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OZET

Bu calismanin amaci gemfibrozil’in kardes kromatid degisim oranina etkilerinin, insan
periferal lenfosit kiiltiiriinde in vitro olarak arastirilmasidir. Insan kan lenfosit hiicreleri,
lenfosit kiiltiiriinde gemfibrozil'in 50 pl, 100 pl, 125 pl vel50 pl ‘lik dozlari ile 24 saat
etkilesime birakilmigtir. Gemfibrozil uygulanmis deneme gruplari negatif kontrol ve
pozitif kontrol ile kiyaslandiginda, uygulanan gemfibrozil dozlarinin kardes kromatid
degisim oraninda artisa yol actigt  belirlenmistir.  Ayrica  gemfibrozil
konsantrasyonlarinin artisi ile hiicre replikasyon indeksinin diistiigii, KKD'nin arttigi
ve KKD-replikasyon indeksi arasinda negatif bir korelasyon (r = -0.97) oldugu

goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Gemfibrozil, lenfosit kiiltiirii, kardes kromatid degisimi,

replikasyon indeksi

v



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 pg /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 pg/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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1.GIRiS

Teknolojinin gelismesi ile beraber, iiretilen yeni ilaclar, kimyasallar, tarim ilaglari, gida
katk1 maddeleri ve bunlarin atiklari, canlilarin genetik yapisinda mutasyon olusturma
ihtimali tagimaktadirlar [1]. Giiniimiizde kullanilan ilaglarin tiimii, Farmakokinetik
calismalardan geg¢melerine ragmen bu ilaglarin metabolitlerinin canlilar ve c¢evre
tizerindeki uzun vadede olusturduklar etkiler hakkinda yeterli sayida c¢alisma

bulunmamaktadir [2].

Atik su aritma tesisleri, ilag atiklarini tamamen ortadan kaldiramadiklarindan dolay1 bu
ilag atiklar1 yer alt1, yiizey ve icme sularinda bulunabilir [3]. Giinlimiizde, farmakolojik
olarak aktif olan hormon, antibiyotik, steroid ve fibrat gibi maddelerin ¢evreyle olan

etkilesimleri hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir [4,5].

Kandaki trigliserid diizeyini diisiiren ila¢ grubunu ifade eden fibratlar, bu etkilerini
kanda trigliserid tasiyan partikiil (VLDL) diizeyini diisiirerek ve kandan trigliseridin
uzaklastirilmasini hizlandirarak gosterirler. Atik sularda ve ylizey sularinda en cok
tespit edilen farmasdtik gruplar icerisinde yer alan fibratlarin en 6nemlileri, gemfibrozil,

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

Fibrik asidin tlirevlerinden iri olan gemfibrozil, klinik amaclh olarak, yiliksek koroner
kalp hastalig1 riski tasiyan hastalarda 1980°1i yillarin basindan itibaren kullanilan
farmasotik  bir iriindiir. Iyi bir lipid diizenleyici ila¢ olan gemfibrozil’in
fototransformasyonu sonucu olusan {irlinlerin mutajenik ve genotoksik etkiler
gostermesinden dolayr bu durum, gemfibrozil’in fototransformasyonu sonucu olusan
tirlinlerin, cevresel agidan risk potansiyeli olan ilag grubunda oldugu yoniindeki

diisiinceleri desteklemistir [10,11].

1970 yilindan sonra gelistirilen, en hassas ve en ¢ok kabul gdren, kisa siireli
kanserojenite ve mutajenite testi olan Kardes Kromatid Degisimi (KKD=SCE=Sister
Chromatid Exchange) yoOntemi, bir kromozomdaki kardes kromatidler arasindaki

simetrik segment degisimini ifade eder [12-14].



Genetik hastaliklarin teshisinde son derece hassas sonug¢ veren KKD (=SCE) yontemi,
ayn1 zamanda in vitro ve in vivo deneyler ile bir ¢ok kimyasal maddenin yani sira
viriislerin ve radyasyonun ¢ok sayida etkilerinin belirlenmesinde de kullanilmaktadir

[13-19].

Bu calismanin amaci, farkli konsantrasyonlardaki Gemfibrozil’in, insan periferal
lenfosit kiltiiriine uygulanarak Kardes Kromatid Degisim (SCE=KKD) Oranina

etkilerinin gézlemlenmesidir.



2.GENEL BIiLGILER

Varligi, ilk kez 1869 yilinda Friedrich Miescher tarafindan tespit edilen genetik
materyal, gerek canli organizmalarin iireme, gelisme, protein sentezi, adaptasyon ve
diger hiicresel olaylarinin gergeklesmesinden, gerek ise biitlin bu fonksiyonlarin devami
icin gerekli olan genetik bilginin depolanmasi, bir sonraki kusaga aktarimi ve
kullanilmasindan sorumludur. Hiicrelerde ki genetik materyal DNA molekiiliidiir (bazi

RNA viriisleri harig).

Genetik yapisi, 1953 yilinda James Watson ve Francis Crick tarafindan acgiklanan DNA
molekiilii, bes karbonlu bir seker olan deoksiriboz, azotca zengin olan piirin (Adenin: A,
Guanin: G ) ve pirimidin ( Timin: T, Sitozin: C ) bazlarina ek olarak fosfat grubundan
olusan polimerik bir makro molekiildiir. DNA molekiilii, double helix de denilen, 5'
ucundan 3' ucuna dogru seker-fosfat omurgasindan olusan iki zincirin, anti paralel bir
sekilde sarilmasi ile meydana gelmis ¢ift sarmal bir yapidir. Nadiren sola doniimlii Z-
DNA formunda bulunan DNA zinciri, normal fizyolojik sartlara sahip hiicrelerde
genellikle saga doniimlii B-DNA formundadir. DNA’nin arjinin ve lizince zengin olan
bazik histon proteinleri ile baglanmasi sonucu ise kromatin denilen yap1 olusur ve
interfaz safhasinda goriiliir. Kromatinler mitoz ve mayoz bdliinme esnasinda ise
kromozom denilen yapiya déniisiirler. Bir haploid memeli hiicresi, 3x10° niikleotid
ciftinden olusan 23 ¢ift kromozomdan olusur. Bu 23 ¢ift kromozomdan 22 ¢ifti

otozomal kromozomlari, son ¢ift ise esey (X, Y ) kromozomlaridir [20-23].
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Sekil 2.1 insan Kromozomu’nun elektron mikroskobu gériintiisii ve kisimlar1 [25].
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Tablo 2.1.insanda bulunan 23 ¢ift kromozom’un icerdikleri gen ve baz sayisi [25].
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781|146 270 000
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81341915
/0,054,754
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5% 505 254
34 171,995
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22 429 243



2.1. Kromozomlarin Yapis1 Ve Morfolojisi Hakkinda Genel Bilgi

‘Colored Thread’ olarak bilinen, yunanca bir kelimeden kdken alan ‘Kromozom’ terimi,
1888 yilinda W. Waldeyer tarafindan tamitilmistir. Kromozomlar, organize gen
topluluklariin olusturdugu birimlerdir. TJ. O, Levan, Ford ve Hamerton tarafindan
1956 yilinda yapilan ¢alismalar sonucu, bu bilim adamlar1 insanlarin 46 kromozoma

sahip oldugunu belirtmislerdir.

Birbirlerinden, sentromer pozisyonu, uzunluk, biiyiiklik ve ‘Banding pattern’ diye
adlandirilan agik ve koyu bantlarin diizenlenme bigimine gore ayrilan kromozomlar, en

iyi metafaz yada prometafaz sathasinda analiz edilir.

Bir tiiriin, bir bireyin veya bir hiicrenin kromozomal toplamina ‘karyotip’ denilmektedir
ve karyotip her tiir icin karakteristiktir. Karyotip ayn1 zamanda, metafazdaki
kromozomlarin morfolojilerine goére, 151k mikroskobundaki goriintiilerini ifade
etmektedir. Tiim kromozomlarin, homolog kromozomlar halinde gosterilmesini ise
‘karyogram’ ifade eder. Karyogramda goriilen homolog kromozom ¢iftlerinin biri disi
bireyden, digeri erkek bireyden gelir ve bu kromozomlar, goreceli uzunluklarina ve
sentromer pozisyonlarma gore diizenlenmislerdir. Insanlarda bulunan 23 ¢ift
kromozomdan ilk 22 ¢ift otozomal kromozom, son ¢ift ise esey kromozomlaridir. Son
¢ift, disilerde iki X kromozomu seklinde, erkeklerde ise bir X ve bir Y kromozomu
seklindedir. Disilerin karyotip gosterimi 46, XX, erkeklerin karyotip gosterimi ise 46,
XY seklindedir. Bu gosterimde, virgiil 6ncesi kisim toplam kromozom sayisini, virgiil

sonrasi kisim ise esey kromozomlarini ifade etmektedir [26].
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Sex Chromosomes
Sekil 2.1.1 Normal insan karyotipi [27].
Kromozomlari Olusturan Ozel Bélgeler

Sentromer: Kromozomu p ve q olarak adlandirilan iki kola ayiran sentromer,
goriiniirligii sitogenetik olarak belirleyici olan primer bogum seklinde tanimlanmistir ve

spesifik proteinlerin baglandigit DNA dizilerinden olustugu bilinmektedir.

Kromatid: Kromozomun kollar1 gibi goriinen kromatidler, kromatinlerin protein
iskelete sarilmasi ile olusurlar ve ortada konumlanmig olan sentromere gore kromozom

kolu olarak adlandirilirlar. Sentromer, kromatidleri uzun (p) ve kisa (q) kollara ayirir.

Telomerler: Kromozomlarin, diger kromozomlar ile yapismasini ve kendi iizerine
katlanmasint engelleyen telomerler, hiicre biitiinliigiinde biiyilk rol oynarlar.
Kromozomlarin u¢ kisimlarinda bulunan 6zel DNA dizilerinden olusan telomerler,
yaslanmaya bagli olarak kisalmaya baglarlar fakat buna ragmen kanser hiicrelerinin

telomerik dizileri bu durumdan etkilenmezler [21].



Replikasyon Baslangic Noktas1 (ORI): Kromozomlarda DNA sentezinin basladigi
bolgeyi ifade eder. Bu bolge 151k mikroskobunda tespit edilememesine ragmen biitiin

kromozomlarda en az bir tane olmak kaydiyla bulunmaktadir [28].
Kromozom Sekilleri
Kromozom sekilleri, ‘Denver’ klasifikasyonuna gore asagidaki gibi siniflandirilmistir.

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

kromozom kollar1 birbirine esittir.

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

merkezinde olmakla beraber, kromozom kol (Telomer) boylar1 birbirine esit degildir.

3-Akrosentrik Kromozom: Kromozom kollarinin uzunluk farkinin en fazla oldugu
sentromer konumlanmasidir. kromozomun u¢ kismina ¢ok yakin bir bdlgededir

sentromer.

4-Telosentrik Kromozom: Sentromerin, kromozomun en u¢ kisminda bulundugu
durumdaki kromozomdur.insanda rastlanmayan bu kromozom tipinde, kromozomun

yalnizca uzun kollar1 vardir.

M

centromere * Satelites

submetacentric \J U metacentric \/ \U acrocentric
Types of metaphase chromosome

Sekil 2.1.2 Sentromerin yerine gore Kromozom sekilleri [26].

Birbirinden farkli iki insanin DNA dizileri arasindaki fark yaklasik olarak % 0,5 dir.
DNA dizileri arasindaki bu kiiclik fark genetik c¢esitliligi saglamaktadir. Canl

DNA'sinda ki niikleotid dizilerinde meydana gelen degisimler eger canlinin fenotipini



etkiliyor ise mutasyon, canlinin yalnizca genetik cesitliligine yol agiyor ise polimorfizm

adimn alir [21].
2.2. Mutasyon

Bir canli tiiriiniin kendine has genetik olan genetik bilgisinde, gen rekombinasyonunun
disindaki bir takim sebeplerden dolay1 olusan ani kalitsal degisimlere 'mutasyon' denilir.
Dogada spontan bir sekilde meydana gelebilen mutasyonlar, mutajen olarak adlandirilan
fiziksel ve kimyasal etkenler tarafindan da olusturulabilir. DNA molekiiliinde ¢esitli
hasarlara yol acan mutajenlerin olusturduklar1 bu hasarlar, DNA'nin kendi tamir
mekanizmas1 tarafindan onarilmaya calisilsa da bazi durumlarda DNA'min tamir
mekanizmasini kontrol eden genlerde meydana gelen mutasyonlardan dolay1 onarim
yapilamayabilir. Fakat biitlin mutasyonlar olumsuz olarak degerlendirilmemelidir.
Mutasyonlar, temel fonksiyonlar1 yiiriiten genlerde bulunmasmna ragmen
uzaklastirilmamalar1 halinde hiicrenin Oliimiine yol acabilecegi gibi, organizmanin

gelisiminde, evriminde ve canlilar arasi ¢esitlilikte onemli rol oynamaktadirlar [29].

Meydana gelis mekanizmalarina gore iic grupta toplanan mutasyonlardan genom
mutasyonlar1, kromozom sayisinda meydana gelen degisikleri, kromozom mutasyonlari,
kromozomlarin yapisinda meydana gelen degisiklikleri, gen mutasyonlar1 ise DNA'nin

yapisini olusturan niikleotidlerde ki degisiklikleri ifade etmektedir [21,22].
2.2.1. Genom Mutasyonlar1

Homolog kromozomlarin, mitoz veya mayoz boliinme esnasinda hatali ayrilmasi
sonucu meydana gelen kromozom sayisinin degismesiyle olusur. Kromozom sayisi
degisikligine yol acan mekanizmalar 'anafaz lagging' yani anafazda geri kalma veya

kaybolma ve 'nondisjunction' diger bir deyimle ayrilmama durumudur [21,22].
2.2.2. Kromozom Mutasyonlari

Kromozom mutasyonlarina yol acan yapisal degisiklikler kendiliginden olusabilecegi
gibi bir takim viral enfeksiyonlar, iyonize radyasyon ve bazi kimyasallarin indiiksiyonu

ile de olusabilmektedir. Olusma siklig1 6x10* / hiicre bélinmesi olan kromozom



mutasyonlari, insersiyon, inversiyon, duplikasyon, delesyon ve translokasyonlar ile

ifade edilir.

Insersiyonlar: Nadiren goriilen bu mutasyon, kopan bir kromozom pargasmin baska bir

kromozoma katilmasi durumudur.

Inversiyonlar: Bir kromozomda olusan iki kirik arasindaki kromozom pargasinin ters
donerek ayni yere baglanmasidir. Iki farkli sekilde gerceklesebilir. Eger olusan
kromozom kiriklarinin her ikiside ayni kromozom kolu iizerinde ise 'parasentrik
inversiyon', kiriklarin her biri kromozomun bir kolunda ise 'perisentrik inversiyon'
olarak adlandirilir. inversiyonlar gelecek kusaklar i¢in anormal gamet olusturma riski

tasimalarina karsin tasiyicinin fenotipinde herhangi bir anormallik olusturmazlar.

Duplikasyonlar: Inversiyon veya bir translokasyon tasiyicisinda, mayoz béliinme
esnasinda anormal segragasyon yada esit olmayan 'krossing-over' sonucu olusmaktadir.

Ornek olarak Rett sendromu ve Blood sendromu gésterilebilir.

Delesyonlar: Kromozom dengesizligiyle sonuglanan bu mutasyonun sebebi,
kromozomun bir kismimin kaybedilmesidir. Yaklasik olarak 7000 canli dogumda bir
goriilen bu mutasyonda ortaya ¢ikan bulgular, delesyona ugrayan bolgede ki genlerin

sayisina, islevine ve bu bolgenin biiytikliigline baglidir.

Translokasyonlar: 1ki sekilde gerceklesen translokasyonlar, genellikle iki kromozomla
kisith olup kardes olmayan kromozomlar arasindaki parca degisimi seklinde olur. Bu
sekilde gerceklesen translokasyonlara 'Resiprokal translokasyon' denilir. Ikinci
translokasyon sekli olan 'Robertsonian translokasyon' u ise kisa kollarmi kaybetmis
akrosentrik iki kromozomun, sentromer bdlgelerinden birbirine baglanmasi sonucu

olusmaktadir [21,22].
2.2.3. Gen Mutasyonlari

Gen mutasyonlari, insersiyon, delesyon ya da DNA yapisindaki niikleotid ¢iftlerinin yer
degistirmesi ile meydana gelirler ve herhangi bir mutajen tarafindan indiiklenmeye bagl

olarak yada DNA replikasyonu sirasinda ortaya ¢ikarlar[21,22].
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2.3. Fibratlar Hakkinda Genel Bilgi

Hipertriglisemideyi igeren dislipdemi'nin klinik tedavisinde kullanilan fibrik asit
tiirevlerinin hipotrigliseridemik etki mekanizmalar1 tam olarak bilinmemesiyle beraber,
hepatik lipaz ve/veya lipoprotein lipaz'in aktivitelerini arttirarak ve hepatik ApoC-I1I
sentezini azaltarak etki gozterdigi diisiiniilmektedir. Gemfibrozil, bezafibrat, fenofibrat

ve ciprofibrat, klinik tedavilerde kullanilan en 6nemli fibratlardir [30-31].

o oo

Fenofibrate

Bezafibrate
0
Cl OH

Q’J\ Fenofibrate derivative (1F)
Bezafibrate derivative (1B)
i \/\)<COD

@J\ Gemifibrozil

COOH
Bezafibrate derivative (28) HC 0

CHO
Gemfibrozil derivative (1G)

Sekil 2.3.1 Fibratlar ve foto iiriinlerinin yapilar1 [32].
2.4.Gemfibrozil

Gemfibrozil, FDA tarafindan 1982 yilinda verilen onay ile lipid diizenleyici ila¢ olarak
hiperkolesterolemi ve hipertrigliseridemi'nin  tedavisinde etkin bir sekilde
kullanilmaktadir. Gemfibrozil ile yapilan iki klinik deney sonucu, gemfibrozil'in,

koroner kalp hastaliginin kontrolii icin tedavi edici etkisi olan énemli bir ajan oldugu
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kabul gormiistiir. Gemfibrozil hipolipidemik etkisini, HDL (Yiiksek Dansiteli
Lipoprotein) konsantrasyonunu yiikseltip LDL, (Disiik Dansiteli Lipoprotein

Kolesterol) ve trigliserid konsantrasyonunu diisiirerek gosterir [11,33,34].

Kemirgenlerde peroksizom proliferatorii olan gemfibrozil ve diger fibrat tiirevleri,
hepatik peroksizom (sayica ve biiyiiklik olarak genislemis olan) ile alakasi olan
karaciger genislemesini de kapsayan bir sendromu tetikler. Ayn1 zamanda birtakim
enzimleri (Ag¢il COA oksidaz, sitokrom P450 4A, karnitin, asetiltransferaz ve
peroksizomal, mikrozomal yag asidi oksitleyici) de indiikler [35-38]. Yapilan
calismalarda, gemfibrozil, di (2-ethylhexyl) phthalate, Wy-14,643 ([4-chloro-6-(2,3-
xylidino)-2-pyrimidinylthio]), asetik asit, kolifibrat'r iceren bazi fibratlarin kemirgenler

tizerinde ki karsinojenitik etkileri gdsterilmistir [39-44].
2.4.1.Farmakolojik Ozellikleri

Farmasotik Bilgi :

[sim : Gemfibrozil
Kimyasal Isim : 5-(2,5-dimethylphenoxy)-2,2-dimethylpentanoic acid
Kimyasal Yap1
CH
CH, 3

OCH,CH,CHy— i —COOH

CHE
CH,
Sekil 2.4.1.1 Molekiiler Formul . C15H2203

Farmakolojik Ozellikleri

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

kullanilan bir lipid diizenleyicisidir [45].
2.4.1.2. Etkileri

HDL (Yiiksek Dansiteli Lipoprotein Kolesterol) diizeyini ylikselten, serum total
kolesterol ve trigliserid diizeylerini diisiiren gemfibrozil, lipid diizenleyici rol oynayan
bir etken maddedir. Gemfibrozil bu lipid diistiriicii etkisini ilk dnce ve en fazla VLDL
(Diisiik Dansiteli Lipoprotein) lizerinde, daha az oranda ise LDL (Kolesterolce Zengin

Diisiik Dansiteli Lipoprotein) lizerinde meydana gelir [32].

Insanlar iizerinde yapilan ¢alismalarda, gemfibrozil'in periferik lipolizi inhibe ederek
yag asitlerinin hepatik ekstraksiyonunu azaltip buna bagh olarak da hepatik trigliserid
lretimini azalttigr gosterilmistir. Aynt zamanda gemfibrozil buna ek olarak VLDL
tastyic1 apolipoprotein B'nin sentezini inhibe etmesi sonucu serum VLDL diizeyinde

diismeye yol agar.

Hayvanlar iizerinde yapilan c¢aligmalarda ise gemfibrozil'in, kolesteroliin karacigerden
uzaklastirilmasi, HDL seviyesini yiikseltme, kolesteroliin feces ile atilimini hizlandirma,
yeni lretilen trigliseridlere uzun zincirli yag asidi eklenmesini azaltma ve karacigerde

kolesteroliin turn-over ' ini hizlandirma gibi etkileri belirtilmistir [45].
2.4.1.3. Klinikte Farmakoloji ve Farmakokinetigi

Hayvanlarda feces ve idrar ile atilan gemfibrozil' in insanlarda verilen dozunun yaklasik
% 70' 1 primer olarak idrar ile glukoronid konjugati seklinde, % 6' s1 feges, %2' den daha
az bir kism1 ise gemfibrozil olarak atilir. Tek bir dozunun plazma diizeyi en yiiksek
seviyeye ulagmasi 1 veya 2 saat i¢cinde olur. Yarilanma siiresi multiple dozlarda 1.3 saat,

tek dozlarda ise 1.5 saattir [45].

Aynt  tedavi  doneminde  kullanilan  antidiabetikler, antikoagiilanlar  ve
hipokolesterolemik ajanlarin fibratlar ile farmakokinetik ve/veya farmakodinamik

etkilesimleri bildirilmistir [46-47].
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2.5. Genotoksisite

Genetik materyaldeki kimyasal veya fiziksel ajanlara bagl olarak hasar olusumuna
genotoksisite denilmektedir. Tamir edilemeyen genetik materyal hasart kromozomal
aberasyona, DNA sekans degisikliklerine sebep olabilen bir veya daha fazla niikleotid
degisikligine bagli olarak mutasyon, rekombinasyon, yaglanma, kanser ve doku hasari

olusumuna sebep olabilmektedir [48].
2.5.1. Kardes Kromatid Degisimi (KKD=SCE) Hakkinda Genel Bilgi

Gegmisi 1938’lere dayanan KKD (SCE) caligmalar ilk defa Mc Clintock tarafindan
somatik musir hiicreleri {izerinde yapilmig ve kardes kromatidler arasindaki

degisimlerden sz edilmistir [49].

J.H. Taylor ve arkadaglar tarafindan 1957 yilinda yapilan ¢aligmada, Vicia faba (bakla)
kromozomlarin1 replikasyonun ilk basamagi boyunca 3H-Timidin etkisine birakarak
ikinci metafazda her bir kromozoma ait kardes kromatidlerinden birinin igaretlendigini

gostermislerdir.

1972 yilinda Zakharov ve Egolina, ¢im hamster hiicrelerini Brdu (5’-Bromo-2’-
deoxyuridine)' Iu ortamda iki dongii boyunca kiiltiire edip ardindan giemsa boyas: ile
boyamalar1 sonucu, boyanin kromatidin tek ipligine girmesi ile koyu boyandigini, her

iki iplige girmesiyle de agik boyandigini tespit etmislerdir [9].

Bir timin analogu olan Brdu (5’-Bromo-2’-deoxyuridine), kiiltiir ortaminda ¢ogalan
DNA' da ki timidin' in yerine gecer. Kiiltlir ortaminda ki hiicreler in vitro ¢aligmalarda
bir veya iki replikasyon siklusu, in vivo ¢aligmalarda bir replikasyon siklusu boyunca

BrdU' ya maruz birakilarak boyanirlar [50].

KKD (SCE)' nin krossing-over olayindan farki, KKD' nin bir kromozomun kardes
kromatidleri arasinda parca degis tokusu yapmasidir. Krossing-over ise kardes olmayan
kromozomlarin kromatidleri arasinda parca degis tokusu yapmasidir [51]. KKD

kromozom morfolojisinde degisiklige sebep olmaz [52].

Hiicre siklusunun S fazinda meydana gelen KKD' nin molekiiler mekanizmasi tam

olarak anlasilamamasina ragmen DNA da ki her kromatidin ayni1 bolgesinde kiriklar
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olusturdugu ve DNA zincirinde, degisim olduktan sonra kiriklarin hemen onarimi

seklinde olayin devam ettigi bilinmektedir [52,53].

KKD yontemi, giiniimiizde kalitsal hastalilarin teshisinde de kullanilmaktadir. insan
popiilasyonunda %1-2 oraninda heterozigot sekilde bulunan, otozomal resesif sekilde
etki gosteren Bloom' s sendromu, Fanconi' s anemi, Xeroderma pigmentosum ve Ataxia
telangiectasia gibi hastaliklar, baz1 6zel mutajen maddeler verilerek KKD' de ki artis ya

da azaligina gore teshis edilebilmektedir [54].
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3.MATERYAL VE METOT

Bu ¢alismada sigara igmeyen, birbirine yakin yaslardaki 10 bayan (22 ve 25 yaslarinda)
ve 10 erkekten (22 ve 25 yaslarinda) alinan periferik kan materyal olarak, gemfibrozil
test maddesi olarak , Mitomisin-C (MMC) pozitif kontrol olarak, DMSO (Dimetil

stilfoksit ) ise test kontrolii olarak kullanilmigtir [55].
3.1. Mitomisin-C (MMC) 2 mg (Sigma, M 0503)
3.1.1. Mitomisin-C (MMC)’ nin Ozellikleri

Bu calismada test maddesi olarak kullanilan Mitomisin-C (MMC) , antineoplastik ve
genis spekturumlu bir sitostatik (hiicre boliinmesini durduran) ajandir. Isiktan
korundugu takdirde 5°C altindaki buzdolabinda yedi giin 6zelligini koruyabilen MMC,
suda ¢oOziinebilen (pH=6-9), mavi-menekse renkte, kristal seklinde bir maddedir.

Mitomisin-C 2 mg ve 10 mg’lik amber renkli siselerde toz seklinde bulunur [56].
3.1.2. Mitomisin-C (MMC)’nin Kullanim Alanlarn

Mitomisin-C  (MMC), antineoplastik 1ilaglar grubuna girmektedir. Bu grupta
daunamycin, Mitomisin-C, cyclophosphamide, uracil mustard ve streptozotocin

bulunmaktadir.
Alkilleyici bir ajan olan MMC, asagidaki kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilmaktadir.
» Mide kanseri
» Gogiis kanseri
* Pankreas kanseri
* Aniis ve kalin bagirsak kanserleri
» Kiigiik hiicreli akciger kanseri
* Bas ve boyun kanserleri

» Kii¢iik mesane papillomalari
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3.2. Kullanilan Kimyasal Maddelerin Cozeltilerinin Hazirlanmasi
3.2.1 Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler
1.Etanol (C;HsOH), (Merck, K35091886 537)
2.Gemfibrozil ( Sigma, G9518- 5G)
3.Potasyum di-hidrojen fosfat (KH,PO,), (Merck, A651773 524)
4.Sodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,), (Merck, K34623780 516)
5.Mitomisin C (MMC) 2 mg (Sigma, M 0503)
6.Giemsa (Merck, HX694620)

Fosfat Tampon Cozeltisi: Potasyum di-hidrojen fosfat (KH,PO,4)’ dan 9.1 gr. alinir ve
1000 ml. bidistile suya tamamlanir. Bagka bir balon jojeye de sodyum hidrojen fosfat
(NaaHPOy4)’dan 11,9 gr alinir ve 1000 ml. bidistile suya tamamlanir ve stok c¢ozeltiler

hazirlanmis olur [32].

Sorenson Fosfat Tampon Céozeltisi: KH,PO, c¢o6zeltisinden 60 ml. ve Na,HPO4
cOzeltisinden 30 ml. alinarak saleye konulur ve iizerine 10 ml. giemsa boyas1 eklenmesi
suretiyle %10 luk giemsa-sorenson fosfat tampon ¢6zeltimiz hazirlanmis olur. Sorenson
fosfat tampon c¢ozeltisi ¢esitli pH degerlerine ayarlanabilir, bu islem i¢in her iki

cozeltinin degisik miktarlar1 kullanilarak pH istenilen degere ayarlanir [32].

Cozelti 1:

KHyPO4uoooovvviiiceeeei, 9.1 gr

Bidistile su........cccccoeeunnee. 1000 ml
Cozelti 2:

Na;HPOyueoeeeeeeeeeeeee. 11.9 gr.
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Standart Saline Citrate (SSC) Cozeltisi

Bu ¢ozelti 1sinlamadan sonra kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini artirmak
amaciyla kullanilmistir. SSC ¢6zeltisini hazirlamak i¢in 11.05 gr trisodyum sitrat
(C¢HsNa307.2H,0) ve 21.9 gr NaCl kullanildi. Bu iki madde ayr1 ayr1 kaplarda bir
miktar saf su igerisinde ¢Ozdiiriildii, daha sonra ayni kaba aktarilarak birbirleriyle
karistirildi. Karisimin iizerine 500 ml oluncaya kadar saf su ilave edildi. Hazirlanan bu
stok ¢ozelti 5 x SSC’dir. Cozelti buzdolabinda saklandi. Deneyde, bu stoktan 20 ml alip,

tizeri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlandi (elde edilen 1 x SSC kullanildi).
Bidistile su........ccccoeeennen. 1000 ml.
pH 56 icin: Cozelti 2 den 5 ml. ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
pH 6 icin: Cozelti 2 den 12.3 ml. ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
pH 65 i¢in: Cozelti 2 den 30 ml. ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
pH 65 icin: Cozelti 2 den 50 ml. ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
pH 7. icin: Cozelti 2 den 70 ml. ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
3.2.2. Gemfibrozil’in Hazirlanmasi

Yapilan hesaplamalarda 10 mg Gemfibrozil alinarak 1ml DMSO (Dimetil sulfoksit)’de
¢Oziilmistiir. 50, 100, 125 ve 150 uM’lik dozlar kullanilarak ¢alisma yapilmistir.

3.2.3. Mitomisin- C (MMC) Cozeltisinin Hazirlanmasi

2 mg Mitomisin-C bulunan ortama 2 ml steril bidistile su ilave edilerek MMC
¢Ozdiirtilmiistiir. Sonra bu ¢ozeltiden 5 ml’lik kiiltiir ortamina ilave edilerek son
konsantrasyondaki MMC orant 0.3 pg/ml olan ¢ozeltiler hazirlanmistir. Yukarida

belirtilen konsantrasyonlardaki MMC ile hiicreler 24 saat muamele edilmistir.
3.2.4. Sorensen Tamponunun (Sorensen Buffer) Hazirlanmasi

KKD’yi incelemek amaciyla hazirlanan preparat Sorensen tamponu igerisinde UV

lambast ile 1smlandirildi.  Sorensen tamponu % 10’luk Giemsa boyasinin
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hazirlanmasinda da kullanildi. Bu tampon ¢ozelti tampon A ve tampon B olmak {izere
iki stok ¢ozelti halinde hazirlanmis olup, bu ¢ozeltiler ¢alismanin amacina uygun olarak

birbirleriyle degisik miktarlarda karistirilarak kullanildi.
Hazirlanisi
Tampon A:11.34 gr KH,PO4 250 ml saf su iginde ¢ozdiiriilmiistiir (pH=4.8).

Tampon B:14.83 gr Na,HPO4.12H,O 250 ml saf su icinde c¢ozdiriilmistiir
(pH=9.3).

3.2.5 Boyamin Hazirlamisi

Tampon A: 11.34 gr KH,PO,4 250 ml saf su iginde ¢ozdiirilmiistiir (pH=4.8).
Tampon B: 14.83gr Na,HP04.12 H,0 250 ml saf su i¢inde ¢ozdiiriilmiistiir.

3.2.6. Kromozom Medyumu (Besi Yeri)

Bu calismada Biochrom firmasinin iirettigi Chromosome Medium B (Cat. no. F5023),
hiicre kiiltiirii olarak kullanilmistir. Chromosome Medium B’nin her litresinde asagidaki

maddeler bulunmaktadir:

Non essential Amino Acids.......ccoceeevveevieeiienieeieenne. 850 ml
Fetal Calf Serum ........ccccooivviiiiniiniiicicccceiee 150 ml
Heparin.........ccoeeieiiieiiececeeceee e 25.000 E
Penicillin G, Sodium Salt..........cooovvvviviiiiiiiiiiinnnee, 75.000 E
Streptomycin Sulphate........c..ccoceevirvinieninicnienenne. 50 mg
Phytohemagglutinin M..........ccccoeoieviniiniineiicnienene 2.5 mg

Bu medyum her tiipe 5 ml olacak sekilde paylastirilmis ve bu miktarlarda kullanilmistir.

Kiiltiir tiipleri steril olarak temin edilmistir.
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3.2.7. Kolsisin

Kromozom preparatlarinin hazirlanmasinda mitotik zehir olarak Colchicine (Kolsisin)
(Sigma) kullanilmistir. Kolsisin c¢ozeltisi steril saf su igerisinde hazirlanmis ve
kromozom medyumunun her ml’sinde 0.06 pg olacak sekilde (0.06 pg/ml) 5 ml’lik

kromozom medyumuna ilave edilmistir. Kolsisin’in bazi1 6zellikleri asagidadir.
Kapah formiilii: C,H»5NO¢
Molekiil agirhigr: 399.4
Etil asetat icerigi: %3.4
Kloroform igerigi: < 9%0.1
3.2.8. Hipotonik Cozelti

Hipotonik c¢ozelti olarak % 0,4’liilk KCI (Merck) kullanilmistir. Cozelti bidistile su
icinde stok halinde hazirlanip, agz1 kapali bir cam kapta buzdolabinda (+4 °C) saklandi.
Her preparasyondan yaklasik 2 saat 6nce yeteri kadar miktar alinip, 37 °C’deki etiivde

1sitilarak kullanildi.
3.2.9. 5’-Bromo-2’-deoxyuridine (BrdU)

BrdU, Sigma firmasindan (Cat. No. B 5002) temin edildi. BrdU’dan 5 mg alinarak 10
ml Chromosome Medium B’de ¢ozdiirtildii (50 pg/100 ul medium). Bu ¢ozeltiden SCE
calismasinda besi yerine 10 pg/ml gelecek sekilde ilave edildi (100 pl).

3.2.10. Fiksatif

Preparatlarin hazirlanmasinda kullanilan fiksatif, 1 kisim glasial asetik asit’ in 3 kisim
metanol (1/3 : glasial asetik asit/metil alkol) ile karistirilmasiyla hazirlanmistir. Fiksatif
kullanilmadan iki saat 6nce hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmistir. Her seferinde

preparat yapim isleminden iki saat 6nce taze olarak hazirlanip kullanilmistir.
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3.2.11. Giemsa

Giemsa boyast Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin edilmis olup, deneyde
Sorensen tamponu i¢inde hazirlanmis olan % 10’luk ve % 5°lik ¢ozeltileri preparatlarin

boyanmasinda kullanildi.

3.3. Kullanilan Deney Ekipmanlar:

3.3.1. Hassas Terazi

Tartim islemlerinde 0,0001 gr hassasiyetindeki PRECISA XB 220 A marka terazi
kimyasallarin tartilmasinda kullanilmigtir.

3.3.2. Santrifiij

5000 rpm’e kadar yiikselebilen devir hizi, 15 dk.’lik zaman ayarlayict ve 8 tiip
kapasiteli ELEKTRO-MAG marka santrifiij calismalarda kullanilmistir.

3.3.3. Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan OLYMPUS marka binokiiler 1s1k

mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda kullanilmustir.
3.3.4. Etiiv

Elektro-mag M 420 Bp marka 0 °C - 100 °C ayarlanabilir etiiv deneyde hiicre

kiiltiirinlin yapiminda ve baz1 eriyiklerin 37 °C’ye 1sitilmasinda kullanilmistir.
3.3.5. Deney Ekipmanlar:

1.Etiiv (Elektro-mag M420 Bp)

2.Vorteks (Yellowline)

3.Mikroskop (Olympus model CHK)

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

6.Buzdolab1

7.0tomatik 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, K1 690176)

5. Glasial asetik asit (Merck, 247K 18855556)

6. Metanol (Merck, 502K05275408)

7. Immersiyon yag1 (Merck, 09403569)

8. KCL (Merck, 340TA611835)

9. Alkol (Merck)

10. Distile su

11. Tiiplik

12. Cesitli cam malzemeler

13. Konik tabanli 10ml'lik steril kiiltiir tiiptii

14. Enjektor

15. Cesitli ebatlarda puarlar

16. Pastor pipeti
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17. Lam
18. Lamel

3.4. Kardes Kromatid Degisimini (KKD) Saptamak Amaciyla Hiicre Kiiltiiriiniin
Yapilmasi, Test Maddelerinin Kiiltire Ilave Edilmesi ve Preparatlarin

Hazirlanmasi ve Boyanmasi
3.4.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Speit ve Haupter (1985)’in gelistirdikleri metod modifiye edilerek bir kromozoma ait
kardes kromatidlerin farkli boyanmasini (sister chromatid differentiation=SCD)
saglamak amaciyla kullanilmistir (57). Sigara igmeyen, saglikli ve yaslari birbirine
yakin on bayan ve on erkekten alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis kan 6rnekleri
steril sartlarda kromozom medyumlarina (5 ml) 12 damla ekildi. Daha 6nce steril
sartlarda hazirlanan BrdU ¢o6zeltisinden her tiipe 10 pg/ml olacak sekilde (hazirlanan
BrdU soliisyonundan 100 pl) yine steril sartlarda ve ilave edilerek iyice karistirildi (50
ng BrdU/100 pl besi yeri) ve hiicre kiiltiirii etiivde 37 °C’de 72 saat i¢in inkiibe edildi.
Kiiltiir siiresinin bitimine 24 saat kala gemfibrozil'in insan kromozomlar1 {izerine

etkisini incelemek i¢in son konsantrasyon kiiltiir tiiplerine ilave edilmistir.

MMC, pozitif kontrol olarak kullanmak amaciyla steril bidistile suda ¢oziilmiistiir.
Kiltlir bitimine 24 saat kala MMC’nin insan kromozomlar1 {izerine etkisini incelemek
icin son konsantrasyonu 0.3 pg/ml MMC Kkiiltiir tiiplerine ilave edilmistir. Negatif
kontrol olarak ise distile su (%]1), test kontrolii olarakta DMSO (Dimetil siilfoksit )
kullanilmastir [58].

Kiiltiiriin 70. saatinde (yani kiiltiir siiresinin bitiminden 2 saat once) hazirlanan kolsisin
cozeltisinden her tiipe ilave edildi (0.06 pg/ml) ve iyice karistirmak amac ile tiipler
hafifce sallandi. Hiicreler 2 saat siiresince (37 [1C’de) kolsisin ile 6n muameleye tabi
tutulmustur. Kiiltiir tlipleri, kiiltiir stiresi olan 72. saatin bitiminde 10 dk. 2000 rpm’de
santrifiij edildi ve slipernatant atildi. Hiicreleri ihtiva eden ve tiiplin dibinde kalan 0.5-
0.7 ml’lik s1v1 iyice karigtirildiktan sonra etiivde 37 [1C’de tutulan hipotonik ¢ozelti
tiiplere ilave edildi. Bu islem sirasinda hiicrelerde kiimelesme olmamasi igin ¢ozelti

tiiplere damla damla ve karigtirilarak ilave edildi. Hipotonik ¢6zelti her tiipe 5 ml olacak
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sekilde ilave edildikten sonra agizlar1 kapatilarak etiive konuldu. 37 [1C’de 30 dk
etiivde bekletilen hipotonik ilave edilmis tiipler, siirenin sonunda 10 dk. 2000 rpm’de
santrifiij edildi ve silipernatant atildi. Soguk fiksatif, her tiipe 5 ml olacak sekilde
hipotonik ¢dzelti ilavesindeki gibi yavas yavas ve karistirarak, ilave edildi. Fiksatif ile
muamele edilen hiicreler 2000 rpm’de 10 dk. santriflij edildi ve siipernatant atildi. Bu
islem 3 kere tekrarlandi ve Islem sonrasi tiipte kalan sivinin tamamen berraklastig
goriildii. Son santrifiijden sonra dipte 0.5-0.7 ml s1v1 kalacak sekilde siipernatant atildi.
Tiipte kalan 0.5-0.7 ml'lik kiiltiir sivisi ile preparatlar hazirlandi. Bu islem yapilirken
tiipiin dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale getirildi ve
Pasteur pipetine 4-5 damla bu hiicre siispansiyonundan ¢ekildi ve bu siispansiyon daha
once temizlenmis lamlarin tizerine yaklasik olarak 50 cm yiikseklikten ve farkli alanlara
I’er damla damlatildi (her lama 3-4 damla). Bu islem yapilirken damlalarin {ist iiste
diismemesine dikkat edilerek hiicrelerin lam iizerine yayilmalar1 saglandi ve yayma

isleminden sonra preparatlar kurumak iizere 24 saat oda 1sisinda bekletildi.
3.4.2. Preparatlarin Boyanmasi

Speit ve Haupter (1985)’in gelistirdikleri metot modifiye edilerek, bir kromozoma ait
kardes kromatidlerin farkli boyanmasini (sister chromatid differentiation=SCD)
saglamak amaciyla kullanildi [57]. Bu amagcla bir giin kurutulmus preparatlar 1isinlama
kabina konarak {iizeri bir film gibi Ortiilecek sekilde Sorensen tamponu ile kapatildi.
Isinlama ¢ozeltisi, 5 ml tampon A, 5 ml tampon B’den alinip bu karisimin distile su ile
100 mI’ye tamamlanmasiyla hazirlandi (pH=6.8). Isinlama ¢dzeltisinin fazla veya az
olmast kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini 6nemli derecede -etkiledigi
goriilmiistiir. Bu nedenle preparatlarin {izeri ince bir tabaka halinde 1s1nlama ¢ozeltisi ile
ortiilmiistiir. Ortiilmiis preparatlar, karanlkta 15 cm yiikseklikten 30W’lik 254 nm dalga
boyunda 151k yayabilen tek ultraviyole lamba ile 30 dk. i1sinlandi. Isinlama bittikten
sonra preparatlar 1xSSC eriyigi icerisinde 58-60 [IC arasindaki sicakliklarda 60 dk.
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi bitmeden 15 dk. énce % 5°lik Giemsa boya ¢ozeltisi
hazirland1. % 5’lik Giemsa boyasi, 5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve 5 ml Giemsa’nin
karistirilarak lizeri 85 ml saf su ile tamamlanmasiyla hazirland1 (pH=6.8). Sonra bu
boya dik bir sale igine filtre kdgidindan siiziildii. Inkiibasyon siiresinin sonunda

preparatlar 1xSSC soliisyonundan alinarak direkt olarak boya igerisine konuldu ve
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yaklagik olarak 20 dk. beklendi (kardes kromatidler arasindaki en iyi kontrast farki bu
siirede saglanmistir). Bu siirenin sonunda preparatlar boyadan ¢ikarildi, {i¢ ayr1 kaptaki
saf su icinden gegirilerek preparatlar iizerindeki fazla boyanin akmasi saglandi. Bundan
sonra preparatlar dik vaziyette kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar entellan ile
kapatilarak daimi hale getirildi. Entellan kuruduktan sonra bu daimi preparatlar

mikroskop altinda incelendi.

3.4.3. Mikroskobik inceleme

Hazirlanmig olan daimi preparatlar Olympus marka binokiiler 151k mikroskobunda
immersiyon objektifi ile incelenmistir (10x100=1000 biiyiitmede).

3.4.4. KKD ve Replikasyon Indeksinin (RI) (Proliferasyon indeksi=PI) Saptanmasi
KKD Sayisinin Saptanmasi

Bir kromozomun agik boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis pargalarin veya koyu
boyanmig kromatidindeki agik boyanmis pargalarin sayilmasi esasina dayanarak, kan
kiiltliriine ait preparatlardan iyi dagilmis ve ikinci mitozu geciren 100 metefazda KKD
sayist belirlendi [59]. Kromozom kollarinin orta kisminda bir par¢a degisimi olmus ise
bu iki KKD olarak, sadece kromozom kollarinin u¢ kisminda parca degisimi olmus ise
bu da bir KKD olarak sayildi. Ancak bu incelemeler esnasinda kromatidlerin primer
bogum bolgelerinden doniim yapip yapmadiklarina dikkat etmek gerekmektedir. Bu

durumdaki kromozomlarda KKD yoktur (Sekil 2.1).
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Sekil 3.4.4.1 Kardes kromatid degisiminin oldugu ve olmadig1 durumun sematik olarak

gosterilmesi [59].
3.4.5. Replikasyon indeksinin (RI) (Proliferasyon indeksi=PI) Saptanmasi

Gemfibrozil'in DNA replikasyonu {izerindeki etkilerini saptamak amaci ile RI
hesaplanmistir. Bunun igin tesadiifen secilmis 100 hiicre incelendi. Bu incelemeler
sirasinda gdzlenen birinci, ikinci ve {iglincli metafaz evresindeki hiicreler sayildi. Bu

verilerden yola ¢ikarak RI asagidaki formiille hesaplandi.
RI= (1xM1+2xM2+3xM3)/100

M1: 1. Mitozdaki hiicre sayisi

M2: 2. Mitozdaki hiicre sayisi

M3: 3. Mitozdaki hiicre sayis1

Birinci, ikinci ve tiglincii metafazlar su sekilde ayirt edilmistir [60]: BrdU, deoxytimidin
(dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin analogu olan bilesiklerdir. BrdU, dT ve dU
arasindaki tek fark tasidiklari benzen halkasindaki 5.C atomuna dT’de CH3, BrdU’de

Br ve dU’de H atomunun bagli olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 3.4.5.1 Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdU) ve Deoxyuridin (dU)’in
kimyasal yapilari.

Kiiltiir ortamina BrdU koyuldugunda, hiicre DNA’sin1 replike ettigi sirada (1.S fazinda)
yeni sentezlenen DNA dallarindan birinin (poliniikleotid ipligi) i¢ine dT’in yerine BrdU
gecmektedir. Boyle hiicreler 1. Mitoza ugradiklarinda meydana gelen yeni hiicrelere ait
kromozomlarin her iki kromatidide koyu renkte boyanmaktadir. Bu hiicreler S (2. S
faz1) fazina girdiginde DNA ipliginin birisi BrdU digeri dT tasidigindan, DNA replike
oldugunda tekrar ortamda bulunan BrdU’i yapilarina almaktadirlar. Bu hiicreler 2.
Mitoza ugradiklarinda yavru hiicrelerin kromozomlarmin kromatidlerinden biri koyu
boyanirken digeri agik boyanmaktadir. Cilinkii, kromatidlerden koyu boyananda DNA
ipliginin biri dT tasirken, digeri BrdU tasimaktadir. Diger kromatidi olusturan DNA
ipliginin ikisi de BrdU tasimaktadir (agik boyanan). Boyle yavru hiicreler tekrar BrdU
bulunan ortamda S fazina (3. S faz1) girdiklerinde ortamdaki BrdU’1 yapilarina alirlar.
Bu hiicrelerin kromzomlarindan birini olusturan DNA ipliginden biri BrdU’i, digeri
dT’i tasidigindan 3. mitoza girdiginde yavru hiicrelerin kromatidlerinden biri koyu
digeri agik boyanmaktadir. A¢ik boyanan kromatidleri tagiyan hiicreler ise 3. Mitoza
ugradiklarinda kromatidleri olusturan DNA ipliklerinin her ikisi de BrdU tasidigindan
yeni yavru hiicrelerin kromozomlarint olusturan kromatidlerin her ikisi de agik
boyanmaktadir. Bu nedenle yeni yavru hiicrelerin (3. Mitoz sonucu olusan) bazilarinin

her iki kromatidi agik boyanirken, bazilariin kromatidlerinden biri acik digeri koyu
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boyanmaktadir. Ozetleyecek olursak, BrdU’li ortamda bulunan hiicrelerin
kromozomlarini olusturan kromatidlerin her ikisi, birinci mitoz sonucu olusan yavru
hiicrelerde koyu boyanir. Ikinci mitoz sonucu olusan yavru hiicrelerde kromatidlerin biri
koyu digeri agik boyamir. Ugiincii mitoz sonucu olusan hiicrelerde ise hiicrelerin bir
kisminda kromatidlerin biri agik, digeri koyu boyanirken, diger bir kisminda ise
kromatidlerin ikisi de acik boyanmaktadir. Sekil 3.4.5.2°de sematik olarak

gosterilmistir.

Bu boyanma seklinde hiicrelerin kaginct mitozda oldugu anlasilabilmektedir. Bu sekilde
goriintiilenen metafaz plaklarinda bazi kromozomlarin her iki kromatidi agik renkte,
bazi kromozomlarin bir kromatidi agik, diger kromatidi de koyu renkte boyanmaktadir
ve bu durum hiicreleri 3. mitoz boliinmeyi gegirdigini gostermektedir. Taranan
preparatlarda metafaz esnasinda bulunan 100 hiicre incelenerek kacinci mitoz evresinde

olduklar1 belirlendi. Bu sonuca gore formiille replikasyon indeksi (RI) hesaplandi.
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Sekil 3.4.5.2 BrdU’in DNA yapisina girmesi ile 1., 2. ve 3. mitoz boliinmeyi gegiren

hiicrelerin ayirt edilmesinin sematik olarak agiklanmasi [59].
3.5. Istatistik Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Tiim istatistiksel analizler Windows 95 GraphPad Instat 3.05 (GraphPad Software, San
Diego California USA) kullanilarak yapilmistir. Kimyasallarla muameleli gruplar ve
negatif kontroller arasinda farkliligin tespiti i¢in Dunnett t testi kullanilmistir. Doz-etki
iliskisini ortaya koymak amaciyla regresyon ve korelasyon analizleri yapildi, regresyon

denklemi ve korelasyon katsayisi (r) bulundu ve regresyon dogrusu ¢izildi.
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4.BULGULAR

Resim 4.1 Saglikli bir bireye ait metafaz plagi (normal kromozom goriintiisii)

Resim 4.2 3. mitoz evresindeki metafaz plagi
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Farkli dozlarda Gemfibrozil ile muamele edilmis insan perifral lenfosit hiicre
kiltiiriinden elde edilen kromozomlara ait metafaz plag1 goriintiileri asagida yer

almaktadir.

Resim 4.3 KKD’nin goriildiigli mitoz 2 evresindeki metafaz plag:

a v

Resim 4.4 4 KKD’nin goriildiigli mitoz 2 evresindeki metafaz plagi
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Resim 4.5 3 KKD’nin goriildiigli mitoz 2 evresindeki metafaz plagi

Resim 4.6 2 KKD’nin goriildiigli mitoz 2 evresindeki metafaz plagi



Resim 4.7 2 KKD’nin goriildiigli mitoz 2 evresindeki metafaz plagi

Resim 4.8 3 KKD’nin goriildiigli mitoz 2 evresindeki metafaz plagi



Resim 4.9 2 KKD’nin goriildiigli mitoz 2 evresindeki metafaz plagi

34



Tablo 4.1 Kontrol ve Deney Grubu Maddelerinin, insan Lenfosit Hiicrelerinde
Meydana Getirdigi Kardes Kromatid Degisimi (%)

Gruplar Muamele Toplam hiicre | Toplam KKD | KKD sayisi +SEM (%)
stiresi sayisi sayisi (ort.)

Negatif kontrol | 24 hr 500 45 9 +0,08

DMSO 24 hr 500 50 10 +0,17

Pozitif kontrol | 24 hr 500 325 65 +0,44

MMC (03

pg/ml)

Gemfibrozil 24 hr 500 74 14,8 * +0,08

(0.050 mg/ml)

Gemfibrozil 24 hr 500 99 19,8 * +0,22

(0.100 mg/ml)

Gemfibrozil 24 hr 500 105 21 * +,0,17

(0.125 mg/ml)

Gemfibrozil 24 hr 500 152 30,4 * +0,22

(0.150 mg/ml)

*p<0,01 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda fark 6nemli (Fisher’s Exact Test)

kontrol (%1 distilled water).

KKD: Kardes Kromatid Degisimi

DMSO: Dimetil sulfoksit

MMC: Mitomisin-C
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Tablo 4.2 Kontrol ve Deney Grubu Maddelerinin, Insan Lenfosit Hiicreleri Replikasyon
Indeksi Oranina Etkileri (%)

Gruplar Muamele | Toplam M1 M2 M3 SD Toplam KKD
suresi hiicre +SEM Rloran1 | £SEM
sayisi 24 saat (%)
(%)
Negatif 24 500 35 45 420 +0,4 2,77 +0,08
kontrol
DMSO 24 500 65 100 335 +0,5 2,54 +0,17
Pozitif 24 500 455 20 25 +0,4 1,14 +0,44
kontrol
MMC (03
pg/ml)
Gemfibrozil | 24 500 83 118 299 +0,2 2,43% +0,08
(0.050
mg/ml)
Gemfibrozil | 24 500 87 127 287 +0,5 2,40% +0,022
(0.100
mg/ml)
Gemfibrozil | 24 500 86 131 283 +0,4 2,39% +0,17
(0.125
mg/ml)
Gemfibrozil | 24 500 81 132 293 +0,5 2,34% +0,22
(0.150
mg/ml)

*p<0,01 kontrol grubu ile karsilastirildiginda fark 6nemli (Dunnet testi).
kontrol (%] distilled water).

KKD: Kardes Kromatid Degisimi
RI: Replikasyon indeksi

M1: Mitoz 1

M2: Mitoz 2

M3: Mitoz 3

MMC: Mitomisin-C
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Cizelge 4.1 Gemfibrozil'in farkli dozlartyla etkilesime giren insan lenfosit kiiltliriindeki
KKD oranlart (A: negatif kontrol, B: DMSO, C: 50 ul gemfibrozil, D:100 pl
gemfibrozil, E: 125 pl gemfibrozil, F: 150 pl gemfibrozil, G: pozitif kontrol MMC )
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Cizelge 4.2 Gemfibrozil'in farkli dozlariyla etkilesime giren insan lenfosit kiiltliriindeki
replikasyon indeksi (RI)oranlar1 (A: negatif kontrol, B: DMSO, C: 50 ul gemfibrozil,
D:100 pl gemfibrozil, E: 125 pul gemfibrozil, F: 150 pl gemfibrozil, G: pozitif kontrol
MMC)
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Cizelge 4.3 Gemfibrozil'in farkli dozlariyla replikasyon indeksi (RI) arasindaki

regresyon (r=-0,97) cizelgesi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Lipid diizenleyici ajan olarak kullanilan gemfibrozil, serum trigliserid ve kolesterol
diizeylerini diisiiriir, diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) seviyesini azaltirken yiiksek

dansiteli lipoprotein (HDL) seviyesini yiikseltir [32].

Ratlar tizerindeki gemfibrozil ile yapilan in vitro c¢alismalarda ratlarda ki hepatik
mikrozomal yag asidi zincirlerinin uzama siirecindeki hiz sinirlayict basamagi inhibe

ederek, zincir uzamasini etkili bir sekilde durdurdugu gézlemlenmistir [60].

Gemfibrozil'in hepatokarsinojenik mekanizmalarin1 arastirmak amaciyla, National
Toxicology Programi tarafindan rat, fare ve hamster tiirleri iizerinde yapilan 3 aylik
calisma sonuglarina gore, peroksizomal enzim aktivitesindeki en fazla artis ratlarda, orta
seviyede farelerde ve en diisiik seviyede ise hamsterlarda goriilmiistiir. Bu durum
gemfibrozil'in peroksizom proliferatorii ile aktive edilmis alfa reseptor (PPAR alfa)
aktivasyonu ile kemirgenlerde, hepatokarsinojenik ve hepatoksik etkileri ile

iliskilendirilmistir [61].

PPAR alfa'ya baglanarak aktive etmeleri sonucu 50'den fazla genin yaziliminda
degisiklige neden olan fibratlar(gemfibrozil, benzafibrat, fenofibrat, vb.), ayn1 zamanda
LDL'nin ana unsurlarindan olan apolipoprotein A1 ve A2 ekspresyonu ile lipoprotein
lipaz ekpresyonunu azaltirken, apo Cimi, fibrinojen ve plazminojen -aktivator-inhibitor-
1(PAI-1) ekpresyonlarini azaltirlar. Fibratlarin etkisine bagli olarak lipolizin artmasi
sonucu karacigerde TG yapimi azalir ve HDL-K yapimi artar. Bununla beraber kiiciik,
yogun LDL partikiillerinin sayisini azaltmalari fibratlarin en 6nemli etkilerinden biridir

[62,63].

Fibratlar, hiperlipidemi tedavisinde kullanilan statin grubu ilaglar ile es zamanlh

kullanilmalar1 durumunda Rabdomiyoliz gelistirme riskini arttirmaktadirlar [64].

Fibratlar ile yapilan cesitli canli grubu (bakteri, kabuklular, alg, vb.) tlizerindeki
caligmalar sonucu, gemfibrozil ve bezafibrati1 da igeren fibrat grubu farmasétiklerin ve
yan Uriinlerinin, mutajenik ve genotoksik bakimdan dikkate alinmasi gereken ¢evresel

risk olugturma potansiyellerinin oldugu sonucuna varilmstir [61].
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Klastojen ve mutajen maddelerin kromozomlar iizerindeki etkilerinin belirlenmesinde
ve kalitsal hastaliklarin teshisinde son derece duyarl olan Kardes Kromatid Degisimi
(KKD) diger bir adiyla Sister Chromatid Exchange (SCE) yontemi giiniimiizde lenfosit
hiicrelerinde basartyla kullanilmaktadir [65].

DNA onarimi sirasinda meydana gelen defektlerden kaynak alan; Bloom's sendromu,
Fanconi's Anemi, Xeroderma Pigmentosum ve Ataxia Telangiectasia gibi genetik
hastaliklar bir takim 6zel mutajen maddeler verilerek KKD artis ve azalisina bakilarak

teshis edilmektedir [66].

Yapilan bir ¢aligmada, tarim alaninda yaygin bir sekilde insektisid olarak kullanilan
acetamiprid (Acm) ve alpha-cypermethrin (A-cyp)'in tek basina ve karigim halinde
kullanildiklarinda insanlar i¢in genotoksik risk olusturup olusturmadiklarini, in vitro
olarak insan periferal lenfosit kiiltiiriinde KKD (Kardes Kromatid Degisimi), kromozom
anomalisi (KA) ve mikroniikleus (MN) testleri ile arastirmistir. Hiicreler, 5, 10, 15, 20
pg/ml A-cyp ile 25, 30, 35 ve 40 ug/ml Acm ile once tek baglarina ve bu
konsantrasyonlarin yaris1 kadar konsantrasyonlarda ise bir araya getirilerek karisim (A-
cyp + Acm) halinde 24 ve 48 saat muamele edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda Acm'nin
biitiin siire ve dozlarda KKD'ni, KA'u, yiiksek ti¢ dozda MN olusumunu istatiksel olarak
onemli derecede arttirdigi; mitotik indeksi (MI), niikleus béliinme indeksini (NBI),
biitiin slire ve dozlarda, proliferasyon indeksini (PI) ise 35, 40 pg/ml de 24 saatlik
muamele i¢in, 40 pg/ml de 48 saatlik muamele i¢in O6nemli derecede diistirdiigii
saptanmistir. A-cyp'nin biitlin siire ve dozlarinda KKD'ni ve KA'u ve diisiik iki dozda
MN olusumunu 6nemli derecede arttirdigi; tiim konsantrasyonlarda MI'i, NBI'ni ve
yiiksek tli¢ konsantrasyonda PI'ni 6nemli derecede diisiirdiigii saptanmistir. Acm, A-cyp
insektisitlerinin, konsantrasyonlarinin yaris1 kadar konsantrasyonlarda bile bir araya
geldiklerinde en az tek baslarina kullanildiklarindaki kadar yada daha fazla genotoksik
etki gosterdikleri bulunmustur [67].

Yapilan baska bir calismada ise Akrilamidin (AA) etkilerini arastirmak amaciyla
kromozom aberasyonu (CA), mikroniikleus (MN) ve Kardes kromatid degisimi (KKD)
testleri kullanilmistir. Akrilamid'in sitotoksik etkilerini belirlemek ic¢in ise mitotik
indeks (MI) ve replikasyon indeksi (RI) degerlerinden yararlanilmistir. Ayrica AA'nin
genotoksisitesine karsi pelargonidin (PG) ve gallik asit (GA)'in antigenotoksik etkileri
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aragtirilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda ise AA'nin in vitro ve in vivo klastojenik
etkileri saptanmis ve bu etkilerinin doza baglh oldugu gozlemlenmistir. Elde edilen bu
bilgiler AA'nin sitotoksik ve genotoksik bir bilesik oldugunu goéstermektedir. Bu
calismadan elde edilen in vivo ve in vitro test sonuclarina gore gallik asit'in, AA'nin
neden oldugu genotoksisite farekansinda onemli derecede diigiise neden oldugu ve
GA'in pelargonidin (PG)'den daha gii¢lii bir anti mutajenik etkisinin oldugu, PG'in

herhangi bir genotoksik ve sitotoksik etkisinin bulunmadig1 gézlemlenmistir [68].

Bir fibrat tlirevi olan gemfibrozil, diger biitiin fibratlar gibi peroksizom proliferatorii
olmalarindan o&tiiri biiytlikliik ve sayica artmig hepatik peroksizomlara sebep olduklari
hatta peroksizom sayisimi arttirarak ratlarda karaciger kanserine sebep olduklari
bilinmektedir. Yaptigimiz in vitro ¢alismamiz sonucunda gemfibrozil'in genotoksik ve
sitotoksik etkilerini gosterdik. Bu madde ile ilgili daha detayli verilerin elde edilmesi

i¢in in vivo ¢aligmalarin yapilmasini 6neriyoruz.

Sonu¢ olarak yaptigimiz bu calisgma ile Gemfibrozil'in insan periferal lenfosit
kiiltiirtinde, dort farkli dozunun (50pg/ml, 100 pg/ml, 125 pg/ml, 150 pg/ml) 24 saat

muamele edilmesi ile Gemfizrozil'in;

a) Replikasyon indeksini diislirdiigi ve gemfibrozil'in farkli konsantrasyonlar1 ile

replikasyon indeksi arasinda negatif korelasyon (r=-0,97) oldugu,

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

diistiigii, dolayisiyla hiicre boliinmesini baskiladigi,

c¢) Negatif kontrolle karsilastirildiginda doza bagh olarak KKD'yi arttirdig1 saptanmustir.
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