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ÖZET 

Bu çalışmanın amacı gemfibrozil’in kardeş kromatid değişim oranına etkilerinin, insan 

periferal lenfosit kültüründe in vitro olarak araştırılmasıdır. İnsan kan lenfosit hücreleri, 

lenfosit kültüründe gemfibrozil'in 50 μl, 100 μl, 125 μl ve150 μl ‘lik dozları ile 24 saat 

etkileşime bırakılmıştır. Gemfibrozil uygulanmış deneme grupları negatif kontrol ve 

pozitif kontrol ile kıyaslandığında, uygulanan gemfibrozil dozlarının kardeş kromatid 

değişim oranında  artışa yol açtığı belirlenmiştir. Ayrıca gemfibrozil 

konsantrasyonlarının  artışı ile hücre replikasyon indeksinin düştüğü,  KKD'nin arttığı 

ve KKD-replikasyon indeksi arasında negatif bir korelasyon  (r = -0.97) olduğu 

görülmüştür. 

Anahtar Kelimeler: Gemfibrozil, lenfosit kültürü, kardeş kromatid değişimi, 

replikasyon indeksi 
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ABSTRACT 

 The aim of this study was to investigate the effects of gemfibrozil on sister kromatid 

exchange rate in human periferal lymphocyte culture in vitro. Human peripheral blood 

lymphocyte cells were treated with 50,100,125 and 150 µg /ml concentrations of 

Gemfibrozil for 24 h. A significant increase was observed for induction of sister 

kromatid exchange rate in all treatments of Gemfibrozil concentrations for 24 h 

comparing with the negative control and mitomycin C (MMC, 0.3 µg/ml) which was 

used as positive control. It is also observed that Gemfibrozil decreased the replication 

index (RI) in all the concentrations when compared with control and solvent control. 

and there was a negative correlation (r=-0.97) between SCE and replication index. 

Keywords: Gemfibrozil, lymphocyte culture, sister  kromatid exchange, mitotic index 
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μM  Mikromolar 

μl  Mikrolitre 

μg  Mikrogram 

MMC  Mitomisin-C 

DMSO  Dimetil sülfoksit 

Rpm   Devir Sayısı 

KKD  Kardeş kromatid değişimi 

BrdU               5’-Bromo-2’-deoxyuridine 
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1.GİRİŞ 

Teknolojinin gelişmesi ile beraber, üretilen yeni ilaçlar, kimyasallar, tarım ilaçları, gıda 

katkı maddeleri ve bunların atıkları, canlıların genetik yapısında mutasyon oluşturma 

ihtimali taşımaktadırlar [1]. Günümüzde kullanılan ilaçların tümü, Farmakokinetik 

çalışmalardan geçmelerine rağmen bu ilaçların metabolitlerinin canlılar ve çevre 

üzerindeki uzun vadede oluşturdukları etkiler hakkında yeterli sayıda çalışma 

bulunmamaktadır [2].  

Atık su arıtma tesisleri, ilaç atıklarını tamamen ortadan kaldıramadıklarından dolayı  bu 

ilaç atıkları yer altı, yüzey ve içme sularında bulunabilir [3]. Günümüzde, farmakolojik 

olarak aktif olan hormon, antibiyotik, steroid ve fibrat gibi maddelerin çevreyle olan 

etkileşimleri hakkında yeterli bilgi bulunmamaktadır [4,5].  

Kandaki trigliserid düzeyini düşüren ilaç grubunu ifade eden fibratlar, bu etkilerini 

kanda trigliserid taşıyan partikül (VLDL) düzeyini düşürerek ve kandan trigliseridin 

uzaklaştırılmasını hızlandırarak gösterirler. Atık sularda ve yüzey sularında en çok 

tespit edilen farmasötik gruplar içerisinde yer alan fibratların en önemlileri, gemfibrozil, 

klofibrik asit, benzafibrat ve fenofibrattır [6-9].  

Fibrik asidin türevlerinden iri olan gemfibrozil, klinik amaçlı olarak, yüksek koroner 

kalp hastalığı riski taşıyan hastalarda 1980’li yılların başından itibaren kullanılan 

farmasötik bir üründür. İyi bir lipid düzenleyici ilaç olan gemfibrozil’in 

fototransformasyonu sonucu oluşan ürünlerin mutajenik ve genotoksik etkiler 

göstermesinden dolayı bu durum, gemfibrozil’in fototransformasyonu sonucu oluşan 

ürünlerin, çevresel açıdan risk potansiyeli olan ilaç grubunda olduğu yönündeki 

düşünceleri desteklemiştir [10,11].  

1970 yılından sonra geliştirilen, en hassas ve en çok kabul gören, kısa süreli 

kanserojenite ve mutajenite testi olan Kardeş Kromatid Değişimi (KKD=SCE=Sister 

Chromatid Exchange) yöntemi, bir kromozomdaki kardeş kromatidler arasındaki 

simetrik segment değişimini ifade eder [12-14].  
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Genetik hastalıkların teşhisinde son derece hassas sonuç veren KKD (=SCE) yöntemi, 

aynı zamanda in vitro ve in vivo deneyler ile bir çok kimyasal maddenin yanı sıra 

virüslerin ve radyasyonun çok sayıda etkilerinin belirlenmesinde de kullanılmaktadır 

[13-19].  

Bu çalışmanın amacı, farklı konsantrasyonlardaki Gemfibrozil’in, insan periferal 

lenfosit kültürüne uygulanarak Kardeş Kromatid Değişim (SCE=KKD) Oranına 

etkilerinin gözlemlenmesidir.  
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2.GENEL BİLGİLER 

Varlığı, ilk kez 1869 yılında Friedrich Miescher tarafından tespit edilen genetik 

materyal, gerek canlı organizmaların üreme, gelişme, protein sentezi, adaptasyon ve 

diğer hücresel olaylarının gerçekleşmesinden, gerek ise bütün bu fonksiyonların devamı 

için gerekli olan genetik bilginin depolanması, bir sonraki kuşağa aktarımı ve 

kullanılmasından sorumludur. Hücrelerde ki genetik materyal DNA molekülüdür (bazı 

RNA virüsleri hariç).  

Genetik yapısı, 1953 yılında James Watson ve Francis Crick tarafından açıklanan DNA 

molekülü, beş karbonlu bir şeker olan deoksiriboz, azotça zengin olan pürin (Adenin: A, 

Guanin: G ) ve pirimidin ( Timin: T, Sitozin: C ) bazlarına ek olarak fosfat grubundan 

oluşan polimerik bir makro moleküldür. DNA molekülü, double helix de denilen, 5¹ 

ucundan 3¹ ucuna doğru şeker-fosfat omurgasından oluşan iki zincirin, anti paralel bir 

şekilde sarılması ile meydana gelmiş çift sarmal bir yapıdır. Nadiren sola dönümlü Z-

DNA formunda bulunan DNA zinciri, normal fizyolojik şartlara sahip hücrelerde 

genellikle sağa dönümlü B-DNA formundadır. DNA’nın arjinin ve lizince zengin olan 

bazik histon proteinleri ile bağlanması sonucu ise kromatin denilen yapı oluşur ve 

interfaz safhasında görülür. Kromatinler mitoz ve mayoz bölünme esnasında ise 

kromozom denilen yapıya dönüşürler. Bir haploid memeli hücresi, 3×109 nükleotid 

çiftinden oluşan 23 çift kromozomdan oluşur. Bu 23 çift kromozomdan 22 çifti 

otozomal kromozomları, son çift ise eşey (X, Y ) kromozomlarıdır [20-23].  
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Şekil 2.1 İnsan Kromozomu’nun elektron mikroskobu görüntüsü ve kısımları [25]. 
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Tablo 2.1.İnsanda bulunan 23 çift kromozom’un içerdikleri gen ve baz sayısı [25]. 
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2.1. Kromozomların Yapısı Ve Morfolojisi Hakkında Genel Bilgi 

‘Colored Thread’ olarak bilinen, yunanca bir kelimeden köken alan ‘Kromozom’ terimi, 

1888 yılında W. Waldeyer tarafından tanıtılmıştır. Kromozomlar, organize gen 

topluluklarının oluşturduğu birimlerdir. TJ. O, Levan, Ford ve Hamerton tarafından 

1956 yılında yapılan çalışmalar sonucu, bu bilim adamları insanların 46 kromozoma 

sahip olduğunu belirtmişlerdir.  

Birbirlerinden, sentromer pozisyonu, uzunluk, büyüklük ve ‘Banding pattern’ diye 

adlandırılan açık ve koyu bantların düzenlenme biçimine göre ayrılan kromozomlar, en 

iyi metafaz yada prometafaz safhasında analiz edilir. 

Bir türün, bir bireyin veya bir hücrenin kromozomal toplamına ‘karyotip’ denilmektedir 

ve karyotip her tür için karakteristiktir. Karyotip aynı zamanda, metafazdaki 

kromozomların morfolojilerine göre, ışık mikroskobundaki görüntülerini ifade 

etmektedir. Tüm kromozomların, homolog kromozomlar halinde gösterilmesini ise 

‘karyogram’ ifade eder. Karyogramda görülen homolog kromozom çiftlerinin biri dişi 

bireyden, diğeri erkek bireyden gelir ve bu kromozomlar, göreceli uzunluklarına ve 

sentromer pozisyonlarına göre düzenlenmişlerdir. İnsanlarda bulunan 23 çift 

kromozomdan ilk 22 çift otozomal kromozom, son çift ise eşey kromozomlarıdır. Son 

çift, dişilerde iki X kromozomu şeklinde, erkeklerde ise bir X ve bir Y kromozomu 

şeklindedir. Dişilerin karyotip gösterimi 46, XX, erkeklerin karyotip gösterimi ise 46, 

XY şeklindedir. Bu gösterimde, virgül öncesi kısım toplam kromozom sayısını, virgül 

sonrası kısım ise eşey kromozomlarını ifade etmektedir [26]. 
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Şekil 2.1.1 Normal insan karyotipi [27]. 

Kromozomları Oluşturan Özel Bölgeler 

Sentromer: Kromozomu p ve q olarak adlandırılan iki kola ayıran sentromer, 

görünürlüğü sitogenetik olarak belirleyici olan primer boğum şeklinde tanımlanmıştır ve 

spesifik proteinlerin bağlandığı DNA dizilerinden oluştuğu bilinmektedir.  

Kromatid: Kromozomun kolları gibi görünen kromatidler, kromatinlerin protein 

iskelete sarılması ile oluşurlar ve ortada konumlanmış olan sentromere göre kromozom 

kolu olarak adlandırılırlar. Sentromer, kromatidleri uzun (p) ve kısa (q) kollara ayırır. 

Telomerler: Kromozomların, diğer kromozomlar ile yapışmasını ve kendi üzerine 

katlanmasını engelleyen telomerler, hücre bütünlüğünde büyük rol oynarlar. 

Kromozomların uç kısımlarında bulunan özel DNA dizilerinden oluşan telomerler, 

yaşlanmaya bağlı olarak kısalmaya başlarlar fakat buna rağmen kanser hücrelerinin 

telomerik dizileri bu durumdan etkilenmezler [21]. 
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Replikasyon Başlangıç Noktası (ORI): Kromozomlarda DNA sentezinin başladığı 

bölgeyi ifade eder. Bu bölge ışık mikroskobunda tespit edilememesine rağmen bütün 

kromozomlarda en az bir tane olmak kaydıyla bulunmaktadır [28].  

Kromozom Şekilleri 

Kromozom şekilleri, ‘Denver’ klasifikasyonuna göre aşağıdaki gibi sınıflandırılmıştır.  

1-Metasentrik (Median) Kromozom: sentromer kromozomun merkezindedir ve 

kromozom kolları birbirine eşittir.   

2-Submetasentrik (Submedian) Kromozom: Sentromer, kromozomun tam 

merkezinde olmakla beraber, kromozom kol (Telomer) boyları birbirine eşit değildir.  

3-Akrosentrik Kromozom: Kromozom kollarının uzunluk farkının en fazla olduğu 

sentromer konumlanmasıdır. kromozomun uç kısmına çok yakın bir bölgededir 

sentromer.  

4-Telosentrik Kromozom: Sentromerin, kromozomun en uç kısmında bulunduğu 

durumdaki kromozomdur.İnsanda rastlanmayan bu kromozom tipinde, kromozomun 

yalnızca uzun kolları vardır. 

 

Şekil 2.1.2 Sentromerin yerine göre Kromozom şekilleri [26]. 

Birbirinden farklı iki insanın DNA dizileri arasındaki fark yaklaşık olarak % 0,5 dir. 

DNA dizileri arasındaki bu küçük fark genetik çeşitliliği sağlamaktadır. Canlı 

DNA'sında ki nükleotid dizilerinde meydana gelen değişimler eğer canlının fenotipini 
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etkiliyor ise mutasyon, canlının yalnızca genetik çeşitliliğine yol açıyor ise polimorfizm 

adını alır [21]. 

2.2. Mutasyon 

Bir canlı türünün kendine has genetik olan genetik bilgisinde, gen rekombinasyonunun 

dışındaki bir takım sebeplerden dolayı oluşan ani kalıtsal değişimlere 'mutasyon' denilir. 

Doğada spontan bir şekilde meydana gelebilen mutasyonlar, mutajen olarak adlandırılan 

fiziksel ve kimyasal etkenler tarafından da oluşturulabilir. DNA molekülünde çeşitli 

hasarlara yol açan mutajenlerin oluşturdukları bu hasarlar, DNA'nın kendi tamir 

mekanizması tarafından onarılmaya çalışılsa da bazı durumlarda DNA'nın tamir 

mekanizmasını kontrol eden genlerde meydana gelen mutasyonlardan dolayı onarım 

yapılamayabilir. Fakat bütün mutasyonlar olumsuz olarak değerlendirilmemelidir. 

Mutasyonlar, temel fonksiyonları yürüten genlerde bulunmasına rağmen 

uzaklaştırılmamaları halinde hücrenin ölümüne yol açabileceği gibi, organizmanın 

gelişiminde, evriminde ve canlılar arası çeşitlilikte önemli rol oynamaktadırlar [29]. 

Meydana geliş mekanizmalarına göre üç grupta toplanan mutasyonlardan genom 

mutasyonları, kromozom sayısında meydana gelen değişikleri, kromozom mutasyonları, 

kromozomların yapısında meydana gelen değişiklikleri, gen mutasyonları ise DNA'nın 

yapısını oluşturan nükleotidlerde ki değişiklikleri ifade etmektedir [21,22]. 

2.2.1. Genom Mutasyonları 

Homolog kromozomların, mitoz veya mayoz bölünme esnasında hatalı ayrılması 

sonucu meydana gelen kromozom sayısının değişmesiyle oluşur. Kromozom sayısı 

değişikliğine yol açan mekanizmalar 'anafaz lagging' yani anafazda geri kalma veya 

kaybolma ve 'nondisjunction' diğer bir deyimle ayrılmama durumudur [21,22]. 

2.2.2. Kromozom Mutasyonları 

Kromozom mutasyonlarına yol açan yapısal değişiklikler kendiliğinden oluşabileceği 

gibi bir takım viral enfeksiyonlar, iyonize radyasyon ve bazı kimyasalların indüksiyonu 

ile de oluşabilmektedir. Oluşma sıklığı 6×104 / hücre bölünmesi olan kromozom 
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mutasyonları, insersiyon, inversiyon, duplikasyon, delesyon ve translokasyonlar ile 

ifade edilir. 

İnsersiyonlar: Nadiren görülen bu mutasyon, kopan bir kromozom parçasının başka bir 

kromozoma katılması durumudur.   

İnversiyonlar: Bir kromozomda oluşan iki kırık arasındaki kromozom parçasının ters 

dönerek aynı yere bağlanmasıdır. İki farklı şekilde gerçekleşebilir. Eğer oluşan 

kromozom kırıklarının her ikiside aynı kromozom kolu üzerinde ise 'parasentrik 

inversiyon', kırıkların her biri kromozomun bir kolunda ise 'perisentrik inversiyon' 

olarak adlandırılır. inversiyonlar gelecek kuşaklar için anormal gamet oluşturma riski 

taşımalarına karşın  taşıyıcının fenotipinde herhangi bir anormallik oluşturmazlar.  

Duplikasyonlar: İnversiyon veya bir translokasyon taşıyıcısında, mayoz bölünme 

esnasında anormal segragasyon yada eşit olmayan 'krossing-over' sonucu oluşmaktadır. 

Örnek olarak Rett sendromu ve Blood sendromu gösterilebilir.   

Delesyonlar: Kromozom dengesizliğiyle sonuçlanan bu mutasyonun sebebi, 

kromozomun bir kısmının kaybedilmesidir. Yaklaşık olarak 7000 canlı doğumda bir 

görülen bu mutasyonda ortaya çıkan bulgular, delesyona uğrayan bölgede ki genlerin 

sayısına, işlevine ve bu bölgenin büyüklüğüne bağlıdır.  

Translokasyonlar: İki şekilde gerçekleşen translokasyonlar, genellikle iki kromozomla 

kısıtlı olup kardeş olmayan kromozomlar arasındaki parça değişimi şeklinde olur. Bu 

şekilde gerçekleşen translokasyonlara 'Resiprokal translokasyon' denilir. İkinci 

translokasyon şekli olan 'Robertsonian translokasyon' u ise kısa kollarını kaybetmiş 

akrosentrik iki kromozomun, sentromer bölgelerinden birbirine bağlanması sonucu 

oluşmaktadır [21,22]. 

2.2.3. Gen Mutasyonları 

Gen mutasyonları, insersiyon, delesyon ya da DNA yapısındaki nükleotid çiftlerinin yer 

değiştirmesi ile meydana gelirler ve herhangi bir mutajen tarafından indüklenmeye bağlı 

olarak yada DNA replikasyonu sırasında ortaya çıkarlar[21,22].  
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2.3. Fibratlar Hakkında Genel Bilgi 

Hipertriglisemideyi içeren dislipdemi'nin klinik tedavisinde kullanılan fibrik asit 

türevlerinin hipotrigliseridemik etki mekanizmaları tam olarak bilinmemesiyle beraber, 

hepatik lipaz ve/veya lipoprotein lipaz'ın aktivitelerini arttırarak ve hepatik ApoC-Ш 

sentezini azaltarak etki gözterdiği düşünülmektedir. Gemfibrozil, bezafibrat, fenofibrat 

ve ciprofibrat, klinik tedavilerde kullanılan en önemli fibratlardır [30-31].   

 

Şekil 2.3.1 Fibratlar ve foto ürünlerinin yapıları [32]. 

2.4.Gemfibrozil 

Gemfibrozil, FDA tarafından 1982 yılında verilen onay ile lipid düzenleyici ilaç olarak 

hiperkolesterolemi ve hipertrigliseridemi'nin tedavisinde etkin bir şekilde 

kullanılmaktadır. Gemfibrozil ile yapılan iki klinik deney sonucu, gemfibrozil'in, 

koroner kalp hastalığının kontrolü için tedavi edici etkisi olan önemli bir ajan olduğu 
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kabul görmüştür. Gemfibrozil hipolipidemik etkisini, HDL (Yüksek Dansiteli 

Lipoprotein) konsantrasyonunu yükseltip LDL, (Düşük Dansiteli Lipoprotein 

Kolesterol) ve trigliserid konsantrasyonunu düşürerek gösterir [11,33,34].   

Kemirgenlerde peroksizom proliferatörü olan gemfibrozil ve diğer fibrat türevleri, 

hepatik peroksizom (sayıca ve büyüklük olarak genişlemiş olan) ile alakası olan 

karaciğer genişlemesini de kapsayan bir sendromu tetikler. Aynı zamanda birtakım 

enzimleri (Açil COA oksidaz, sitokrom P450 4A, karnitin, asetiltransferaz ve 

peroksizomal, mikrozomal yağ asidi oksitleyici) de indükler [35-38]. Yapılan 

çalışmalarda, gemfibrozil, di (2-ethylhexyl) phthalate, Wy-14,643 ([4-chloro-6-(2,3-

xylidino)-2-pyrimidinylthio]), asetik asit, kolifibrat'ı içeren bazı fibratların kemirgenler 

üzerinde ki karsinojenitik etkileri gösterilmiştir [39-44]. 

2.4.1.Farmakolojik Özellikleri 

Farmasötik Bilgi : 

İsim   : Gemfibrozil 

Kimyasal İsim : 5-(2,5-dimethylphenoxy)-2,2-dimethylpentanoic acid 

Kimyasal Yapı : 

 

Şekil 2.4.1.1 Moleküler Formül : C15H22O3 

Farmakolojik Özellikleri 

Farmakoterapötik Grubu: Serum lipid düşürücü ajan. 
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Kimyasal olarak halojensiz fenoksipentanoik asit olan gemfibrozil, oral yoldan   

kullanılan bir lipid düzenleyicisidir [45]. 

2.4.1.2. Etkileri 

HDL (Yüksek Dansiteli Lipoprotein Kolesterol) düzeyini yükselten, serum total 

kolesterol ve trigliserid düzeylerini düşüren gemfibrozil, lipid düzenleyici rol oynayan 

bir etken maddedir. Gemfibrozil bu lipid düşürücü etkisini ilk önce ve en fazla VLDL 

(Düşük Dansiteli Lipoprotein) üzerinde, daha az oranda ise LDL (Kolesterolce Zengin 

Düşük Dansiteli Lipoprotein) üzerinde meydana gelir [32]. 

İnsanlar üzerinde yapılan çalışmalarda, gemfibrozil'in periferik lipolizi inhibe ederek 

yağ asitlerinin hepatik ekstraksiyonunu azaltıp buna bağlı olarak da hepatik trigliserid 

üretimini azalttığı gösterilmiştir. Aynı zamanda gemfibrozil buna ek olarak VLDL 

taşıyıcı apolipoprotein B'nin sentezini inhibe etmesi sonucu serum VLDL düzeyinde 

düşmeye yol açar. 

Hayvanlar üzerinde yapılan çalışmalarda ise gemfibrozil'in, kolesterolün karaciğerden 

uzaklaştırılması, HDL seviyesini yükseltme, kolesterolün feçes ile atılımını hızlandırma, 

yeni üretilen trigliseridlere uzun zincirli yağ asidi eklenmesini azaltma ve karaciğerde 

kolesterolün turn-over ' ini hızlandırma gibi etkileri belirtilmiştir [45].  

2.4.1.3. Klinikte Farmakoloji ve Farmakokinetiği 

Hayvanlarda feçes ve idrar ile atılan gemfibrozil' in insanlarda verilen dozunun yaklaşık 

% 70' i primer olarak idrar ile glukoronid konjugatı şeklinde, % 6' sı feçes, %2' den daha 

az bir kısmı ise gemfibrozil olarak atılır. Tek bir dozunun plazma düzeyi en yüksek 

seviyeye ulaşması 1 veya 2 saat içinde olur. Yarılanma süresi multiple dozlarda 1.3 saat, 

tek dozlarda ise 1.5 saattir [45]. 

Aynı tedavi döneminde kullanılan antidiabetikler, antikoagülanlar ve 

hipokolesterolemik ajanların fibratlar ile farmakokinetik ve/veya farmakodinamik 

etkileşimleri bildirilmiştir [46-47].  
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2.5. Genotoksisite 

Genetik materyaldeki kimyasal veya fiziksel ajanlara bağlı olarak hasar oluşumuna 

genotoksisite denilmektedir. Tamir edilemeyen genetik materyal hasarı kromozomal 

aberasyona, DNA sekans değişikliklerine sebep olabilen bir veya daha fazla nükleotid 

değişikliğine bağlı olarak mutasyon, rekombinasyon, yaşlanma, kanser ve doku hasarı 

oluşumuna sebep olabilmektedir [48]. 

2.5.1. Kardeş Kromatid Değişimi (KKD=SCE) Hakkında Genel Bilgi 

Geçmişi 1938’lere dayanan KKD (SCE) çalışmaları ilk defa Mc Clintock tarafından 

somatik mısır hücreleri üzerinde yapılmış ve kardeş kromatidler arasındaki 

değişimlerden söz edilmiştir [49]. 

J.H. Taylor ve arkadaşları tarafından 1957 yılında yapılan çalışmada, Vicia faba (bakla) 

kromozomlarını replikasyonun ilk basamağı boyunca 3H-Timidin etkisine bırakarak 

ikinci metafazda her bir kromozoma ait kardeş kromatidlerinden birinin işaretlendiğini 

göstermişlerdir. 

1972 yılında Zakharov ve Egolina,  çim hamster hücrelerini Brdu (5’-Bromo-2’-

deoxyuridine)' lu ortamda iki döngü boyunca kültüre edip ardından giemsa boyası ile 

boyamaları sonucu, boyanın kromatidin tek ipliğine girmesi ile koyu boyandığını, her 

iki ipliğe girmesiyle de açık boyandığını tespit etmişlerdir [9]. 

Bir timin analoğu olan Brdu (5’-Bromo-2’-deoxyuridine), kültür ortamında çoğalan 

DNA' da ki timidin' in yerine geçer. Kültür ortamında ki hücreler in vitro çalışmalarda 

bir veya iki replikasyon siklusu, in vivo çalışmalarda bir replikasyon siklusu boyunca 

BrdU' ya maruz bırakılarak boyanırlar [50].  

KKD (SCE)' nin krossing-over olayından farkı, KKD' nin bir kromozomun kardeş 

kromatidleri arasında parça değiş tokuşu yapmasıdır. Krossing-over ise kardeş olmayan 

kromozomların kromatidleri arasında parça değiş tokuşu yapmasıdır [51]. KKD 

kromozom morfolojisinde değişikliğe sebep olmaz [52].  

Hücre siklusunun S fazında meydana gelen KKD' nin moleküler mekanizması tam 

olarak anlaşılamamasına rağmen DNA da ki her kromatidin aynı bölgesinde kırıklar 
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oluşturduğu ve DNA zincirinde, değişim olduktan sonra kırıkların hemen onarımı 

şeklinde olayın devam ettiği bilinmektedir [52,53]. 

KKD yöntemi, günümüzde kalıtsal hastalıların teşhisinde de kullanılmaktadır. İnsan 

popülasyonunda %1-2 oranında heterozigot şekilde bulunan, otozomal resesif şekilde 

etki gösteren Bloom' s sendromu, Fanconi' s anemi, Xeroderma pigmentosum ve Ataxia 

telangiectasia gibi hastalıklar, bazı özel mutajen maddeler verilerek KKD' de ki artış ya 

da azalışına göre teşhis edilebilmektedir [54]. 
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3.MATERYAL VE METOT 

Bu çalışmada sigara içmeyen, birbirine yakın yaşlardaki 10 bayan (22 ve 25 yaşlarında) 

ve 10 erkekten (22 ve 25 yaşlarında) alınan periferik kan materyal olarak, gemfibrozil 

test maddesi olarak  , Mitomisin-C (MMC) pozitif kontrol olarak, DMSO (Dimetil 

sülfoksit ) ise test kontrolü olarak kullanılmıştır [55]. 

3.1. Mitomisin-C (MMC) 2 mg (Sigma, M 0503) 

3.1.1. Mitomisin-C (MMC)’ nin Özellikleri 

Bu çalışmada test maddesi olarak kullanılan Mitomisin-C (MMC) , antineoplastik ve 

geniş spekturumlu bir sitostatik (hücre bölünmesini durduran) ajandır. Işıktan 

korunduğu takdirde 5°C altındaki buzdolabında yedi gün özelliğini koruyabilen MMC, 

suda çözünebilen (pH=6-9), mavi-menekşe renkte, kristal şeklinde bir maddedir. 

Mitomisin-C 2 mg ve 10 mg’lık amber renkli şişelerde toz şeklinde bulunur [56]. 

3.1.2. Mitomisin-C (MMC)’nin Kullanım Alanları 

Mitomisin-C (MMC), antineoplastik ilaçlar grubuna girmektedir. Bu grupta 

daunamycin, Mitomisin-C, cyclophosphamide, uracil mustard ve streptozotocin 

bulunmaktadır. 

Alkilleyici bir ajan olan MMC, aşağıdaki kanser türlerinin tedavisinde kullanılmaktadır. 

• Mide kanseri 

• Göğüs kanseri 

• Pankreas kanseri 

• Anüs ve kalın bağırsak kanserleri 

• Küçük hücreli akciğer kanseri 

• Baş ve boyun kanserleri 

• Küçük mesane papillomaları 
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3.2. Kullanılan Kimyasal Maddelerin Çözeltilerinin Hazırlanması 

3.2.1 Kimyasal Maddeler ve Çözeltiler 

1.Etanol (C2H5OH), (Merck, K35091886 537) 

2.Gemfibrozil ( Sigma, G9518- 5G ) 

3.Potasyum di-hidrojen fosfat (KH2PO4), (Merck, A651773 524) 

4.Sodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4), (Merck, K34623780 516) 

5.Mitomisin C (MMC) 2 mg (Sigma, M 0503) 

6.Giemsa (Merck, HX694620) 

Fosfat Tampon Çözeltisi: Potasyum di-hidrojen fosfat (KH2PO4)’ dan 9.1 gr. alınır ve 

1000 ml. bidistile suya tamamlanır. Başka bir balon jojeye de sodyum hidrojen fosfat 

(Na2HPO4)’dan 11,9 gr alınır ve 1000 ml. bidistile suya tamamlanır ve stok çözeltiler 

hazırlanmış olur [32]. 

Sorenson Fosfat Tampon Çözeltisi: KH2PO4 çözeltisinden 60 ml. ve Na2HPO4 

çözeltisinden 30 ml. alınarak şaleye konulur ve üzerine 10 ml. giemsa boyası eklenmesi 

suretiyle %10 luk giemsa-sorenson fosfat tampon çözeltimiz hazırlanmış olur. Sorenson 

fosfat tampon çözeltisi çeşitli pH değerlerine ayarlanabilir, bu işlem için her iki 

çözeltinin değişik miktarları kullanılarak pH istenilen değere ayarlanır [32]. 

Çözelti 1: 

KH2PO4............................ 9.1 gr. 

Bidistile su.........................1000 ml. 

Çözelti 2: 

Na2HPO4...........................11.9 gr.  
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Standart Saline Citrate (SSC) Çözeltisi 

Bu çözelti ışınlamadan sonra kardeş kromatidler arasındaki kontrast farkını artırmak 

amacıyla kullanılmıştır. SSC çözeltisini hazırlamak için 11.05 gr trisodyum sitrat 

(C6H5Na3O7.2H2O) ve 21.9 gr NaCl kullanıldı. Bu iki madde ayrı ayrı kaplarda bir 

miktar saf su içerisinde çözdürüldü, daha sonra aynı kaba aktarılarak birbirleriyle 

karıştırıldı. Karışımın üzerine 500 ml oluncaya kadar saf su ilave edildi. Hazırlanan bu 

stok çözelti 5 x SSC’dir. Çözelti buzdolabında saklandı. Deneyde, bu stoktan 20 ml alıp, 

üzeri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlandı (elde edilen 1 x SSC kullanıldı). 

Bidistile su.........................1000 ml. 

pH 5,6 için: Çözelti 2 den 5 ml. ve çözelti 1 den 100 ml. 

pH 6,0 için: Çözelti 2 den 12.3 ml. ve çözelti 1 den 100 ml. 

pH 6,5 için: Çözelti 2 den 30 ml. ve çözelti 1 den 100 ml. 

pH 6,8 için: Çözelti 2 den 50 ml. ve çözelti 1 den 100 ml. 

pH 7,2 için: Çözelti 2 den 70 ml. ve çözelti 1 den 100 ml. 

3.2.2. Gemfibrozil’in  Hazırlanması 

Yapılan hesaplamalarda 10 mg Gemfibrozil alınarak 1ml DMSO (Dimetil sulfoksit)’de 

çözülmüştür. 50, 100, 125 ve 150 μM’lık dozlar kullanılarak çalışma yapılmıştır. 

3.2.3. Mitomisin- C (MMC) Çözeltisinin Hazırlanması 

2 mg Mitomisin-C bulunan ortama 2 ml steril bidistile su ilave edilerek MMC 

çözdürülmüştür. Sonra bu çözeltiden 5 ml’lik kültür ortamına ilave edilerek son 

konsantrasyondaki MMC oranı 0.3 μg/ml olan çözeltiler hazırlanmıştır. Yukarıda 

belirtilen konsantrasyonlardaki MMC ile hücreler 24 saat muamele edilmiştir. 

3.2.4. Sorensen Tamponunun (Sorensen Buffer) Hazırlanması 

KKD’yi incelemek amacıyla hazırlanan preparat Sorensen tamponu içerisinde UV 

lambası ile ışınlandırıldı. Sorensen tamponu % 10’luk Giemsa boyasının 
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hazırlanmasında da kullanıldı. Bu tampon çözelti tampon A ve tampon B olmak üzere 

iki stok çözelti halinde hazırlanmış olup, bu çözeltiler çalışmanın amacına uygun olarak 

birbirleriyle değişik miktarlarda karıştırılarak kullanıldı. 

Hazırlanışı 

Tampon  A:11.34 gr KH2PO4 250 ml saf su içinde çözdürülmüştür (pH=4.8). 

Tampon B:14.83 gr Na2HPO4.12H2O 250 ml saf su içinde çözdürülmüştür 

(pH=9.3). 

3.2.5 Boyanın Hazırlanışı 

Tampon A: 11.34 gr KH2PO4 250 ml saf su içinde çözdürülmüştür (pH=4.8). 

Tampon B: 14.83gr Na2HP04.12 H20 250 ml saf su içinde çözdürülmüştür. 

3.2.6. Kromozom Medyumu (Besi Yeri) 

Bu çalışmada Biochrom firmasının ürettiği Chromosome Medium B (Cat. no. F5023), 

hücre kültürü olarak kullanılmıştır. Chromosome Medium B’nin her litresinde aşağıdaki 

maddeler bulunmaktadır: 

Non essential Amino Acids........................................850 ml 

Fetal Calf Serum ........................................................150 ml 

Heparin.......................................................................25.000 E 

Penicillin G, Sodium Salt...........................................75.000 E 

Streptomycin Sulphate...............................................50 mg 

Phytohemagglutinin M...............................................2.5 mg 

Bu medyum her tüpe 5 ml olacak şekilde paylaştırılmış ve bu miktarlarda kullanılmıştır. 

Kültür tüpleri steril olarak temin edilmiştir. 
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3.2.7. Kolsişin 

Kromozom preparatlarının hazırlanmasında mitotik zehir olarak Colchicine (Kolsişin) 

(Sigma) kullanılmıştır. Kolsişin çözeltisi steril saf su içerisinde hazırlanmış ve 

kromozom medyumunun her ml’sinde 0.06 μg olacak şekilde (0.06 μg/ml) 5 ml’lik 

kromozom medyumuna ilave edilmiştir. Kolsişin’in bazı özellikleri aşağıdadır. 

Kapalı formülü: C22H25N06 

Molekül ağırlığı: 399.4 

Etil asetat içeriği: %3.4 

Kloroform içeriği: < %0.1 

3.2.8. Hipotonik Çözelti 

Hipotonik çözelti olarak % 0,4’lük KCI (Merck) kullanılmıştır. Çözelti bidistile su 

içinde stok halinde hazırlanıp, ağzı kapalı bir cam kapta buzdolabında (+4 ºC) saklandı. 

Her preparasyondan yaklaşık 2 saat önce yeteri kadar miktar alınıp, 37 ºC’deki etüvde 

ısıtılarak kullanıldı. 

3.2.9. 5’-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) 

BrdU, Sigma firmasından (Cat. No. B 5002) temin edildi. BrdU’dan 5 mg alınarak 10 

ml Chromosome Medium B’de çözdürüldü (50 µg/100 µl medium). Bu çözeltiden SCE 

çalışmasında besi yerine 10 µg/ml gelecek şekilde ilave edildi (100 µl). 

3.2.10. Fiksatif 

Preparatların hazırlanmasında kullanılan fiksatif, 1 kısım glasial asetik asit’ in 3 kısım 

metanol (1/3 : glasial asetik asit/metil alkol) ile karıştırılmasıyla hazırlanmıştır. Fiksatif 

kullanılmadan iki saat önce hazırlanmış ve buzdolabında saklanmıştır. Her seferinde 

preparat yapım işleminden iki saat önce taze olarak hazırlanıp kullanılmıştır. 
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3.2.11. Giemsa 

Giemsa boyası Merck firmasından (Cat. No. 9204) temin edilmiş olup, deneyde 

Sorensen tamponu içinde hazırlanmış olan % 10’luk ve % 5’lik çözeltileri preparatların 

boyanmasında kullanıldı. 

3.3. Kullanılan Deney Ekipmanları 

3.3.1. Hassas Terazi 

Tartım işlemlerinde 0,0001 gr hassasiyetindeki PRECİSA XB 220 A marka terazi 

kimyasalların tartılmasında kullanılmıştır. 

3.3.2. Santrifüj 

5000 rpm’e kadar yükselebilen devir hızı, 15 dk.’lık zaman ayarlayıcı ve 8 tüp 

kapasiteli ELEKTRO-MAG marka santrifüj çalışmalarda kullanılmıştır. 

3.3.3. Mikroskop 

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan OLYMPUS marka binoküler ışık 

mikroskobu  preparat incelemeleri sırasında kullanılmıştır. 

3.3.4. Etüv 

Elektro-mag M 420 Bp marka 0 °C - 100 °C ayarlanabilir etüv deneyde hücre 

kültürünün yapımında ve bazı eriyiklerin 37 °C’ye ısıtılmasında kullanılmıştır. 

3.3.5. Deney Ekipmanları 

1.Etüv (Elektro-mag M420 Bp) 

2.Vorteks (Yellowline) 

3.Mikroskop (Olympus model CHK) 

4.Santrifüj (Elektro-mag) 
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5.Derin dondurucu 

6.Buzdolabı 

7.Otomatik pipet 

8.Fotomikroskop (Olympus BH-2,Nikon Coolpix 8800 ) 

3.3.6. Sarf Malzemeler 

1. Heparin (Roche) 

2. Giemsa (Merck, 5400512) 

3. KH2P04 (Merck, 9021622) 

4. Na2HP04H20 (Merck, Kl 690176) 

5. Glasial asetik asit (Merck, 247K18855556) 

6. Metanol (Merck, 502K05275408) 

7. İmmersiyon yağı (Merck, 09403569) 

8. KCL (Merck, 340TA611835) 

9. Alkol (Merck) 

10. Distile su 

11. Tüplük 

12. Çeşitli cam malzemeler 

13. Konik tabanlı l0ml'lik steril kültür tüpü 

14. Enjektör 

15. Çeşitli ebatlarda puarlar 

16. Pastör pipeti 



 

23 
 

17. Lam 

18. Lamel 

3.4. Kardeş Kromatid Değişimini (KKD) Saptamak Amacıyla Hücre Kültürünün 

Yapılması, Test Maddelerinin Kültüre İlave Edilmesi ve Preparatların 

Hazırlanması ve Boyanması 

3.4.1. Hücre Kültürünün Yapılması ve Preparatların Hazırlanması 

Speit ve Haupter (1985)’in geliştirdikleri metod modifiye edilerek bir kromozoma ait 

kardeş kromatidlerin farklı boyanmasını (sister chromatid differentiation=SCD) 

sağlamak amacıyla kullanılmıştır (57). Sigara içmeyen, sağlıklı ve yaşları birbirine 

yakın on bayan ve on erkekten alınan 1/10 oranında heparinize edilmiş kan örnekleri 

steril şartlarda kromozom medyumlarına (5 ml) 12 damla ekildi. Daha önce steril 

şartlarda hazırlanan BrdU çözeltisinden her tüpe 10 µg/ml olacak şekilde (hazırlanan 

BrdU solüsyonundan 100 µl) yine steril şartlarda ve ilave edilerek iyice karıştırıldı (50 

µg BrdU/100 µl besi yeri) ve hücre kültürü etüvde 37 0C’de 72 saat için inkübe edildi. 

Kültür süresinin bitimine 24 saat kala gemfibrozil'in insan kromozomları üzerine 

etkisini incelemek için son konsantrasyon kültür tüplerine ilave edilmiştir. 

MMC, pozitif kontrol olarak kullanmak amacıyla steril bidistile suda çözülmüştür. 

Kültür bitimine 24 saat kala MMC’nin insan kromozomları üzerine etkisini incelemek 

için son konsantrasyonu 0.3 μg/ml MMC kültür tüplerine ilave edilmiştir. Negatif 

kontrol olarak ise distile su (%1), test kontrolü olarakta DMSO (Dimetil sülfoksit ) 

kullanılmıştır [58].   

Kültürün 70. saatinde (yani kültür süresinin bitiminden 2 saat önce) hazırlanan kolşisin 

çözeltisinden her tüpe ilave edildi (0.06 µg/ml) ve iyice karıştırmak amacı ile tüpler 

hafifçe sallandı. Hücreler 2 saat süresince (37  �C’de) kolşisin ile ön muameleye tabi 

tutulmuştur. Kültür tüpleri, kültür süresi olan 72. saatin bitiminde 10 dk. 2000 rpm’de 

santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. Hücreleri ihtiva eden ve tüpün dibinde kalan 0.5-

0.7 ml’lik sıvı iyice karıştırıldıktan sonra etüvde 37 �C’de tutulan hipotonik çözelti 

tüplere ilave edildi. Bu işlem sırasında hücrelerde kümeleşme olmaması için çözelti 

tüplere damla damla ve karıştırılarak ilave edildi. Hipotonik çözelti her tüpe 5 ml olacak 
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şekilde ilave edildikten sonra ağızları kapatılarak etüve konuldu. 37 �C’de 30 dk 

etüvde bekletilen hipotonik ilave edilmiş tüpler, sürenin sonunda 10 dk. 2000 rpm’de 

santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. Soğuk fiksatif, her tüpe 5 ml olacak şekilde 

hipotonik çözelti ilavesindeki gibi yavaş yavaş ve karıştırarak, ilave edildi. Fiksatif ile 

muamele edilen hücreler 2000 rpm’de 10 dk. santrifüj edildi ve süpernatant atıldı. Bu 

işlem 3 kere tekrarlandı ve İşlem sonrası tüpte kalan sıvının tamamen berraklaştığı 

görüldü. Son santrifüjden sonra dipte 0.5-0.7 ml sıvı kalacak şekilde süpernatant atıldı. 

Tüpte kalan 0.5-0.7 ml'lik kültür sıvısı ile preparatlar hazırlandı. Bu işlem yapılırken 

tüpün dibinde toplanan hücreler pasteur pipeti ile karıştırılarak homojen hale getirildi ve 

Pasteur pipetine 4-5 damla bu hücre süspansiyonundan çekildi ve bu süspansiyon daha 

önce temizlenmiş lamların üzerine yaklaşık olarak 50 cm yükseklikten ve farklı alanlara 

1’er damla damlatıldı (her lama 3-4 damla). Bu işlem yapılırken damlaların üst üste 

düşmemesine dikkat edilerek hücrelerin lam üzerine yayılmaları sağlandı ve yayma 

işleminden sonra preparatlar kurumak üzere 24 saat oda ısısında bekletildi. 

3.4.2. Preparatların Boyanması 

Speit ve Haupter (1985)’in geliştirdikleri metot modifiye edilerek, bir kromozoma ait 

kardeş kromatidlerin farklı boyanmasını (sister chromatid differentiation=SCD) 

sağlamak amacıyla kullanıldı [57]. Bu amaçla bir gün kurutulmuş preparatlar ışınlama 

kabına konarak üzeri bir film gibi örtülecek şekilde Sorensen tamponu ile kapatıldı. 

Işınlama çözeltisi, 5 ml tampon A, 5 ml tampon B’den alınıp bu karışımın distile su ile 

100 ml’ye tamamlanmasıyla hazırlandı (pH=6.8). Işınlama çözeltisinin fazla veya az 

olması kardeş kromatidler arasındaki kontrast farkını önemli derecede etkilediği 

görülmüştür. Bu nedenle preparatların üzeri ince bir tabaka halinde ışınlama çözeltisi ile 

örtülmüştür. Örtülmüş preparatlar, karanlıkta 15 cm yükseklikten 30W’lık 254 nm dalga 

boyunda ışık yayabilen tek ultraviyole lamba ile 30 dk. ışınlandı. Işınlama bittikten 

sonra preparatlar 1xSSC eriyiği içerisinde 58-60 �C arasındaki sıcaklıklarda 60 dk. 

inkübe edildi. İnkübasyon süresi bitmeden 15 dk. önce % 5’lik Giemsa boya çözeltisi 

hazırlandı. % 5’lik Giemsa boyası, 5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve 5 ml Giemsa’nın 

karıştırılarak üzeri 85 ml saf su ile tamamlanmasıyla hazırlandı (pH=6.8). Sonra bu 

boya dik bir şale içine filtre kâğıdından süzüldü. İnkübasyon süresinin sonunda 

preparatlar 1xSSC solüsyonundan alınarak direkt olarak boya içerisine konuldu ve 
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yaklaşık olarak 20 dk. beklendi (kardeş kromatidler arasındaki en iyi kontrast farkı bu 

sürede sağlanmıştır). Bu sürenin sonunda preparatlar boyadan çıkarıldı, üç ayrı kaptaki 

saf su içinden geçirilerek preparatlar üzerindeki fazla boyanın akması sağlandı. Bundan 

sonra preparatlar dik vaziyette kurumaya bırakıldı. Kuruyan preparatlar entellan ile 

kapatılarak daimi hale getirildi. Entellan kuruduktan sonra bu daimi preparatlar 

mikroskop altında incelendi. 

3.4.3. Mikroskobik inceleme 

Hazırlanmış olan daimi preparatlar Olympus marka binoküler ışık mikroskobunda 

immersiyon objektifi ile incelenmiştir (10x100=1000 büyütmede). 

3.4.4. KKD ve Replikasyon İndeksinin (RI) (Proliferasyon İndeksi=PI) Saptanması 

KKD Sayısının Saptanması 

Bir kromozomun açık boyanmış kromatidindeki koyu boyanmış parçaların veya koyu 

boyanmış kromatidindeki açık boyanmış parçaların sayılması esasına dayanarak,  kan 

kültürüne ait preparatlardan iyi dağılmış ve ikinci mitozu geçiren 100 metefazda  KKD 

sayısı belirlendi [59]. Kromozom kollarının orta kısmında bir parça değişimi olmuş ise 

bu iki KKD olarak, sadece kromozom kollarının uç kısmında parça değişimi olmuş ise 

bu da bir KKD olarak sayıldı. Ancak bu incelemeler esnasında kromatidlerin primer 

boğum bölgelerinden dönüm yapıp yapmadıklarına dikkat etmek gerekmektedir. Bu 

durumdaki kromozomlarda KKD yoktur (Şekil 2.1). 
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Şekil 3.4.4.1 Kardeş kromatid değişiminin olduğu ve olmadığı durumun şematik olarak 

gösterilmesi [59]. 

3.4.5. Replikasyon İndeksinin (RI) (Proliferasyon İndeksi=PI) Saptanması 

Gemfibrozil'in DNA replikasyonu üzerindeki etkilerini saptamak amacı ile RI 

hesaplanmıştır. Bunun için tesadüfen seçilmiş 100 hücre incelendi. Bu incelemeler 

sırasında gözlenen birinci, ikinci ve üçüncü metafaz evresindeki hücreler sayıldı. Bu 

verilerden yola çıkarak RI aşağıdaki formülle hesaplandı. 

RI= (1xM1+2xM2+3xM3)/100 

M1: 1. Mitozdaki hücre sayısı 

M2: 2. Mitozdaki hücre sayısı 

M3: 3. Mitozdaki hücre sayısı 

Birinci, ikinci ve üçüncü metafazlar şu şekilde ayırt edilmiştir [60]: BrdU, deoxytimidin 

(dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin analoğu olan bileşiklerdir. BrdU, dT ve dU 

arasındaki tek fark taşıdıkları benzen halkasındaki 5.C atomuna dT’de CH3, BrdU’de 

Br ve dU’de H atomunun bağlı olmasından kaynaklanmaktadır. 
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Şekil 3.4.5.1 Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdU) ve Deoxyuridin (dU)’in 

kimyasal yapıları. 

Kültür ortamına BrdU koyulduğunda, hücre DNA’sını replike ettiği sırada (1.S fazında) 

yeni sentezlenen DNA dallarından birinin (polinükleotid ipliği) içine dT’in yerine BrdU 

geçmektedir. Böyle hücreler 1. Mitoza uğradıklarında meydana gelen yeni hücrelere ait 

kromozomların her iki kromatidide koyu renkte boyanmaktadır. Bu hücreler S (2. S 

fazı) fazına girdiğinde DNA ipliğinin birisi BrdU diğeri dT taşıdığından, DNA replike 

olduğunda tekrar ortamda bulunan BrdU’i yapılarına almaktadırlar. Bu hücreler 2. 

Mitoza uğradıklarında yavru hücrelerin kromozomlarının kromatidlerinden biri koyu 

boyanırken diğeri açık boyanmaktadır. Çünkü, kromatidlerden koyu boyananda DNA 

ipliğinin biri dT taşırken, diğeri BrdU taşımaktadır. Diğer kromatidi oluşturan DNA 

ipliğinin ikisi de BrdU taşımaktadır (açık boyanan). Böyle yavru hücreler tekrar BrdU 

bulunan ortamda S fazına (3. S fazı) girdiklerinde ortamdaki BrdU’i yapılarına alırlar. 

Bu hücrelerin kromzomlarından birini oluşturan DNA ipliğinden biri BrdU’i, diğeri 

dT’i taşıdığından 3. mitoza girdiğinde yavru hücrelerin kromatidlerinden biri koyu 

diğeri açık boyanmaktadır. Açık boyanan kromatidleri taşıyan hücreler ise 3. Mitoza 

uğradıklarında kromatidleri oluşturan DNA ipliklerinin her ikisi de BrdU taşıdığından 

yeni yavru hücrelerin kromozomlarını oluşturan kromatidlerin her ikisi de açık 

boyanmaktadır. Bu nedenle yeni yavru hücrelerin (3. Mitoz sonucu oluşan) bazılarının 

her iki kromatidi açık boyanırken, bazılarının kromatidlerinden biri açık diğeri koyu 
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boyanmaktadır. Özetleyecek olursak, BrdU’li ortamda bulunan hücrelerin 

kromozomlarını oluşturan kromatidlerin her ikisi, birinci mitoz sonucu oluşan yavru 

hücrelerde koyu boyanır. İkinci mitoz sonucu oluşan yavru hücrelerde kromatidlerin biri 

koyu diğeri açık boyanır. Üçüncü mitoz sonucu oluşan hücrelerde ise hücrelerin bir 

kısmında kromatidlerin biri açık, diğeri koyu boyanırken, diğer bir kısmında ise 

kromatidlerin ikisi de açık boyanmaktadır. Şekil 3.4.5.2’de şematik olarak 

gösterilmiştir.  

Bu boyanma şeklinde hücrelerin kaçıncı mitozda olduğu anlaşılabilmektedir. Bu şekilde 

görüntülenen metafaz plaklarında bazı kromozomların her iki kromatidi açık renkte, 

bazı kromozomların bir kromatidi açık, diğer kromatidi de koyu renkte boyanmaktadır 

ve bu durum hücreleri 3. mitoz bölünmeyi geçirdiğini göstermektedir. Taranan 

preparatlarda metafaz esnasında bulunan 100 hücre incelenerek kaçıncı mitoz evresinde 

oldukları belirlendi. Bu sonuca göre formülle replikasyon indeksi (RI) hesaplandı. 
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Şekil 3.4.5.2 BrdU’in DNA yapısına girmesi ile 1., 2. ve 3. mitoz bölünmeyi geçiren 

hücrelerin ayırt edilmesinin şematik olarak açıklanması [59]. 

3.5. İstatistik Analiz ve Sonuçların Değerlendirilmesi 

Tüm istatistiksel analizler Windows 95 GraphPad Instat 3.05 (GraphPad Software, San 

Diego California USA) kullanılarak yapılmıştır. Kimyasallarla muameleli gruplar ve 

negatif kontroller arasında farklılığın tespiti için Dunnett t testi kullanılmıştır. Doz-etki 

ilişkisini ortaya koymak amacıyla regresyon ve korelasyon analizleri yapıldı, regresyon 

denklemi ve korelasyon katsayısı (r) bulundu ve regresyon doğrusu çizildi. 
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4.BULGULAR 

 

Resim 4.1 Sağlıklı bir bireye ait metafaz plağı (normal kromozom görüntüsü) 

 

Resim 4.2 3. mitoz evresindeki metafaz plağı 
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Farklı dozlarda Gemfibrozil ile muamele edilmiş insan perifral lenfosit hücre 

kültüründen elde edilen kromozomlara ait metafaz plağı görüntüleri aşağıda yer 

almaktadır. 

 

Resim 4.3 KKD’nin görüldüğü mitoz 2 evresindeki metafaz plağı 

 

Resim 4.4 4 KKD’nin görüldüğü mitoz 2 evresindeki metafaz plağı 
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Resim 4.5 3 KKD’nin görüldüğü mitoz 2 evresindeki metafaz plağı 

 

Resim 4.6 2 KKD’nin görüldüğü mitoz 2 evresindeki metafaz plağı 
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Resim 4.7 2 KKD’nin görüldüğü mitoz 2 evresindeki metafaz plağı 

 

Resim 4.8 3 KKD’nin görüldüğü mitoz 2 evresindeki metafaz plağı 
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Resim 4.9 2 KKD’nin görüldüğü mitoz 2 evresindeki metafaz plağı 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

35 
 

Tablo 4.1 Kontrol ve Deney Grubu Maddelerinin, İnsan Lenfosit Hücrelerinde 
Meydana Getirdiği Kardeş Kromatid Değişimi (%) 
 
Gruplar  Muamele 

süresi 

Toplam hücre 

sayısı 

Toplam KKD 

sayısı 

KKD sayısı 

(ort.) 

±SEM (%) 

Negatif kontrol 24 hr 500 45 9 ±0,08 

DMSO 24 hr 500 50 10 ±0,17 

Pozitif kontrol 

MMC (03 

µg/ml) 

24 hr 500 325 65 ±0,44 

Gemfibrozil 

(0.050 mg/ml) 

24 hr 500 74 14,8 * ±0,08 

Gemfibrozil 

(0.100 mg/ml) 

24 hr 500 99 19,8 * ±0,22 

Gemfibrozil 

(0.125 mg/ml) 

24 hr 500 105 21 * ±,0,17 

Gemfibrozil 

(0.150 mg/ml) 

24 hr 500 152 30,4 * ±0,22 

 
 
*p<0,01 kontrol grubu ile karşılaştırıldığında fark önemli (Fisher’s Exact Test) 

kontrol (%1 distilled water). 

 

KKD: Kardeş Kromatid Değişimi 

DMSO: Dimetil sülfoksit 

MMC: Mitomisin-C 
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Tablo 4.2 Kontrol ve Deney Grubu Maddelerinin, İnsan Lenfosit Hücreleri Replikasyon 

İndeksi Oranına Etkileri (%) 

Gruplar Muamele 
süresi 

Toplam 

hücre 

sayısı 

M1 M2 M3 SD 

±SEM 

Toplam 

RI oranı 

24 saat 

(%) 

KKD 

±SEM 

(%) 

Negatif 

kontrol 

24 500 35 45 420 ±0,4 2,77 ±0,08

DMSO 24 500 65 100 335 ±0,5 2,54 ±0,17

Pozitif 

kontrol 

MMC (03 

µg/ml) 

24 500 455 20 25 ±0,4 1,14 ±0,44

Gemfibrozil 

(0.050 

mg/ml) 

24 500 83 118 299 ±0,2 2,43* ±0,08

Gemfibrozil 

(0.100 

mg/ml) 

24 500 87 127 287 ±0,5 2,40* ±0,022

Gemfibrozil 

(0.125 

mg/ml) 

24 500 86 131 283 ±0,4 2,39* ±0,17

Gemfibrozil 

(0.150 

mg/ml) 

24 500 81 132 293 ±0,5 2,34* ±0,22

 

*p<0,01 kontrol grubu ile karşılaştırıldığında fark önemli (Dunnet testi). 

kontrol (%1 distilled water). 

 

KKD: Kardeş Kromatid Değişimi 

RI: Replikasyon İndeksi 

M1: Mitoz 1 

M2: Mitoz 2 

M3: Mitoz 3 

MMC: Mitomisin-C 
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GEMFİBROZİL KKD
Mean and Standard Error

Column
A B C D E F G

64
62

60
58
56
54
52
50
48
46
44

42
40
38
36
34
32
30
28
26

24
22
20
18
16
14
12
10

8
6
4
2
0

 
Çizelge 4.1 Gemfibrozil'in farklı dozlarıyla etkileşime giren insan lenfosit kültüründeki 

KKD oranları (A: negatif kontrol, B: DMSO, C: 50 µl gemfibrozil, D:100 µl 

gemfibrozil, E: 125 µl gemfibrozil, F: 150 µl gemfibrozil, G: pozitif kontrol MMC ) 
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Gemfibrozil Replikasyon indexi
Mean and Standard Error

Column
A B C D E F G

3

2

1

0

 
Çizelge 4.2  Gemfibrozil'in farklı dozlarıyla etkileşime giren insan lenfosit kültüründeki 

replikasyon indeksi (RI)oranları (A: negatif kontrol, B: DMSO, C: 50 µl gemfibrozil, 

D:100 µl gemfibrozil, E: 125 µl gemfibrozil, F: 150 µl gemfibrozil, G: pozitif kontrol 

MMC ) 
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Çizelge 4.3 Gemfibrozil'in farklı dozlarıyla replikasyon indeksi (RI) arasındaki 

regresyon (r= -0,97) çizelgesi. 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Lipid düzenleyici ajan olarak kullanılan gemfibrozil, serum trigliserid ve kolesterol 

düzeylerini düşürür, düşük dansiteli lipoprotein (LDL) seviyesini azaltırken yüksek 

dansiteli lipoprotein (HDL) seviyesini yükseltir [32]. 

Ratlar üzerindeki gemfibrozil ile yapılan in vitro çalışmalarda ratlarda ki hepatik 

mikrozomal yağ asidi zincirlerinin uzama sürecindeki hız sınırlayıcı basamağı inhibe 

ederek, zincir uzamasını etkili bir şekilde durdurduğu gözlemlenmiştir [60]. 

Gemfibrozil'in hepatokarsinojenik mekanizmalarını araştırmak amacıyla, National 

Toxicology Programı tarafından rat, fare ve hamster türleri üzerinde yapılan 3 aylık 

çalışma sonuçlarına göre, peroksizomal enzim aktivitesindeki en fazla artış ratlarda, orta 

seviyede farelerde ve en düşük seviyede ise hamsterlarda görülmüştür. Bu durum 

gemfibrozil'in peroksizom proliferatörü ile aktive edilmiş alfa reseptör (PPAR alfa) 

aktivasyonu ile kemirgenlerde, hepatokarsinojenik ve hepatoksik etkileri ile 

ilişkilendirilmiştir [61]. 

PPAR alfa'ya bağlanarak aktive etmeleri sonucu 50'den fazla genin yazılımında 

değişikliğe neden olan fibratlar(gemfibrozil, benzafibrat, fenofibrat, vb.), aynı zamanda 

LDL'nin ana unsurlarından olan apolipoprotein A1 ve A2 ekspresyonu ile lipoprotein 

lipaz ekpresyonunu azaltırken, apo Cш, fibrinojen ve plazminojen -aktivatör-inhibitör-

1(PAI-1) ekpresyonlarını azaltırlar. Fibratların etkisine bağlı olarak lipolizin artması 

sonucu karaciğerde TG yapımı azalır ve HDL-K yapımı artar. Bununla beraber küçük, 

yoğun LDL partiküllerinin sayısını azaltmaları fibratların en önemli etkilerinden biridir 

[62,63]. 

Fibratlar, hiperlipidemi tedavisinde kullanılan statin grubu ilaçlar ile eş zamanlı 

kullanılmaları durumunda Rabdomiyoliz geliştirme riskini arttırmaktadırlar [64]. 

Fibratlar ile yapılan çeşitli canlı grubu (bakteri, kabuklular, alg, vb.) üzerindeki 

çalışmalar sonucu, gemfibrozil ve bezafibratı da içeren fibrat grubu farmasötiklerin ve 

yan ürünlerinin, mutajenik ve genotoksik bakımdan dikkate alınması gereken çevresel 

risk oluşturma potansiyellerinin olduğu sonucuna varılmıştır [61]. 
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Klastojen ve mutajen maddelerin kromozomlar üzerindeki etkilerinin belirlenmesinde 

ve kalıtsal hastalıkların teşhisinde son derece duyarlı olan Kardeş Kromatid Değişimi 

(KKD) diğer bir adıyla Sister Chromatid Exchange (SCE) yöntemi günümüzde lenfosit 

hücrelerinde başarıyla kullanılmaktadır [65]. 

DNA onarımı sırasında meydana gelen defektlerden kaynak alan; Bloom's sendromu, 

Fanconi's Anemi, Xeroderma Pigmentosum ve Ataxia Telangiectasia gibi genetik 

hastalıklar bir takım özel mutajen maddeler verilerek KKD artış ve azalışına bakılarak 

teşhis edilmektedir [66]. 

Yapılan bir çalışmada, tarım alanında yaygın bir şekilde insektisid olarak kullanılan 

acetamiprid (Acm) ve alpha-cypermethrin (A-cyp)'in tek başına ve karışım halinde 

kullanıldıklarında insanlar için genotoksik risk oluşturup oluşturmadıklarını, in vitro 

olarak insan periferal lenfosit kültüründe KKD (Kardeş Kromatid Değişimi), kromozom 

anomalisi (KA) ve mikronükleus (MN) testleri ile araştırmıştır. Hücreler, 5, 10, 15, 20 

µg/ml A-cyp ile 25, 30, 35 ve 40 µg/ml Acm ile önce tek başlarına ve bu 

konsantrasyonların yarısı kadar konsantrasyonlarda ise bir araya getirilerek karışım (A-

cyp + Acm) halinde 24 ve 48 saat muamele edilmiştir. Bu çalışma sonucunda Acm'nin 

bütün süre ve dozlarda KKD'ni, KA'u, yüksek üç dozda MN oluşumunu istatiksel olarak 

önemli derecede arttırdığı; mitotik indeksi (MI), nükleus bölünme indeksini (NBI), 

bütün süre ve dozlarda, proliferasyon indeksini (PI) ise 35, 40 µg/ml de 24 saatlik 

muamele için, 40 µg/ml de 48 saatlik muamele için önemli derecede düşürdüğü 

saptanmıştır. A-cyp'nin bütün süre ve dozlarında KKD'ni ve KA'u ve düşük iki dozda 

MN oluşumunu önemli derecede arttırdığı; tüm konsantrasyonlarda MI'i, NBI'ni ve 

yüksek üç konsantrasyonda PI'ni önemli derecede düşürdüğü saptanmıştır. Acm, A-cyp 

insektisitlerinin, konsantrasyonlarının yarısı kadar konsantrasyonlarda bile bir araya 

geldiklerinde en az tek başlarına kullanıldıklarındaki kadar yada daha fazla genotoksik 

etki gösterdikleri bulunmuştur [67]. 

Yapılan başka bir çalışmada ise Akrilamidin (AA) etkilerini araştırmak amacıyla 

kromozom aberasyonu (CA), mikronükleus (MN) ve Kardeş kromatid değişimi (KKD) 

testleri kullanılmıştır. Akrilamid'in sitotoksik etkilerini belirlemek için ise mitotik 

indeks (MI) ve replikasyon indeksi (RI) değerlerinden yararlanılmıştır. Ayrıca AA'nın 

genotoksisitesine karşı pelargonidin (PG) ve gallik asit (GA)'in antigenotoksik etkileri 
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araştırılmıştır. Bu çalışmanın sonucunda ise AA'nın in vitro ve in vivo klastojenik 

etkileri saptanmış ve bu etkilerinin doza bağlı olduğu gözlemlenmiştir. Elde edilen bu 

bilgiler AA'nın sitotoksik ve genotoksik bir bileşik olduğunu göstermektedir.  Bu 

çalışmadan elde edilen in vivo ve in vitro test sonuçlarına göre gallik asit'in, AA'nın 

neden olduğu genotoksisite farekansında önemli derecede düşüşe neden olduğu ve 

GA'in pelargonidin (PG)'den daha güçlü bir anti mutajenik etkisinin olduğu, PG'in 

herhangi bir genotoksik ve sitotoksik etkisinin bulunmadığı gözlemlenmiştir [68].  

Bir fibrat türevi olan gemfibrozil, diğer bütün fibratlar gibi peroksizom proliferatörü 

olmalarından ötürü büyüklük ve sayıca artmış hepatik peroksizomlara sebep oldukları 

hatta peroksizom sayısını arttırarak ratlarda karaciğer kanserine sebep oldukları 

bilinmektedir. Yaptığımız in vitro çalışmamız sonucunda gemfibrozil'in genotoksik ve 

sitotoksik etkilerini gösterdik. Bu madde ile ilgili daha detaylı verilerin elde edilmesi 

için in vivo çalışmaların yapılmasını öneriyoruz. 

Sonuç olarak yaptığımız bu çalışma ile Gemfibrozil'in insan periferal lenfosit 

kültüründe, dört farklı dozunun (50µg/ml, 100 µg/ml, 125 µg/ml, 150 µg/ml) 24 saat 

muamele edilmesi ile Gemfizrozil'in; 

a) Replikasyon indeksini düşürdüğü ve gemfibrozil'in farklı konsantrasyonları ile 

replikasyon indeksi arasında negatif korelasyon (r=-0,97) olduğu, 

b) Negatif kontrolde 2,77 olan mitotik indeksin, gemfibrozil'in en üst dozunda 2,34'e 

düştüğü, dolayısıyla hücre bölünmesini baskıladığı, 

c) Negatif kontrolle karşılaştırıldığında doza bağlı olarak KKD'yi arttırdığı saptanmıştır. 
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