alkol, parafin blogu, lam, lamel, filtre

kagidindan yararlanilmistir.

Hayvanlara uygulanacak ¢6zeltinin hazirlanabilmesi igin spatiil, parafilm,
otomatik pipet uglari, makas, aliminyum folyo, 15 ml’lik tiipler ve bazi1 laboratuvar

malzemeleri kullanilmistir.
3.2.2. Deneyde Kullanilan Aletler
Hassas Terazi: Doku ve organ tartilmasinda kullanilan (Radwag, Poland)
Hassas Terazi: Cozelti hazirlanmasinda kullanilan (Ax200 Shimadzu, Japon)
Terazi: Sicanlarin tartilmasinda kullanilan (Dikomsan, Tiirkiye)
Rektal Termometre: (Harvard Apparatus, ABD)
Su Banyosu: (Elektro-Mag, Tiirkiye)
Girdap Karistirict: Microspin FV-2400 (Biosan, Litvanya)
Otomatik Mikropipetler: 1000 mikrolitre (Eppendorf, Almanya)
Otomatik Mikropipet: 20-200 mikrolitre ve 10-100 mikrolitre (Biohid, Finland)
Cerrahi Aletler: Makas, Pens, Portegii vb. (WPI, ABD)
Santrifiij Cihazi: WF 800 (Niive, Tirkiye)
Analizor (Biyokimya): Vet Test 8008 (MVM, Tiirkiye)
Analizor (Hemogram): Abacus Junior Vet (Idexx, ABD)
Buzdolab1 (+4° C) (Argelik, Tiirkiye)

Derin Dondurucu (-20° C) (Argelik, Tirkiye)
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3.3. Toksisite Calismasi

3.3.1. M47’nin Cozeltisinin Hazirlanmasi

Caligmamizda M47°nin siganlara i.p olarak uygulanabilmesi i¢in ¢ozelti seklinde
hazirlanmistir. Istenilen doza uygun olarak tartilan M47 molekiilii iizerine, belli
oranlarda saf dimetil siilfoksid (DMSO), Cremophor El (CrEl) ve izotonik NaCl
eklenerek ¢6zelti hazirlanmistir. M47 molekiilii sadece izotonik NaCl kullanilarak
¢oziinmedigi i¢in diger ¢oziiciilerde ¢ozeltiye eklenmistir. Biitiin doz gruplari ve kontrol
grubu ayr1 tiiplerde hazirlanmigtir. Doz gruplarinda istenilen doza gore icermesi gereken
M47 miktar1 ve formiilasyonda bulunmasi gereken c¢oziicii hacimleri (mikrolitre
biriminde) deney dncesinde hesaplanmistir. Formiilasyonda bulunan M47 molekiiliiniin
grami, deney hayvanina verilecek doza gore ve hayvanin deney yapilacak giiniin sabahi
Olciilen agirhigina gore hesaplanmistir. Deney giini M47 molekiilii hassas terazide
tartilir ve c¢oOzeltinin hazirlanacagi falkon tiipline aktarilir. Cozelti hazirlanirken
coziiclilerden ilk once DMSO otomatik mikropipet ile istenilen hacimde ¢ekilip
M47’nin bulundugu tiipe eklenmistir. Bu karigim girdap karigtirici ile bir dakika
boyunca karistirilmistir. Ustiine CrEl otomatik pipet ile ¢ekilip ayn1 tiipe eklenir ve yine
girdap karistirict ile karistirma islemi yapilir. Daha sonra ¢ozeltinin bulundugu tiip su
banyosunda 30-35° C’ de 2-3 dakika bekletilerek ¢ozeltinin iyice ¢oziinmesi saglanir.
En son ¢o6ziicli olarak NaCl otomatik mikropipet ile istenen hacimde ¢ekilir ve tiipe
eklenir. Son olarak yine girdap karistirict ile birkag dakika karistirilir. Kontrol grubu
M47 icermez. Doz grubuna eklenen c¢oziiciiler eklenerek hazirlanir. Kontrol grubu
hazirlanmasinda M47°nin tartilip eklenmesi haricinde ayni1 prosediir takip edilmis ve
ayr1 bir tiipte hazirlanmistir. Bu ¢ozelti deneyin yapilacagi giiniin sabahinda taze olarak
hazirlanmistir. Cokelti olugsmasini engellemek i¢in her uygulamadan oOnce girdap
kanigtirict ile karistirilmistir. Daha sonra sicanlarin agirligima gére uygulanacak ilag
miktar1 (enjektore c¢ekilmesi gereken) hesaplanmistir ve hesaplanan hacimde ilag

enjektdre cekilip hayvanlara i.p olarak uygulanmigtir.

3.3.1.1. Cozelti Hazirlanmasinda Yapilan Hesaplamalar

Cozelti hazirlanirken ilk olarak ¢ozeltiyi olusturan ¢oziiciiler ve etkin
maddelerin miktarlar1 hesaplanmistir. Cozelti hazirlanirken 1L ¢6ziiciide 1 mg madde
cOziinecek konsantrasyonda hazirlanmistir. Doz eskalasyon ¢alismasinda 10, 25, 100,

250 ve 300 mg/kg dozlar siganlar iizerinde denenmis ve her doz i¢in ayr1 hesaplama
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yapilmistir. Ornek olarak 10 mg/kg dozunu hazirlarken, 1000 gram igin 10 mg m47
¢oziinmesi istenir. 120 gram sigan igin oranti kurularak bu deger 2,4 mg olarak bulunur.
Cozeltide 1 L ¢oziiciide 1 mg madde olmasi istendigi i¢in 2,4 ml toplam hacimde
¢Oziicliler bulunur. M47 maddesinin ¢dziinebilmesi i¢in ¢ozeltide bulunan ¢oziiciilerin
yiizdeleri %2,5 DMSO, %15 Cremophor EL ve %82,5 NaCl olmalidir (Giil, 2019).
Toplam hacim olan 2,4 ml bu oranlara gore c¢oziiciiler arasinda paylastiriimigtir.
Mikropipetler ile ¢ekebilmek i¢in mikrolitreye ¢evrildiginde bu hacimler; 60 ul DMSO,
360 ul CrEl ve 1980 ul NaCl olarak bulunmustur. Uygulamanin yapilacagi giin ¢ozelti
hazirlanmadan 6nce deney gruplarinda bulunan sicanlar tartilmistir. Standart 120 grama
gore hesaplanmig olan M47 miktar1 ve c¢oziici hacimleri, hayvanlarin o giinkii
agirliklarina gére dogru oranti kurularak hesaplanmistir. Boylece o giin hazirlanacak
toplu cozeltideki miktarlar bulunmus olur. Diger dozlarda bulunmasi gereken m47
miktar1 ise 10 mg/kg doz iizerinden orant1 kurularak hesaplanmigtir. Her bir doz i¢in
ayr1 bir tiipte ¢dzeltiler hazirlanmustir. Istenilen dozda hazirlanmis toplu ¢ozeltiden bir
sicana uygulanacak enjeksiyon hacmi, uygulama yapilacak tek siganin agirligi
tizerinden (hacim sabit oldugu i¢in) oranlanarak bulunmustur. Bulunan bu degerler tablo
haline getirilerek uygulama oOncesi hazirlanmistir. Sicana i.p yolla yapilan
uygulamalarda ideal hacim 5-10 ml/kg, si¢anin alabilecegi maksimum hacim ise 20
ml/kg olarak belirlenmistir (Gad ve ark., 2016). Intraperitoneal uygulamada siganlara
verilebilecek maksimum hacim miktar1 asilmamustir. Belirlenen dozlarda M47 her bir
enjeksiyonda farkli enjektor kullanilarak sicanlara uygulanmistir. Boylece istenen dozda
M47 siganlara uygulanmis olur. Toplu ¢ozelti hazirlanirken %5 oraninda ¢ozelti fazla

hazirlanarak enjeksiyon sirasinda olugabilecek kayiplar 6nlenmistir.

3.3.2. Doz Eskalasyon Calismasi

M47 molekiilii ilk defa siganlara uygulanacagi i¢in tolere edilebilir dozu
belirlemek icin ilk olarak bir doz eskalasyon calismasi yapilmistir. 10 mg/kg dozunda
M47 igeren ¢ozelti iki sigana i.p enjeksiyon yoluyla verilmistir. Kontrol grubu olarak
bir adet sican kullanilmis ve M47 igermeyen basit vehikiil karigimi verilmistir. Diger
giin iki adet sigana M47 25 mg/kg dozunda, iki adet sicana da 100 mg/kg dozunda
enjeksiyon yoluyla uygulanmistir. Kontrol grubu olarak da bir adet si¢an kullanilmistir.
Ertesi giin ii¢ adet sicana M47 300 mg/kg dozunda i.p yolla verilmistir. Bu doz igin

kontrol grubu olarak bir adet sican kullanilmistir. M47, siganlara iki ml’lik enjektor



40

kullanarak uygulanmigtir. Hayvanlarin klinik durumlart ve si¢anlardaki mortalite
oranlar1 takip edilerek not alinmig ve buna gore maksimum tolere edilebilir doz

calismasi i¢in doz belirlenmesi saglanmustir.

3.3.3. Maksimum Tolere Edilebilir Doz (MTD) Cahsmasi

Calismanin ikinci kisminda doz eskalasyon g¢alismasi sonucu belirlenen dozlar
kullanilmistir. Siganlar belirlenen dozlara gore 80mg/kg, 120 mg/kg ve 300mg/kg dozu
ve kontrol grubu olmak iizere dort gruba ayrilmistir. Ilk olarak, 80 mg/kg ve 120 mg/kg
M47 dozlari liger adet sigana i.p olarak uygulanmistir. Kontrol grubunda ise ii¢ adet
sican kullanilmig ve M47 icermeyen basit vehikiil karisimi i.p yolla verilmistir.
Enjeksiyonlar saat 11.00°de olmak iizere bes giin boyunca uygulanmistir. Uygulamay1
takiben ayni giin saat 13.00 ve saat 15.00°de rektal rektal prob (Harvard Apparatus,
ABD) araciligiyla siganlarin viicut sicakliklari ve yine ayni giin saat 16.00’da siganlarin
viicut agirhiklart Olgilmistiir. Bu takipler 5 giin boyunca yapilmis ve sonuglar
kaydedilmistir. Doz eskalasyon ¢alismasinda oldugu gibi uygulamanin yapildig
giinlerde sicanlarda klinik durum takip edilmistir. Hayvanlarda mortalite goriildiigiinde

kaydedilmistir.

Deneyin son kisminda M47 300 mg/kg dozu (yiiksek doz olarak) bes adet sicana
i.p yolla verilmistir. Bu doz igin kontrol grubundaki iki adet sigana M47 igermeyen
¢Oziicii karigimi i.p yolla uygulanmistir. Bes giin boyunca diisiik dozlarda oldugu gibi
yiiksek doz grubunda da 13.00 ve 15.00 saatleri itibariyla rektal prob yardimiyla
siganlarin viicut sicakliklari, saat 16.00°da ise canli viicut agirliklart 6l¢lilmiistiir. Bu
asamada yapilan klinik gézlem, sicanlarda mortalite durumu, viicut sicakligi ve viicut

agirhigr 6l¢iim sonuglart kaydedilmistir.

3.4. Sicanlarin Sakrifiye Edilmesi

Sicanlara bes giin M47 uygulamas: yapilip iki giin beklenmistir. Sekizinci giin
MTD calismasinda kullanilan siganlarmn tiimii sakrifiye edilmistir. islemin bir saat
oncesinde sicanlarin pellet yem tiikketimine izin verilmemistir. Doz eskalasyon

calismasinda kullanilan sicanlarda sakrifikasyon islemi uygulanmamustir.

Hayvanlarin viicut agirligi 6l¢timleri M47 uygulamasi yapilmadan 6nce ve
uygulamanin yapildigr bes giin boyunca aynmi saatlerde yapilip sonuclar kayit altina

alimmistir. Ayni sekilde sakrifikasyon yapilmadan Once si¢anlarn viicut agirliklart
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Olciiliip kaydedilmistir. Daha sonra sicanlar kulak isaretlemelerine bakilarak
kafeslerinden alinip iginde sevofluran anestezik maddesinin bulundugu kaba
aktarilmistir. Bu kapta 1-2 dk bekletilerek siganlarin anesteziye girmeleri saglanmastir.
Anestezinin derecesi gozle kontrol edilmistir. Anestezinin devamliligi ise prosediiriin
her asamasinda kontrol edilmistir. Biitiin siganlar, sevofluran anestezisi altinda
torakslar1 acilip enjektor yardimiyla kalplerinin sag ventrikiilinden 5-6 ml kan
alindiktan sonra sakrifiye edilmistir. Hematolojik ve biyokimyasal analizlerin
yapilabilmesi i¢in gerekli miktarda aliman kan sirasiyla mor kapakli EDTA igeren
hemogram tiiplerine ve sar1 kapakli biyokimya tiiplerine aktarilmistir. Tiipler elde yavas
hareketlerle ters-diiz edilmistir. Nekropsi islemi yapilip gozlemler kaydedilmistir.
Ozellikle karaciger, bobrek, ince bagirsak, dalak gibi organlarda ve peritonda tespit
edilen yaygin beyaz lezyonlar not alinarak kaydedilmistir. En sonunda histopatolojik
analizde kullanilacak olan karaciger ve bobrek dokulari hassas bir sekilde gikarilmistir.
Cikarilan karaciger ve iki bobregin agirliklart tartilip kaydedildikten sonra
histopatolojik analizlerde kullanilmak {izere uygun kosullarda muhafaza edilmistir.
Daha sonra 300 mg/kg yiikksek doz uygulanan alti adet siganin da ayni yontemle

sakrifikasyonu gergeklestirilmistir.

3.5. Kullanilan Analiz Yontemleri

3.5.1. Biyokimyasal ve Hematolojik Analizler

Biyokimyasal ve hematolojik analizler, Bezmiilem Vakif Universitesinin
Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi’ne (DUAM) bagli Arastirma laboratuvarlar
ve Deney Hayvanlari Laboratuvar1 (BEDEHAL) altyapr olanaklar1 dahilinde
gerceklestirilmistir.

3.5.1.1. Biyokimyasal ve Hematolojik Analizlerde Uygulanan Islemler

Biyokimyasal analizlerde serum elde edilmesi igin santrifiij islemi yapilmigtir.
Biyokimyasal analizlerin gerceklestirilebilmesi igin hayvanlardan alinan kan
orneklerinin bulundugu godeler santrifiij cihazina dengeli bir sekilde yerlestirilerek
1000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiij islemi yapilmistir. Santrifiij sonucu elde edilen
serumlar 1,5 ml’lik steril mikrosantrifiij tiiplerine alinmig ve -80 °C’de derin

dondurucuda bekletilmistir.
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Hayvanlardan alinan kan orneklerinden elde edilen serumlarda Aspartat amino
transferaz (AST) ve Alanin amino transferaz (ALT) enzimlerinin diizeyleri enzimatik
kinetik olarak analiz Kitleri (VetTest ALT Alanine amino transferaz 12 test ve VetTest
AST Aspartat amino transferaz 12 test, MVM, Tiirkiye) kullanilarak otoanalizorde (Vet
Test 8008, MVM, Tiirkiye) tayin edilmistir. Ayn1 sekilde total bilirubin (VetTest TBIL
Total Bilirubin 12 test, MVM, Tiirkiye) ve kreatinin (VetTest CREA Creatinine 12 test,

MVM, Tiirkiye) diizeyleri de otoanalizor araciliiyla dlgiilmistiir.

Biyokimyasal analizler santrifiij islemi sonucu elde edilen serumlarda
gerceklestirilmistir. Biyokimyasal analize analiz Kitleri cihaza tek tek tanitilarak

baslanmig ve analiz otoanalizoriin kullanim talimatlarina uyularak gerceklestirilmistir.

Hematolojik analizler i¢in toplanan kan 6rnekleri, EDTA’l1 mor kapakl: tiiplere
alinmistir ve analiz tam kanda uygulanmistir. Hematolojik analizler, Abacus Junior Vet
analizoriinde (Idexx, ABD) kulanim talimatlarina uyularak gerceklestirilmis ve sonuglar

kayit altina alinmigtir.

Kullandigimiz biyokimyasal analiz cihazi analizleri numunelerde renk degisimi
olmasi ve bu renk degisiminin yogunluguna gore degerlerin hesaplanmasi esasina gore
caligmaktadir. Hemogram sonuglarinda bulunan parametreler (Tablo 3-1) ve biyokimya

sonucunda bulunan parametreler (Tablo 3-2) asagidaki tablolarda agiklanmustir.

Tablo 3-1: Hemogram testlerindeki parametreler.

Parametreler Ingilizce Ad Tiirkce Adi Gorevi

Bir kan hiicresi

WEBC White Blood Beyaz Kan cesididir. Viicut
Cell Hiicresi savunulmasinda
gorev alir.
Beyaz kan
Lymphocyte )
LYM Lenfosit hiicre

gesitlerinden
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MONO

GRA

LY%

MONO%

GR%

RBC

HGB

Monocyte

Granulocyte

Percentage of
Lymphocytes

Percentage of
Monocyte

Percentage of
Granulocyte

Erythrocyte
(Red  blood
Cell)

Hemoglobin

Monosit

Grantilosit

Lenfosit

Yizdesi

Monocyte

Yiizdesi

Grantilosit

Yiizdesi

Eritrosit

Hemaoglobin

biridir.

Beyaz kan

hiicre
¢esitlerinden
biridir.

Beyaz kan

hiicre
¢esitlerinden
biridir.

Beyaz kan

hiicre

¢esitlerinden

biri olan

lenfositlerin

kanda bulunma

yiizdesini verir.

Beyaz kan hiicre

¢esitlerinden biri

olan monositlerin
kanda bulunma

yiizdesini verir.

Beyaz kan hiicre
¢esitlerinden biri
olan
graniilositlerin
kanda  bulunma

yiizdesini verir.

Dokulara oksijen
tasinmasini
saglayan bir kan
hiicresi ¢esididir.
Eritrositlerin
icinde  bulunan

oksijenin
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HCT

MCV

MCH

MCHC

RDWc

Hematocrit

Mean

Corpuscular

Volume

Mean Cell
Hemoglobin
Mean

Corpuscular
hemoglobin

concentration

Red Cell
Distribution
Width

Hematokrit

Ortalama
Korpiiskiiler

Hacim

Ortalama hiicre

Hemaoglobin

Ortalama
Eritrosit
Hemaoglobin

Konsantrasyonu

Eritrosit
Dagilim
Genisligi

taginmasini
saglayan bir
proteindir.
Kirmiz1 kan
hiicrelerinin
toplam kan

hacmine oranini

Verir.

Eritrositlerin

ortalama
boyutunu
gosteren bir
degerdir.
Kirmizi kan
hiicresi basma

icerdigi ortalama
hemoglobin

miktarini gosterir.

Kirmizi kan
hiicresi basina
ortalama
hemoglobin
konsantrasyonunu

gosterir.

Alyuvarlardaki
hacim ve
biiyiikliklerde
meydana  gelen
degisimleri

gostermektedir.
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Kanm
pihtilagmasinda
PLT Platelets Platelet
gorev alan hiicre
pulcuklaridir.
Prokalsitonin
viicutta  iltihabi
reaksiyonlarin
o o ortaya ¢ikmasin
PCT Procalcitonin Prokalsitonin )
takiben kanda
yiikselen
peptitlerden
biridir.
Trombositlerin
ortalama
Ortalama
Mean Platelet ) boyutlarinin
MPV Trombosit _
Volume . Ol¢iilmesine
Hacmi i
dayanan bir
degerdir.
Trombosit boyut
farkliligini
Platelet Platelet i .
o . gosteren bir
PDWCc Distribution Dagilim .
. e degerdir. Boyut
Width Genisligi B
farklihgr artikca
bu deger yiikselir.
Tablo 3-2: Biyokimyasal testlerindeki parametreler.
Parametreler Ad Islevi
ALT Alanin Karaciger hiicrelerinde
Aminotransferaz iretilen bir enzimidir.
Karaciger
Aspartat
AST hiicrelerinde  iiretilen

Transaminaz

bir enzimidir.
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Karaciger
Kanda bulunan
fonksiyonlarinda
o Alyuvar hiicrelerin
Total Bilirubin bozulma olursa kanda

yikilmas1  sonucu ) )
degeri artan bir
ortaya ¢ikar.

proteindir
Bobrek
Karacigerde {iretimi fonksiyonlarinda
Kreatinin yapilan bir bozulma olursa kanda
proteindir. degeri artan  bir
proteindir.

3.6. Histopatolojik Analizler

Histopatolojik analiz sirasinda dokulara sirasiyla su islemler uygulanmaktadir.
Ik 6nce dokular bir tespit (fiksasyon) sivisina almir. Dokularin tespit sivisinda
bekletilmesindeki amac¢ hiicrelerin  6lim anindaki durumlarinda sabitlenmesidir.
Deneyimizde sakrifikasyon isleminden hemen sonra sigandan karaciger ve bobrek
dokular1 histolojik incelemeler i¢in dikkatlice alinmistir. Daha sonra bu dokular Bouin
fiksatifinde bir gece boyunca tespit edilmistir. Ornekler, tespit islemini takiben %70
oranindaki alkole alinmis ve fiksatifin dokudan ¢ikarilmasi i¢in 1-2 hafta siire ile %70
alkolde yikanmislardir. Ardindan yiliksek derecede alkol serisinden gecirilen 6rnekler
ksilolde saydamlastirilmistir. Daha sonra ornekler parafinle bloklanmistir. Siganlarin
karaciger ve bobrek bloklarindan Leitz 1212 mikrotomu aracilifiyla 5-6 um
kalinliginda kesitler alinmigtir. Albumin mayerle kaplanmig lamlara yapistirilan kesitler
Hematoksilin ve Eozin (HE) boya maddeleri kullanilarak boyanmistir. Periyodik asit ve
Schiff ayirict kullanilarak kesitlerde boyama ayrica uygulanmistir (Humason, 1972).
Hazirlanan bu 151tk mikroskopu preparatlarindan  Cargal-Zeiss  Ultrapod 11

fotomikroskopu araciligiyla fotograflar ¢ekilmistir.

Sicanlarin karaciger ve bobrek dokulari cerrahi islem sonrasinda herhangi bir
zarara ugratilmadan viicut disina c¢ikarilmistir. Dokularin histopatolojik analizleri 1.U
Fen Fakiiltesi Biyoloji boliimiinde, Prof. Dr. Engin Kaptan’in kontroliinde

gerceklestirilmistir. Yapilan analizlerde histopatolojik hasar skorlamasi yapilarak
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M47’ye baghh olusabilecek karaciger ve bobrek hasarlarinin tespit edilmesi

amaglanmistir.

3.7. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin Graphpad Prism 9.0 programi kullanilmustir.
Calismanin sonuglar1 ortalama+standart sapma (X+SD) olarak verilmis ve 0.05’in
altindaki P degerleri, istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edilmistir. Hematolojik
parametrelerdeki degisimlerin degerlendirilmesinde ise p<0,05, p<0,01, p<0,001 ve
p<0,0001 anlamlilik diizeyleri kullanilmistir. MTD ¢alismasinda yapilan viicut sicakligi
ve viicut agirligr dlgtimlerinin istatistiksel degerlendirilmesinde 1-yonlii ANOVA’y1
takiben Bonferronni post hoc test kullanilmistir. Hematolojik ve biyokimyasal analiz
sonuglarinin istatistiksel degerlendirilmesinde 1-yonli ANOVA’y1 takiben Bonferronni
post hoc test kullanilmistir. Histopatolojik analizlerde istatistiksel anlamliliginin
degerlendirilmesinde 1-yonlii ANOVA testi kullanilmigtir. 1-yonliic ANOVA testinden
sonra gruplarin kontrol grubuna gore degerlendirilmesinde Dunnet’s ¢oklu karsilastirma

testi kullanilmustir.
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Bu ¢alisma i¢in 10, 25, 100 ve 300 mg/kg dozlar1 kullanilmistir. Dozlar si¢anlara

tek doz ve i.p. yolla uygulanmigtir. Doz eskalasyon ¢alismasinda

gbzlem, viicut sicakligi ve viicut agirligi 6lgtimleri yapilmistir.

siganlarin Klinik

4.1.1. Doz Eskalasyon Calismasinda Yapilan Klinik Gézlemler

Belirlenen dozlar siganlara uygulandiktan sonra siganlarda goriilen Klinik

farkliliklar takip edilmistir. Klinik gozlemlerde sicanlarda piloereksiyon ve lokomotor

aktivitede azalmasi gibi degisiklikler

gozlemlerde elde edilen sonuglar (Tablo 4-1)’de gosterilmistir.

ti¢ glin boyunca takip edilmistir. Klinik

Tablo 4-1: Doz eskalasyon ¢alismasi icin yapilan klinik gozlem sonuclari.

Klinik Belirtiler
Doz Giin 1 Giin 2 Giin 3
Kontrol | Herhangi bir olumsuz Herhangi bir olumsuz durum Herhangi bir olumsuz durum
Grubu [ durum gézlenmedi gbzlenmedi gozlenmedi
(n=3)
10 mg/kg | Herhangi bir olumsuz Herhangi bir olumsuz durum Herhangi bir olumsuz durum
M47 durum gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi
(n=2)
25 mg/Kg | Herhangi bir olumsuz Herhangi bir olumsuz durum Herhangi bir olumsuz durum
(M47) durum gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi
n=2
100
mg/kg | Herhangi bir olumsuz Herhangi bir olumsuz durum Herhangi bir olumsuz durum
M47 durum gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi
(n=2)
Uygulamadan 10 dakika
sonra si¢anlarda lokomotor
300 aktivitede azalma meydana | Herhangi bir olumsuz durum Herhangi bir olumsuz durum
mg/kg |geldi. Sicanlardan birinde | gézlenmedi gozlenmedi
M47  |viicut agirhginda belirgin
(n=3) | diisiis goriilmiistiir.

Uygulanan dozlardan sonra Sotocinal ve ekibi (2011) tarafindan gelistirilen Sican Yiiz Burusturmasi
Derecelendirmesi (The Rat Grimace Scale, RGS) adli yonteme gore agri mimikleri degerlendirilmis ve herhangi bir

agr1 belirtisi saptanmamustir.
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4.1.2. Doz Eskalasyon Cahsmasinda Yapilan Viicut Agirhig Olgiimleri
Doz eskalasyon calismasinda siganlarin viicut agirliklart {i¢ giin boyunca

Olclilmiistiir. Yapilan viicut agirhigi 6l¢iim sonuglar1 (Tablo 4-2)’de gosterilmistir.

Tablo 4-2: Doz eskalasyon ¢calismasi icin yapilan viicut agirhg 6l¢ciimlerinin sonuclar:
(Ort+SD).

Doz Gtiin 0 Giinl Giin2 Giin3
Kontrol

Grubu 149+20,5 153+19,1 153+17,9 156+19,5
10 mg/kg

Grubu 143+13.4 143+13,4 144+12,0 146+12,0
25mg/kg

Grubu 147+0,4 146,8+1,1 145+2,8 149+1,8
100mg/kg

Grubu 144+0,0 144421 141,3+1,8 145,8+1,1

300 mg/kg

Grubu 172£10,2 165+5,7 166+7,5 170 +£5,9

4.1.3. Doz Eskalasyon Calismasinda Yapilan Viicut Sicakligi Olciimleri
Doz eskalasyon c¢alismasinda yiikksek doz olan 300 mg/kg dozu verilen
siganlarda viicut sicakligi Slgiimii yapilmistir. Yapilan viicut sicakligi 6l¢ciim sonuglari

(Tablo 4-3)’de gosterilmistir.

Tablo 4-3: Doz eskalasyon ¢alismasi icin yapilan viicut sicakhig 6l¢iimlerinin sonuclari.

1.Glin 2.Glin 3.Glin
Doz 1.0l¢iim/2.0l¢iim 1.0l¢iim/2.0l¢iim 1.0l¢iim/2.0l¢iim
Kontrol Grubu 38.4/36.3 36.9/37.5 36.9/37.5
300 mg/kg-S-1 37.7/37.0 37.9/36.7 37.7/36.7
300 mg/kg-S-2 38.0/36.9 37.6/37.0 37.5/37.0
300 mg/kg-S-3 36.9/37.3 37.6/36.5 37.4/37.0

4.2. MTD Sonuclari

MTD ¢alismasinda, doz eskalasyon calisma sonuglarina bakilarak belirlenen 80,
120 ve 300 mg/kg dozlar1 bes giin boyunca uygulanarak tekrarli dozlarda toksisite

calismas1 yapilmistir. MTD c¢alismasinda si¢anlarin klinik gozlem, viicut sicakligi,
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viicut agirligr olgtimleri belirli saatlerde yapilmistir. Ayrica, ¢alismanin sonunda
hematolojik, biyokimyasal ve histopatolojik analizler yapilip toksik etkilerden etkilenen

parametreler tespit edilmistir.

4.2.1 Klinik Gozlem Sonuglar

M47 molekiilinin uygulandigi bes giin boyunca siganlar klinik belirtiler
acisindan takip edilmistir. Siganlardaki davranis degisiklikleri ve klinik belirtiler takip
edilerek kayit edilmistir. Bu asamada si¢anlarda kambur durus, piloereksiyon ve
lokomotor aktivite azalmasi gibi bulgular agisindan takip edilmistir. M47 molekiiliiniin
uygulanmasi sirasinda siganlarda yapilan klinik gozlem sonuglart (Tablo 4-4)

gosterilmistir.

Tablo 4-4: M47 molekiiliiniin uygulanmasi sirasinda yapilan klinik gézlem sonuclari.

Klinik Belirtiler
Doz Giin 1 Giin 2 Giin 3 Giin 4 Giin 5
Herhangi bir Herhangi bir AEEE 917 Herhangi bir Herhangi bir
Kontrol | 0lumsuz olumsuz durum A olumsuz durum olumsuz durum
Grubu durum .. . durum .. . . .
(n=5) Frlsmed gozlenmedi Pl gozlenmedi gozlenmedi
A Dozun
;imﬂgl bir Herhangi bir uygulandigr | Herhangi bir Herhangi bir
durum olumsuz durum | hayvanlarm | olumsuz durum | olumsuz durum
Szlenmedi gozlenmedi birinde gozlenmedi gozlenmedi
80 mg/kg |® hareketsizlik
MA47 (n=3) g6zlendi
LTl Herhangi bir AEEE]) 917 Herhangi bir Herhangi bir
e olumsuz durum Sl olumsuz durum | olumsuz durum
120 mg/kg | durum 571 & durum 571 . 571 .
MA47 (n=3) gdzlenmedi gozlenmedi gdzlenmedi gozlenmedi gozlenmedi
Dozun
uygulandigt
biitiin
hayvanlarda I Herhangi bir . S
plosisyon | FENOONT loumeiz | b0 Heeng
gorilmistiir. .. . durum . . i .
Hayvanlardan gbzlenmedi Pl gozlenmedi gozlenmedi
birinde
mortalite
300 mg/kg gorilmiistiir.
M47 (n=5)

Uygulanan dozlardan sonra Sotocinal ve ekibi (2011) tarafindan gelistirilen Sigan Yiiz Burusturmasi
Derecelendirmesi (The Rat Grimace Scale, RGS) adli yonteme gore agri mimikleri degerlendirilmis ve herhangi bir
agri belirtisi saptanmamustir.
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4.2.2. Viicut Agirhg Olciimleri
Agirlik  Slgtimlerinden ilki, M47 uygulanmasindan o6nce saat 10.00’da
yapilmistir. ikinci 6l¢iim M47 uygulamasi yapildiktan sonra saat 16.00°da yapilmustir.
Uygulan farkli dozlarda siganlarin viicut agirlik 6l¢iimlerinin farkli giinlerdeki sonuglari
(Tablo 4-5)’de gosterilmistir. Farkli dozlarda M47 uygulanan siganlarda viicut
agirhiklarinin 6l¢tim sonuglart (Ort+SD) seklinde (Tablo 4-6)’da, viicut agirligindaki
degisimler istatistiksel olarak (Sekil 4-1)’de gosterilmistir.

Tablo 4-5: Farkh dozlarin uygulandig sicanlarda viicut agirhik él¢iimlerinin sonuclari.

Viicut Agirhgi (gram)
1.Giin 2.Giin 3.Giin 4.Giin 5.Giin
Kontrol 1 168 170 171 170 169
Kontrol 2 170 175 176 176 171
Kontrol 3 170 171 172 171 171
Kontrol 4 146 150 157 159 163
Kontrol 5 148 156 160 157 160
ort 160 164 167 166 167
SD 12,3 10,8 8,2 8,2 5
SE 5,5 4,8 3,7 3,7 2,2
80 mg/kg S-1 169 168 165 170 167
80 mg/kg S-2 167 165 162 163 167
80 mg/kg S-3 164 163 162 164 162
ort 167 165 163 166 165
SD 2,5 2,5 1,7 3,8 2,9
SE 1,5 1,5 1 2,2 1,7
120 mg/kg S-1 159 162 160 156 159
120 mg/kg S-2 155 153 155 153 150
120 mg/kg S-3 161 164 162 158 159
ort 158 160 159 156 156
SD 31 5,9 3,6 2,5 5,2
SE 1,8 3,4 2,1 1,5 3
300 mg/kg S-1 114 122 123 126 128
300 mg/kg S-2 118 127 127 125 128
300 mg/kg S-3 133 142 143 144 148
300 mg/kg S-4 121 125 127 128 133
300 mg/kg S-5 Ex Ex Ex Ex Ex
ort 121 129 130 131 134
SD 8,2 8,9 8,9 8,9 9,5
SE 4,1 4,5 4.4 45 47
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Tabloda gosterilen degerler, M47 molekiilii uygulandiktan sonra saat 16.00°da yapilan agirlik 6l¢lim sonuglarini
gostermektedir.

Tablo 4-6: Farkl dozlarin uygulandigi sicanlarda viicut agirlik 6l¢iim sonuglar: (Ort+SD).

Doz Giin-1 Giin-2 Giin-3 Giin-4 Giin-5
Once Sonra | Once | Sonra | Once | Sonra | Once | Sonra | Once | Sonra

Kontrol

Grubu | 163+10,1 | 160+12,3 | 166+7,5 | 164+10,8 | 169+3,9 | 167+8,2 | 170+5,2 | 166+8,2 | 170+2,7 | 167+5,0

80

mg/kg

Grubu | 170423 | 167+2,5 |168+0,0 | 165+2,5 | 167+2,9 | 163+1,7 | 166+2,7 | 166+3,8 | 168+3,5 | 165+2,9

120

ma/kg

Grubu | 16242,7 |158+3,1 |161+4,7 | 160+5,9 |161+2,0 | 159+3,6 | 158+2,5 | 156+2,5 | 159+4.,9 | 156+5,2

300

mg/kg

Grubu | 125+7,1 | 121482 | 132494 | 129+8,9 |135+9,8 | 130+8,9 | 134494 | 13148,9 | 13949,1 | 134495

Tabloda once olarak gegen kisim uygulama Oncesi yapilan dlgiimleri, sonra olarak gegen kisim uygulama sonrasi
yapilan Slgiimleri ifade etmektedir. Uygulama oncesindeki dlgiimler, M47 molekiiliiniin uygulamasindan 6nce saat
10°da yapilmustir.

Uygulamanin yapildig1 giin biitiin doz gruplarinda hafif derecede kilo kayiplari

Olciilmiistlir ancak ertesi gilin sabah yapilan dlgiimlerde sicanlarin toparladiklar: ve kilo

aldiklar1 goriilmiistiir. Hayvanlarda en fazla kilo kayb1 300 mg/kg doz grubunda ii¢iincii

giin Ol¢iilmiistiir.
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Kontrol Grubu 80 mg/kg

200 ‘ 200 .
mm Uygulama Oncesi M Uygulama Oncesi

= Uygulama Sonrasi B3 Uygulama Sonrasi

1504

=

@

o
1

100 100

Viicut Agirhg (g)
Viicut Agirhdn (g)

o
=]
1
(5]
o
1

o
I
o
I

1.Gin 2.Giin 3.Gin 4.Gin 5.Gin 1.Gin 2.Gin 3.Gin 4.Gin 5.Gin
120 mg/kg 300 mg/kg
200+ . 150 N
Hl Uygulama Oncesi E Uygulama Oncesi
5150_ = Uygulama Sonrasi § = Uygulama Sonrasi
= B 100
= =
'3 100 2
El S 50
S 50+ S
> >
0- 0-
1.Giin  2.Giin 3.Glin 4.Gin 5.Gin 1.Giin  2.Gin 3.Glin 4.Gin 5.Gin

Sekil 4-1: M47 molekiiliiniin uygulanmasindan énce ve sonra sicanlardaki viicut agirhk
ol¢iimlerinin gosterimi.

Analizde ANOVA ve Bonferroni post hoc test kullanilmustir. * p<0,05

Analize gére M47 uygulamasindan once ve sonra Olgiilen viicut agirliklardaki

farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05).

4.2.3. Viicut Sicakhg@ Ol¢iimleri

M47 molekiiliiniin uygulandigi bes giin boyunca giinde ii¢ kez olmak iizere
siganlarda viicut sicaklik Ol¢iimleri yapilmistir. Olusan sicaklik degisiklikleri takip
edilmis ve ol¢iim sonuglar1 kaydedilmistir. Hayvanlarin viicut sicakligi 6lgiimlerinde
rektal prob kullamlmstir. Ilk 6lgiim M47 uygulanmadan &nce yapilmus, ikinci ve
iclincii rektal sicakliklar uygulamadan sonra belirlenmis saatlerde ol¢iilmiistiir. Farkl
dozlarin uygulandig1 si¢anlarda viicut sicaklik 6l¢timlerinin farkli giinlerdeki sonuglari
(Tablo 4-7)’de gosterilmistir. Farkli dozlarda M47 uygulanan siganlarda bes giin
boyunca oOlgiilen viicut sicakliklart (Ort£SD) seklinde (Tablo 4-8)’de ve viicut
sicakligindaki degisimler istatistiksel olarak (Sekil 4-1)’de gosterilmistir.



Tablo 4-7: Farkl dozlarin uygulandigi sicanlarda viicut sicaklik él¢iimlerinin sonuclari.
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1.Giin 2.Giin 3.Giin | 4.Giin 5.Giin
Viicut Sicakhigi (°C)

Once ort Once| ort | Once ort Once ort | Once | ort

Kontrol1 | 375 | 373 | 376 | 364 | 375 | 361 36 | 363 | 371 | 36,1
Kontrol2 | 38,0 | 372 | 362 | 362 | 364 | 364 | 360 | 367 | 36,0 | 365
Kontrol 3 | 381 | 363 | 370 358 | 360 | 358 360 | 367 | 373 | 36,0
Kontrol4 | 37,4 | 363 | 360 | 359 | 363 | 36,7 373 | 363 | 355 | 362
Kontrol 5 | 37,0 | 363 | 359 | 347 | 363 | 359 368 | 363 | 361 | 365
ort| 376 | 367 |365]| 358 | 365 | 362 363 | 365 | 364 | 363

sp| 05 [ o5 07 | 07 | o6 04 07 02 | 08 | 02

sel 02 [ o2 03| 03 | 03 0.2 03 01 | 03 | o1
gf’lmg/kg 377 | 365 |375| 357 | 373 | 368 36,7 37 | 372 | 361
g(_)zmg/kg 375| 363 | 375 372 | 365 | 362 357 | 366 | 377 | 358
2?3“‘9”‘9 374 | 367 |377| 361 | 372 | 365 370 | 364 | 379 | 363
ort| 375 | 365 [376] 363 | 370 | 365 365 | 367 | 376 | 36,1

sp| 02 [ o2 01 | 08 | 04 03 07 03 | 04 | 03

sel 01 [ o1 01 | 04 | 03 0.2 0.4 02 | 02 | o1
gfmg/kg 67| 363 |366| 356 | 37,3 | 358 36,1 | 365 | 383 | 361
ggmg/kg 371 | 363 |373 | 360 | 373 | 36,0 36,1 | 365 | 368 | 358
ézg makg | 370 | 368 | 374 361 | 372 | 368 376 | 368 | 365 | 36
ort| 370 | 365 [371] 359 | 373 | 362 366 | 366 | 372 | 36,0

sp| 03 | 03 04 | 03 | 01 05 0.9 02 | 10 | o2

sel 02 | o2 03 | 02 | 00 03 05 01 | o6 | 01
g(_)fmglkg 372 | 368 |366| 364 | 361 | 365 375 | 366 | 375 | 37,2
JOmIkd | 354 | 367 |368| 361 | 362 | 363 | 369 | 361 | 374 | 371
J0mIkG| 360 | 361 |365| 367 | 363 | 363 | 364 | 369 | 38 | 371
J0mIKG | 355 | 374 | 362 | 368 | 359 | 364 | 370 | 363 | 373 | 363
gog ma/kg Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex
ort| 360 368 [365][ 365 | 361 | 364 | 370 | 365 | 373 | 369

sp| 08 | 05 02 | 03 | o2 0.1 05 04 | 03 | 04

sel 04 | 03 01 | 02 | o1 0,0 02 02 | 02 | o2

Tablolarda oncesi olarak gecen kisim, M47 verilmeden Once yapilan rektal viicut sicaklik Olgiimlerini ifade
etmektedir. Ort olarak gegen kisim, M47 molekiilii uygulandiktan sonra yapilan 1.6l¢iim ve 2.6l¢lim sonuglarinin
ortalamasini ifade etmektedir. 1.6l¢lim bes giin boyunca M47 uygulandiktan sonra (saat 11.00” de) saat 13.00’de
gergeklestirilmistir. 2.61¢lim bes giin boyunca saat 15.00°de gerceklestirilmistir.
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Tablo 4-8: Farkl dozlarin uygulandigi sicanlarin viicut sicaklik él¢iimleri (Ort+SD).

1]
1.Giin  2.Giin 3.Giin 4.Gin 5.Giin

Doz Giin-1 Giin-2 Giin-3 Giin-4 Giin-5
Once Sonra Once Sonra Once Sonra Once Sonra Once Sonra
Kontrol
Grubu |37,6+0,5 |36,7+0,5|36,5+0,7 | 35,8+0,7 | 36,5+0,6 |36,2+0,4 |36,3+0,7 | 36,5+0,2 | 36,4+0,8 | 36,3+0,8
80
mg/kg
Grubu |37,5+0,2 |36,5+0,2 | 37,6+0,1 | 36,3+0,8 | 37,0+0,4 | 36,5+0,3 |36,5+0,7 | 36,7+0,3 | 37,6+0,4 | 36,1+0,3
120
mg/kg
Grubu |37,0+0,3 |36,5+0,3|37,1+0,4 | 37,3+0,1 | 36,4+0,5 | 36,2+0,5 |36,6+0,9 |36,6+0,2|37,2+1,0 | 36,0+0,2
300
mag/kg
Grubu | 36,0+0,8 |36,8+0,5 | 36,5+0,2 | 36,5+0,3 | 36,1+0,2 | 36,4+0,1 |37,0+0,5 |36,5+0,4 | 37,3+0,3 | 36,9+0,4
Birinci ve ikinci olgiimlerde viicut sicakliginda hafif seviyede diisiisler
saptanmistir.
Kontrol Grubu 80 mg/kg
__40 M Uygulama Oncesi * t
%38 B3 Uygulama Sonrasi .-.40 = Uygulama Oncesi
EBB 838 B Uygulama Sonrasi
g 34 %36
‘E 32 b 34
> 5
S a2
* 1.Gin 2.Gin 3.Gin 4.Giin 5.Gin =
30
1.Gin 2.Gin 3.Gin 4.Gin 5Gin
120mg/kg 300 malkg
40 L 40 N
. W Uygulama Oncesi . El Uygulama Oncesi
330 B Uygulama Sonrasi 833 B Uygulama Sonrasi
=2 =3
= = 36
8 20 ]
(7] N 34
> >

1.Gin 2.Gin 3.Giin 4.Gin 5.Giin

Sekil 4-2: M47 molekiiliiniin uygulanmasindan once ve sonra sicanlardaki viicut sicakhik

olciilerinin gosterimi.

Analizde ANOVA ve Bonferroni post hoc test kullanilmustir. * p<0,05
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Analize gore kontrol grubu, 120 ve 300 mg/kg dozlarinda M47 uygulamasindan
once ve sonra yapilan viicut sicaklik olgtimlerindeki farkliliklar istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (p>0,05). 80 mg/kg doz grubunda sadece birinci ve besinci
giinlerdeki uygulama Oncesi ve sonrasinda yapilan viicut sicaklik o6l¢timlerindeki

farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

4.2.4. Sicanlarin sakrifiye edilmesi ve nekropsi sonuclar:

Calismanin sonunda MTD c¢alismasinda kullanilan biitiin sicanlar sakrifiye
edilmistir. Sakrifikasyon sirasinda si¢anlara nekropsi islemi yapilmistir. Sakrifikasyon
oncesinde Olciilen sicanlarin viicut agirliklari, organ agirliklart ve nekropsi gozlemleri

(Tablo 4-9)‘da gosterilmistir.

Tablo 4-9: Siganlarin organ ve viicut agirliklar: ve nekropsi sonuglari.

Sicanlarin Bobrek
Agirliklan
Sag Sol | Siganlarin
Sican No | Karaciger| Bobrek | Bobrek | Agirligi | Nekropsi Sonucu Siganlarin Durumu
Kontrol 1 6,72 0,60 0,56 169
Olumsuz bir durum goriilmemistir.
Kontrol 2 7,49 0,62 0,58 173
Olumsuz bir durum goériilmemistir.
Kontrol 3 7,15 0,66 0,65 172
Olumsuz bir durum goriilmemistir.
Kontrol 4 8,3 1,07 0,96 183 Olumsuz bir durum goriilmemistir.
Kontrol 5 8,2 0,90 0,91 176 Olumsuz bir durum goériilmemistir.
Yiizeysel beyaz lezyonlar
g?lmg/ g | 729 059 | 058 168 | karacigerde, peritonda ve dalakta
gorilmistiir.
Yiizeysel beyaz lezyonlar
g(_)zmg/ kg | g1 0,64 0,6 167 |karacigerde, peritonda ve dalakta
gorilmistiir.
Yiizeysel beyaz lezyonlar
293”‘9’ K| 792 057 | 056 165 |karacigerde, peritonda ve dalakta
goriilmiistiir.
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120 mg/kg 731 0,56 0,59 158 Yuzey.sel beyaﬂz {ezy.c.)nluar karacigerde

S-1 ve peritonda goriilmiistiir.

120 mg/kg 7,57 0,53 0,54 155 Yuzey.sel beyaﬂz {ezy.c.)nluar karacigerde

S-2 ve peritonda goriilmiistiir.

120 mg/kg 7.24 0,64 0,54 163 Yuzey.sel beyaﬂz {ezy.c.)nluar karacigerde

S-3 ve peritonda goriilmiistiir.
Karacigerin soluk ve acgik renkte

g(_)f mg/kg 6,95 0,75 0,72 1415 |oldugu gorilmiistiir. Diger organlar
normaldir.
Karacigerin soluk ve agik renkte

300 mg/kg 713 0,70 0,89 1515 oldggu gomerustur. Etkln maddenin

S-2 periton bosluguna ve biitiin organlara
dagildigt  goriilmiistiir.  Yiizeysel
beyaz lezyonlar goriilmiistiir.
Karacigerin soluk ve acik renkte

S-3 ’ ’ ’ periton bosluguna ve biitiin organlara
dagildigr  goriilmiistiir.  Yiizeysel
beyaz lezyonlar gorilmiistir.
Karacigerin soluk ve acik renkte

300 mg/k & ¢

sa 0| 894 | 076 | 07 147 | oldugu gorillmiistiir. Etkin maddenin
periton bosluguna ve biitiin organlara
dagildigr  goriilmiistiir.  Yiizeysel
beyaz lezyonlar goriilmiistiir.

4.2.5. Hematolojik Analizler

Sakrifikasyon agamasinda siganlardan alinan kan ornekleriyle hematolojik
analizler gerceklestirilmistir. Hematolojik analizler, Abacus Junior Vet analizoriinde
gerceklestirilmistir.  Bu analizlerde M47°nin  hematolojik parametrelere etkisi
arastirilmistir. Hematolojik analiz sonucunda uygulanan doza baglh olarak hematolojik
parametrelerin degisimi (Tablo 4-10)’de gosterilmistir. M47 molekiiliiniin beyaz kan
hiicreleri, kirmizi kan hiicreleri ve kan pulcuklan ile ilgili hematolojik parametrelere
etkisi sirasiyla (Sekil 4-3), (Sekil 4-4) ve (Sekil 4-5)’de istatistiksel olarak

gosterilmistir.



Tablo 4-10: Uygulan doza giore hemogram testindeki parametreler.

WBC |LYM | MONO | GRA | LY% | MONO% | GR% | RBC | HGB | HCT | MCV | MCH | MCHC | RDWCc | PLT | PCT | MPV | PDWc
Kontrol 1 895 683 | 005 |207] 76,3 0,60 231 16,17 123 | 345 | 56 20 35,8 166 | 9751059 | 61 | 32,6
Kontrol 2 451|249 | 056 | 145 ]| 553 12,5 32,2 [ 638|127 | 37,3 | 58 | 199 | 34,2 16,8 | 905 | 0,56 | 62 | 32,2
Kontrol 3 583 [ 388 | 004 | 192 | 665 0,7 329 1681123342 | 50 | 181 36 16,7 [1034| 0,62 6 32,6
Kontrol 4 44 | 277 | 057 |106 | 63 12,9 24,1 1629|136 | 384 | 61 | 21,7 | 355 119 | 984 |0,604| 6,1 10
Kontrol 5 547 | 371 0,7 1,06 | 67,9 12,7 194 [ 592 | 13 | 374|632 | 22 34,8 11,8 | 952 |0,577| 6,1 10
ort| 583 | 394 | 038 | 151 658 7,88 26,3 [ 631|128 | 36,3 | 576 | 20,3 | 353 14,8 | 970 | 0,59 | 6,10 | 23,5
SD| 185|172 | 031 |047 | 7,64 6,60 594 1033|054 |189|508 | 158 | 0,75 2,66 |471]002 | 0,07 | 123
SE| 083|077 ] 014 [021 | 341 2,95 2,66 015|024 1085|227 | 0,70 | 033 1,19 1211|001 | 0,03 | 550
80 mg/kg S-1 153 |7,27 |2,06 5,97 475 13,5 39 734 |14 40,5 55 |19 34,5 16,2 1448|0,88 |61 |31,7
80 mg/kg S-2 | 10,36 | 4,66 |1,20 450 1450 11,6 434 7,35 |13 37,5 51 [17,7 34,6 17,2 478 10,29 |6 32,6
80 mg/kg S-3 7,26 3,87 [1,01 2,38 53,3 13,9 32,8 1692 [12,6 36,5 53 18,2 [34,6 16,2 1043|0,62 |6 31,7
ort|11,0 |527 |1/42 4,28 48,6 13,00 384 |7,20 1132 |38,1 [53,00]18,3 |34,6 16,5 990 10,60 6,03 |32,0
SD 4,05 [1,78 |0,56 1,80 |4,26 1,23 5,33 |0,25 |0,72 |2,10 | 2,00 | 0,66 |0,06 0,58 487 0,30 | 0,06 |0,52
SE[2,34 [1,03 |0,32 1,04 2,46 0,71 3,07 /0,14 |042 |121 | 1,15 |0,38 |0,03 0,33 281 10,17 0,03 |0,30
120 mg/kg S-1| 8,44 | 6,26 | 0,05 | 2,13 | 741 0,6 25,3 7 | 13,2 3782 54 | 188 | 349 16,2 1028 | 0,63 | 61 | 32,2
120 mg/kg S-2| 9,13 | 469 | 1,07 | 337 | 514 11,7 36,9 | 7,37 | 13,4 |38,72| 53 | 182 | 34,7 16,9 | 833|054 | 65 | 338
120 mg/kg S-3| 8,38 | 5,7 1,07 |161] 68,1 12,8 192 | 7,08 | 13,1 139/42| 55 | 185 | 333 16,6 |1103| 0,64 | 58 | 31,2
ort| 865 | 555 | 0,73 | 237 | 645 8,37 27,1 | 7,15 (13,23 | 38,7 | 54,0 | 185 | 343 16,6 | 988 | 0,60 | 6,13 | 32,40
SD| 042 | 080 | 059 090 | 118 6,75 899 1019]0,15 0,80 | 1,00 | 0,30 | 0,87 0,35 | 139|006 035 ]| 1,31
SE| 024 | 046 | 034 |052]| 6,79 3,90 519 /011|009 | 0,46 | 058 | 0,17 | 0,50 0,20 | 81 | 0,03 ] 0,20 | 0,76
300 mg/kg S-1| 691 | 466 | 0,72 | 153 | 67,4 10,4 22,2 | 4841109 | 302|625 | 226 | 361 12,2 |1061| 064 | 6 9,3
300 mg/kg S-2| 519 | 282 | 064 | 173 | 543 12,4 333 1548116 |329]601 | 21,2 | 354 12,8 |1135] 0,69 | 6,1 9,3
300 mg/kg S-3| 7,15 | 447 | 0,77 | 191 | 62,6 10,8 266 | 531|116 324 | 61 | 219 | 359 126 |1207|/ 0,73 | 6 9,3




300 mg/kg S-4| 591 | 3.7 0,63 | 1,58 | 62,6 10,7 26,7 | 53 | 112|319 | 60,2 | 21,7 | 356 13,1 |1339| 0,82 | 6,1 10
300 mg/kg S-5| Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex Ex | EX Ex Ex
ort| 6,29 | 391 | 069 | 169 ] 617 11,1 27,2 | 523113319610 | 219 | 358 12,7 |1185| 0,72 | 6,05 | 9,48
SD| 091 | 0,84 | 007 |07 | 544 0,90 458 027034 (117|111 | 058 | 0,31 0,38 | 118 | 0,08 | 0,06 | 0,35
SE| 045 | 042 | 0,03 |0,09 | 272 0,45 229 101|102 | 06 | 06 0,3 0,2 0,2 [592] 00| 00 ] 02
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Sekil 4-3: M47 molekiiliiniin beyaz kan hiicreleri ile ilgili hematolojik parametrelere
etkisinin gosterimi

Analizde ANOVA ve Bonferroni post hoc test kullanilmustir. * p<0,05 ve ** p<0,01

Analize gore lenfosit, lenfosit, monosit ve graniilosit yiizdesi parametrelerinde
goriilen degisimler anlamli bulunmamistir (p>0,05). 80 mg/kg doz grubunda beyaz kan
hiicresi, monosit ve graniilosit seviyelerindeki artislar kontrol grubuna gore anlamli
bulunmustur (p<0,05) ve (p<0,01). Ayrica 300 mg/kg doz grubunda graniilosit

seviyesindeki azalma anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4-4: M47 molekiiliiniin kirmizi kan hiicreleri ile ilgili hematolojik parametrelere
etKisinin gosterimi

Analizde ANOVA ve Bonferroni post hoc test kullanilmustir. * p<0,05,** p<0,01, *** p<0,001 ve **** p<0,0001.

Analizlerde 300 mg/kg doz grubunda kirmizi kan hiicrelerinin seviyesindeki
azalma kontrol ve diger doz gruplarmma gore anlamli bulunmustur (p<0,001) ve
(p<0,0001). 300 mg/kg doz grubunda gorilen hemoglobin ve hematokrit
seviyelerindeki azalma kontrol ve diger doz gruplarma gére anlamli bulunmustur
(p<0,01). 300 mg/kg doz grubunda kirmizi kan hiicresi basmna igerdigi ortalama
hemoglobin seviyesinde bir artis goriilmiistiir ve goriilen artis diger doz gruplarina gore

anlamli bulunmustur (p<0,01).
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Sekil 4-5: M47 molekiiliiniin kan pulcuklari ile ilgili hematolojik parametrelere etkisinin
gosterimi

Analizde ANOVA ve Bonferroni post hoc test kullanilmustir. * p<0,05

Kan pulcuklarla ilgili parametrelerin seviyelerinde goriilen degisimler anlamli
bulunmamustir (p>0,05). Sadece trombosit dagilim genisligini gosteren parametrede 300

mg/kg doz grubunda goriilen azalma anlamli bulunmustur (p<0,05).

4.2.6. Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler, Vettest 8008 analizériinde gerceklestirilmistir.
Sicanlardan toplanan kan 6rneklerinden elde edilen serumlarda alanin aminotransferaz
(ALT) ve aspartat aminotransferaz (AST), total bilirubin (TBIL) ve kreatinin (CREA)
diizeyleri Ol¢iilmiistir. Uygulanan M47 dozuna baghi olarak biyokimyasal
parametrelerin  degisimi (Tablo 4-11)’de gosterilmistir. M47 molekiiliiniin

biyokimyasal parametrelere etkisi (Sekil 4-6)’da istatistiksel olarak gosterilmistir.



Tablo 4-11: Uygulan doza gore biyokimyasal testlerdeki parametreler.

ALT AST CREA TBIL
(U/L) (U/L) (mg/dl) (mg/dl)
Kontrol 1 23 70 0,3 0,1
Kontrol 2 56 117 0,3 0,1
Kontrol 3 56 93 0,2 0,1
Kontrol 4 29 116 0,2 0,1
Kontrol 5 36 99 0,1 0,1
ort 40 99 0,22 0,1
SD| 15,3 19,3 0,08 0
SE| 6,85 8,63 0,04 0
ALT AST CREA TBIL
(U/L) (U/L) (mg/dl) (mg/dl)
80 mg/kg-S-1 73 127 0,3 0,1
80 mg/kg-S-2 49 101 0,2 0,1
80 mg/kg-S-3 47 112 0,2 0,1
ort 56,3 113 0,23 0,1
SD 14,5 13,1 0,06 0
SE 8,4 7,5 0,03 0
ALT AST CREA TBIL
(U/L) (U/L) (mg/dl) (mg/dl)
120 mg/kg-S-1 25 110 0,2 0,1
120 mg/kg-S-2 52 91 0,2 0,1
120 mg/kg-S-3 30 83 0,3 0,1
ort| 357 94,7 0,23 0,1
SD| 144 13,9 0,06 0
SE| 8,29 8,01 0,03 0
ALT AST CREA TBIL
(U/L) (U/L) (mg/dl) (mg/dl)
300 mg/kg-S-1 55 97 0,1 0,1
300 mg/kg-S-2 60 145 0,2 0,1
300 mg/kg-S-3 83 174 0,1 0,1
300 mg/kg-S-4 58 76 0,1 0,1
300 mg/kg-S-5 Ex Ex Ex Ex
ort 64 123 0,13 0,1
SD 12,8 44,6 0,05 0
SE 6,42 22,3 0,03 0

CREA: Kreatinin, TBIL: Total Bilirubin’i ifade etmektedir.
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Biyokimyasal analize goére biitiin biyokimyasal parametreler kontrol grubunda
Klinikte belirlenen normal seviyelerdedir. Doz gruplarindaki analiz sonuglarina goére
total biliribun ve kreatinin parametrelerinin ortalamasinda bir artig gériilmemistir. Total
biliribun seviyesinin ise biitiin doz gruplarinda ayni seviyede oldugu goriilmiistir.
Analiz sonucuna gore, 80 mg/kg ve 120 mg/kg doz gruplarinda ALT ve AST enzim
seviyelerinde, belirgin bir artis goriilmemistir. 300 mg/kg doz grubundaki bazi

siganlarda ALT ve AST seviyelerinin klinikte belirlenen normal seviyelerin tizerinde

oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4-6: M47 molekiiliiniin biyokimyasal parametrelere etkisinin gosterimi.
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Analizde ANOVA ve Bonferroni post hoc test kullanilmigtir. * p<0,05

Yapilan analize goére M47 uygulanmasiyla ALT, AST, CREA ve TBIL
biyokimyasal parametrelerinin seviyelerinde goriilen degisimler istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir (p>0,05).
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4.2.7. Histopatolojik Analizler

Bes giin boyunca uygulama yapildiktan sonra sicanlar sakrifiye edilmistir.
Analiz edilecek karaciger ve bobrek dokulari dikkatli bir sekilde ¢ikarildiktan sonra
sonra iki dokuya histopatolojik analiz uygulanmistir. M47 molekiiliiniin karaciger ve
bobrek dokusunda olusturabilecegi hasari tespit edebilmek i¢in iki dokunun analizinde
histopatolojik skorlama uygulanmistir. Histopatolojik hasar skorlama ydntemi
kullanilarak hasar parametrelerinin arastirma yapilan organda etkisi derecelendirilmistir.
Skorlamada sifir hasarin olmadigini, bir diisiik derecede, iki orta derecede, ii¢ siddetli

hasar oldugunu temsil etmektedir.

4.2.7.1. Karacigerde Yapilan Histopatolojik Analiz

Karacigerde olusabilecek hasarlar histopatolojik analizde belirli parametreler
kullanilarak degerlendirilmistir. Parametrelerin siddetine gore karaciger hasari igin
histopatolojik hasar skorlamasi yapilmistir. Balonlasma dejenerasyonu (BD), nekroz
(N) olusumu, enflamatuvar hiicre infiltrasyonu (ICI), karaciger yaglanmasi (Sts),
karacigerde fibréz doku (Fb) olusmasi ve lekeli nekroz olusumu (SN) karaciger igin
yapilacak histopatolojik skorlamada kullanilan parametrelerdir. Karacigerde olusan

hasarin histopatolojik skorlamasi (Tablo 4-12)’da yapilmustir.

Tablo 4-12: Karacigerde olusan hasarin histopatolojik skorlamasi.

BD N ICI Sts Fb SN Toplam

Kontrol 1 1 1 1 0 0 0 3
Kontrol 2 2 2 1 0 0 0 5
Kontrol 3 2 2 1 0 0 0 5
Kontrol 1 2 2 1 0 0 0 5
Kontrol 2 2 3 2 0 0 0 7**
80 mg/kg S-1 1 1 2 0 0 0 4
80 mg/kg S-2 1 3 2 0 0 0 6
80 mg/kg S-3 1 3 2 0 0 0 6
120 mg/kg S-1 1 1 2 0 0 0 4
120 mg/kg S-2 1 2 2 0 0 0 5
120 mg/kg S-3 1 2 2 0 0 0 5
300 mg/kg S-1 2 2,5 2 0 0 0 6,5
300 mg/kg S-2 1 2,5 3 0 0 0 6,5
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300 mg/kg S-3 2 2 3 0 0 0 7
300 mg/kg S-4 2 2 3 0 0 0 7

** Kontrol 2 nolu sican devre dis1 birakilmistir. Balonlagsma dejenerasyonu (BD), nekroz (N), enflamatuvar hiicre
infiltrasyonu (ICI), karaciger yaglanmasi (Sts), karacigerde fibroz doku olugmasi (Fb) ve lekeli nekroz olusumunu
(SN) ifade etmektedir.

Karacigerde olusan hasarin degerlendirilmesinde istatiksel analiz kullanilmaistir.
Karacigerde olusan hasarin istatiksel yontemler kullanilarak yapilan degerlendirmesi

asagida (Sekil 4-1)’de gosterilmistir.

Karaciger

2.5 1

2.0 ~

1.5 A

Histolojik Hasar Skoru

0.0 -
Kontrol 80 120 300
mg/kg mgkeg mgkeg

Sekil 4-7: M47 uygulanmasiyla olusan karaciger hasarinin gosterimi.

Analizde ANOVA ve Dunnett’s ¢oklu karsilastirilma yontemi kullanilmistir. * p<0,05

Yapilan analize gére 300 mg/kg dozunda goriilen karaciger hasarinin kontrole
gore anlamli oldugu bulunmustur (p<0,05). Analize gore biitiin dozlarda kontrole gore

daha yiiksek diizeyde karaciger hasar1 oldugu goriilmiistiir.

4.2.7.2. Bobrekte Yapilan Histopatolojik Analiz
Histopatolojik analizde; bobreklerde olusabilecek hasarlar skorlamada kullanilan

belirli parametreler degerlendirilmistir. Parametrelerin siddetine gore bobrek hasarinin
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histopatolojik hasar skorlamasi yapilmistir. Glomeriiler atrofi (GA), Kkapsiiliin
distansiyonu (CSD), interstisyel 6dem (IE), interstisyel konjesyon (IC), renal tiibiiler
nekroz olusumu (RTN), bobrekte fibrozis (KF) olusmasi, bobrek tiibiillerindeki
mikrovilluslarin kaybi (LBB) ve enflamatuvar hiicre infiltrasyonu (ICI) olusmasi
bobrekte yapilacak histopatolojik skorlamada kullanilacak parametrelerdir. Bobreklerde

olusan hasarin histopatolojik skorlamasi (Tablo 4-13)’da yapilmistir.

Tablo 4-11: Bobreklerde olusan hasarin histopatolojik skorlamas.

GA | CSD | IE IC | RTN | KF | LBB | ICI | Toplam
Kontrol 1 0 0,5 0 0 2 0 0,5 0 3
Kontrol 2 0 0 0 1 1 0 0,5 0 2,5
Kontrol 3 0 0 0 2 1 0 1 0 4
Kontrol 1 0 0 0 0 0,5 0 0,5 0 1
Kontrol 2 0 0 0 05 |05 0 0 0 1
80 mg/kg S-1 0 0 0 1 2 0 2 0 5
80 mg/kg S-2 0 0 0 2 15 0 1 0 4,5
80 mg/kg S-3 0 0 0 2 1 0 0,5 0 3,5
120mg/kg S-1 | 0 0 0 2 |2 0 1 05 |55
120 mg/kg S-2 | 0 0 0 1 |2 0 15 |15 |6
120 mg/kg S-3 | 0 0 0 1 |2 0 15 |15 |6
300 mg/kg S-1 1 1,5 0 1 15 1 1 2 9
300 mg/kg S-2 0,5 0 0 1 1 0 0,5 0,5 3,5
300 mg/kg S-3 2 0 2 05 |1 05 |05 0,5 7
300 mglkg S-4 | 1 0 15 |05 |1 05 |0 05 |5

Glomeriiler atrofi (GA), kapsiiliin distansiyonu (CSD), interstisyel ddem (IE), interstisyel konjesyon (IC), renal
tiibiiler nekroz olusumu (RTN), bobrekte fibrozis (KF) olugmasi, bobrek tiibiillerindeki mikrovilluslarin kaybi (LBB)
ve enflamatuvar hiicre infiltrasyonunu (ICI) ifade etmektedir.

Bobreklerde olusan hasarin degerlendirilmesinde istatiksel analiz kullanilmustir.
Bobrekte olusan hasarin istatiksel yontemler kullanilarak yapilan degerlendirmesi

asagida (Sekil 4-2)’de gosterilmistir.
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Bobrek

1.0 -

0.6

0.2 -

Histolojik Hasar Skoru

Kontrol 80 120 300
mg/kg mg/kg mgkeg

Sekil 4-8: M47 uygulanmasiyla olusan bébrek hasarinin gosterimi.

Analizde ANOVA ve Dunnett’s ¢oklu karsilagtirilma yontemi kullanilmgtir. * p<0,05 ve ** p<0,01

Yapilan analize gore 300 mg/kg dozunda goriilen bobrek hasarinin kontrole gore
anlamli oldugu bulunmustur (p<0,01). 120 mg/kg dozunda goriilen bobrek hasarinin da
kontrole gore anlamli oldugu goériilmiistiir (p<0,05). Analize gore doz artik¢a artan bir

bobrek hasari olustugu saptanmistir.
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5. TARTISMA

M47 gelecekte kanser tedavisinde kullanilmasi hedeflenen bir ilag adayidir.
Calismamizda M47 molekiiliiniin siganlar {izerinde olusturdugu toksik etkiler bu tez

calismasinda belirlenmistir.

MTD calismasi 6ncesinde M47 molekiilii si¢anda ilk kez denendigi i¢in bir doz
eskalasyon calismasi yapilmistir. Doz eskalasyon c¢alismasinda yapilan klinik
gozlemlerde 300 mg/kg dozun uygulandigi siganlarda ilk giin lokomotor aktivitede
azalma oldugu gorilmistiir. Viicut agirligr olgtimlerinde ise 300 mg/kg dozunda
ozellikle bir siganda kilo kaybi oldugu belirlenmistir. Hayvanlarda ilk giinden sonra
klinik belirtilerin azaldigi belirlenmistir. MTD calismasi sirasinda 300 mg/kg doz
grubunda dozun uygulandigi ilk giin piloereksiyon ve bir sicanda 6liim gozlenmistir. Bu
etkinin disinda dispne, ciddi derecede agr1 gibi ciddi toksisiteyi gosteren bulgulara
rastlanmamistir.  Sonug olarak klinik gozlemlere gore agir toksisite belirtileri tespit

edilmemistir.

Viicut agirhigindaki azalmalar onemli bir toksisite gostergesidir. Olgiimlerde
hayvanlarin viicut agirliklarindaki diistis miktar1 %10 oranim1 gegcmesi ilag veya
kimyasal i¢in 6nemli bir toksisite parametresi olarak kabul edilmektedir (Kumar ve
ark., 2014). Biitiin gruplarda yaptigimiz viicut agirligi 6lgtimlerinde yiizde 10’u asan
miktarda viicut agirliginda azalma tespit edilememistir. Ayni giin yapilan ol¢iimlerde
biitiin dozlarda hafif derecede kilo kayiplari oldugu goriilmiistiir. Fakat ertesi giin
yapilan Ol¢limlerde siganlarin tekrar kilo aldig1 ve toparladiklar: tespit edilmistir. Farkli
glinlerde yiizde olarak en yiiksek kilo kayiplarinin yiiksek doz olan 300 mg/kg dozunda
oldugu goriilmiistiir. Hayvanlarda 300 mg/kg dozunda olgiilen en fazla kilo kaybi
uygulamanin iigiincii giiniinde ve yiizde 3,7 oraninda oldugu bulunmustur. Olgiimlerde
kontrol grubunda da benzer kilo kayiplari oldugu gériilmiistiir. Istatistiksel olarak analiz
edildiginde M47 uygulanmasiyla birlikte giin icinde viicut agirliklarinda olciilen
degisimler anlamli bulunmamistir (p>0,05). Deney hayvanlarinda akut olarak hipotermi
goriilmesi de deney hayvanlar i¢in dnemli bir toksisite belirtisi olarak kabul edilmistir
(Gordon, 1991). Biitiin gruplarda yaptigimiz olgiimlerde, uygulama Oncesi yapilan
Olgiimlere gore karsilastirildiginda ozellikle 1.6lgtimlerde viicut sicakliginda hafif

seviyede diisiisler oldugu goriilmiistiir. Istatistiksel olarak analiz edildiginde ise M47
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molekiiliiniin uygulanmasiyla birlikte ayni giin i¢inde viicut sicakliginda Olgiilen

degisimler anlamli bulunmamustir (p>0,05).

M47 kesfi yeni olan bir molekiil oldugu igin M47 ile ilgili hakemli dergilerde
uluslararasi yayinlanmis bir tane ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada M47 farelere
ilk 6nce tek doz i.p. olarak uygulanmistir. Tek doz uygulamasindan sonra, ¢aligmamiz
ile benzer sekilde viicut sicakligi ve viicut agirhigr Ol¢timleri yapilmis ayrica klinik
gbzlem, davranis degisiklikleri ve oliim goriiliip goriilmedigi takip edilmistir. Tek doz
calismasinin sonuglart degerlendirilmis ve ii¢ adet doz belirlenerek bes giinliik toksisite
calismasi uygulanmistir. Son olarak tek bir doz belirlenerek farelerde on dort giinliik
subakut toksisite ¢aligmasi gergeklestirilmistir. Coklu doz M47 uygulamalarinda da tek
doz ¢alismasindaki 6l¢iim ve gozlemler yapilmistir. 1000 mg/kg tek dozun uygulandig
calismada dispne, lokomotor aktivitede azalma, piloereksiyon, kambur durus ve siddetli
hipotermi gibi agir toksisite belirtileri tespit edilen hayvanlar sakrifiye edilmistir. Daha
diisiik dozlarda hayvanlarda mortalite tespit edilmemistir. Viicut sicakligi 6lgtimlerinde
300 mg/kg dozunda kontrol grubuna goére hafif derecede hipotermi olustugu
goriilmiistiir. Viicut agirligi 6lgtimlerinde ise en fazla kilo kaybinin (%7.7 oraninda) 300
mg/kg dozunda oldugu bulunmustur. Daha diisiik dozlarda ise 6nemli kilo kayiplart
tespit edilmemistir. Tekrarli doz bes giin uygulamasinda ise 40, 80 ve 150 mg/kg dozlar:
belirlenerek uygulanmistir. Klinik gozlemlerde sadece 150 mg/kg dozunda farelerde
lokomotor aktivitede diisiis gorilmistiir. Diisiik dozlarda ise belirgin bir klinik
degisiklik saptanmamistir. Tek doz uygulama sonuglarina paralel olarak 80 ve 150
mg/kg dozlarinda hafif derecede hipotermi olustugu gozlenmistir. Agirlik 6lgiimlerinde
ise en yiiksek Kkilo kaybinin (%6.3 oraninda) 150 mg/kg dozunda olustugu tespit
edilmistir. Subakut toksisite ¢alismasinda hayvanlarda yine hafif derecede hipotermi
tespit edilmistir (Gl ve ark., 2022). Bu sonuglara gore bizim g¢alismamizda
kullandigimiz tiir olan sicanin fareye gore M47 molekiiliinii daha iyi tolere ettigi

sonucuna varilmistir.

Calismamizda yaptigimiz hematolojik analizlerde beyaz kan hiicreleri ile ilgili
parametrelerde biitlin gruplarda anlamli bir yiikselme ya da diisiis tespit edilmemistir.
Genel olarak, gruplarda incelenen parametrelerin biiyiikk ¢ogunlugu istenen referans
deger araligindadir. Buradan M47 uygulanmasiyla si¢canlarda bir enfeksiyon olusmadigi

sonucuna varilmistir. Monositlerin kandaki ytizdesinde biitiin gruplarda bir yiikseklik
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oldugu goriilmistiir. Ancak bu degerler kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlamli
bulunmamistir (p>0,05). Monosit ve graniilosit seviyelerinde ise sadece 80mg/kg doz
grubunda goriilen artis anlamli bulunmustur (p<0,05). Kirmiz1 kan hiicreleri ile ilgili
parametrelerden RBC biitiin gruplarda istenen referans araliginda olmasina ragmen
hemoglobin degerlerinde biitiin gruplarda hafif bir disiiklik oldugu gorilmistiir.
Yapilan istatistiksel analizlerde de 300 mg/kg doz grubunda goriilen RBC, HGB ve
HCT degerlerindeki diislis diger gruplarla karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). Hayvanlarda hafif seyreden bir anemik tablo oldugu s6éylenebilir
ancak hematokrit harici diger parametreler kontrol gruplarinda da diisiik oldugu igin
goriilen bu durum M47 uygulanmasiyla iliskili bulunmamistir. Trombosit ve pthtilasma
ile iliskili parametrelerin beklenen deger araliklarinda oldugu goriilmiistiir. Bu

sonuglara gore M47’nin pihti ile ilgili parametrelere etkisi olmadigi sdylenebilir.

ALT ve AST enzimleri karaciger hiicreleri tarafindan sentezlenir ve bu
enzimlerin diizeylerinin artmasi karaciger hasarmin gostergesidir (Ersoy, 2012). ALT,
ASY’ye gore karacigere daha spesifik bir enzim olarak tanimlanmaktadir. AST enzimi
ise karaciger dokusunda bulundugu gibi baska bir¢ok dokuda da bulunmaktadir (Limdi
ve Hyde, 2003). Calismamizda 300 mg/kg dozunda kontrol grubuna gére enzim
seviyelerinde belirgin bir artis oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
300 mg/kg dozunda o6zellikle ALT seviyelerinde %50’ye yakin bir artis olmustur. Bu
sonu¢ doz yikseldikge karaciger enzimlerinin seviyesinde artis oldugunu
gostermektedir. Ancak yapilan istatistiksel analizlerde ALT ve AST seviyelerinde klinik
degerlere gore goriilen bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05). Total
bilirubin seviyelerinde goriilen artiglar safra yollarindaki problemlerin ve karacigerde
olusan hasarlarin belirtecidir. Calismamizdaki tim doz gruplarinda total bilirubin
seviyelerinde artig goriilmemistir. Bilirubin seviyesinin biitiin gruplarda 0,1 mg/dl
seviyesinde oldugu bulunmustur. Bilirubin viicuttan bobrekler araciligiyla da
atilabilmektedir. Bu yiizden karacigerde olusan hasar ciddi boyutlara ulasmadikga total
bilirubin seviyelerinin ¢ok yiiksek degerlere ulagmasi beklenmemektedir (Agrawal ve
ark., 2016). Kreatinin bobregin hasar gormesi durumunda kanda seviyeleri yiikselen bir

proteindir. Tiim doz gruplarinda kreatinin degerlerinde artis gorilmemistir.

Nekropsi isleminde doz gruplarinin hepsinde karaciger ve peritonda yiizeyel

beyaz lezyonlar tespit edilmistir. Uygulanan doz arttikca tespit edilen yiizeyel
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lezyonlarin diizeyinin arttig1 goriilmiistiir. Histopatolojik analizlerde 300 mg/kg
dozunda tespit edilen karaciger hasar1 anlamli bulunmustur (p<0,05). Bobrekte olusan
hasarin tespiti i¢in yapilan analizde ise 120 (p<0,05) ve 300 mg/kg dozlarinda goriilen
hasarlar anlamli bulunmustur (p<0,01). Sicanlarda 300 mg/kg dozunda mortalite orani
%20°dir. Daha diisiik dozlarin uygulandigin siganlarda yapilan klinik gézlemlerde agir
bir toksisite belirtisi ve &liim tespit edilmemistir. Onemli bir toksisite belirtisi olan
siddetli kilo kayb1 ve agir derecede hipotermi hayvanlarda tespit edilmemistir. Ancak
biyokimyasal analizlerde hafif derecede ALT ve AST enzimlerinde yiikseklik oldugu
tespit edilmistir. Histopatolojik analizlerde de kontrol grubuna gore karacier ve
bobrekte tespit edilen hasarlar anlamli bulunmustur. MTD, 6liime sebep olmayan ancak
belirgin derecede toksisiteye neden olabilecek en yiiksek doz olarak tanimlanmistir. Bu
nedenle analiz sonuglart degerlendirildiginde hayvanlarda agir toksisite olusmadigt ve
yiiksek oranda 6liim goriilmedigi i¢in ¢alismamizda M47 icin MTD 300 mg/kg olarak
tespit edilmistir.

Ilaca verilen yanit ve tespit edilen yan etkilerde tiirlere bagl bazi1 farkliliklar
oldugu kabul edilmistir. Tirlere bagli goriilen bu farklar, 6zellikle ilaglarin veya ilag
adayt molekiillerin farmakokinetik o6zelliklerin farkliligindan kaynaklanmaktadir.
Dolayisiyla absorpsiyon, dagilim, metabolizma ve atilimda tiirler arasinda
degiskenlikler goriilmektedir. Metabolizma, tiirler arasindaki farkliliklarin olusmasina
neden olan en onemli etkendir. Kopek, at, maymun, sican ve farede gerceklestirilen
kapsamli bir ¢alismada karacigerde 6nemli metabolizma faaliyetlerini gergeklestiren
Sitokrom P450 enzimlerinin farkli tiirlerde karacigerdeki aktiviteleri karsilastirilmistir.
Calismanin sonunda enzimlerin karacigerdeki aktivitelerinin tiirler arasinda onemli
derecede farklilik gosterdigi bulunmustur. Bir enzimin baska bir tiirde bulunmamasi ya
da aktivitesinin diisiik olmasi1 ve ya diger bir tiirde karacigerde diisiik konsantrasyonda
bulunmasi, faz 1 ve faz 2 ilag metabolizma reaksiyonlarini gergeklestiren enzimlerde
tiirler arast farkliik goriilmesinin nedenlerindendir. Ozellikle Sitokrom P450
enzimlerinde goriilen genetik polimorfizm ilacin etkisinin tiirler ve bireyler arasinda
farklilik gostermesine neden olan 6nemli bir diger etkendir. Deney hayvanlarindaki
calismalarda bu  farkliligi ekarte etmek igin bu tiir ¢alismalarda yakin soylar
kullanilmaktadir. Tiirler arasindaki farkliliklarin tespit edilmesi preklinik ¢aligmalarda

hayvanlardan elde edilecek verilerin insana uyarlanmas: agisindan da oldukga
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onemlidir. Bu nedenle tiirler arasindaki farkliliklarin tespit edilmesi i¢in deneylerde

gelismis analitik yontemler kullanilmaktadir (Baillie ve Rettie, 2011).

Jacevic ve ark. (2019) tarafindan yapilan ¢aligmada LDsg dozunun belirlenmesi
tiirler arasindaki farklarin tespitinde kullanilmigtir. Yapilan calismada asetilkolinesteraz
reaktivatorlerinden bes molekiil, disi ve erkekler ayr1 gruplanarak fare ve si¢anlara i.m
yoldan tek doz verilmistir. Sonuglarda bes molekiilde de sigan ve fare gruplarinda farkli
LDsp degerleri bulunmustur. Ayni1 zamanda ayni tiirdeki disi ve erkek cinsiyetteki
sicanlarda da farkli LDsg degerleri tespit edilmistir. Bu sonuca gore tiir ve cinsiyetteki

farkliliklarin meydana gelen toksisiteyi etkiledigi goriilmiistiir (Jacevic ve ark., 2019).

Histopatolojik analizlerde makroskopik ve mikroskopik hasarlar goriilmesine
ragmen biyokimyasal analizlerde elde edilen sonuglara gore karaciger ve bobrek

fonksiyonlariin bozulmadigi sdylenebilir.
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