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OZET

Bu c¢aligmanin amaci1 kanda kolesterol ve trigliserid seviyelerini diisiiren
gemfibrozilin genotoksik ve sitotoksik etkilerinin insan periferal lenfosit kiiltiiriinde in
vitro olarak arastirilmasidir. Insan kan lenfosit hiicreleri, gemfibrozilin 50, 100, 125 ve
150 pg/ml ‘lik dozlar ile 24 saat etkilesime birakilmistir. Gemfibrozil uygulanmis tiim
deneme gruplar1 negatif kontrol ve pozitif kontrol mitomisin-C(MMC, 0.3 pg/ml) ile
kiyaslandiginda, uygulanmis gemfibrozil dozlari kromozom aberasyon sikliginda artisa
yol agmistir. Kromozom ve kromatid kiriklari, kromatid birlesmeleri, fragment ve
kromatid degisiklikleri tiim doz uygulamalarinda goézlenmistir. Negatif kontrol ve
¢oziicii kontrol ile kiyaslandiginda gemfibrozil tiim konsantrasyonlarda hiicre bdliinme
indeksini diisiirmiistiir. Calisma sonuglar1 gemfibrozilin insan lenfosit kromozomlarinda

in vitro klastojenik potansiyeli oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler : Gemfibrozil, mitomisin-C(MMC), lenfosit kiiltlirleri, insan

kromozomlari, kromozomal aberasyonlar.



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the genotoxic and cytotoxic effects of
Gemfibrozil which helps reduce cholesterol and triglycerides in the blood. 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 chromosomal aberration frequency 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. Chromatid and chromosome breaks,
sister chromatid union, fragment and chromatid exchange were observed in all treatment
concentrations. Gemfibrozil decreased the mitotic index (MI) in all the concentrations
when compared with control and solvent control. Our results suggest that Gemfibrozil

has clastogenic potential for human lymphocytes chromosomes in-vitro.

Key words: Gemfibrozil, mitomycin C (MMC), lymphocyte cultures, human

chromosomes, chromosome aberrations.
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1. GIRIS

Modern tip ve veteriner hekimligin vazgeg¢ilmez bir parcasi olan ilaglarin tiimii
farmakokinetik caligmalara katilmasina ragmen, metabolize edilip disar1 atildiktan sonra
cevre ve canlilar lizerinde uzun vadede olusturduklar etkiler hakkinda yeterli ¢alisma
bulunmamaktadir[1]. Bir ilacin neden oldugu ¢esitli yan etkiler arasinda genotoksik-
kanserojen etkiler goz ard1 edilmemelidir. 1977 yilinda, 25000 hasta ile yapilan bir anket
caligmasinda, bu c¢alismada tesbit edilen kanserlerin %]1’inden daha az bir kisminin
herhangi bir ilacin diizenli kullanilmasindan kaynaklandigi muhtemel olarak
gosterilmistir[2]. 56 primer kanser bolgesi ve bu bolgelerin kombinasyonuna iliskin
yaygm kullanilan 95 ila¢ ve ilag gruplarmin kanserojenisite tesbiti i¢in yapilan ilk
kanserojenisite taramas1 Friedman ve Ury tarafindan yapilmistir, bu ¢aligsma neticesinde
41 ilag veya ilag grubu 18 olguda 7.4’den 25.7’ye degisen morbidite oranlari ile en az bir
bolgede istatistiksel olarak anlamli pozitif iligkiler gostermistir[3]. Ayni ilag ve ilag
gruplar i¢in tarama analizleri tekrar edildiginde[4] bazi ilag kanser iliskilerinde artis
veya azalis goriilmiistiir, boyle bir iligski 20 ila¢ veya ila¢ grubunda tesbit edilmistir,
ayrica daha az kullanilan 120 ila¢ i¢in yapilan taramada 43 pozitif ila¢ kanser iligkisi
gosterilmistir.

[lag artiklari, atik su aritma tesislerinden gegerken tamamen ortadan kaldirilamaz
ve boylece su ortamina karistiginda atik, ylizey, yer alt1 ve igme suyunda bulunabilir[5].
Hormon, steroid, antibiyotik, fibrat vb. farmakolojik olarak aktif maddelerin ¢evrede
bulunmalari, bozulmalar1 ve sucul organizmalar ile olas1 etkilesimleri hakkindaki bilgiler
kisithdir[6,7]. Terapotik ilaglarin sucul organizmalar {izerindeki potansiyel risklerini
degerlendirmek i¢in idrar atilimi ile olusan metabolitler, kirli su aritma tesislerindeki
mikrobiyal transformasyonlar, hidroliz ve fotoliz gibi abiyotik bozulmalar sonucu olusan
ana iirlinlerden daha zararl yan iiriin olusumu dikkate degerdir[8-11].

Fibratlar kan trigliserid diizeylerini diisliren bir ila¢ grubudur. Bu etkilerini
karacigerde VLDL (¢ok diisiik dansiteli lipoprotein,kanda trigliserid tasiyict partikiil)
diizeyini diistirme ve kandan trigliserid uzaklastirilmasini hizlandirarak yaparlar.
Amerika ve Avrupada Ongoriilmiis olan fibrat Ornekleri gemfibrozil, fenofibrat,
bezafibrat ve klofibrik asidi igermektedir. Fibratlar yiizey sularinda ve atik sularda en ¢ok

tesbit edilebilen farmasotik gruplar icerisinde yer almaktadir[8, 12-14] ki bu durum



fibratlarin kalici kirleticiler olarak uzun siireli etki gdsterme potansiyeli ile
sonuglanabilir, ¢iinkii bu gruptaki ilaclarin doniisiimleri ve ortamdan kaldirilma oranlari
stirekli cevre girisi ile dengelenmistir[12]. Canlilarin yasam alanlarinda 1srarli bir sekilde
bulunan bu grup farmasétikler icin DNA kag¢inilmaz bir hedef iken, olas1 zararlarin ve
etkilerin tesbit edilebilmesi 6nemli ve gereklidir.

Bir fibrik asit tlirevi olan Gemfibrozil, 1980’li yillarin basindan itibaren koroner
kalp hastalig1 riski yliksek hastalarda klinik amagli kullanilan farmasétik bir iirtindiir.
Diyet, egzersiz ve kilo kontroliinii iceren komple tedavi programinin bir pargasi olarak
yaygin kullanim alanina sahiptir. Gemfibrozil ‘in fototransformasyonu sonucu olusan
irlinler (photoproduct) genotoksik ve mutajenik etkiler gostermistir ki bu durum
gemfibrozil yan iiriinlerinin ¢evresel risk olusturma potansiyeli olan ilag grubunda olma
diisiincesini desteklemistir[15].

Fiziksel ve kimyasal maddelerin DNA {izerindeki etkilerinin gézlenmesi amaciyla
in vivo ve in vitro testler kullanilmaktadir[16].

Bu calisma ile gemfibrozilin farkli konsantrasyonlari insan periferik lenfosit
kiiltiirline uygulanarak olas1 genotoksik ve sitotoksik etkilerin kromozom aberasyonlari

(KA) ile aragtirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

Canli organizmalarin iireme, gelisme, adaptasyon, protein sentezi ve diger
hiicresel yapilarinin yapimi gibi fonksiyonlarinin siirdiiriilmesi i¢in gerekli genetik
bilginin depolanmasi, kullanilmasi ve bir sonraki kusaga aktarilmasi hassas bir
mekanizma ile gerceklestirilmektedir. Kusaklar arasinda genetik bilgi akisi genler ile
saglanir ve baz1 RNA viriisleri hari¢ genler daima DNA molekiilleridir. Bir organizmanin
DNA'’sinda bulunan genetik bilgi o organizmanin genomudur. Bir haploid memeli
genomu 3x10° niikleotid ciftinden olusur ve bu genom 24 farkli kromozom halinde
hiicre ¢ekirdeginde yer alir. 24 ¢ift kromozomun 22 tanesi otozom kromozomlari, 2
tanesi (X ve Y) esey kromozomlaridir.

Genetik materyalin varlig1 ilk kez 1869 yilinda Friedrich Miescher tarafindan
irindeki akyuvarlarda saptanmistir. Avery ve arkadaslari 1944 yilinda DNA’nin
kalittmdan sorumlu genetik materyal oldugunu bildirmislerdir. DNA molekiiliiniin
genetik yapisinin agiklanmasi ise 1953 yilinda James Watson ve Francis Crick tarafindan
gerceklestirilmistir.

DNA molekiilii bes karbonlu bir seker( deoksiriboz ), fosfat grubu ve azotga
zengin piirin (A: adenin, G: guanin ) ve pirimidin ( T: timin, C: sitozin ) bazlarindan
olusan polimerik bir makromolekiildiir. DNA molekiilleri 5" ucundan 3" ucuna dogru
seker fosfat omurgasindan olusan iki zincirin antiparalel sarilmasi ile meydana gelmis
cift sarmal yapidir. Bu yapiya double helix yapisi denir. DNA zinciri normal fizyolojik
sartlardaki hiicrelerde genelde saga dogru doniimlii B-DNA formunda , nadiren sola
dogru doniimlii Z-DNA formunda bulunur.

DNA’nin hiicre ¢ekirdegi icerisinde paketlenirken ilk basamagi niikleozom
olusumudur. DNA’nin lizin ve arjinince zengin bazik histon proteinleri ile baglanmasi
sonucu kromatin yapisi olusur. Niikleozomlar, kromatinin tekrar eden alt birimleridir ve
yaklagik 146 baz cifti uzunlugundaki DNA zincirinin histon etrafina sarilmasi ile

olusmaktadirlar[17,18].



2.1. Kromozomlar Hakkinda Genel Bilgi :

Kromozomlar genlerin organize oldugu birimlerdir. Okaryotik hiicrelerde her bir
kromozom DNA c¢ift sarmali ve iligkili proteinlerin olusturdugu ipliksi parcalardir.
Kromozom terimi 1888 yilinda W. Waldeyer tarafindan tanitilmis olup ‘colored thread’
olarak bilinen Yunanca bir kelimeden gelmektedir. Prokaryotlarda tek bir kromozom
genelde halkasal yapiya sahip iken dkaryotlarda kromozomlar niikleusta belli bolgelerde
yerlesmis olarak bulunur. Ilk kez 1879 yilinda Flemming tarafindan kaydedildigi iizere
kromozomlar mitoz sirasinda ayrilmis olarak 1s1ik mikrosokobunda gozlenebilir. Her bir
organizma farkli morfolojik goriintiileri ile belli sayida kromozoma sahiptir. Tjio, Levan,
Ford ve Hamerton tarafindan 1956 yilinda insanlarin 46 kromozoma sahip oldugu
belirtilmistir.

Kromozomlar birbirinden uzunluk, sentromerin pozisyonu, biiyiikliik ve ‘banding
pattern’ denilen acik ve koyu bantlarin diizenlenme bigimine goére ayrilirlar. Boliinen
insan hiicre kromozomlar1 en kolay metafaz veya prometafazda analiz edilir.

Kromozomlar sentromerin pozisyonuna gore submetasentrik, metasentrik veya
akrosentrik olarak siniflandirilir. Sentromer, submetasentrik bir kromozomu kisa kol( p
kolu, Fransizca petit kelimesinden gelmektedir.) ve uzun kol (q kolu, p harfinden sonra
geldigi i¢in) olarak ayirir. Metasentrik kromozomlarda kisa ve uzun kollar hemen hemen
ayn1 boydadir. Akrosentrik kromozomlarda ise kisa kol ¢ok kiiclik olup, u¢ kisminda
satellit olarak isimlendirilen (satellit DNA ile karistirilmamali) yogun bir yap1 bulunur.

Karyotip, bir hiicrenin, bir tiirlin veya bir bireyin kromozomal toplamidir. Her tiir
icin karakteristiktir. Karyotip, morfolojilerine gore metafazdaki kromozomlarin i1s1k
mikroskobundaki goriintiilerini ifade eder. Karyogram homolog c¢iftler halinde tiim
kromozomlar1 gosterir, biri anneden digeri babadan gelen bu kromozomlar sentromer
pozisyonu ve goreceli uzunluklarina gore diizenlenmislerdir. Insanlarda 23 gift
kromozom vardir, 1’den 22’ye kadar olan ¢iftler otozomdur, diger 1 c¢ift esey
kromozomudur. Disilerde iki X kromozomu, erkeklerde bir X ve bir Y kromozomu esey
kromozomlaridir. Karyotip disilerde 46,XX ve erkeklerde 46,XY seklinde gosterilir.
Virgiil onilindeki kisim toplam kromozom sayisini gosterirken, virgiilden sonra esey

kromozomlar1 yer alir[19].



Kromozomlar 6zel bazi bolgelerden olusmaktadir ;

Kromatid: Kromatinlerin protein iskelete sarilmasi ile ortaya ¢ikan yapilardir ve
kromozomun kollar1 gibi goriiniirler. Sentromerin her iki tarafindaki kromatidler
kromozom kolu olarak adlandirilir; kisa kolu (p kolu) ve uzun kolu (q kolu). Kardes
kromatidler birbiriyle tamamen ayni genetik bilgiyi tasirlar ( Mayoz [*de krossingover®a
kadar).

Sentromer: Sentromerler, spesifik proteinlerin baglandigi DNA dizileridir. Sentromer,
kromozomu p ve q olarak iki kola ayiran ve sitogenetik bir belirleyici olarak goriinen
primer bogum seklinde tanimlanmastir.

Telomerler: Kromozomlarin u¢ kisimlarinda bulunan 6zel DNA dizileridir.
Kromozomun kendi {izerine katlanmasin1 ve diger kromozomlara yapigmasin
engelleyerek kromozom biitiinliiglinde biiyiik rol oynar. Yaslanma ile birlikte telomerik
DNA dizileri kisalmaya baglar. Kanser hiicrelerinin telomerik dizilerinde kisalma
gozlenmez .

Replikasyon Baslangic Noktasi (Origins of Replication, ORI): Isik mikroskobu ile
goriilememesine ragmen, biitiin kromozomlarda en az bir tane DNA sentezinin basladigi

bélge bulunur. Okaryotik kromozomlarda ise birden fazla ORI bélgesi bulunur[20].

Iki insanin DNA dizisi yaklasik % 99.5 oraninda aynidir. DNA dizileri arasindaki
kiigiik farkliliklar insanlar arasindaki genetik g¢esitliligi saglamaktadir. DNA ‘da
niikleotid dizisinde meydana gelen degisiklikler bazen fenotipi etkilemez iken bazen
etkilemektedir. DNA yapisindaki bu degisiklikler fertlerin anatomik, fizyolojik, ilaglara
olumlu veya olumsuz yanitlari, kanser , enfeksiyon gibi hastaliklara olan yatkinligindan
ve genetik olarak belirlenen fenotipik ¢esitlilikten sorumludur. DNA ‘daki niikleotid
degisiklikleri veya yeniden diizenlemeler fenotipi etkiliyorsa mutasyon, fenotipi

etkilemeyip sadece genetik ¢esitlilik sagliyorsa polimorfizmdir[18].



A
= o " - f;-
YW= LN
Y e Y _1:-""
%
» e W

& J F4 Nea f'
;m.- # L

A. Microscopic appearance of metaphase chromosomes of man

e W

centremers :_"{:};: Catallites ﬁ
submetacantric '\_ metacentric acrocentric

B. Types of mmaﬂ chromosome

~NESN (-
WOl BN ;

a

: B2 . 4 » Y &8  qf
g Pe.
Bﬁl BE %'5 3% %E g 8
] Fa g B 10 11 12
B M e M =
13 14 156 18 17 18
KX 2L aé sl B
20 21 22 ¥

Resim 2.1.1. Cesitli kromozom goriintiileri[19]




2.2. Mutasyon :

Her canli tiirliniin kendine o6zgii genetik bilgisinde gen rekombinasyonundan
bagka sebeplerle ve ani olarak meydana gelen kalitsal degismelere mutasyon denir.
Mutasyonlar dogada kendiliginden meydana geldigi gibi mutagen adi verilen fiziksel ve
kimyasal etkenler tarafindan da meydana getirilebilirler. Mutagenler DNA molekiiliinde
cesitli hasarlar olustururlar. Bu hasarlar hiicrede DNA onarim mekanizmalar: tarafindan
onarilmaya ¢aligilir. Bazen hasar mecburen yanlis olarak onarilir ya da onarim
mekanizmalarinin ¢alismasini kontrol eden genlerin mutasyona ugramasi ile veya gevre
sartlarinin etkisi ile onarilmadan kalabilir. Mutasyon genetik materyalde degisimlere
neden oldugu icin ilk bakista olumsuz bir durum olarak degerlendirilse de, aslinda
canlilar arasinda cesitlilik olusturan, organizmalarin gelismesine ve evrimine olanak
saglayan 6nemli bir olgudur. Buna karsilik, bazi mutasyonlarin temel fonksiyonlari
saglayan bir veya birka¢ gende bulunmasi ve uzaklastirilamamasi hiicrelerin Sliimiine
sebep olabilir[21].

Mutasyonlar meydana gelis mekanizmasina gore 3 gruba ayrilmaktadir. Hiicrede
kromozom sayilarinda meydana gelen degisiklikler genom mutasyonlari, kromozom
yapisinda meydana gelen degisiklikler kromozom mutasyonlari, DNA’ nin yapisindaki
niikleotidlerde meydana gelen degisiklikler ise gen mutasyonlar1 olarak

adlandirilir[17,18].

2.2.1. Genom Mutasyonlari :

Mayoz veya mitoz boliinme sirasinda homolog kromozomlarin hatali ayrilmasi
sonucu olusan kromozom sayilarinin degismesidir. Kromozom sayisinda meydana gelen
degisiklikler ‘nondisjunction’ (ayrilmama) veya ‘anafaz lagging’( anafazda geri kalma
veya kaybolma ) mekanizmalar1 ile olugmaktadir. Tim bir kromozomun trizomisi ile
goriilen 1yi tanimlanmis iic genom mutasyon hastaligt vardir; Trizomi 21(Down
sendromu), Trizomi 18 ve Trizomi 13. Bu trizomilere zeka geriligi, biiyiime geriligi ve
konjenital anomaliler eslik eder. Bu bozukluklar fazladan bulunan kromozom iizerindeki

belirli genlerin artmus etkisi ile ortaya ¢ikmaktadir. Sikligi 107/ hiicre boliinmesidir.



2.2.2. Kromozom Mutasyonlar :

Kromozom yapisinda duplikasyon, delesyon, insersiyon, inversiyon veya
translokasyon seklinde olusan yapisal degisikliklerdir. Kromozomlardaki parca degisimi
kendiliginden olusabilecegi gibi iyonize radyasyon, bazi viral enfeksiyonlar ve bazi
kimyasallar ile indiiksiyon sonucu da olusabilir. Stklig1 6x10* / hiicre boliinmesidir.
Delesyonlar ; kromozomun bir kisminin kaybedilmesi sonucu olusur ve kromozom
dengesizligine neden olur. Ortaya ¢ikan klinik bulgular delesyona ugrayan bdlgenin
biiyiikliigline, igerdigi genlerin sayisina ve islevine baglidir. Sitogenetik olarak
goriilebilen otozomal delesyonlar yaklasik 7000 canli dogumda bir goriiliir.
Duplikasyonlar ; esit olmayan ‘crossing-over’ ile veya bir translokasyon veya
inversiyon tastyicisinda mayoz boliinme sirasinda anormal segregasyon ile olusmaktadir.
Bloom sendromu ve Rett sendromu 6rnek olarak gosterilebilir.

Inversiyonlar ; bir kromozom iizerinde iki kirik arasindaki kromozom pargasinin ters
donerek aym yere baglanmasidir. Iki tip inversiyon bulunmaktadir. Her iki kirik ayni
kromozom kolu iizerinde ise parasentrik inversiyon, her iki kromozom kolu iizerinde bir
kirik varsa perisentrik inversiyon adini alir. Inversiyonlar tasiyicida anormal bir fenotip
ortaya ¢ikarmaz. Inversiyonlar dengeli bir yeniden diizenlemedir. Ancak gelecek
kusaklar i¢in anormal gamet olusturma riski tasirlar.

Translokasyonlar ;  genellikle kardes olmayan kromozomlar arasindaki parga
degisimidir. Resiprokal translokasyon, kardes olmayan kromozomlar arasinda parga
degisimi olup yalniz iki kromozomla sinirlidir, toplam kromozom sayisinda ve genomda
bir degisiklik olmaz. Robertsonian translokasyon, kisa kollarin1 kaybetmis iki akrosentrik
kromozomun sentromerlerinden birbirlerine baglanmasi ile olugmaktadir.

Insersiyonlar ; bir kromozoma ait bir parganin koparak diger bir kromozoma katilmas1

durumudur, nadiren goriiliir.

2.2.3.Gen Mutasyonlari :

DNA vyapisindaki niikleotid ¢iftlerinin yer degistirmesi, bir veya birkag

niikleotidin DNA’nin yapisina katilmasi (insersiyon) veya DNA’nin yapisindan ¢ikmasi



(delesyon) seklinde meydana gelmektedir. Bu tip mutasyonlar iki sekilde ortaya cikar;

DNA replikasyonu sirasinda veya herhangi bir mutajen tarafindan indiiklenerek.
2.3. Fibratlar Hakkinda Genel Bilgi :

Fibrik asit tiirevleri klinikte hipertrigliseridemiyi igeren dislipidemi tedavisinde
kullanilmaktadir. Fibratlarin hipotrigliseridemik aktivite mekanizmalar1 tam olarak
bilinmemekle birlikte, bu durumun hepatik ApoC-III sentezini azaltmanin yani sira
lipoprotein lipaz ve/veya hepatik lipaz aktivite/ifade artirnmi ile gergeklestirildigi
disiiniilmektedir. Clofibrat Ongoriilmiis olan ilk fibrattir. Gemfibrozil, fenofibrat,

bezafibrat ve ciprofibrat raflarda mevcut olan baslica fibratlardir[22,23].

Fenofibrate
Bezafibrate

Q*/v@”* Jogot

Fenofibrate derivative (1F)

Q\/\)<°°°

O)L Gemfibrozil

COOH
Bezafibrate derivative (2B) HG o

CHO
Gemfibrozil derivative (1G)

Bezafibrate derivative (1B)

Sekil 2.3.1. Fibratlar ve foto iirlinlerinin yapilari[49]



2.4. Gemfibrozil :

1982 yilinda FDA onayindan sonra yaygin lipid diizenleyici ilag olarak kullanilan
Gemfibrozil, hipertrigliseridemi ve hiperkolesterolemi tedavisinde etkili bir sekilde
kullanilmaktadir. Iki klinik deney sonucunda gemfibrozil koroner kalp hastaliklarinin
kontroliinde 6nemli bir tedavi edici ajan olarak kabul edilmistir[24,25]. Gemfibrozil
diisik  dansiteli  lipoprotein  kolesterol(kotli  kolesterol)[26] ve  trigliserid
konsantrasyonunu azaltarak[25] ve yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterol(iyi kolesterol)
konsantrasyonunu yiikselterek[25,26] hipolipidemik etkilerini gosterir.

Kemirgenlerde gemfibrozil ve diger fibratlar peroksizom proliferatoriidiir,
biiytikliik ve sayica genislemis hepatik peroksizom ile iligkili genislemis karacigeri iceren
bir sendromu indiikler. Ayrica agil CoA oksidaz , karnitin asetiltransferaz ve sitokrom
P450 4A enzimlerini iceren peroksizomal ve mikrozomal yag asidi oksitleyici enzimleri
de indiikler[27-30]. Wy-14,643 ([4-chloro-6-(2,3-xylidino)-2-pyrimidinylthio] asetik asit;
onciil peroksizom proliferatorii, di(2- ethylhexyl) phthalate, gemfibrozil ve klofibrati
iceren bazi fibratlar ile yapilan ¢aligmalarda bu maddelerin kemirgenlerde karsinojenitesi

gosterilmistir[31-36].

2.4.1.Farmakolojik Ozellikleri :

Farmasotik Bilgi :

Isim : Gemlfibrozil
Kimyasal Isim : 5-(2,5-dimethylphenoxy)-2,2-dimethylpentanoic acid
Kimyasal Yap1

CHE CHE

OCH,CH,CH,— i —COOH
CH,

CH,

Molekiiler Formul : C15H2203
Molekiiler Agirhik :  250.35
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Farmakolojik Ozellikleri
Farmakoterapotik Grubu : Serum lipid diisiiriicii ajan
Gemfibrozil oral yoldan kullanilan bir lipid diizenleyicisidir. Kimyasal olarak halojensiz

fenoksipentanoik asittir[37].

Etkileri :

Gemfibrozil, serum trigliserid ve total kolesterol diizeylerini diisiiren, yiiksek
dansiteli lipoprotein kolesterol (HDL) diizeyini ise ylikselten lipid diizenleyici bir etken
maddedir. Lipid diisiiriicii etki oncelikle trigliserid igerigi zengin ¢ok diisiik dansiteli
lipoproteinlerde(VLDL), daha az oranda ise kolesterolce zengin diisiikk dansiteli
lipoproteinlerde(LDL) meydana gelir.

Tip IV hiperlipoproteinemi kaynakli trigliseridi yiiksek hastalarda gemfibrozil
ile tedavi LDL- kolesterol yiikselmesine yol acabilir. Bunun yani sira bu hastalarda
HDL-kolesterol, HDL, , HDL3, apolipoprotein A; ve A; artar.

Epidemiyolojik ¢alismalarda diisiik HDL-kolesterol ve yiiksek LDL-kolesterol
koroner kalp hastaliklar1 i¢cin bagimsiz risk faktorleri olarak belirtilmistir.

Hiperlipidemi tiiriine bagli olarak gemfibrozilin farmakolojik kullanimi HDL-
kolesterolii  yiikseltip LDL-kolesterolii diigiiriitrken bu durum Helsinki  kalp
caligmasinda,5 yillik primer koruma faz IV klinik calisma, koroner kalp hastaliginda
morbiditeyi diisiirme yoniinde bir sonug seklinde belirtilmistir[38].

Insanlarda gemfibrozilin periferik lipolizi inhibe ettigi ve serbest yag asitlerinin
hepatik ekstraksiyonunu azalttigi boylece hepatik trigliserid iiretimini azalttig
gosterilmistir. Gemfibrozil ayrica VLDL tasiyicisi apolipoprotein B klerensini artirip
sentezini inhibe ederek VLDL diizeyinde diigme saglar.

Hayvanlarda yapilan ¢aligmalar ile gemfibrozilin HDL-kolesterolii yiikseltmenin
yani sira yeni iretilen trigliseridlere uzun zincirli yag asidi eklenmesini azaltabilecegi,
karacigerden kolesteroliin uzaklastirilmasini ve turnoverini hizlandirabilme, feces ile de

kolesterol atimin1 hizlandirabilecegi belirtilmistir[37].
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Klinikte Farmakoloji ve Farmakokinetigi :

Gemfibrozil hayvanlarda idrar ve feces, rat ve kopeklerde ise major olarak fecges
ile atilir. Insanlarda verilen dozun yaklasik %70’i primer olarak glukuronid konjugat:
seklinde idrar ile atilir. %2’den daha az1 gemfibrozil olarak , %6’s1 feges ile atlir. Tek bir
dozu takiben 1 veya 2 saat icinde plazma diizeyi en yiiksek seviyeye ulasir. Tek doz
uygulamasindan sonra yar1 dmrii yaklasik 1.5 saat iken, multiple dozlardan sonra 1.3
saattir[37].

Gemfibrozile iliskin 3 metabolik yol tanimlanmistir. Birincisi gemfibrozil ve
metabolitlerinin  konjugasyonudur. Ikincisi ve esas olan1 gemfibrozil meta-metil
grubunun hidroksilasyonu olup benzil alkol(metabolit II) {iretir ve bu metabolit benzoik
asit metaboliti(metabolit III, major metabolit) ile hizli oksidasyona ugrar. Ugiincii yol
aromatik halkanin bir fenole(metabolit I) hidroksilasyonudur, bu fenol ise karboksilik
asit fonksiyonu bozulmamis fakat dogada fenolik olan bir bilesige doniisiir[37].

Fibratlar ve eslik eden tibbi tedavide kullanilan antikoagiilanlar, antidiabetikler
ve hipokolesterolemik ajanlar arasinda farmakokinetik ve/veya farmakodinamik
etkilesimler bildirilmistir[39,40]. Gemfibrozilin CYP2CS8 inhibisyonu amiodaron,
verapamil, warfarin gibi kardiovaskiiler ilaglarin ve tolbutamidin metabolizmasini
etkileyebilir. Ayrica CYP2C9 aktivitesini inhibe edici etkisi carvedilol, losartan,
phenytom ve diazepam gibi ilaglarin da metabolizmasini etkileyebilir[37].

Gemfibrozil yiiksek oranda plazma proteinlerine baglandig: i¢in diger ilaglarla

yer degistirme potansiyeli vardir[37].

2.5. Genotoksisite :

Genotoksisite, fiziksel veya kimyasal ajanlar tarafindan genetik materyalde hasar
olusumudur. Genetik materyalde olusan hasar tamir edilemez ise DNA sekans
degisiklikleri, kromozom aberasyonlari ile sonuglanabilen tek veya birden fazla niikleotid
degisiklikleri ve bunlarin sonucunda rekombinasyon, mutasyon, doku hasari, yaslanma,

kanser ortaya ¢ikabilmektedir[41].

12



2.5.1. Kromozom Aberasyonlari :

Kromozom aberasyonlar1 kromozom say1 ve yapisindaki degisimler ile ortaya
cikmaktadir. Hiicre dongiisiiniin G1 ve G2 fazinda kromozomal aberasyon olusumu
DNA cift zincir kiriklarinin esas lezyonlaridir.

Yapisal kromozom aberasyonlari, kromozomun bir kromatidinde veya her iki
kromatidinde goriilmesine bagli olarak ikiye ayrilir. Eger aberasyon tek kromatidde
goriiliiyor ise kromatid tip, her iki kromatidde goriiliiyor ise kromozom tip aberasyondur.
Bu aberasyon tipleri mutajen uygulamasinin yapildigi hiicre siklusu safhasina ve
kullanilan mutajenik ajamin tipine baglhdir. Iyonize ismnlar gibi ajanlar hiicre G1
sathasinda iken etki ediyorsa kromozom tip aberasyonlar meydana gelir, eger hiicre G2
sathasinda iken etki ederse kromatid tip aberasyonlar ve S safhasinda iken etki ederse her
iki tipte aberasyonlar meydana gelebilir[16]. Sekil 2.5.1.1. ve 2.5.1.2.°de sirasiyla G1 ve
G2 fazinda yapilan 1s1nlama sonucu olusan KA’lar goriilmektedir[42]. Sekil 2.5.1.1.°de
goriilen terminal delesyon, kromozomun tek bir kolunda kirilma olmasi ile olusmustur.
Kirilan parga ilk mitozda asentrik fragment seklinde goriiliir. Asimetrik parca degisimi,
aynt kromozomun iki kolunda kirilma olmasi ve kromozomun kirillan iki kolunun
birbirine, kirilan iki parcanin da birbirine yapismasi ile olusur; mitozda halka kromozom

ve fragment seklinde gortiliir.
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Sekil 2.5.1.1. G1 fazinda yapilan 1sinlamalar sonucu meydana gelebilecek kromozom tipi
aberasyonlar ile bunlarin ¢esitli yapisma olasiliklari ve S fazini izleyen mitozda
saptanan goriintiileri[42]

a)Terminal delesyon,
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b)Ayni kromozomda simetrik parca degisikligi,
¢)Ayn1 kromozomda asimetrik par¢a degisikligi,
d)Farkli kromozomlar arasinda simetrik parca degisikligi,

e)Farkli kromozomlar arasinda asimetrik parca degisikligi.

Homolog olmayan kromozomlar arasinda olan karsilikli parca degisimine
translokasyon denir. Farkli kromozomlar arasinda simetrik parga degisiminde, sonraki
mitozda goriilebilir bir degisiklik olmazken, asimetrik parca degisiminde sonraki mitozda
bir disentrik kromozom ve iki asentrik fragment goriiliir.

Sekil 2.5.1.2.°de G2 sathasinda; 1sinlama sonucu meydana gelen, kromatid
aberasyonlar, terminal delesyon, izokromatid delesyon, ayni veya farkli kromozomlar

arasinda simetrik ve asimetrik parca degisiklikleri ve triradialler goriilmektedir.
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Sekil 2.5.1.2. Kromozom eslesmesi tamamlandiktan sonra, G2 fazinda yapilan
isinlamalar sonucunda meydana gelebilecek kromatid tipi aberasyonlar ile bunlarin
cesitli yapisma olasiliklar1 ve sonraki mitozda saptanan goriintiileri[42]

a)Terminal delesyon,

b)izokromatid delesyon

c)Ayn1 kromozomda simetrik parca degisikligi,

d)Ayn1 kromozomda asimetrik parca degisikligi,

e)Farkli kromozomlar arasinda simetrik parca degisikligi,
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f)Farkli kromozomlar arasinda asimetrik parga degisikligi,

g)Triradial aberasyon.

Sekildeki terminal delesyon, sonraki mitozda terminal kromatid delesyon ve
asentrik fragment seklinde goriiliir. Izokromatid delesyonlar, bir kromozomun iki kardes
kromatidinde aym1 hizada kirilma sonucu olusmaktadir. Bunun sonucunda mitoz
anafazinda koprii ve asentrik fragment olusabilir. Diger bir olasilik ise fragmentler
birbirine yapisir, metafazda bir fragment seklinde goriiliir. Ugiincii bir olasilik ise kirilan
kromozomun iki kromatidinin sadece uglar1 yapisir ve kirillan pargalar yapismaz. Bagka
bir olasilik ise hi¢bir yapismanin olmamasidir.

Bir kromozomun ayni kromatidinde kirilma meydana gelmesi ve kirilan
parcalarin karsilikli yer degistirmesi ile simetrik par¢a degisikligi olusur, mitozda
goriilebilir bir degisiklik yoktur. Eger kromatidlerin kirik uglar1 birbirine, kirilan iki
asentrik parga birbirine yapisir ise asimetrik parca degisikligi olur. Bunu izleyen mitozda
kardes kromatidlerden birisi normal digeri halka kromozom ile asentrik fragment
seklinde gozlenir. Farkli kromozomlar arasinda simetrik ve asimetrik par¢a degisiklikleri
sozkonusudur. Simetrik parca degisikliginde iki ayr1 kromozomun birer kromatidinden
kopan parcalar karsilikli yer degistirir(Sekil 2.5.1.2. e), mitozda ise goriilebilir bir
degisiklik yoktur. Eger kirilan pargalar birbirlerine ve kromatidlerin de kirilan uglar
birbirlerine yapisirsa (Sekil 2.5.1.2. f), takip eden mitozda bir disentrik kromozom ve
asentrik fragment goriiliir. Triradial aberasyonlar, bir kromozomun tek kromatidinde,
diger kromozomun iki kromatidinde (izokromaid) kirilma olmasi ve izokromatid kirilma
sonucu olusan asentrik parcalarin, tek kromatid kirilmasi ile olusan kirik uglara
yapismasi ile meydana gelir, mitozda 3 kollu bir kromozom ve izokromatid delesyon
seklinde izlenir.

Inversiyonlar, bir kromozomun kopan bir parcasinin 180° doniip tekrar ayni
kromozoma yapismasiyla olusan bir kromozom aberasyonudur. Izokromozomlar ise
kromozomun sentromer bolgesinden kromozom tipi enine bir kopma sonucu olusur ve
kromatidlerdeki genetik bilgileri ayn1 olan yeni bir kromozom meydana gelir.

Gap, kromatid kalinligina esit ya da ondan daha dar boyanmamis (akromatik)
bolgelere verilen isimdir. Kromozomdaki boyanmamis bodlge kromatid kalinligindan

fazla ise kromatid kirik olarak kabul edilir[43]. Gaplar kiriklarda oldugu gibi
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izokromatid veya kromatid gap seklinde olabilir. Her iki kromatidde gap bulunuyorsa
izokromatid gap, tek bir kromatidde gap varsa kromatid gap seklinde isimlendirilir.
Ozellikle DNA sentezini inhibe eden bazi kimyasallar, yiiksek siklikla gaplara neden
olmaktadir[16].

Spiral ¢6ziilmesi, kromozomda soluk boyanan bolgelerdir ve daha genis bir alani
kapsar. Kromozomlarin kontrole gére boylarinin ¢ok kisalmasi ve kalinliginin artmasina
kromozom kontraksiyonu denir, bu olay kimyasal maddenin histon proteinlerine etki
ettigini gosterir[43].

Mutajenik ajanlara maruz kalan insan populasyonlarini izlemek icin periferik kan
lenfositlerinde siklikla KA (kromozom aberasyonu) ve MN(mikroniikleus)’lar
kullanilmaktadir. Hagmar vd. 1998’de insan populasyonlarinda kendiliginden olugan KA
ile sonradan olusan kanser sikligt arasinda pozitif bir iliskinin oldugunu

belirlemislerdir[44].
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3. MATERYAL VE METOT

Bu caligmada materyal olarak sigara igmeyen, yakin yaslardaki 10 erkek (22 ve
25 yaglarinda) ve 10 bayandan (22 ve 25 yaslarinda) alinan periferik kan, test maddesi
olarak gemfibrozil, pozitif kontrol olarak mitomisin-C(MMC) test kontrolii olarakta

DMSO(Dimetil siilfoksit ) kullanilmistir[45].

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

3.1.1. Mitomisin-C (MMC)’ nin Ozellikleri

Bu caligmada test maddesi olarak kullanilan mitomisin-C (MMC) mavi-menekse
renkte, kristal seklinde ve suda ¢oziinebilen bir maddedir. Suda ¢oziinen (pH=6-9) eriyik,
1siktan korundugu ve 5°C altindaki buzdolabinda saklandigi zaman yedi giin 6zelligini
korumaktadir. Mitomisin-C 2 mg ve 10 mg’lik siselerde toz seklinde bulunur. MMC
antineoplastik ve genis spekturumlu bir sitostatik (hiicre bdliinmesini durduran)

ajandir[46].

3.1.2. Mitomisin-C (MMC)’nin Kullanim Alanlari

MMC, antineoplastik ilaglar grubunda yer alan ve gesitli kanserlerin tedavisinde
kullanilan alkilleyici bir ajandir. MMC’nin kullanildig1 kanser tiirleri asagida verilmistir.
* Mide kanseri
* Aniis ve kalin bagirsak kanserleri
» GOgiis kanseri
» Kiiciik hiicreli akciger kanseri
* Bas ve boyun kanserleri
» Kii¢iik mesane papillomalari

* Pankreas kanseri
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3.2. Kullanilan Kimyasal Maddelerin Eriyiklerinin 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,PO4), (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 sodyum hidrojen fosfat
(Na;HPO4)’dan 11,9 gr alinir ve 1000 ml. bidistile suya tamamlanir ve stok c¢ozeltiler
hazirlanmis olur[47].

Sorenson Fosfat Tampon Cozeltisi: KH,PO, cozeltisinden 60 ml. ve Na,HPO,
cozeltisinden 30 ml. alinarak saleye konulur ve iizerine 10 ml. giemsa boyasi eklenerek
%10 luk giemsa-sorenson fosfat tampon ¢dzeltisi hazirlanir. Sorenson fosfat tampon
cozeltisi cesitli pH degerlerine ayarlanabilir, bu islem icin her iki ¢dzeltinin degisik

miktarlar1 kullanilarak pH istenilen degere ayarlanir[47].

Cozelti 1:

KHoPO4.oooieieieeee 9.1 gr
Bidistile su........cccccoeeenee. 1000 ml
Cozelti 2:
NayHPOg4.ooveeeviieeeeenn. 11.9 gr
Bidistile st......cccceeveennennee. 1000 ml

pH 5,6 i¢in: Cozelti 2 den 5 ml. Ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
pH 6,0 i¢in: Cozelti 2 den 12.3 ml. Ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
pH 6,5 i¢in: Cozelti 2 den 30 ml. Ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
pH 6,8 i¢in: Cozelti 2 den 50 ml. Ve ¢ozelti 1 den 100 ml.
pH 7,2 i¢in: Cozelti 2 den 70 ml. Ve ¢ozelti 1 den 100 ml

18



3.2.2. Gemfibrozil’in Hazirlanmasi

Yapilan hesaplamalarda 10 mg gemfibrozil alimarak 1ml DMSO (Dimetil
sulfoksit)’da ¢oziilmiistir. 50, 100, 125 ve 150 pg/ml’lik dozlar kullanilarak calisma
yapilmistir.

3.2.3. Mitomisin- C (MMC) Eriyiginin Hazirlanmasi

2 mg mitomisin-C bulunan ortama 2 ml steril bidistile su ilave edilerek MMC
eritilmistir. Sonra bu eriyikten 5 ml’lik kiiltiir ortamina ilave edilerek son
konsantrasyondaki MMC oran1 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

Sorensen tamponu, tampon A ve tampon B olmak iizere iki stok ¢ozelti halinde
hazirlanmis olup bu ¢ozeltiler calismanin amacina uygun olarak birbirleriyle degisik
miktarlarda karistirilarak kullanilmistir.

3.2.5 Boyanin Hazirlanisi :

Tampon A: 11.34 gr KH,PO4 250 ml saf su i¢inde eritilmistir (pH=4.8).
Tampon B: 14.83gr Na,HP04.12 H,0 250 ml saf su i¢inde eritilmistir.

3.2.6. Kromozom Medyumu
Biochrome firmasmin {irettigi kromozom medyumu, hiicre kiiltiirii i¢in
kullanilmistir. Besiyeri i¢inde non essential amino acids, fetal calf serum, heparin,

penicillin G, sodium salt, streptomycin sulphate, phytohemagglutinin M bulunmaktadir.

Tiipler Sml’lik ve hazir olarak satigsa sunulmustur.
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3.2.7. Kolsisin

Kromozom preparatlarinin hazirlanmasinda mitotik zehir olarak colchicine
(kolsisin) (Sigma) kullanilmistir. Kolsisin eriyigi steril saf su icerisinde 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.
Kapal formiilii : C,,H;5NOg
Molekiil agirhg : 399.4
Etil asetat icerigi : %3.4

Kloroform igerigi : < %0.1

3.2.8. Hipotonik Eriyik

Hipotonik eriyik olarak % 0, 4’ liik KCI(Merck) kullanilmistir. Bidistile su i¢inde
stok halinde hazirlanan eriyik agzi kapali cam bir kapta buzdolabinda (+4 °C)
saklanmistir. Her preparasyondan yaklasik 1 saat once yeterli miktarda alinip 37°C’deki

inkiibatorde 1sitilip kullanilmastir.
3.2.9. Fiksatif

Preparatlarin hazirlanmasinda kullanilan fiksatif, 1 kisim glasial asetik asitin 3
kistm metanol (1/3 : glasial asetik asit/metil alkol) ile karistirilmasiyla hazirlanmistir.
Fiksatif preparat yapim isleminden iki saat Once hazirlanmis ve buzdolabinda
saklanmustir.

3.2.10. Giemsa

Giemsa boyast Merck firmasindan(Cat. No. 9204) temin edilmis olup,

deneylerimizde Sorensen tamponu i¢inde hazirlanmis, %5°lik boya eriyigi kullanilmistir.
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3.3. Kullanilan Deney Ekipmanlari

3.3.1. Hassas Terazi

Tartim islemlerinde 0,0001 gr hassasiyetindeki PRECISA XB 220 A marka terazi

kimyasallarin tartilmasinda kullanilmistir.

3.3.2. Santrifiij
5000 rpm’e kadar yiikselebilen devir hizi, 15 dk.’lik zaman ayarlayic1 ve 8 tiip
kapasiteli ELEKTRO-MAG marka santrifiij calismalarda kullanilmistir.

3.3.3. Mikroskop

Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan OLYMPUS marka binokiiler 151k

mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda kullanilmstir.

3.3.4. Etiiv

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

kiiltiiriiniin yapiminda ve baz eriyiklerin 37 °C’ye 1sitilmasinda kullanilmistir.

3.3.5. Deney Ekipmanlari

1. Etiiv (Elektro-mag M420 Bp)

. Vorteks (Yellowline)

. Mikroskop (Olympus model CHK)
. Santrifiij (Elektro-mag)

. Derin dondurucu

. Buzdolab1

N N R~ W

. Otomatik pipet

21



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

3.3.6. Sarf Malzemeler

1. Heparin (Roche)

. Giemsa (Merck, 5400512)

. KH2P04 (merck, 9021622)

. Na2HP04H20 (Merck, K1 690176)

. Glasial asetik asit (Merck, 247K18855556)
. Metanol (Merck, 502K05275408)

. Ksilol (Merck, 207K037553)

. Immersiyon yag1 (Merck, 09403569)
. KCI (Merck, 340TA611835)

10. Alkol (Merck)

11. Distile su

12. Tipliik

O 00 3 N WD B~ W N

13. Cesitli cam malzemeler

14. Konik tabanli 10mI’lik steril kiiltiir tiipti
15. Enjektor

16. Cesitli ebatlarda puarlar

17. Pastdr pipeti

18. Lam

19. Lamel
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3.4. Kromozom Anomalilerini (KA) (Chromosomal Aberration=CA) Saptamak

Icin Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmasi ve Boyanmasi

3.4.1 Hiicre Kiiltiiriiniin Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Saglikli ve sigara igmeyen yasi 22-25 olan kisilerden alinan, heparinize edilmis
kan ornekleri kromozom medyumlarina(5 ml) steril sartlarda 13-14 damla(0.4 ml)
ekilmistir. Hiicre kiiltiirii inkiibatérde 37 °C’de 72 saat inkiibe edilmistir. Gemfibrozilin
insan kromozomlari iizerine etkisini incelemek i¢in kiiltiir siiresinin bitimine 24 saat kala
son konsantrasyon kiiltiir tiiplerine ilave edilmistir.

Pozitif kontrol amaciyla kullanilan MMC steril bidistile suda ¢oziilmiistiir.
MMC’nin insan kromozomlar1 iizerine etkisini incelemek i¢in kiiltlir bitimine 24 saat
kala son konsantrasyonu 0.3 pg/ml MMC Kkiiltiir tiiplerine ilave edilmistir. Negatif
kontrol olarak ise distile su(%1) test kontrolii olarakta DMSO(Dimetil siilfoksit )
kullanilmistir[56]. Kiiltiir siiresinin bitiminden 2 saat 6nce (yani kiiltiiriin 70. saatinde)
her tiipe hazirlanan kolsigin eriyiginden 35 pl (0.06 pg kolsisin/ml) ilave edilmis ve
tipler hafifce sallanarak iyice karistirilmistir. Hiicreler 2 saat siiresince (37°C’de)
kolsigin ile muameleye tabi tutulmustur. Kiiltiir siiresi olan 72. saatin bitiminde kiiltiir
tipleri, 2000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmis, siipernatan atilmistir. Dipte kalan ve
hiicreleri ihtiva eden 0.5-0.7 mI’lik s1v1 iyice karistirildiktan sonra tiiplere, etiivde 37
°C’de tutulan hipotonik eriyik ilave edilmistir. Bu eriyigin ilavesi damla damla ve
karistirilarak yapilmis olup hiicre siispansiyonu pipetaj yapilarak homojen hale
getirilmistir. Her tiipe 7 ml hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tiipler, agz1 kapatilarak
inkiibatdre konmustur. Hiicreler 30 dk. hipotonik eriyikte 37°C’de muamele edilmistir.
Stirenin sonunda tiipler 10 dk. 2000 rpm’de santrifiij edilmis, siipernatan atilmistir.
Hipotonik ¢ozelti ilavesi gibi yavas yavas ve karistirarak her tiipe 5 ml olacak sekilde
soguk fiksatif ilave edilmistir. Oda sicakliginda 20 dk. fiksatif ile muamele edilen
hiicreler 2000 rpm’de (170 x g) 10 dk. santrifiij edilmis ve silipernatan atildiktan sonra
tiplere tekrar fiksatif ilave edilmistir. Bu islem 3 kere tekrarlanmistir. 3. fiksatifle
muamelenin sonunda tiipte kalan sivinin tamamen berraklastigi goriilmiistiir. Her fiksatif
ilavesinden sonra tiipler santrifiij edilerek iistteki sivi atilmistir. Son santrifiijden sonra

dipte 0, 5 ml s1v1 kalacak sekilde siipernatan atildiktan sonra yayma yapilmistir. Tiipiin
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dibinde toplanan hiicreler pastor pipeti ile karistirilarak homojen hale getirilmistir. Pastor
pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hiicre siispansiyonundan cekilmistir. Ozel olarak
hazirlanmis diizenege tutturulan pastor pipetinden daha Once temizlenmis ve saf su
igerisinde buzdolabinda saklanan lamlara farkli alanlara I’er damla olmak {izere hiicre
sispansiyonu damlatilarak (her lama 3-4 damla), hiicrelerin ve dolayisiyla
kromozomlarin lam iizerinde yayilmasi saglanmistir. Hiicre silispansiyonunun lamlara
damlatilmas1 esnasinda damlalarin iist liste diismemesine dikkat edilmistir [19]. Bu

sekilde hazirlanan preparatlar kurumak iizere 24 saat oda sicakliginda bekletilmistir.

3.5. Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar Olympus marka binokiiler lsik mikroskobunda

immersiyon objektifi ile incelenmistir (10x100=1000 biiyiitmede).

3.5.1. Kromozom Anomalilerinin Saptanmasi

Muamele edilmis ve kontrol kiiltiirlerde her bir kisiden hazirlanan, 1yi dagilmis
kromozomlara sahip preparatlardan, her bir doz i¢cin 100 metafaz incelenerek kirik ve
diger anomaliler sayilmistir. Bu hiicreler i¢inde gozledigimiz kromozom yap1

anormallikleri degerlendirilmistir.
3.6. Istatistiksel Analizler

Tiim istatistiksel analizler Windows 95 GraphPad Instat 3.05 (GraphPad
Software, San Diego California USA) kullanilarak yapilmistir. Kromozomal aberasyon

frekans1 Fisher exact testi ile analiz edilmistir. [la¢ muamelesi yapilmis gruplar ve negatif

kontrol arasinda farkliligin tesbiti icin Dunnett t-testi kullanilmistir[48].
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4. BULGULAR

Normal saglikli bir bireye ait kromozom goriintiisii resim 4.1.’de verilmistir.
Kromozomlar oncelikle pozitif kontrol olarak kullanilan MMC ile etkilesime
birakilmigtir (0.3 pg/ml). Mitomycin-C’in kromozomlarda kromozom kiriklari, kromatid
kiriklari, poliploidi kromatid birlesimi gibi hasarlara neden oldugu gozlenmistir(Resim
4.2).

Gemfibrozil uygulanmis tiim deneme gruplart negatif kontrol ve pozitif kontrol
mitomisin-C(MMC, 0.3 pg/ml) ile kiyaslandiginda, uygulanan gemfibrozil dozlar
kromozom aberasyon sikliginda artisa yol a¢gmistir(Resim 4.3-7). Kromozom ve
kromatid kiriklari, kromatid birlesmeleri, fragment ve kromatid degisiklikleri tiim doz
uygulamalarinda gozlenmistir. Negatif ve ¢oziicii kontrol ile kiyaslandiginda gemfibrozil
tiim konsantrasyonlarda hiicre boliinme indeksini diistirmiistiir(Cizelge 4.1-5). Calisma
sonuglar1 gemfibrozil’in insan lenfosit kromozomlarinda in-vitro klastojenik potansiyeli

oldugunu gostermektedir.

Resim 4.1. Saglikli bir bireye ait insan lenfosit kromozom goriintiisii
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Resim 4.2. Mitomisin-C’nin insan kromozomlarina etkisi

Gemfibrozil’in farkli dozlar1 ile muamele edilmis insan lenfosit hiicre
kiiltiiriinden elde edilen kromozomlara ait goriintiiler resim 4.3., resim 4.4., resim 4.5.,

resim 4.6 ve resim 4.7 de gosterilmektedir.

Resim 4.3. Gemfibrozil uygulanan grupta KKB goriintiisii
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Resim 4.4. Gemfibrozil uygulanan grupta Disentrik Kromozom (DSK) goriintiisii

Resim 4.5. Gemfibrozil uygulanan grupta Fragment (F) goriintiisii
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Resim 4.6. Gemfibrozil uygulanan grupta kromozom kirig1 (KK) goriintiisii

Resim 4.7. Gemfibrozil uygulanan grupta kromatid kirig1 (Kk) goriintiisii
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Cizelge 4.1, cizelge 4.2, ¢izelge 4.3, cizelge 4.4 ve cizelge 4.5 farkli gemfibrozil dozlar

ile mitotik indeks arasindaki iliskiyi gostermektedir.

Cizelge 4.1. Negatif Kontrol Grubu Mitotik Aktivite Oranlari

NEGATIF KONTROL GRUBU

Ornek No Toplam Hiicre | Interfaz Hiicre | Metafaz Hiicre | Metafaz Hiicre
Sayisi Sayisi Sayisi Orani (%)
1 3000 2783 217 7,2
2 3000 2793 207 6,9
3 3000 2777 223 7,4
4 3000 2788 212 7
5 3000 2790 210 7
Grup Ortalamasi 213,8 7,1

Cizelge 4.2. 50 ng/ml Gemfibrozil Uygulanan Grupta Mitotik Aktivite Oranlar1

50 pg/ml Gemfibrozil uygulanan I. Deney Grubu

Ornek No Toplam Hiicre | Interfaz Hiicre | Metafaz Hiicre | Metafaz Hiicre
Sayisi Sayisi Sayisi Orani (%)
1 3000 2911 89 2,9
2 3000 2920 80 2,6
3 3000 2915 85 2,8
4 3000 2910 90 3
5 3000 2919 81 2,7
Grup Ortalamast 85 2,8
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Cizelge 4.3. 100 pg/ml Gemfibrozil Uygulanan Grupta Mitotik Aktivite Oranlari

100 pg/ml Gemfibrozil uygulanan I1. Deney Grubu

Ornek No Toplam Hiicre | Interfaz Hiicre | Metafaz Hiicre | Metafaz Hiicre
Sayisi Sayisi Sayisi Orani (%)
1 3000 2952 48 1,6
2 3000 2946 54 1,8
3 3000 2949 51 1,7
4 3000 2945 55 1,8
5 3000 2940 60 2
Grup Ortalamasi 53,6 1,7

Cizelge 4.4. 125 pg/ml Gemfibrozil Uygulanan Grupta Mitotik Aktivite Oranlari

125 pg/ml Gemfibrozil uygulanan III. Deney Grubu

Ornek No Toplam Hiicre | Interfaz Hiicre | Metafaz Hiicre | Metafaz Hiicre
Sayisi Sayisi Sayisi Orani (%)

1 3000 2950 50 1,6
2 3000 2948 52 1,7
3 3000 2955 45 1,5
4 3000 2943 57 1,9
5 3000 2947 53 1,7

Grup Ortalamast 51,4 1,6
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Cizelge 4.5. 150 pg/ml Gemfibrozil Uygulanan Grupta Mitotik Aktivite Oranlari

150 pg/ml Gemfibrozil uygulanan I'V. Deney Grubu

Ornek No Toplam Hiicre | Interfaz Hiicre | Metafaz Hiicre | Metafaz Hiicre
Sayisi Sayisi Sayisi Orani (%)
1 3000 2958 42 1,4
2 3000 2962 38 1,2
3 3000 2960 40 1,3
4 3000 2965 35 1,1
5 3000 2963 37 1,2
Grup Ortalamasi 38,4 1,2
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Mitotik index

B o o o o o o o o L e e
! ! ‘ ‘ ‘ ! 50 55 160 105 M0 M5 120 125 1300 135 M0 45 10
Konsantrasyon

Sekil 4.1. Gemfibrozil’in farkli konsantrasyonlar1 ile mitotik indeks arasindaki

regresyon (r =-0.97)

33



Cizelge 4.6. Gemfibrozil’in degisik dozlar ile etkilesime sokulan insan lenfosit kiiltiirii

kromozomlarinda kromozom aberasyonu siklig1

Uygulama Yapisal kromozom bozukluklar: Kromozom
Test maddesi bozukluklarinin
Dozlar (pg sikligi/hiicre=SH(%)
Siire (s) /ml) KK Kk f KKB DSK
NK 24 1 6 17 2 1 - 5.22+3.11
Coziicii kontrol 24 20 - 16 1 2 - 3.84+3.06
MMC 24 0.3 112 190 12 5 3 64.4+ 37.47*
50 9 18 3 7 - 7.42+ 3.06*
100 17 21 5 16 1 12+ 3.82%
Gemfibrozil 24
125 24 32 4 28 2 18+ 6.26*
150 33 45 7 10 2 19.4+ 8.32%

KK : Kromozom kirgi,

Kk : Kromatid kirig1

F : Fragment

KKB : Kardes kromatidlerin birlesmesi

DSK : Disentrik kromozom

kontrol (%1 distilled water), MMC: (0.3 pg/ml mitomycine-C (24 saat).

* p = 0.05 kontrolle karsilastirildi. (Fisher’s Exact Test)
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Tablo ve sekillerden de goriilebilecegi gibi doz arttik¢a kromozom kirigi ve

diger aberasyonlarin oran1 artmaktadir (r = 0.98).

Kromozom Aber,

50 5 60 6 70 75 8 8 9 9 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150
Gemfibrozil Doz

Sekil 4.2. Gemfibrozil’in farkli konsantrasyonlar: ile kromozom aberasyonu arasindaki

regresyon (r = 0.98)
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5. TARTISMA VE SONUC

Gemfibrozil, lipid diizenleyici bir ajandir, serum kolesterol ve trigliserid
diizeylerini dugiiriir, LDL’yi azaltirken HDL seviyesini ylkseltir [49]. HMG CoA
rediiktaz inhibitorlerinden farkli olarak Gemfibrozil yiikselmis trigliserid diizeyleri
gosteren hiperlipidemilerin tedavisinde kullanilabilir ve koroner kalp hastaliklarinin
insidansini azaltmakta etkilidir(% 34 gibi bir oranda)[49].

Esasen hipertrigliseridemik durumlarda kullanilan Gemfibrozil, in vitro olarak rat
hepatik mikrosomal yag asidi zincir uzamasmi giiclii bir sekilde inhibe etmektedir.
Ayrica uzama siirecindeki hiz sinirlayici basamagi inhibe ederek bu etkiyi gosterdigi
gbzlenmistir[50].

Bezafibrate, Ciprofibrate, Clofibrate, Fenofibrate ve Gemfibrozil fibrik asit
tiirevleri(fibratlar) olarak bilinen terapotik ajanlar sinifinda yer alan ilaglardir(Miller ve
Spence,1998; Remick et al.,2008). Fibratlar peroksizom proliferator reseptor alfayi
(PPARalfa) stimiile ederek anormal lipid metabolizmalarinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilirlar. Gemfibrozil’in dogrudan diiz kas iizerinde gevsetici etkilerinin gozlendigi
bir calisma neticesinde fibratlarin hipertansiyon iizerindeki etkilerine yeni bir ilgi ve
gastrointestinal yan etkilerine yeni bir anlayis getirilmistir[51].

Gemfibrozil benzeri fibratlar diabetik dislipidemilerde yaygin olarak kullanilir ve
Gemfibrozil’in CYP2C8’1 inhibe ettigi bulunmustur[52,53]. Gemfibrozil tek basina ve
Itraconazole ile birlikte Repaglinid’in kan glukoz seviyesini diisiiriicii etkisini gelistirip
uzatabilir[54].

National ~ Toxicology = Programi(NTP)  tarafindan  hepatokarsinojenite
mekanizmalarini1 arastirmak i¢in Gemfibrozil ii¢ ay siiresince rat, fare ve hamster
tiirlerine verilmistir. Artmis peroksizomal enzim aktivitesi en fazla ratlarda, orta seviyede
farelerde,en diisiik seviyede hamsterlarda goriilmiistiir. Bu sonuglar peroksizom
proliferator ile aktive edilmis alfa reseptor (PPARalfa) aktivasyonu ile Gemfibrozil’in
kemirgenlerde hepatotoksik ve hepatokarsinojenik etkileriyle iligkilendirilmistir. Bununla
birlikte yaygin olarak insanlarda PPARalfa aktivasyonunun lipid metabolizmasinda
gorev alan genlerin ekspresyonu ile ilgili sonuglar ortaya c¢ikardig1 fakat hepatocellular

proliferasyon ile ilgili olmadig: diistintilmektedir[55].
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Insanlarda Gemfibrozil’i de kapsayan fibratlar, PPARalfa’ya yiiksek afinite ile
baglanir, plazma trigliserid ve artmis HDL konsantrasyonlarimi diisiiriir. Bu etkilerin
insanlarda apoCIIl ekspresyonunun azaltilmast ve apolipoprotein-Al ve All
ekspresyonunun artirilmasi ile  gercgeklestigi diistintilmektedir[56].

Cesitli canli gruplar (bakteri,alg,kabuklular) {izerinde yapilan ¢aligmalar ile fibrat
grubu farmasotiklerin(bezafibrat,gemfibrozil) ve yan {riinlerinin genotoksik ve
mutajenik etkiler bakimindan cevresel risk olusturabilme potansiyellerinin dikkate
alinmasi gerektigi ortaya konulmustur[57].

Klofibrik asit ve Gemfibrozil agil glukuronidlerinin, genotoksiksisite
degerlendirilmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada gdzlenen genotoksik etkilerin DNA’nin
niikleofilik merkezinde gerceklesen reaksiyonlari icerdigi ileri stiriilmiistiir. Klofibrik asit
ve gemfibrozil glukuronidleri endojen glikozilasyon yapan glukoz 6-fosfatin on kati
kadar reaktivite gostermislerdir[58].

Yaptigimiz ¢aligma sonuglarina gore; gemfibrozil uygulanmis deneme gruplari
negatif kontrol ile kiyaslandiginda, uygulanan gemfibrozil dozlar1 kromozom aberasyon
sikliginda artisa yol agmistir. Kromozom ve kromatid kiriklari, kromatid birlesmeleri,
fragment ve disentrik kromozom gozlenmis olan kromozomal aberasyonlardir. Ayrica
gemfibrozil konsantrasyon artisi ile hiicre boliinme indeksinin diistiigii ve doz-mitotik
indeks arasinda yapilan istatistiksel ¢calisma ile negatif bir korelasyon(r = -0.97) oldugu
goriilmistiir. Yapilan ¢alisma in vitro bir ¢aligma oldugundan gemfibrozilin etkisinin tam

anlamiyla anlagilabilmesi i¢in in vivo ¢alismalarin yapilmasi da gerekli olacaktir.
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