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Bu calisma, bir Kkolesterol ilac1 olan Ezetimib’in insanlar icin genotoksik risk olusturup
olusturmadigini, insan periferal lenfositlerinde in vitro kardes kromatid degisimi (KKD), kromozom
anormalligi (KA) ve mikronukleus (MN) testleri ile belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir. Kilttre
alinmig insan periferal lenfositleri 24 veya 48 saat boyunca test maddesinin 60, 80, 100, 120 pg/ml
konsantrasyonlar: ile muamele edilmistir.

Insan periferal kan Kkiiltirlerine 24 veya 48 saat uygulanan ezetimib, KKD’yi hichir
konsantrasyonda kontrol ve ¢tzuici kontrole gdre istatistiksel olarak uyarmamistir (P>0.05). Gozlenen
dalgalanmalar guven sinirlari icinde kalmaktadir. Ezetimib, 24 saatlik muamelede anormal hiicre
(AH) ylzdesini ve hicre bagina disen anormallik sayisini (KA/Hicre) sadece 100 pg/ml
konsantrasyonda 6nemli 6lclide artirmistir. Ajan, 48 saatlik muamelede ise en diisiik doz hari¢ bitin
konsantrasyonlarda anormal hicre yuzdesini anlaml: olarak uyarmistir. Ezetimib ayrica 24 saatlik
muamele periyodunda 100 ve 120 pg/ml konsantrasyonlari ile 48 saatlik muamelede en diisiik doz
haric diger dozlarda mikronukleus (MN) yuzdesini 6nemli diizeyde artirmigtir (P<0.05). Test maddesi
proliferasyon indeksinde (PI) énemli azalmalara yol acmistir. Ayni zamanda 24 saatlik muamelede
yiksek iki konsatrasyon ve 48 saatlik muamelede bditiin konsantrasyonlarda saptanan P1 kontrole gére
Onemli seviyede dustk bulunmustur. Ezetimib’in mitotik indeks (MI) Uzerine olan etkisi PI’ye benzer
tarzda olmustur. Nukleer bélinme indeksi (NBI) yoniinden daha net bulgular géze ¢arpmaktadir. Test
maddesi ile 24 saatlik muameleli kiltirlerde en diistik konsantrasyon harig digerlerinde, 48 saatte ise
bitlin konsantrasyonlarda NBI’de anlamli diistisler saptanmigtir (P<0.05).

Bu ¢alismada gozlenen bulgulara gére Ezetimib’in yiiksek konsantrasyonda ve uzun sureli
muamellerde saglikli insan periferal lenfositlerinde genotoksik ve sitotoksik etkiler gdsterdigini
sOyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Ezetimib, kromozom aberasyonu, mikronikleus, kardes kromatid
degisimi.
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This study was conducted to determine whether ezetimibe a cholesterol drug,
poses a genotoxic risk for humans by in vitro sister chromatid exchange (SCE),
chromosome abnormality (CA) and micronucleus (MN) tests in human peripheral
lymphocytes. Human peripheral lymphocytes were treated with concentrations of 60, 80,
100, 120 pg / ml of the test substance for 24 or 48 hours. Ezetimibe applied to human
peripheral blood cultures for 24 or 48 hours did not statistically significant induce SCE at
all concentrations compared to control and solvent control (P>0.05). Ezetimibe
significantly increased the percentage of abnormal cells (AH) and the aberrations per cell
(CA / Cell) at a concentration of only 100 pg/ml in the 24-hour treatment. Ezetimibe
significantly altered the percentage of abnormal cells at all concentrations except for the
lowest dose at 48 hours of treatment. Ezetimibe significantly increased the micronucleus
(MN) percentage at the concentrations of 100 pg/ml and 120 pg/ml for 24 hour treatment,
and at all concentrations in the exception of the lowest concentrations for 48 hours
treatment (P<0.05). The test substance resulted in significant decreases in the proliferation
index (P1). Pl significantly decreased at the concentrations of 100 and 120 pg/ml Ezetimibe
reduced the mitotic index (MI). Ezetimibe decreased significantly in NBI at all
concentrations except the lowest concentration for 24 hours treatments (P<0.05). From the
results of this study, we can say that ezetimibe shows genotoxic and cytotoxic effects in
healthy human peripheral lymphocytes at high concentration and long term treatments.

Key Words: Ezetimibe, chromosome aberration, micronucleus, sister chromatid
exchange.



GENISLETILMIS OZET

Kandaki kolesterol seviyesi artist 6lim riski yiksek bir¢ok hastaliginda
habercisi olmaktadir. Kalp krizi gibi ciddi sonuglar1 olan bir durum gerek
Tirkiye’de gerekse diinyada endiseyle karsilanmaktadir. Kolesterol seviyesini
optimum duzeyde tutmak icgin doktorlarin siklikla basvurdugu tedavi bicimi ilag
kullanimidir. Kandaki kotu kolesterol artigt birgok hastaliga zemin hazirladig icin
tim dinyada en c¢ok kullanilan ilaglarin basinda gelmektedir. Diinya ¢apinda
yaklasik 200 milyon insan kolesterol ilaclari kullanirken, 2030 yilinda 370 milyona
kadar ¢ikacagi tahmin edilen bu ilaglara arastirmacilar da kayitsiz kalmamiglardir.

Saglhkli ve sigara icmeyen yaslar1 birbirine yakin iki erkek (24 ve 25
yaslarinda) ve iki kadindan (24 yasinda) alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis
kan ornekleri kromozom medyumlarina steril sartlarda 6 damla (0.2 ml)
(Renclizogullar ve Topaktas, 1991) ekilmistir. Yine steril sartlarda ve daha dnce
hazirladigimiz BrdUrd eriyiginden her tiipe son konsantrasyonu 10 pg/ml olacak
sekilde ilave edilerek iyice karistirilmis ve hicre kltlri inkiibatérde 37£1°C’de 72
saat igin inklbe edilmistir. Ezetimib’in etkisini incelemek igin kultlr slresinin
bitiminden 24 ve 48 saat 6nce Ezetimib’in daha énce DMSO igerisinde hazirlanmis
ve son konsantrasyonu 60, 80, 100, 120 pg/ml Ezetimib kiltir tiplerine ilave
edilmistir. Test maddesi Ezetimib suda ¢6zinmedigi icin ¢dziict kontrol (DMSO)
kullanilmigtir. Hazirlanmig olan daimi preparatlar OLYMPUS CX21 marka 11k
1000

blyutmede). Bu incelemeler sirasinda kardes kromatid degisimi sayisi (KKD) ve

mikroskobunda immersiyon objektifi ile incelenmistir (10 x 100

kromozomal anormallikler belirlenmistir. Ayni preparatlarda birinci, ikinci ve
Uctincl mitoz boélunmeyi geciren hiicrelerin sayis1 ve toplam hiicre icerisinde mitoz
bolinmeyi geciren hicrelerin sayisi saptanmistir. Bu incelemeler sonucunda
proliferasyon indeksi (P1) ve mitotik indeks (MI) saptanmistir. KKD sayisi, her
Kisinin kan kultiriine ait preparatlardan iyi dagilmis ve ikinci mitozu gegiren 25

hiicrede (dort kisiden toplam 100 hiicre) saptanmustir. Her Kisinin 25 ikinci mitoz
Il



bélinmeyi gegiren hiicrelerinde KKD sayist belirlenmis bundan her Kisi icin hiicre
basina disen ortalama KKD sayis1 (KKD/hiicre) hesaplanmistir. Ezetimib’in DNA
replikasyonu Uzerindeki etkilerini arastirmak amaciyla Pl bulunmustur. Her Kisinin
kan Kkultirinden yapilan preparatlardan tesadifi  secilmis 100 hicrenin
incelenmesiyle Pl belirlenmistir. Her bir kisiden hazirlanan preparatlardan iyi
dagilmis kromozomlara sahip toplam 100 hicre (dort kisiden toplam 400 hiicre)
KA’y1 saptamak amaciyla incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda KA1 hiicreler
ve toplam KA sayisi saptanmistir. Bu hicrelerde gozlenen yap: ve sayi
anormallikleri kaydedilmistir. KA’l1 hicrelerin yizdelerinin hesaplanmasinda
sadece yapisal kromozom aberasyonlar: goz 6niinde bulundurulmustur. incelenen
bu 100 hiicre icinde anormallik tasiyan hicrelerin ylizdesi hesaplanmigtir. Toplam
KA sayisi incelenen hiicre sayisina bélinerek hiicre basina disen KA sayisi
(KA/Hiicre)  saptanmigtir.  Bu  ¢alismada gap’lar  anormallik  olarak
degerlendirilmemistir. In vitro mikronukleus testinde Rothfuss ve ark. (2000)’nin
gelistirdikleri yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Bu yonteme gore, saglikl
ve sigara icmeyen yaslar: birbirine yakin iki erkek ve iki kadindan (KKD ve KA
testi icin kan alinan kisilerden) alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis kan
ornekleri kromozom medyumlarina steril sartlarda 6 damla (0.2 ml) ekilmistir ve
hiicreler 37£1°C’de 68 saat inkiibe edilmistir. Calismada kullanilan Ezetimib’in
etkisini belirlemek icin son konsantrasyon 60, 80, 100, 120 ug/ml olacak sekilde
Ezetimib kultlr ortamina, kiltirin baslangicindan 20 ve 44 saat sonra ilave
edilmistir. Mikronukleus sayisini belirlemek amaciyla her bir Kisiye ait daimi
preparatlarda her Kisinin, her muamele grubu ve kontrollerinde iki nukleusa sahip
(binukleer) toplam 1000 hiicre incelenmis (4 kisi 4000 hiicre) ve bu binukleer
hicreler igerisinden mikronukleuslu olanlar saptanmistir. Bundan mikronukleuslu
iki nukleuslu hiicre %’si hesaplanmistir. Ayrica incelenen hiicrelerde toplam
mikronukleus sayisi belirlenmistir. Toplam mikronukleus sayisindan MN %’si
hesaplanmustr.

Ezetimib insan periferal kan lenfositlerinde 24 ve 48 saatlik muameleli
v



kultlrlerde bitin konsantrasyonlarda KKD’yi uyarmamustir. Ezetimib anormal
hiicre oranini 24 saatlik uygulamada sadece 100 pg/mL konsantrasyonda 48 saatlik
uygulama periyotunda ise ylksek konsantrasyonlarda artirmigtir. Ezetimibin
mikronukleus olusturma potansiyeline sahip oldugu ve anormal hiicre oranlariyla
benzerlikler gosterdigi anlasilmistir. Bu da ajanin klastojenik 6zelligine isaret
etmektedir. Ezitimib, bolinme indekslerinden birisi olarak degerlendirilen
proliferasyon indeksi (Pl) azalmasina 24 saatlik muameleli kiltirlerde yiiksek
konsantrasyonlarda, 48 saatlik muameleli kiltlirlerde ise bitiin konsantrasyonlarda
neden olmustur. ilging bir sekilde mitotik indeks (MI) ve niikleer béliinme indeksi
de (NBI) PI’ye benzer tarzda azalma egrileri gostermistir. Yaptigimiz bu ¢alisma
ile bir kolesterol ilact olan Ezetimib’in kiltire alinmis insan periferal
lenfositlerinde test edilen doz ve siirelerden 6zellikle yiksek konsantrasyon ve 48

saatlik periyotta genotoksik ve sitotoksik etkiler gosterdigini soyleyebiliriz.
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1. GIRIS Rima CELIK

1. GIRIS

Kolesterol, hayvanlarin viicut dokularindaki hicre zarlarinda bulunan ve
kan plazmasinda tasinan bir sterol, yani bir steroid ve alkol birlesimidir. ilk defa
1754'te safra taslarinda kolesterol bulundugu i¢in bu maddenin ismi Yunanca
chole- (safra) ve steros (kati) sdzcukleri ile kimyadaki -ol ekinden tiretilmistir.
Kolesterol pek cok biyokimyasal reaksiyonda yer almasina ragmen 0Ozellikle
lipoproteinlerin kolesterolil tasima bicimleri ve kandaki kolesterol dlzeyleriyle
kalp hastaliklar1 arasindaki baglantidan dolay: bilinir.

Kolesterol ¢ogu hiicre ve dokuda HMG-CoA Rediiktaz enziminin baslattig
mevalonat yolu adli reaksiyon zinciri ile sentezlenir. Kanda asiri miktarda
kolesterol olmas: halinde bu kolesterol damarlarin geperlerini olusturan hicrelerde
birikir. Bu birikmeyle baslayan ateroskleroz sonucunda damar tikanabilir ve
tikanan damarin bulundugu organa bagli olarak, kalp krizi veya inme
meydanagelebilir (Wikipedia-kolesterol).

Oksitlenmis kolesterol iceren kicik boyutlu LDL taneciklerinin yiiksek
diizeyde oldugu hallerde bu LDL damar ceperlerinde aterom denen birikmelere yol
acar, bu duruma ateroskleroz denir. Ateromlar hangi organin damarinda birikirse o
organa ait hastaliklar ortaya ¢ikar. Ornegin, kalbi besleyen atardamarlarda (koroner
arterler) aterom koroner arter hastaligina, bobrek damarlarinda yuksek tansiyona ve
bobrek yetmezligine, beyin damarlarinda ise inmeye yol acabilir (Tymoczko ve
ark. 2002).

Beyini besleyen boyun damarlarinda kolesterol birikimi olmasi felclere,
konusma bozukluklarina, dengesiz ylrimeye, biling kaybina yol agar. Bdbrek
damarlarinda kolesterol birikimi yiksek tansiyon ve bdbrek yetmezligine yol
acabilir. Ana atardamarda (aort) kolesterol birikimi de tehlikelidir. Buradan kopan
kolesterol birikintileri daha kulglk damarlar1 tikayarak ¢ok degisik sorunlara yol
acabilirler. Bagirsagi besleyen damarlari tikayarak bagirsak o6limine, g6z

damarlarint tikayarak korluge, bacak damarlarini tikayarak kangrene vs. yol
1
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acabilirler. Kolesterol yiiksekligine bagli sorunlar ortaya ¢iktigi zaman hasta gec
kalmis olabilir. Bu nedenle kolesterol yuksekligini onlemek, yikselmigse diisiirmek
cok onemlidir (ethicaincirlihastanesi).

Kolesterol yuksekligini dustrmek icin cesitli ilag tedavileri uygulanir. Bu
ilagclarin  tamamina kolesterol dusirict ilaglar denir ve bu ilaglar etki

mekanizmasina gore 7 alt gruba ayrilmaktadir.

1. Statinler: Bu gruptaki ilaglar; lovastatin, rosuvastatin, fluvastatin,
atorvastatin, pitavastatin, pravastatin ve simvastatin gibi ilaglardir.

2. Resinler: Kolestipol, kolestiramin ve kolesevelam bu gruptandir.

3. Kolesterol emilimini engelleyen ilaglar: Ezetimib adh ilag bu grupta
bulunur.

4. Kolesterol emilimini engelleyen ilaglar ve statin kombinasyonu: Ezetimib-
simvastatin bir arada kullanilir.

5. Fibratlar: Fenofibrat ve gemfibrozil gibi ilaglardir.

6. Statinler ve kalsiyum kanal blokerleri kombinasyonu: Atorvastatin ve
amlodipin bu grupta yer alir.

7. Niasin: Bu grupta niasin vardir.(hayatsaglik)

Kolesterol seviyesi artigi 6lum riski yiksek birgok hastaliginda habercisi
olmaktadir. Kalp krizi gibi ciddi sonuglar1 olan bir durum gerek Turkiye’de gerekse
dinyada endiseyle karsilanmaktadir. Kolesterol seviyesini optimum dizeyde
tutmak icin doktrolarin sikhkla basvurdugu tedavi bicimi ila¢ kullanimidir.
Kandaki kotl kolesterol artisi birgok hastaliga zemin hazirladigi icin tim diinyada
en cok kullanilan ilaglarin basinda gelmektedir. Dinya capinda yaklasik 200
milyon insan Kolesterol ilaclari kullanirken, 2030 yilinda 370 milyona kadar
cikacagi tahmin edilen bu ilaglara arastirmacilar da kayitsiz kalmamiglardir. Bu

konuda yapilan calismalara sonraki bolumlerde yer verilmistir (Wikipedia-
2
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kolesterol).

Bu calismada test maddesi olarak kullanilan Ezetimib diger kolesterol
disurucu ilaglardan farkl bir etki mekanizmaya sahiptir. Ezetimib’in molekdler
hedefinin sterol tasiyicis1 Niemann- Pick C1-benzeri 1 (NPC1L1) molekilu oldugu
gosterilmistir;, NPC1L1 Kolesterol ve fitosterollerin bagirsaktan emiliminde rol
oynar. Ezetimib ince bagirsagin fircamsi kenarina lokalize olur ve kolesterol
emilimini inhibe ederek karacigere giden bagirsak kolesterolunli azaltir; statinler
ise karacigerde kolesterol sentezini azaltir (ilacrehberi).

Kolesterol emilimini bloke eden bir ajan olan Ezetimib ile daha 6nceden
yapilmis calismalarda cesitli sonuclar elde edilmistir. Bunlardan birisi olan Seedorf
ve ark. (2004) calismalarinda Ezetimib’in NPC1L1'e bagl kolesterol alim yolunun
spesifik inhibisyonuna yol actigin1 gostermislerdir. Farkl: bir calismada Halleck ve
ark. (2009) Ezetimib’in kanserojik ve genotoksik olup olmadigin: arastirmiglardir.
Bunun igin in vitro olarak Salmonella typhimurium TA1535, TA97a, TA98, TA100
ve E.coli WP2uvrA suslarinda Ames testi uygulanmis; in vivo olarak da farelerde
kanser bulgular1 ve bunlarin RNA &rnekleri incelenmistir. Bu ¢alismanin
sonuglarina gore Ezetimib’in kanserojenik ve genotoksik etkiler gostermedigi
ortaya cikmustir. Gouni-Berthold ve ark. (2008) calismalarinda da her tetkik
grubunda 24 erkek (toplamda 72 saglikli erkekte (ort. yas 32+9)), Ezetimibe (10
mg / gun), Simvastatin (40 mg / gun) veya bunlarin kombinasyonu ile 14 gtnlik
bir muamele uygulanmis ve ¢alisma sonrasinda hastalardan alinan kan érneklerinde
HMG-CoA redilktaz ve LDLR gen ekspresyonlari incelenmistir. Ezetimib'in tek
basina herhangi bir etkisinin olmadigi halde, Simvastatin ve Ezetimib-Simvastatin
kombinasyonun HMG-CoA rediktaz ve LDLR gen ekspresyonunu arttirdigi
saptanmistir.  Kuhlencordt ve ark. (2009) Ezetimib muamelesi ile
ateroproteksiyonun (damar korumasi) eNOS'a (endotel nitrik oksit sentaz) bagh
olup olmadig: arastiran galismada disi ve erkek farelerde Ezetimib’in, eNOS'dan
bagimsiz olarak ateroskleroz (damar sertligi) ve vaskuler inflamasyonu (damar

iltihaplanmasi) siddetle azalttigini saptamiglardir. Farkli bir calismada FDA
3



1. GIRIS Rima CELIK

kayitlarina gére ABD’de Ezetimib veya Ezetimib/Simvastatin kombinasyonlarinin
verildigi hastalarin 2004-2009 yillar1 arasinda tutulan verilerine gore Ezetimib veya
Ezetimib/Simvastanin kombinasyonunun kanser riskini artirmadigi agiklanmigtir
(Alsheikh-Ali ve ark. 2009). Nakagami ve ark. (2009) ApoE eksikligi olan erkek
farelerde Real-time PCR ve Western Blot metodlart kullanilarak yaptiklar:
calismada; Ezetimib’in bu farelerde dogrudan veya dolayl: yollardan aterosklerozu
onemli 6lgtde onledigini belirlemislerdir. ABCG5 veya G8 protein genlerindeki
mutasyonlardan kaynaklanan, diyet sterollerinin hiperabsorpsiyonu ile sonuglanan
resesif kalitsal bir hastalik olan sitosteroemili kisilerde, Ezetimib’in bitki
sterollerinin bagirsak emilimini ve kolestrolu inhibe ettigi saptanmistir (Salen ve
ark. 2004). Ason ve ark. (2011) tarafindan farelerdeki proprotein convertase
subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) inhibisyonunun LDL-c duslsini arttirip
artiramayacagini  belirlemek icin yapilan c¢alismalara goére, statin terapileriyle
birlikte PCSK?9 inhibitérlerinin hem serum Kkolesteroliinde hem de trigliseridlerde
daha fazla duslis saglama potansiyeline sahip oldugunun kanitlar1 ortaya
konulmustur. Kolesterol emiliminde gerekli olan Niemann-Pick C1 like 1
(NPC1L1) genindeki mutasyonlar Niemann-Pick hastaligina sebep olmaktadir.
Hepatositlerinde insan NPC1L1 eksprese eden transgenik fareler (L1-Tg fareleri)
ile yapilan calismada ezetimibin bagirsakta ve karacigerde NPC1L1 fonksiyonunu
inhibe ederek plazma kolestroliinl diistrebilecegi ortaya konulmustur (Temel ve
ark. 2007).

Kolesterol ilaclarinin dunyadaki kullanim yogunlugu ve daha onceki
calismalarin birbirleriyle celisen sonuglart bu ajanlarin genotoksik ve sitotoksik
etkileri hakkindaki gorislerin netlesmesine engel teskil etmektedir. Bu durumun
aciga kavusmasina katki saglamak icin bu doktora calismas: gercgeklestirilmistir.
Ozetlenecek olursa bu galisma, kolesteroliin bagirsaklardan emilimini engelleyen
ezetimib etken maddesinin, saghkli insanlarin in vitro periferal kan
lenfositlerindeki kisa sureli genotoksik ve sitotoksik etkisini ortaya ¢ikarmak

amaciyla yapilmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Kolesterol Dustruculerin Simflandinimasi
2.1.1. Statinler
2.1.1.1. Lovastatin ile Yapilan Genotoksisite Cahsmalar

Lovastatin, statin grubu igerisinde yer almaktadir. Diyet yolu ile viicuda
alinan bu madde, kolesteroliin Uretimini engelleyerek kandaki kolesteroliin
azalmasini saglar. Boylelikle hiperkolesterolemi ile birlikte kardiyovaskuler
hastaliklarin olusma riski azaltilabilmektedir. Lovastatin dogada kavak mantar ile
kirmizi maya pirincinde bulunmaktadir. Vicut lovastatine genellikle iyi tolerans
gosterir. Ancak ¢ok seyrek de olsa yan etkileri gortlebilmektedir. Kreatin fosfatin
yukselmesi, siskinlik, karin agrisi, kabizhk, ishal, kas agrisi veya agrilar,
hazimsizlik, halsizlik, bulanik gorme, kizariklik, bas dénmesi bu yan etkilere drnek
gosterilebilir. Yine tlim statin grubu ilaglarda da goraldugi gibi nadiren miyopati,
hepatotoksisite (karaciger hasari), dermatomiyosite veya rabdomiyolize neden
olabilir (Wikipedia-lovastatin).

Keyomarsi ve ark. (1991) yaptiklari ¢alismada Lovastatin maddesinin
normal ve tumorli hicrelerde hicre donglsune etki edip etmedigini
aragtirmiglardir. Calisma sonucunda normal ve timér hiicre déngulerinin
Lovastatinden etkilenmedigi saptamistir.

O’Donnell ve ark. (1993) Lovastatin maddesinin alti haftalik obez Zucker
sicanlarinda DNA sentezi ve proliferasyonuna etki edip etmedigini arastirmiglardir.
Lovastatin’in doza bagli olarak siganlardaki DNA sentezinde bir disise sebep
oldugunu saptamiglardir.

Choi ve Jung (1999) C6 glial hicrelerinde Lovastatin’in sitotoksik
etkilerini arastirmiglardir. Bu ¢alismanin sonucunda deneyde kullanilan dusiik
konsantrasyonlarin hiicre doéngustnu ve o6limini etkilemedigi ancak yulksek

konsantrasyonlarda sitotoksik etkinin gorildigi saptanmustir.
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Lamprecht ve ark. (1999) 24 ve 48 saatlik inkubasyon ile PtK2, T24, HeLa
hiicreleri ve fibroblastik L1929 hicrelerinde Lovastatin’in mitotik déngdlerine
etkisini arastirmiglardir. Lovastatin kaynakli mitotik bozukluklarinin nedeninin
Lovastatin’in kromozomlarin sentromerlerinin gelisimine ve islevine miidahale
etmesinden kaynakladigi dustinilmektedir.

Gnad ve ark. (2001) Rho ailesindeki kiiglik GTPazlarin, HeLa hucrelerinde
genotoksik ajanlar veya TNFa ile NF-kB sinyallemesinin uyarilmasinda yer alip
almadigin1 Lovastatin’in HeLa hucreleri ile muamelesi yapilarak western blot ve
jel retardasyon yontemiyle arastirilmistir. Verilere dayanarak, genotoksik stres
kaynakli NF-kB sinyali icin Rho GTPazlarin esasen gerekli oldugu sonucu ortaya
atimustur.

Holstein ve Holh (2001) Lovastatin ve Paklitokselin’in beraber kullanildig:
durumlarda sinerjik etkisini arastirmislardir. Calismayr MTT assay ve Western Blot
metodlariyla K562 hiicre hatti (insan eritrolosemi) ve HL-60 hiicre hattinda (insan
promiyelositik 16semi) yapmgslardir. Calismaya gore Lovastatin ve Paklitokselin
birlikte kullanildiginda sitotoksik bir sinerjik etkinin oldugu saptanmstir.

Bardeleben ve ark. (2002) yaptiklari ¢alismada Lovastatin’in DNA’ya
zarar veren ilaglara karst hicresel duyarliligi etkileyip etkilemedigini
arastirmiglardir.  Lovastatin’in hucreleri  doksorubisine (antikanser ilag) kars
oldukga direncli hale getirdigini saptamislardir.

Damrot ve ark. (2006) yaptiklar: calismada Lovastatin’in antikanser ilaclar
olan Doksorubisin ve Etoposidin’ kars1 insan endotel hiicrelerindeki genotoksik ve
sitotoksik etkileri RT-PCR, Western blot ve comet yontemiyle arastirmislardar.
Lovastatin, insan endotel hiicrelerindeki Doksorubisin’in sitotoksik potensini
azaltmis, kontrol noktasindaki kinazin (Chk-1) ve stresle aktive edilmis protein
kinaz / c-Jun-N-terminal kinazin (SAPK / JNK) aktivasyonunun yani sira
doksorubisin ile indiiklenen p53'teki artis1 zayiflatmistir. Ozellikle, Lovastatin ayn:
zamanda, etoposid'in sitotoksik ve genotoksik etkilerine karsi c¢apraz direng

saglamustir.
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Nibel ve ark. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada Lovastatin’in iyonize
radyasyona Kkarst koruyucu etkisinin olup olmadigit HUVEC (primer insan
umbilikal ven endotel hiicreleri) hiicrelerinde arastirilmigtir. Lovastatin HUVEC
hlcrelerini iyonize radyasyon kaynakli hicre élimunden korudugunu fakat insan
fibroblastlarinda radyasyona karsi herhangi bir diren¢ saglayamadiginm
aciklamiglardur.

Ajith ve Soja (2006) statinler grubundan Lovastatin’in antimujanik etkisini
arastirmistir. Ayni anda NPDA ile NaN3 Salmonella typhimurium TA98 ve TA100
suslart Lovastatin ile muamele edilmistir. Muamele sonucunda Lovastatin’in
antimutajenik etkisinin oldugunu saptamiglardir.

Gauthaman ve ark. (2007) statinlerin kanser hiicreleri Uizerinde apoptotik
etkisinin olup olmadigim arastirmiglardir. Lovastatin’in yumurtalik ve kolorekteal
kanser hucrelerinde apoptatik genlerin aktivasyonunda bir artisa neden oldugunu
ve hucreleri apoptoza sevk ettigini saptamislardir.

Ostrau ve ark. (2009) HMG-CoA rediiktaz inhibitorl olan Lovastatin’in in
vivo ortamda radyasyon muamelesi yapildiktan sonra normal doku toksisitesini
indikleyip indiiklenmedigini arastirmiglardir. Lovastatin’in in vivo normal dokuda
radyasyon kaynakli hiicre 6luminl inhibe ettigini ve bu nedenle, Lovastatin’in
radyoterapinin neden oldugu normal doku hasarini segici olarak hafifletmek icin
yararl olabilecegini bildirmislerdir.

Henniger ve ark. (2012) ana detoksifikasyon organi olan karacigere yiiksek
konsantrasyonlarda ve sirekli olarak cesitli cevresel ajanlar, genotoksik bilesikler
gondermislerdir. Lovastin’in karaciger tizerinde koruyucu etkisinin olup olmadigin
arastirmak icin fareleri doksorubisin ile muamele edilip daha sonra Lovastatin ile
tedavi etmislerdir. Tedavi edilen farelerin gen ekpresyonlar: yapilmistir. Mevcut

DNA hasarinda azalma goérilmdiistar.
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2.1.1.2. Rosuvastatin Ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Rosuvastatin yiksek kolesterol ve iliskili durumlari tedavi etmek ve
kardiyovaskiler hastaligi oOnlemek icin egzersiz, diyet ve kilo kaybi ile
kombinasyon halinde kullanilan statinlerin ilag sinifimin bir Gyesidir Rosuvastatin,
diger statinlere benzer bir etki mekanizmasina sahip olan HMG-CoA rediiktaz
enzimi inhibitérudir (Wikipedia-rosuvastatin).

Berber ve ark. (2013), Rosuvastatin ile yaptiklari calismada bu ilacin insan
periferal lenfositlerinde genotoksik etkisinin olup olmadigin1 comet, KA ve MN
testleri ile incelemigler ve bu ilacin genotoksik oldugunu saptamislardr.

Orsolin ve ark. (2015) Rosuvastatin’in mutajenik etkiye sahip olup
olmadigim arastirmiglardir. Bu ¢alismada Drosophila melanogaster’in somatik
hiicrelerinde Drosophila wing spot testi kullanilmis ve bu test sonucuna gore

Rosuvastatinin mutajenik potansiyeli olmadigin: saptamislardir.

2.1.1.3. Fluvastatin le Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Fluvastatin  hiperkolesteroleminin  tedavisinde ve kardiyovaskiiler
hastaligin 6nlenmesinde kullanilan statin ila¢ sinifinin bir Gyesidir.

Fluvastatin, kolesterol sentezinde 6nemli bir adimi kolaylastiran karaciger
enzimi HMG-CoA rediiktaz1 bloke ederek calisir. ilag bagirsaktan hizli ve hemen
hemen tamamen emilir (% 98) (Wikipedia-fluvastatin).

Robison ve ark. (1994) Fluvastatin'in genotoksik potansiyelini, Salmonella
typhimurium, Escherichia coli (gen mutasyonlari), V79 Cin hamster hicreleri
(HGPRT gen mutasyonlari, kromozomal sapmalar), sican hepatosit primer
kilturleri (DNA tamiri) ve BALB / 3T3 hiicreleri (habis Donustimler), in vivo
olarakda fare kemik iligi mikronukleus testi ve Kklastojenite testleri yaparak
arastirmiglardir. Bu testlerin timiinde, Fluvastatin'in herhangi bir genotoksik
potansiyele sahip olmadigini saptamislardir.

Imaeda ve ark. (2002) Fluvastatin’in hiicreleri metabolitlerin in vitro

oksidatif DNA hasarina karst koruyup koruyamadigi arastirmiglardir. Farelere
8
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uygulanan 7 giinlik Fluvastatin tedavi sonrasinda comet incelemeleri yapilmis ve
Fluvastatin’in streptozin kaynakli DNA hasarina karsi hicreyi korudugunu ve in

vivo oksidatif stres riskini azaltabilecegini bildirmislerdir.

2.1.1.4. Atorvastatin ile Yapilan Genotoksisite Cahsmalar

Lipitor ticari ismi altinda pazarlanan Atorvastatin, statin olarak bilinen ilag
stifimin bir Gyesidir ve bunlar basta lipid dusOriict bir madde olarak ve
kardiyovaskiler hastalikla iligkili olaylarin 6nlenmesi igin kullanilir. Atorvastatin,
tim statinler gibi vicuttaki kolestrol retiminde énemli bir rol oynayan karaciger
dokusunda bulunan bir enzim olan HMG-CoA rediiktaz1 inhibe ederek calisir
(Wikipedia-atorvastatin).

Ciaravino ve ark. (1995) Atorvastatin’in genotoksik etkisini in vivo ve in
vitro olarak incelemiglerdir. Bu c¢alismada in vitro Cin hamsterlerin V79
hicrelerinde in vivo olarak da CD-1 farelerinde KA ve MN testleri yapilmustir.
Arastirma sonucuna gore Atorvastatin’in KA ve MN’yi uyarmadigi agiklanmstir.
Ayrica Salmonella typhimurium ve E.coli bakterilerde S9 mix varhiginda ve
yoklugunda herhangi bir genotoksik etki gostermedigi saptanmustir.

Ajith ve Soja (2006) statinler grubundan Atorvastatin’in antimujanik
etkisini arastirmistir. Ayni anda NPDA ile NaN3 Salmonella typhimurium TA98 ve
TAL100 suglari Atorvastatin ile muamele edilmistir. Muamele sonucunda
Lovastatin’in antimutajenik etkisinin oldugunu saptamislardir.

Coetsee ve ark. (2008) Atorvastatin’in genotoksik etkilerini arastirmak igin
farelere bes gln boyunca 70mg/kg/giin Atorvastatin vermislerdir. Bes ginin
sonunda comet deneyi yapilmis ve Atorvastatin’in genotoksik oldugu bildirilmistir.

Gajski ve ark. (2008) comet, KA ve KKD, MN testleri ile insan periferal
lenfositlerinde Atorvastatin genotoksik olup olmadigin: arastirmiglardir. Kulttrdeki
lenfositler 72 saat inkibasyon gecirmislerdir. Bu calismaya gore Atorvastatin’in

genotoksik oldugu saptanmustir.
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Rocco ve ark. (2010) Atorvastatin’in zebra baliklarinda comet ve RAPD -

PCR testi kullanilarak ve bu ilacin genotoksik etkiye sahip oldugu saptanmustir.

2.1.1.5. Pitavastatin ile Yapilan Genotoksisite Cahsmalar

Pitavastatin (genellikle bir kalsiyum tuzu olarak), kan kolesterolt dislriici
olarak pazarlanmaktadir. Diger statinler gibi, kolestrol sentezinin ilk adiminm
katalize eden enzim olan HMG-CoA rediktaz inhibitoridir. Cogu statin, kismen
bir veya daha fazla hepatik sitokrom P450 enzimi tarafindan metabolize edilir ve
bu da ilag etkilesimleri ve belirli gidalarla (greyfurt suyu gibi) sorunlar igin
potansiyelin artmasina neden olur. Pitavastatin CYP2C9'un bir substratidir ve
CYP3A4 ise diger statinlerdeki ortak etkilesim kaynaklaridir. Sonu¢ olarak,
Pitavastatin, CYP3A4 yoluyla metabolize olan ilaglarla etkilesime girme olasilig
disuktir; bu da birden fazla ilag almak zorunda olan yash hastalar i¢in 6nemli
olabilir (Wikipedia-pitavastatin)

Maejima ve ark. (2014) yaptiklari calismada Pitavastatin’in kromatin
yapilarini nasil degistirdigini arastirmiglardir. Bunun icin HUVEC ( umbilikal ven
endotel hicreleri) hicrelerinde microarray yontemi ile SiRNA incelemeleri
yapmuglardir.  KLF4 (Kruppel like factor) Pitavastatin ile kromatin yap:
degisikligini indukledigini saptamiglardir.

2.1.1.6. Pravastatin le Yapilan Genotoksisite Calismalar

Pravastatin kolestrolli distirmek ve kardiyovaskiler hastaligi 6nlemek icin
diyet, egzersiz ve kilo kaybi ile kombine olarak kullanilan statinler sinifinin bir
Uyesidir. Pravastatin, iki yol ile lipoprotein disuricu ilag olarak islev gorir. Ana
yolda pravastatin, hidroksimetilglutaril-CoA (HMG-CoA) rediktaz islevini inhibe
eder. Pravastatin, diistik yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) dncili olan ¢ok distik
yogunluklu lipoproteinlerin sentezini de engeller. Bu engellemeler, hiicresel LDL
reseptorlerinin  sayisini  arttirir, boylece LDL alimlari artar, bdylece kan

dolasimindan uzaklastirilir (Wikipedia-pravastatin).
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Campbell ve ark. (2006) Statinlerin meme kanseri hucreleri Gzerindeki
etkileri, hem in vitro hem de in vivo olarak ve onlarin etki mekanizmalarin
belirlemeyi amacglamiglardir. In vivo sonuglara gore oral yolla verilen statinlerin
onemli Olcude fare meme karsinomasimin biyimesini engellemis hicre
proliferasyonu distrerek in vitro antikanser aktivitesiyle iligkili oldugunu
saptamuglardir.

Coetsee (2008) Pravastatinin genotoksik etkisi arastirmak icin C57BI1/J6
farelerine her giin bir kere oral olarak 70mg/kg olmak (izere bes giin Pravastatin
vermistir. Comet testi ile yapilan bu calisma sonucunda Pravastatin’in genotoksik
oldugunu saptamistir.

Minagh (2008) Pravastatin ile yaptigi bu ¢calismada in vitro PLHC-1 (zebra
balhig: karaciger dokusundaki hiicreler) ve RTG-2 (gokkusag: alabaligi yumurtaligi)
hlicre hatlarinda comet testi ile arastirmistir. Bu arastirmadan alinan sonuglara gore

bu ilacin genotoksik etkiye sahip olmadig: saptamistir.

2.1.1.7. Simvastatin Ile Yapilan Genotoksisite Calismalar

Zocor markas: altinda pazarlanan Simvastatin, lipit disurtct bir ilagtir.
Yuksek lipid (yag) seviyelerini distrmek icin egzersiz, diyet ve kilo kaybi ile
birlikte kullanilir. Ayn1 zamanda, yiiksek risk altindaki Kisilerde kalp problemleri
riskini azaltmak ic¢in de kullanilir. Simvastatin Merck tarafindan gelistirilmis ve
1992'de tibbi kullanima girmistir. Diinya Saghk Orgitii Temel Ilag Listesinde yer
almaktadir. Simvastatin mantar Aspergillus terrus’dan elde edilmistir (Wikipedia-
simvastatin).

Graaf ve ark. (2004) statinlerin kanser Uzerine etkisini arastirmak igin
kanser hastasi olan insanlarin bir kismina statin tedavisi uygulamis, kalan kismina
ise statin tedavi uygulamamaslardir. Yapilan tedavi sonrasinda kanser hastalarinda
timor incelemeleri yapilmis ve statin ile tedavi edilen hastalarin timor

seviyelerinde azalma gbzlemlenmistir.

11
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Strandberg ve ark. (2004) statinlerin kanser riski olup olmadigin: saptamak
icin 10 yil stren bir ¢calisma yapmuslardir. Bu galismanin neticesinde statinlerin
kanser riski olusturmadigini bildirmislerdir.

Pernice ve ark. (2006) tremik hastalarda kardes kromatid degisimi siklig
genel populasyondan belirgin olarak daha yiksek oldugunu bildirmislerdir.
Simvastatin ile tedavi goren lremik hastalarinda bu yiksek KKD oraninin énemli
derece azaldiginm saptamiglardir.

Gauthaman ve ark. (2007) statinlerin kanser hiicreleri tizerinde apoptotik
etkisinin olup olmadigint aragtirmiglardir.  Yumurtalik ve kolorekteal kanser
hicrelerinde in vitro olarak incelendiginde Simvastatin’in apoptatik genlerin
aktivasyonuna bir artisa neden oldugu ve hicreleri apoptoza sevk ettigini
bildirmislerdir.

Manfredini ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada Simvastatin’in DNA’ya
zarar verip vermedigini insan periferal I0kositlerinde comet testi ile
aragtirmiglardir. Hastalara uygulanilan Simvastatin tedavisinin oksidatif DNA

hasarina karsi koruyucu bir etkisinin oldugu saptamiglardr.

2.1.2. Resinler

Safra asidi baglayicilari olarak bilinen resinler, LDL’yi dlsiirmek suretiyle
kan kolesterolini yonetmede kullanilan baska bir ila¢ sinifidir. Resinler, kolesterol
kullanilarak yapilan safra asitlerine baglanirlar ve safra asitlerini sindirim
sisteminden tamamen gecirmeye zorlarlar. Bu da viicudun safra asidi Uretmek igin
daha fazla kolesterol kullanmasina yol agar ve bunun sonucunda kolesterol seviyesi

duser.

2.1.2.1. Kolestipol (Kolestiramin)
Sindirim kanalinda emilmeyen yiksek molekil agirlikli sentetik anyon

degistirici, safra asidini baglayan recinedir.

12



2. ONCEKI CALISMALAR Rima CELIK

2.1.3. Kolesterol Emilimini Engelleyen Tlaglar
2.1.3.1. Ezetimib
Bu calismada kullandigimiz test maddesidir. Giris béliminde detayl: bilgi

verilmistir.

2.1.4. Fibratlar
2.1.4.1. Fenofibrat ile Yapilan Genotoksisite Cahsmalar

Miller ve ark. (1995) Fenofibrat’in sitotoksik ve genotoksik etkilerini
arastirmiglardir. Arastiricilar in vitro olarak sigan Karacigerini kiltire edip
Fenofibrat ile muamele etmislerdir. Elde edilen sonuglara gore Fenofibrat mitotoik
indeksi dlstrmesine ragmen mikroniikleus sayisinda ciddi bir artisa neden
olmamustir.

Isidori ve ark. (2007) yapmis olduklar: calismada Fenofibrat’in genotoksik
etkisini incelemislerdir. Calismada Salmonella typhimurium TA98 ve TAL00 ile
E.coli PQ37 bakterileri kullanilmistir. Bu arastirmanin sonuglarina gore
Fenofibratin genotoksik oldugu ortaya gikmustir.

Tawfeeq ve ark. (2010) Fenofibrat’in genotoksik potansiyele sahip olup
olmadigint arastirmak igin, karacigeri kismen alinmisg (hepatektomi) erkek
sicanlara 2 hafta stireyle 0,1000 ve 2000 mg/kg Fenofibrat oral yolla vermistir.
Sicanlarin karaciger dokusu alinarak comet testi yapilmis ve DNA tamir genlerinin
calisip galismadigr incelenmistir. Comet testinde, Fenofibrat muamelesini takiben 3
saat sonra ahinan ornekte pozitif sonuclar elde edilmistir. DNA tamir genleri
incelendiginde de en yuksek Fenofibrat konsantrasyonu ile muameleyi takiben 3
saat sonra alinan orneklerde Apex1, Oggl ve MIhl gibi DNA tamir genlerinin
ekspresyonunda artis tespit edilmistir. Bu calismada Fenofibratin sican
karacigerlerinde DNA hasarina yol actigi, fakat bazi DNA tamir genlerinin artmasi
ile tamir edilen DNA hasar1 oldugu icin Fenofibrat’in gucli bir genotoksik

etkisinin olmadig: saptanmistir.
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2.1.4.2. Gemfibrozil ile Yapilan Genotoksisite Calismalari

Sallustio ve ark. (1997) Gemfibrozilin genotoksik potansiyelini E.coli
JM105 bakterilerinde ve M13 ileri mutasyon testi ile analiz ettiklerinde bu
maddenin genotoksik risk olusturabilecegini agiklamiglardir.

Isidori ve ark. (2007) yapmus olduklari calismada Gemfibrozilin
genotoksik etkisini incelemiglerdir. Cahsmada Ames testinde Salmonella
typhimurium TA98 ve TAL100 ile SOS Chromotest E.coli PQ37 bakterileri
kullanilmistir. Bu arastirmanin sonuglarina gére Gemfibrozilin genotoksik oldugu

ortaya gikmustir.

2.1.4.3. Bezafibrat ile Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Isidori ve ark. (2007) yapms olduklar: ¢alismada Bezafibratin genotoksik
etkisini incelemislerdir. Calismada Ames testinde Salmonella typhimurium TA98
ve TAL100 ile SOS Chromotest E.coli PQ37 bakterileri kullanilmistir. Bu

arastirmanin sonuglarina gore Bezafibratin genotoksik oldugu ortaya ¢gikmustir.

2.1.5. Niasin ile Yapilan Genotoksisite Calismalar:

Niasin suda ¢ézundr bir vitamindir. Tlrevleri olan NADH, NADPH, NAD
ve NAD+ hicrelerde enerji metabolizmasi, nikleik asit, protein, yag ve
karbonhidrat metabolizmasinda gereksinim duyulan zorunlu bir vitamindir. ilk defa
1955 yilinda Niasin’in lipid distrucu 6zelligine sahip oldugunu agiklanmistir. Bu
nedenle Niasini en eski lipid dustricu ilag sayilmaktadir. Kan kolesterolini ve
trigliserid’ini yan etkisi olmadan disurebildigi i¢in Niasin doktorlar tarafindan bu
amagcla siklikla kullaniimaktadir. Niasin yag dokusundaki niasin reseptori 1
(NIACR1) ve niasin reseptor 2 (NIACR2)’ye baglanarak kan lipidini dusurir
(Wikipedia-niasin).

Yong ve Peterson (2010) da yaptiklar1 ¢alismada insan populasyonunda
iyonize radyasyona maruz kalmis kisilerde Niasin maddesinin DNA koruyucu

ozelliginin olup olmadig: arastirmiglardir. Bunun igin havayollarinda aktif calisan
14
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iyonize radyasyona maruz kalan 35- 56 yas araliginda olan 82 erkek pilot tizerinde
inceleme yapilmigtir. Dondrlere ayda alti veya daha fazla Niasin takviyesi
yapilmigtir.  Periferik lenfosit ve floresan in siti hibridizasyon yontemi
kullanilmastir. Yapilan incelemeler sonucunda Niasin’in DNA hasar1 koruyucu

Ozelligi oldugu saptanmistir.

15



2. ONCEKI CALISMALAR Rima CELIK

16



3. MATERYAL VE METOD Rima CELIK

3. MATERYAL VE METOD

Bu calismada test maddesi olarak kolesterol districi bir ila¢c olan
ezetimib, materyal olarak da sigara icmeyen yaslart birbirine yakin saglikli iki
erkek (24ve 25 yaslarinda) ve iki kadindan (24yasinda) alinan periferik kan

kullaniimustir.

3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler
3.1.1. Ezetimib (Test Maddesi)
3.1.1.1. Ezetimib’in Kimyasal Yapis1 ve Ozellikleri

Ezetimib, C24H21F2NO3 molekil yapisina sahiptir ve molekil kitlesi
409,4 g/mol’diur. IUPAC tarafindan verilen sistematik adi 1-(4-florofenil)-3(R)-3-
(4-florofenil)-3-((Shidroksipropil)- 4(S)-(4-hidroksifenil)-2-azetidinon’dur. Erime
noktas: 164-166 °C (327-331 °F) arasindadir. Kristal formda beyaz renkli bir
tozdur. Suda ve asetonitrilde ¢cozunrllgi az iken, metanol, etanol, 1-propanol ve
2-propanolde ¢ozunurligl ylksektir. pKa degeri yaklasik 9,75 + 0,30’dur (Kul
2011).

N
-

. @,Liﬁ

I

m

Ezetimib acgik forml

3.1.1.2. Ezetimib’in Farmakolojik Ozellikleri
Kolesterol emilim inhibitdrlerinden olan ezetimib, ince bagirsagin tiyli
ceperinde toplanir ve bagirsak kolesteroliinin karacigere gitmesini engeller.
17
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Karaciger kolesterol depolarinda azalma saglar. Ezetimib safra asidi salgisim
artirmaz ve statinler gibi karacigerde kolesterol sentezini azaltir (Van Heek 2000,
Yola 2009).

3.1.1.3. Ezetimib’in Farmakokinetik Ozellikleri

Ezetimib oral yolla alindiktan sonra emilir ve aktif metaboliti olan
Ezetimib-glukoronid’e konjuge olur ( Van Heek 2000). Ezetimib’in yar1 émri 22
saattir. Insan plazma proteinlerine %90’dan daha yiiksek oranda baglanir. Ezetimib
ve Ezetimib-glukoronid plazmadan yavas elimine olurlar. ince bagirsak ve
karacigerde Ezetimib-glukoronid konjugasyonundan sonra metabolize olur (Van
Heek 2002).

3.1.2. 5'-Bromo-2'-deoxyuridine (BrdUrd) (Sigma)

BrdUrd kardes kromatidlerin farkli boyanmasim saglamak amaciyla
kullaniimustir. BrdUrd eriyigi bidistile su igerisinde hazirlanmis, daha sonra 0.2 um
por ¢apindaki membran filtre (Sartorius marka) ile steril edilmistir. Bu eriyikten 50
ul alinarak kultdr tuplerine ilave edildiginde kiltir, son konsantrasyonu 10 ug/ml
olacak sekilde BrdUrd icermistir.

Kimyasal adi: 5-Bromo-2'-deoxyuridine
Kapal formuli: CoH11BrN,Os

Molekul agirhgr: 307.10 g/mol

Erime noktasi: 191-194°C

CAS No: 59-14-3

Sigma No: B 5002

3.1.3. Cytochalasin B (Sigma)
Mikronukleus (MN) testinde, hicre boélinmesi sirasinda sitokinezi

engellemek ve iki nukleuslu hiicreler olusturmak amaciyla kullanilmistir. 5 mg

18
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Cytochalasin B’yi, 3 ml %50’lik etil alkolde ¢6zerek 0.6mg/ml stok ¢ozelti elde
edilir.

Kimyasal adi: Cytochalasin B

Kapah formili: CyHzNOs

Molekul agirhg: 479.61 g/mol

Erime noktasr: 218-223°C

Kaynama noktasi: 218-223°C

Safhk dizeyi: %98

CAS No: 14930-96

Sigma No: C-6762

Acik formulu:

CH,
H3C., A jUH ng

¢ \ HN-— G A
|I ;:..-' .L”I [
W \ HU

Cytochalasin B agik formiili

3.1.4. Entellan (Merck)
Hazirlanan preparatlari daimi hale getirmek amaciyla lam ile lameli

birbirine yapistirmak igin kullanilan seffaf yapiskan sividir (Cat. No. 7961).

3.1.5. Fiksatif
KKD ve KA’y1 incelemek amaciyla yapilan preparasyon icin kullanilan

fiksatif, 1 hacim glasial asetik asit’in 3 hacim metanol ile karistirilmas: sonucu
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hazirlanmisgtir. MN inceleme amaciyla yapilan preparasyon icin ise iki farkl
fiksatif kullanilmustir. ilk fiksatif muamelesi icin 1 kisim glasial asetik asit 5 kisim
metanol ile karnstirildiktan sonra bu karistm 1/1 oranminda %0.9 NaCl ile
seyreltilmesiyle (1/5/6) hazirlanmstir. Diger fiksatifler ise 1 hacim glasiyal asetik
asit 5 hacim metanol (1;5) karistiriimasiyla elde edilmistir. Fiksatif kullanilmadan
iki saat 6nce hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmistir. Her seferinde preparat

yapim isleminden iki saat 6nce taze olarak hazirlanip kullanilmustir.

3.1.6. Giemsa (Merck)
Giemsa boyas: Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin edilmistir.
Sorensen tamponu icinde hazirlanip, filtre edilmis % 5’lik boya eriyigi,

kromozomlari ve MN testinde nukleuslar1 boyamak icin kullanilmastir.

3.1.7. Hipotonik Eriyik

% 0.4’luk KCI (Merck) hipotonik eriyik olarak kullanilmistir. Eriyik
bidistile su icerisinde stok halinde hazirlanip, agz1 kapali cam kap igerisinde
buzdolabinda (+4°C) saklanmistir. Her preparasyondan yaklasik bir saat énce
yeterli miktarda hipotonik eriyik alinmis, inkibator ile 37°C’ye kadar isitilarak

kullanilmastr.

3.1.8. Kolsisin (Kolkisin) (Sigma)

Kolsisin (Colchicine) (Sigma Cat. No. C9754), KKD ve KA’y1 inceleme
amaciyla preparatlarin hazirlanmasinda mitotik zehir olarak kullanilmastir. Kolsisin
eriyigi steril saf su icerisinde hazirlanmis ve kromozom medyumunun her
mililitresinde 0.06 pg olacak sekilde (0.06 pg/ml) 2.7 mI’lik kromozom medyumu
icerisindeki hucre kulturine ilave edilmistir. Kolsisin’e ait 6zellikler asagida

verilmistir.
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Kimyasal adi: Colchicine
Kapah formuli: Cy,HysNOg
Molekul agirhg: 399.4

Etil asetat icerigi: %3.4
Kloroform igerigi: < %0.1
Sigma No: C-9754

Acik formulu:

CH,-0

CH,-O

CH,-O

Kolsisin agik formuli

3.1.9. Kromozom Medyumu

Bu calismada Gibco firmasinin drettigi PB Max. Kromozom medyumu
(cat.no. 12552-013) hiicre kdltard icin kullanmilmistir. PB Max medyumu tam
medyumdur. Fakat heparin icermemektedir. Bu medyum her tipe 2.5 ml olacak
sekilde paylastirilmis ve bu miktarlarda kullanilmustir. Kaltiir tipleri steril olarak

temin edilmistir.

3.1.10. Mitomycin C (MMC) (Sigma)
Mitomycin C, pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Stok, 2 mg Mitomycin

C’yi 30 mL steril saf suda ¢tzerek elde edilir.
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Kimyasal adi: 6-Amino-1,1a,2,8,8a,8b-hexahydro-8-(hydroxymethyl)-8amethoxy-
5-methyl-azirino[2',3":3,4] pyrrolo[1,2-a]indole-4,7-dione carbamate (ester)

Kapah formuli: CysHgN4Os

Molekul agirhg: 334.33 g/mol

Erime noktasi: >360°C

CAS No: 50-07-7

Acik formulu:

Mytomycin C acik formuli

3.1.11. Nitrik Asit (HNO3)
Lamlar1 temizlemek amaciyla 1 N ¢ozelti olarak hazirlanmigtir. Plastik

sisede saklanarak her defasinda tekrar tekrar kullaniimastir.

3.1.12. Sorensen Tamponu (Sorensen Buffer)

KKD’ni incelemek amaciyla preparat yapimi sirasinda preparatlar
Sorensen tamponu igerisinde UV lambas: ile isinlandirilmigtir. Ayrica bu tampon
%5’lik Giemsa boyasi hazirlanmasinda da kullaniimistir. Bu tampon eriyik tampon

A ve tampon B olmak (zere iki stok ¢ozelti halinde hazirlanmig olup bu ¢ozeltiler
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caligmanin amacina uygun olarak birbirleriyle degisik miktarlarda karistirilarak
kullanilmastr.

Hazirlanisi:

Tampon A:11.34 gr KH,PO, 250 ml saf su iginde eritilmistir (pH=4.8).

Tampon B:14.83 gr Na,HPO,.12H,0 250 ml saf su icinde eritilmistir(pH=9.3).

3.1.13. Standart Saline Citrate (SSC) Eriyigi

11.05 gr tri sodyum sitrat (C6H5Na307.2H20) tartilarak bir miktar saf su
icerisinde eritilmistir. Daha sonra 21.9 gr NaCl tartilarak yine saf su icerisinde
ancak ayr1 bir kapta eritilmistir. ki eriyik, bir siseye dokilerek iyice karistirilmis
ve Uzerine 500 ml oluncaya kadar saf su ilave edilmistir. Hazirlanan bu stok eriyik
5 x SSC’dir ve bu eriyik buzdolabinda saklanmistir. KKD’yi incelemek i¢in deney
yapilirken bu stoktan 20 ml alinarak Gzeri 100 ml oluncaya kadar saf su ile

tamamlanmis ve elde edilen 1 x SSC eriyigi kullaniimustir.

3.2. Kullamlan Deney Ekipmanlar:
3.2.1. Flow Kabin (Steril Kabin)

Hicre kilturu tlplerine kromozom mediumu konulmasi, kan ekiminin
yapilmasi, test eriyiklerinin ve kitlr tlplerine ilave edilmesi sirasinda steril bir
ortam olarak, % 99.9 partikil tutma &zellikli filtreye sahip, 1500 m%h emis
kapasiteli, UV ve flloresan ampuli olan LABORMED marka flow kabin

kullanilmastr.

3.2.2. Hassas Terazi
Hava akimlarina karsi 6zel cam paravanlarla korunan ve 0.0001 gr
hassasiyetindeki GEC AVERY marka terazi kimyasallarin tartilmasinda

kullanilmastr.
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3.2.3. Inkiibator
Hicre kalturinin yapilmasinda ve bazi eriyiklerin 37°C’ye kadar

isitilmasinda Incucell marka 0°C -100°C ayarlanabilir inkiibator kullanilmastr.

3.2.4. Mikroskop
Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan OLYMPUS marka
binokuler 1sik mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda  kullanilmastir.

Fotograflar ise yine OLYMPUS marka mikroskopta dijital olarak gekilmistir.

3.2.5. pH Metre
Kimyasallarin pH degerlerini saptamak icin WTW 315i (Germany) marka

pH metre kullaniimustir.

3.2.6. Santrifuj

Rotor ¢ap1 21 cm olan ve 4000 devir/dk’ya (rpm) kadar yikselebilen devir
hizi, 99 dk.’lik zaman ayarlayici, acilabilir bashiga sahip ve 28 tup kapasiteli
HETTICH UNIVERSAL marka santrifiij caligmalarda kullaniimigtr.

3.2.7. Su Banyosu
Hicre kilturi preparatlar hazirlandiktan sonra, kardes kromatidlerin farkl
boyanmasinda kullanilan SSC eriyiginin 58-60°C’de sabit kalmasini saglamak

amaciyla BM 302 NUVE marka 0-60°C ayarlanabilir su banyosu kullanilmstir.

3.3. Lamlarnin Temizlenmesi

Kultlir siresinin bitiminden iki gun Once etiketli olan lamlar saleye
dizilerek Uzerlerini iyice Ortecek sekilde 1N nitrik asit konmustur. Salenin agzi
kapatilarak bu sekilde 24 saat bekletilmistir. Stre bitiminde lamlar yarim saat akan
cesme suyunda iyice yikanmigtir. Lamlar 3-4 defa saf sudan gegirildikten sonra

sale saf su ile doldurularak buzdolabinda saklanmustr.
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3.4. Sterilizasyon
3.4.1. BrdUrd ve Test Maddesi Eriyiginin Sterilizasyonu

BrdUrd eriyigi steril bir erlen iginde bulunan ve steril olan saf su icinde 5'-
bromo-2'-deoxyuridine maddesinin eritilmesiyle hazirlanmistir. Bu eriyik steril
sartlarda por ¢ap1 0.2 um olan bakteri filtresinden (Sartorius, membran filtre)
gecirilerek steril edilmistir. Sonra vida kapakl steril cam kdltur tlplerine konulan
bu eriyik, etrafi aluminyum folyo ile kapatilarak buzdolabinda saklanmustir. Test

maddesi DMSO ile ¢ozindugi igin tekrar steril etmeye ihtiya¢ duyulmamistir.

3.5. Kardes Kromatid Degisimi (KKD) (Sister Chromatid Exchange= SCE) ve
Kromozom Anormalliklerini (KA) (Chromosome Aberration=CA) Saptamak
Amaciyla Hicre Kiultirinin Yapilmasi, Preparatlarnin  Hazirlanmast,
Boyanmasi ve Mikroskobik Inceleme

Insanlarda genotoksik etkiye sahip olabilecek mutajenlerin  ve
kanserojenlerin genotoksik etkilerinin saptanmas: basta KKD, KA, MN ve comet
testleri yardimiyla saptanabilmektedir. Bu tir calismalar planlanirken,
uygulanirken ve yorumlanirken uluslararas: yonergelere uygun hareket edilmesi
zorunlulugu bulunmaktadir. Bundan dolayr Ezetimib’in insan lenfositlerindeki
genotoksik etkilerinin olup olmadiginin arastirildigi bu calisma Albertini ve ark.
(2000)’lar1 tarafindan yayinlanan IPCS (The International Programme on Chemical

Safety) yonergesine gore gerceklestirilmistir.

3.5.1. Hicre Kultlrtinin Yapilmas: ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Bu calismada KKD ve KA’ni saptamak amaciyla hicre KultUrinin
yapilmas: ve preparatlarin hazirlanmasi Evans (1984), Perry ve Thompson
(1984)’un metotlarina uygun olarak gerceklestirilmistir. Saglhkli ve sigara igmeyen
yaslar birbirine yakin iki erkek (24 ve 25 yagslarinda) ve iki kadindan (24 yasinda)
alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis kan érnekleri kromozom medyumlarina

steril sartlarda 6 damla (0.2 ml) (Rencuzogullar1 ve Topaktas, 1991) ekilmistir.
25



3. MATERYAL VE METOD Rima CELIK

Yine steril sartlarda ve daha énce hazirladigimiz BrdUrd eriyiginden her tiipe son
konsantrasyonu 10 pg/ml olacak sekilde ilave edilerek iyice karistirilmis ve hiicre
kultird inklbatorde 37+£1°C’de 72 saat igin inklbe edilmistir. Ezetimib’in etkisini
incelemek icgin kiltlr stresinin bitiminden 24 ve 48 saat 6nce Ezetimib’in daha
once DMSO igerisinde hazirlanmis ve son konsantrasyonu 60, 80, 100, 120 pg/ml
Ezetimib kultdr tiplerine ilave edilmistir. Test maddesi Ezetimib suda ¢ozinmedigi
icin ¢ozucu kontrol (DMSO) kullanilmistir. Ayrica 24 ve 48 saatlik muamele
strelerinde pozitif kontrol olarak MMC kullanilmistir. MMC tiiplere son
konsantrasyonu 0.25 pg/ml olacak sekilde ilave edilmistir. Kultdr sdresinin
bitiminden 2 saat 6nce (yani kultliriin 70. saatinde) her tlpe hazirlanan kolsisin
eriyiginden ilave edilmis (0.06 pg/ml) ve tipler hafifce sallanarak iyice
karistirtlmistir. Hiicreler 2 saat sliresince (37°C’de) kolsisin ile 6n muameleye tabi
tutulmustur.

Kdltir stiresinin sonu olan 72. saatin bitiminde preparat yapma islemine
gecilmigstir. Kaltdr tipleri 2000 devir/dk’da 5 dk. santrifuj edilmis, stipernatant
atilmigtir. Dipte kalan ve hiicreleri igeren 0.5-0.7 mI’lik siv1 iyice karistirildiktan ve
hiicreler restispanse edildikten sonra tiplere, etiivde 37°C’de tutulan hipotonik
eriyik ilave edilmistir. Bu eriyigin ilavesi damla damla ve karistirarak yapilmstir
ve hicre stspansiyonu pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir. Aksi halde
hicrelerde kimelesme olmakta ve amaca uygun olmayan preparatlar
hazirlanmaktadir. Her tlipe 5 ml hipotonik eriyik ilave edildikten sonra tlpler, agzi
kapatilarak inkibatore konulmustur. Hicreler 5 dk. hipotonik eriyikte 37°C’de
muamele edilmistir. Stirenin sonunda tipler 10 dk. 1200 devir/dk santrifuj edilmis,
slipernatant atilmistir. Daha sonra hipotonik eriyik ilavesinde oldugu gibi yavas
yavas ve karistirarak her tipe 5 ml olacak sekilde soguk fiksatif ilave edilmistir.
Hicreler oda sicakhiginda 20 dk. fiksatif ile muamele edilmis ve sonra hiicre
stispansiyonu 1200 devir/dk 10 dk. santriftlj edilmis ve siipernatant atildiktan sonra
tiplere tekrar fiksatif ilave edilmistir. Bu islem 3 kere tekrarlanmustir. 3. fiksatif

muamelesinin sonunda tupte kalan sivinin tamamen berraklastigi gortlmistir. Her
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fiksatif ilavesinden sonra tupler santrifj edilerek Ustteki sivi atilmigtir. Son
santrifijden sonra tiplerin dibinde 0.5-0.7 ml sivi kalacak sekilde sipernatant
atildiktan sonra preparat yapma islemine gecilmistir. Tlpun dibinde toplanan
hiicreler pasteur pipeti ile karistirilarak homojen hale getirilmistir. Pasteur pipetine
4-5 damla olacak sekilde bu hiicre siispansiyonundan cekilmistir. Ozel olarak
hazirlanmis diizenege tutturulan pasteur pipetinden daha 6nce temizlenmis ve saf
su icerisinde buzdolabinda saklanmis lamlarin Gzerine 50 cm yikseklikten farkl:
alanlara 1’er damla olmak uzere hiicre slispansiyonu damlatilarak (her lama 3-4
damla) hicrelerin ve dolayisiyla kromozomlarin lam Uzerinde yayilmasi
saglanmustir. Hicre stspansiyonunun lamlara damlatilmas: esnasinda damlalarin
list Uste dusmemesine dikkat edilmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak

Uzere 24 saat oda sicakliginda bekletilmistir.

3.5.2. Preparatlarin Boyanmasi ve Daimi Preparatlarin Hazirlanmasi

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkli boyanmasini (Sister
Chromatid Differentiation = SCD) saglamak amaciyla Speit (1984), Speit ve
Haupter’in (1985) gelistirdikleri metot modifiye edilerek kullanilmistir. Bu amagla
bir giinliik preparatlar 1sinlama kabina konarak uzeri bir film seklinde Sorensen
tamponu ile ortillecek sekilde kapatilmustir. Isinlama eriyigi 5 ml Sorensen Tampon
A, 5 ml Sorensen Tampon B alinip bu karisimin destile su ile 100 ml’ye
tamamlanmasiyla hazirlanmistir (pH=6.8). lIsinlama eriyiginin az ya da fazla
olmasinin kardes kromatidler arasindaki kontrast farkini1 nemli derecede etkiledigi
gortlmisttr. Bu sekilde ince bir tabaka halinde isinlama eriyigi ile Ortllen
preparatlar, karanlikta 15 cm yikseklikten 30 W’lik 254 nm dalga boyunda 1sik
yayabilen tek ultraviyole lambas: ile 30 dk. isinlandirilmistir. Isinlama bittikten
sonra preparatlar 1 x SSC eriyigi icerisinde 60°C (x2 °C)’de 60 dk. inkibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi bitmeden 15 dk. 6nce % 5’lik Giemsa boya eriyigi

hazirlanmastir.
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%05’lik Giemsa boyasinin hazirlanmasi: 4 ml tampon A, 4 ml tampon B
ve 4 ml Giemsa Kkaristirilarak tzerine 80 ml oluncaya kadar saf su ilave edilmistir
(pH=6.8). Sonra bu boya dik bir sale igerisine filtre kdgid: yardimiyla stztlmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda preparatlar 1 x SSC eriyiginden alinarak dogrudan
boya igerisine konmus ve yaklasik olarak 20 dk. boya igerisinde bekletilmistir
(kardes kromatidler arasindaki en iyi kontrast farki bu sirenin sonunda elde
edilmistir). Bu surenin sonunda preparatlar boyadan ¢ikarilmis ve (¢ ayri kaptaki
saf sudan gegirilerek preparatlarin Uzerindeki fazla boyanin akmasi saglanmustir.
Bundan sonra preparatlar dik vaziyette kurumaya birakilmistir. Boyanmis

preparatlar kuruduktan sonra entellan ile kapatilarak daimi hale getirilmistir.

3.5.3. Daimi Preparatlarda Mikroskobik inceleme

Hazirlanmig olan daimi preparatlar OLYMPUS CX21 marka 151k
mikroskobunda immersiyon objektifi ile incelenmistir (10 x 100 = 1000
blyutmede). Bu incelemeler sirasinda kardes kromatid degisimi sayisi (KKD) ve
kromozomal anormallikler belirlenmistir. Ayn: preparatlarda birinci, ikinci ve
ticlinct mitoz bolinmeyi geciren hiicrelerin sayis: ve toplam hiicre icerisinde mitoz
bolinmeyi geciren hicrelerin sayis1 saptanmustir. Bu incelemeler sonucunda

proliferasyon indeksi (PI) ve mitotik indeks (MI) saptanmustir.

3.5.3.1. KKD Sayisimin ve Proliferasyon Indeksinin (PI) (Replikasyon
indeksi=RI) Saptanmasi
3.5.3.1.(1). KKD Sayisinin Saptanmasi

KKD sayisi, her Kisinin kan kulttrine ait preparatlardan iyi dagilmis ve
ikinci mitozu geciren 25 hicrede (dort kisiden toplam 100 hiicre) saptanmistir. Her
Kisinin 25 ikinci mitoz bolunmeyi geciren hiicrelerinde KKD sayisi belirlenmis
bundan her kisi icin hiicre basina disen ortalama KKD sayisi (KKD/hicre)
hesaplanmistir. KKD sayisi bir kromozomun agik boyanmis kromatidindeki koyu

boyanmig pargalarin veya koyu boyanmis kromatidindeki acik boyanmis pargalarin
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sayilmasiyla belirlenmistir. Ortadan bir parca degisimi olmus ise bu iki KKD
olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.1.a). Ugtan par¢a degisimi olmus ise bu da bir
KKD olarak sayilmistir (Sekil 3.1.b). Ancak bu incelemeler esnasinda
kromatidlerin primer bogum bdlgelerinden dénim yapip yapmadiklarina dikkat

etmek gerekir. Bu durumda kromozomlarda KKD yoktur (Sekil 3.1.c).

n
(<L

b c

2 EEKD 1 EED EED Yok

Sekil 3.1. Kardes Kromatid Degisiminin Oldugu ve Olmadigi Durumun Sematik
Olarak Gosterilmesi (Topaktas ve Speit, 1990).

3.5.3.1.(2). Proliferasyon Indeksi (P1) (Replikasyon indeksi=RI)’nin
Saptanmasi

Ezetimib’in DNA replikasyonu (zerindeki etkilerini arastirmak amaciyla
Pl bulunmustur. Her Kisinin kan kilturinden yapilan preparatlardan tesaddifi
secilmis 100 hdcrenin incelenmesiyle PI belirlenmistir. Bu incelemeler sirasinda
g6zlenen birinci, ikinci ve tGglinct mitoz bolinmeyi geciren hicreler sayilmistir. Bu
verilerden yola c¢ikilarak her bir kisinin kan kaltirindeki Pl su sekilde

hesaplanmustir:
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1 x@Af])+2xM2)+3 x(M3)

PI =
100

M1: Birinci mitozu gegiren hiicrelerin sayisi
M2: ikinci mitozu gegiren hiicrelerin sayisi

M3: Uclincii mitozu geciren hiicrelerin sayis

Birinci, ikinci ve Gglinci metafaz plaklari su sekilde ayirt edilmistir
(Topaktas ve Speit. 1990): BrdUrd, deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU)
birbirlerinin anologu olan bilesiklerdir. BrdUrd, dT ve dU arasindaki tek fark
tasidiklar: heterosiklik benzen halkasindaki besinci C atomuna baglanan gruplarin
farkl olmasindan kaynaklanmaktadir. Besinci C atomuna baglanan grup dT’de
CHs, BrdUrd’de Br ve dU’de H atomudur (Sekil 3.2).

@) 0 0]
Il I Il
CH

A Ay Ay

HO—CH, HO—CH, HO—CH,

@) 0 0]

OH OH OH
Deoxytimidin (dT) Bromodeoxyuridin (BrdUrd) Deoxyuridin (dU)

Sekil 3.2. Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdUrd) ve Deoxyuridin(dU)’in
kimyasal yapilari.

BrdUrd, DNA’nin yapisinda bulunan timin bazlarinin anologu oldugundan
kultir ortamina BrdUrd eklendiginde hiicreler DNA’larini replike ettikleri esnada

(birinci S fazinda) yeni sentezlenen polinukleotid ipligi igine timinin yerine
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ortamda bulunan BrdUrd girecektir. BOyle hiicrelerin kromozomlari boyandiginda
bir kromozomun her iki kromatidi de (BrdUrd/dT:dT/BrdUrd) homojen koyu
renkte boyanacaktir. Bu htcreler birinci mitoz bélinmeyi gegiren hicrelerdir (Sekil
3.3 A ve Sekil 3.4). Birinci mitoz bolunmeyi geciren hiicrelerden meydana gelen
yavru hiicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdUrd’ li ortamda ikinci S fazi) timin
iceren polinukleotid ipligine komplementer olarak sentezlenen yeni DNA ipliginde
BrdUrd yer alacaktir. Bu iki polinukleotid ipligi bir kromozomun koyu boyanan
kromatidini (BrdUrd/dT) olusturacaktir. BrdUrd iceren iplige komplementer olarak
sentezlenen yeni iplige de BrdUrd girecektir ve bir kromatidi olusturan iki
polinukleotid ipligi de BrdUrd icereceginden (BrdUrd/BrdUrd) bu kromatid, ayn:
kromozomun agik boyanan kromatidini olusturacaktir (BrdUrd/BrdUrd). iste bu
hiicrenin metafaz devresinde kromozomlar boyandiginda tum kromozomlarin
kromatidlerinden birisi koyu digeri acik renkte boyanacaktir (BrdUrd/dT:
BrdUrd/BrdUrd). Bunlar da ikinci mitoz boltinmeyi geciren hiicrelerdir (Sekil 3.3
B ve Sekil 3.5). Bu hiicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdUrd’li ortamda tg¢tinci
S fazi) ikinci mitozda acik boyanan kromatidden (BrdUrd/BrdUrd) tim
polinukleotid ipliklerine BrdUrd girmis olan bir kromozom meydana gelecektir ve
bu kromozomun her iki kromatidi de agik boyanacaktir (BrdUrd/BrdUrd:
BrdUrd/BrdUrd). ikinci mitozda koyu boyanan kromatidden ise (dT/BrdUrd), bir
kromatidin her iki ipligi BrdUrd’li ve diger kromatidinin bir ipligi timinli diger
ipligi BrdUrd’li olan bir kromozom (BrdUrd/BrdUrd:dT/BrdUrd) olusacaktir. Bu
kromozom da boyandiginda bir kromatidi koyu renkte, diger kromatidi agik renkte
olacaktir. iste boyle hiicrenin metafaz devresinde preparat yapildiginda bazi
kromozomlarin her iki kromatidi agik renkte, bazi kromozomlarin bir kromatidi
acik diger kromatidi koyu renkte boyanacaktir. Bu hiicreler de Uglincl mitoz
bolinmeyi geciren hiicrelerdir (Sekil 3.3 C ve Sekil 3.6). iste bu sekilde birinci,
ikinci ve U¢linct mitoz bélinmeyi gegiren hicreler ayirt edilmis, 100 hiicre iginde
bu hicrelerin sayis1 saptanmis ve elde edilen veriler kullanilarak yukaridaki

formile gore PI hesaplanmustir
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Sekil 3.3. BrdUrd’nin DNA Yapisina Girmesi ile Birinci, Ikinci ve Ugiincli Mitoz
Boltinmeyi Gegciren Hucrelerin  Ayirt Edilmesinin  Sematik Olarak
Aciklanmasi (During, 1985’e gore Topaktas ve Speit, 1990).
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10pum

Sekil 3.4. Birinci mitoz bolinmeyi geciren hicrenin metafaz kromozomlar:
(X1000).

10pum

Sekil 3.5. Ikinci mitoz bélinmeyi geciren hiicrenin metafaz kromozomlar
(X1000).
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10pum

Sekil 3.6. Uclincii mitoz boliinmeyi geciren hiicrenin metafaz kromozomlar:
(X1000).

3.5.3.2. Kromozom Anormallikleri (KA) ve Mitotik indeksin (MI) Saptanmasi
3.5.3.2.(1). Kromozom Yapi ve Sayr Anormalliklerinin Saptanmasi

Her bir kisiden hazirlanan preparatlardan iyi dagilmis kromozomlara sahip
toplam 100 hiicre (dort kisiden toplam 400 hicre) KA’y1r saptamak amaciyla
incelenmistir. Bu incelemeler sonucunda KA’lh hicreler ve toplam KA sayisi
saptanmistir. Bu hiicrelerde gdzlenen yapi ve sayr anormallikleri kaydedilmistir.
KA’li hicrelerin yuzdelerinin hesaplanmasinda sadece yapisal kromozom
aberasyonlar: géz o6niinde bulundurulmustur. incelenen bu 100 hiicre iginde
anormallik tasiyan hucrelerin yizdesi hesaplanmistir. Toplam KA sayisi incelenen
hiicre sayisina béllnerek hiicre basina disen KA sayis1 (KA/Hiicre) saptanmistir.
Bu calismada gap’lar anormallik olarak degerlendirilmemistir (Mace ve ark. 1978).
Gap’lar ile kromatid ve kromozom tipi kiriklar1 arasindaki farklar su sekilde ayirt
edilmigtir (Preston, 1987°e go6re; Kauderer ve ark. 1991°den): Gap’larda,
kromatidin birinde (kromatid tipi gap) veya kromatidin her ikisinde (kromozom tipi
gap) gorilen boyanmamis bolge bir kromatidin kalinhigindan daha azdir. Kiriklarda
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bir kromatiddeki (kromatid tipi kirik) veya her iki kromatiddeki (kromozom tipi
kirik) boyanmamis bolge bir kromatidin kalinhgindan daha fazladir. iste bu
Olculere gore gap ve kromatid kiriklar: birbirinden ayirt edilmistir. Mace ve ark.
(1978) ise gap bolgesinde DNA ipliginde kirik olmadigini elektron mikroskobu
fotograflarinda gostermislerdir. Bu ¢alismada kromatid kirigi ve tek kol birlesmesi
gibi anormallikler kromatid tipi anormallik olarak degerlendirilmistir. Ayrica
kromozom kirigi, kardes kromatid birlesmesi, kromatid degisimi, halka kromozom,
fragment ve disentrik kromozom olusumu gibi anormallikler de kromozom tipi

anormallikler olarak degerlendirilmistir.

3.5.3.2.(2). Mitotik indeksin (M) Saptanmasi

Ezetimib’in mitoz boliinme (zerine etkilerini belirlemek amaciyla Ml
saptanmustir. MI’i belirlemek igin her bir Kkisiye ait preparatlarda toplam 3000
hicre incelenmis ve bunlar arasinda mitoz bolinme geciren hiicrelerin sayist
kaydedilmistir. 3000 hiicre icinde mitoz bélinme geciren hiicrelerin oran1 yuzde

cinsinden hesaplanarak MI saptanmustir.

3.6. Mikronukleus (MN) Olusumunu Saptamak Amaciyla Hicre Kalturdnin
Yapilmasi, Preparatlarin Hazirlanmasi, Boyanmasi ve Mikroskobik
incelemeler
3.6.1. Hiicre Kultrinun Yapilmasi ve Preparatlarin Hazirlanmasi

In vitro mikronukleus testinde Rothfuss ve ark. (2000)’nin gelistirdikleri
yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Bu yonteme gore, saghkli ve sigara
icmeyen yaslari birbirine yakin iki erkek ve iki kadindan (KKD ve KA testi icin
kan alinan Kisilerden) alinan 1/10 oraninda heparinize edilmis kan ornekleri
kromozom medyumlarina steril sartlarda 6 damla (0.2 ml) ekilmistir ve hicreler
37+1°C’de 68 saat inkibe edilmistir. Calismada kullanilan Ezetimib’in etkisini
belirlemek icin son konsantrasyon 60, 80, 100, 120 ug/ml olacak sekilde Ezetimib

kiltur ortamina, kiltdrin baslangicindan 20 ve 44 saat sonra ilave edilmistir.
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Ayrica her deneyin bir kontroll, bir de pozitif kontrol grubu olusturulmustur.
Inkiibasyonun baslangicindan 44 saat sonra her tiipe son konsantrasyonu 6 pg/ml
olacak sekilde sitokalasin-B maddesi ilave edilmis ve boylece boliinen hiicrelerde
sitokinez engellenmistir. inkiibasyonun sonunda, kiiltir tiipleri 2000 devir/dk’da 5
dk. santrif(lj edilerek stipernatant atilmis ve hicrelerin bulundugu tuplere hipotonik
eriyik (%0.4 KCI, 37°C) ilave edildikten sonra tupler inkiibasyon yapmaksizin
direkt olarak santrifiije alinmistir. Hipotonik eriyik, kiiltiire yavas yavas ve pipetaj
yapilarak ilave edilmistir. Kiltir tipleri 1200 devir/dk’da 10 dk. santrifiij edilmis
ve sUpernatant atilarak soguk birinci  fiksatif  (1/5/6=glasiyal asetik
asit/metanol/%0.9 NaCl) ilave edilmis ve hicreler bu fiksatif ile muamele
edilmistir. Birinci fiksatif ile oda sicakliginda 20 dk. muameleden sonra 1200
devir/dk’da 10 dk. daha santrifiij edilmis, stipernatant atilmstir. ikinci ve Gglinci
fiksatif muamelesi ise 1 kisim glasiyal asetik asit, 5 kisim metanol karigiminin
sonucunda hazirlanmis (1/5) fiksatifle yapilmig, ikinci ve (glincu fiksatif
muamelesi 10 dk. oda sicakhginda yapilmis, her fiksatif muamelesinden sonra
tiplerdeki hiicre stispansiyonu 10 dk. 1200 devir/dk santifuj edilmis ve slipernatant
atilmistir. Koltdr tdplerinin dibinde toplanmis olan hiicreler restispanse edilmistir.
Daha sonra, hiicre stispansiyonu soguk ve temiz lamlar tzerine 10 cm ylkseklikten

damlatilarak preparatlar hazirlanmustir.

3.6.2. Preparatlarin Boyanmasi

Hazirlanan preparatlar bir giin sonra Sorensen tamponunda hazirlanmis
%5’lik Giemsa boyasi ile 7-8 dk. boyanmis ve (¢ ayr1 kapta bulunan saf sudan
gecirilerek kurumaya birakilmigtir. Kuruma isleminden sonra preparatlar entellan

ile kapatilarak incelemeye hazir hale getirilmistir.

36



3. MATERYAL VE METOD Rima CELIK

3.6.3. Mikronukleus Testi Icin Hazirlanan Preparatlarda Mikroskobik
inceleme

Hazirlanan daimi preparatlar OLYMPUS marka 151k mikroskobunda 10 x
40=400 buylitmede incelenmistir.

3.6.3.1. Mikronukleus Sayist ve Nukleus Bolinme indeksinin (NBI)
Saptanmasi

Mikronukleus sayisini belirlemek amaciyla her bir Kisiye ait daimi
preparatlarda her Kisinin, her muamele grubu ve kontrollerinde iki nukleusa sahip
(binukleer) toplam 1000 hiicre (Sekil 3.8) incelenmis (4 Kisi 4000 hiicre) ve bu
binukleer hicreler icerisinden mikronukleuslu olanlar saptanmistir. Bundan
mikronukleuslu iki nukleuslu hiicre %’si hesaplanmistir.  Ayrica incelenen
hicrelerde toplam mikronukleus sayisi belirlenmistir. Toplam mikronukleus
sayisindan MN %’si hesaplanmistir. Binukleer hiicre ve mikronukleus ayirimi
Titenko-Holland ve ark. (1997) ve Fenech (2000)’e gore yapilmistir: (1) Hicreler
belirgin sitoplazmasiyla yuvarlak ya da oval gériiniime sahip olmalidir; (2) Benzer
olarak, nukleuslar belirgin nukleus zariyla ¢evrili yuvarlak ya da oval olmahdir; (3)
Icerisinde MN sayilan hiicreler sadece bir nukleus bélinmesi gegiren hiicrelerdir;
(4) MN’lar sadece ana nukleusun 1/3’U ya da daha kiicik olduklarinda hesaba
katilmalidir; (5) MN’lar ana nukleus gibi boyanmalidir; (6) MN’lar ana nukleustan
acik bir sekilde ayrilmis olmahdir. Sitokinez bloklama yénteminin en 6nemli
yarari, boélinen hiicre populasyonunda nukleus boélinmesinin ilerleyisini ve
cogalmasint belirleyecek imkani vermesidir. Bu durum, sitokalasin-B ilavesinin
ardindan olusan bir nukleuslu, iki nukleuslu, multinukleuslu (>2) hicrelerin
sayilmasiyla yapilir. Nukleus bélinme indeksi (NBI) Eastmond ve Tucker (1989)

tarafindan dnerilen formiile gore hesaplanmustir.

NBI= (Ml + 2xMIl + 3xMIII + 4xMIV) / N
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Formile gore, MI bir nukleuslu (Sekil 3.7), MII iki nukleuslu (Sekil 3.8),
MIII ¢ nukleuslu (Sekil 3.9), MIV dort nukleuslu (Sekil 3.10) hicrelerin sayisini,
N ise toplam hiicre sayisim gostermektedir. NBI’nin hesaplanmasi kimyasal veya
fiziksel bir maddenin sitotoksik etkisini géstermede dnemli bilgiler saglar (Fenech,
1997). Bu nedenle, MN olusumunu saptamak icin incelenen preparatlar daha sonra
nukleus bolinme indeksini (NBI) belirlemek igin tekrar incelenmistir. Bu
calismada NBI icin, her bir kisinin preparatlarindan tesadifi secilmis alanlarda
toplam 1000 hiicre (4 kisi 4000 hiicre) incelenmistir.

Sekil 3.7. Bir nukleuslu hiicre (X1000).
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Sekil 3.8. ki nukleuslu hiicre (X1000).

Sekil 3.9. Ug nukleuslu hiicre (X1000).
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Sekil 3.10. Dort nukleuslu hiicre (X1000).

3.7. Mikroskopta Fotograf Cekme

Fotograf cekme islemi OLYMPUS marka trinokuler mikroskoba bagh
dijital fotograf makinesinde 1000 biyutmede yapilmistir (Olympus CX31RTSF,
7.1 Megapixel). 1., 2. ve 3. mitoz bolinmeyi gegiren hicrelerin, sik rastlanan ve
ilging olan KA’larin, mikronukleuslu binukleer hicreler ile 1, 2, 3, 4 nukleuslu

hicrelerin fotograflar: ¢ekilmistir.

3.8. Istatistiksel Analiz ve Sonuglarin Degerlendirilmesi

Mikroskobik inceleme sonucunda elde edilen KA, KKD, MI, PI, MN ve
NBI parametrelerine ait veriler icin her bir muameleli grubun ortalamalari ile
kontrol kultlrlerinin ortalamalar1 arasindaki farkin 6énemli olup olmadigi SPSS
program: ile kontrol edilmistir. Konsantrasyon-etki iliskisini ortaya koymak
amaciyla regresyon ve korelasyon analizleri yapilmis, regresyon denklemi ve
korelasyon katsayisi (r) bulunmus ve regresyon dogrusu cizilmistir. Mikroskobik
incelemeler sonucunda elde edilen bulgular ¢izelge ve grafikler halinde verilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. Ezetimib’in insan Periferal Lenfositlerindeki Genotoksik Etkileri
4.1.1.1. Ezetimib’in Kardes Kromatid Degisimi (KKD) Uzerine Etkileri

Test maddesi olan Ezetimib’in etkileri dort farkli konsantrasyonun (60, 80,
100, 120 pg/ml) insan periferal lenfositlerindeki 24 ve 48 saatlik muameleli
stirelerde incelenmigtir. Kilturdeki hicrelerde saptanan kardes kromatid degisimi
sayilari (KKD/Hucre) cizelge 4.1.”de gosterilmistir. Yapilan istatistiksel analizlere
gore test maddesi olan ezetimib highir muamele siresi ve konsantrasyonda KKD’yi

onemli derecede uyarmamustir.

Cizelge 4.1. Degisik konsantrasyonlarda Ezetimib ile 24 ve 48 Saat Muamele
Edilmis Olan Insan Periferal Kan Lenfositlerinde ve Onlarin Kontrol
Kltirlerinde Hiicre Basina Diisen Ortalama KKD Sayisi*.

Test Maddesi | Muamele Konsantrasyon Min-Max KKD/HucrexSH
Siresi (saat) (Hg/ml) KKD

Kontrol - - 3-12 7.01+£0,73
DMSO (C.K) 24 9 uL/mL 6-17 8.02+ 1,29
MMC (P.K) 24 0.25 12-71 33.35+1,51
60 2-18 8.04+1,10
Ezetimib 24 80 3-18 9.30£ 0,94
100 2-12 7.65+ 0,58
120 3-37 8,65+ 0,22
DMSO (C.K) 48 9 uL/mL 7-23 9.36 £ 0,53
MMC (P.K) 48 0.25 15-73 41.86 + 2,56
60 1-20 7.56 + 0,47
Ezetimib 48 80 2-28 8.17+0,26
100 6-36 8.10+ 0,40
120 8-52 7.76 £ 0,34

*: Her preparattan 25, herbir grupta toplam 100 metafaz Il evresi degerlendirilmistir.
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10pum

Sekil 4.1. KKD uyarilmis hiicre (120 pg/ml Ezetimib, 24 saatlik muamele,?)
(X1000)

4.1.1.2. Ezetimib’in Kromozom Anormallikleri (KA) Olusumu Uzerindeki
Etkileri

Ezetimib ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde kromatid tipi
anormalliklerden ozellikle kromatid kirig1 (Sekil 4.2) en fazla gorulen anormallik
arasinda sayilabilir. Kromozom tipi anormalliklerden Ozellikle kromozom kirig:
(Sekil 4.3), fragment (Sekil 4.4) gibi yapisal anormalliklere ve poliploidi (Sekil
4.5) gibi kromozom say1 anormalliklerine rastlanmistir.

Dort farkli konsantrasyonda (60, 80, 100, 120 pg/ml) Ezetimib ile 24 ve 48
saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan kromozom anormallik
cesitleri, kromozom anormalligine sahip anormal hiicre yiizdesi ve hiicre basina
diisen kromozom anormallikleri (KA/Hiicre) gizelge 4.2.”de gorilmektedir.

Ezetimib, 24 ve 48 muamele siirelerinde tim konsantrasyonlarda anormal
hicre (AH) yuzdesi ve KA/hiicre oranlarinin belli 6lgilerde artmasina neden

olmustur. 24 saatlik muamele siresinde sadece 100 pg/ml konsantrasyonda, 48

42



4. BULGULAR VE TARTISMA Rima CELIK

saatlik muamele periyodunda ise en disik konsantrasyon hari¢ butin
konsantrasyonlarindaki artisin istatistiki bakimdan 6nemli oldugu ortaya gikmstir.
(Cizelge 4.2). Ezetimib yiiksek konsantrasyonlarda ve uzun periyotta kromozom

aberasyonu olusumunu uyarmuastir.
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Cizelge 4.2. Degisik konsantrasyonlarda Ezetimib Ile 24 ve 48 Saat Muamele Edilmis Olan insan Periferal Lenfositlerinde
ve Onlarin Kontrol Kiiltirlerinde Kromozom Anormallikleri Cesitleri, Anormal Hiicre Orani, KA/Hiicre*.

Test maddesi Muamele Anormallik Cesitleri
Anormal
Hucre KA/Hucre+SH
(%) si+SH
Sire Kons. B’ B F DS KD
(saat) (png/ml)
Kontrol 14 3.50 £ 0.96 0.04 +0.001
DMSO (CK) 24 9 uL/mL 22 550+ 1.71 0.06 + 0.018
MMC (PK) 24 0.25 47 11 6 13.25+1.254, 0.14 +0.019 a,
Ezetimib 60 16 4 1 5.25+1.31 0.05 +0.013
24 80 31 1 8.00 £ 1.63 0.08 + 0.016
100 41 7 2 12.00+1.22 a; by 0.13+0.015a; by
120 39 9.75+2.21 0.10 + 0.022
DMSO(GK) 48 9 puL/mL 31 2 8.50+194 0.09 +£0.019
MMC(PK) 48 0.25 65 10 5 18.25 +1.65 a3 0.20 +0.025 a3
Ezetimib 60 29 7.25+1.60 0.07 +£0.016
48 80 34 12 11.25+2.06 a; 0.12 +£0.023
100 37 8 3 11.75+2.63 a; 0.12 £ 0.025 a;
120 32 11 9 11.75 + 2.56 a; 0.13+0.031 &,

B’: Kromatid kirigi, B”: Kromozom kirigs, F:

degisimi,), P: Poliploidi

a: Kontrol ile; b: Cozucil Kontrol ile aradaki fark dnemlidir.

a;b;: P<0.05; asb,: P<0.01; azbs: P<0.001

*: Her bir preparattan 100, her muamele grubu igin toplamda 400 metafaz degerlendirilmistir.

Fragment, T: Translokasyon, DS: Disentrik kromozom, KD: Kromatid
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10pum

Sekil 4.2. Kromatid kirigi (B) bulunan metafaz plagi (100ug/ml Ezetimib, 24
saatlik muamele, &) (X1000)

10pum

Sekil 4.3. Kromozom kirigi (B") bulunan metafaz plagi (120ug/ml Ezetimib, 24
saatlik muamele, ). (X1000)
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10pum

Sekil 4.4. Fragment (F) bulunan metafaz plagi (Cozicli kontrol, 48 saatlik
muamele, 9). (X1000

10pum

Sekil 4.5. Poliploidi olan metafaz plag: (120 pg/ml Ezetimib, 48 saatlik muamele,
Q). (X1000).
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda Ezetimib ile 24 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde AH%’sinin konsantrasyona bagl artisin
g0steren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi
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Konsantrasyon

Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonlarda Ezetimib ile 48 saat muamele edilen insan
periferal lenfositlerinde KA/HUcre’nin konsantrasyona bagh artisim
gOsteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayist.

47



4. BULGULAR VE TARTISMA Rima CELIK

4.1.1.3. Ezetimib’in DNA Replikasyonu ve Mitoz Boliinme Uzerindeki Etkileri
Ezetimib’in DNA replikasyonu tizerindeki etkisi proliferasyon indeksi (PI)
(Replikasyon indeksi (R1))’nin, mitoz bolunme Gzerindeki etkisi ise mitotik indeks

(M1)’in bulunmasi yoluyla saptanmstir.

Ezetimib ile 24 saat muamele edilen kultirlerde P1 kontroldekine nazaran
genel olarak diismus olup en yiksek iki konsantrasyonundaki (100 ug/ml ve 120
ug/ml) azalmalar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. 48 saatlik ezetimib
muamelesindeki Pl azalmalari daha belirgin bir nicelik gostermektedir. Bu
muamele periyodundaki bitiin konsantrasyonlar anlamli Pl diisUslerine yol agmustir
(Cizelge 4.3.). Bu bulgulara gore ezetimibin 6zellikle yuksek konsantrasyon ve 48
saatlik periyotluk muamele siiresinde DNA replikasyonunu 6énemli derecede

engelledigini sdylenebilir.

Test maddesi, mitototik indeks yoninden proliferasyon indeksine benzer
tarzda etkiler sergilemistir. Yani ezetimib, 24 saatlik muamelede yuksek iki
konsantrasyonda, 48 saatlik muamelenin 60 pg/ml konsantrasyonu hari¢ diger
dozajlarin tamaminda anlamli MI dismelerine neden olmustur (Cizelge 4.3.). Pl ve
MI’deki bulgular Dbirlikte degerlendirilecek olursa Ezetimib, hem DNA
replikasyonunu hem de hiicre bolinmesini olumsuz yodnde etkilemektedir.
Ezetimibin Pl ve MI Uzerine olan etkilerinde konsantrasyon-etki iliskisi goze
carpmaktadir (P<0.01).
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Cizelge 4.3. Degisik konsantrasyonlarda Ezetimib ile 24 ve 48 Saat Muamele Edilmis Olan Periferal Lenfositlerinde

Proliferasyon Indeksi (PI) ve Mitotik indeks (M)

Test maddesi Muamele
PI£SH MI+SH
Sure Kons.
(saat) (ng/ml) M1 M2 M3
Kontrol - -- 183 146 71 1.720 £ 0.040 7.17 £0.62
DMSO (CK) 24 9 pL/mL 182 133 85 1.757 £ 0.101 6.56 + 0.58
MMC (PK) 24 0.25 280 113 7 1.318 £ 0.043 282+0.21
60 225 109 66 1.603 + 0.097 6.28 £ 0.56
Ezetimib 24 80 242 108 50 1.520 £ 0.073 5.69+0.54
100 280 66 54 1.435 £ 0.053 a; by 422+043a,b,
120 280 84 36 1.390 + 0.065 a; by 3.46+£0.22 a3 bs
DMSO(CK) 48 9 uL/mL 215 134 51 1.590 £ 0.078 6.44 + 0.67
MMC(PK) 48 0.25 352 41 7 1.138 + 0.055 2.08+£0.26
60 278 90 32 1.385+0.058 a, 5.88+0.63
Ezetimib 48 80 319 64 17 1.245+0.075 a3 b, 4.79+0.67 a,
100 356 40 4 1.120 £ 0.041 a3 bs 3.37+0.58 a3 b,
120 383 16 1 1.045 £ 0.006 a3 bs 2.05+0.44 a3 b

a: Kontrol ile; b: Coziicl Kontrol ile aradaki fark énemlidir.
a;by: P<0.05; ayb,: P<0.01; asbs: P<0.001
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Konsantrasyon

Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonlarda Ezetimib ile 24 ve 48 saat muamele edilen
insan periferal lenfositlerinde PI’nin konsantrasyona bagli azalisim
gOsteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayist.
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Sekil 4.9. Farkli konsantrasyonlarda Ezetimib ile 24 ve 48 saat muamele edilen
insan periferal lenfositlerinde MI’nin konsantrasyona bagh azalisim
gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi.

4.1.1.4. Ezetimib’in Mikronukleus (MN) Olusumu ve Nukleus Bolinmesi
Uzerindeki Etkileri

Ezetimib, klastojenik ya da anojenik etkilerden kaynaklanan mikronukleus
olusumunu bariz sekilde uyarmistir. Bu frekanstaki artiglar ekseriyetle ylksek
konsantrasyonlarda ortaya c¢ikmustir. Calismamin 24 saatlik periyodunda test
maddesi yuksek iki konsantrasyonda (100 ve 120 ug/ml) mikronukleuslu hicre
ylizdesini ve MN vyuzdesini 6nemli seviyede artirmistir. Deneyin 48 saatlik
periyodunda ise ajanin en dusik (60 pg/ml) konsantrasyonu hari¢ uygulanan
dozlarin tamaminda MN frekansinda istatistiksel olarak 6nemli artiglar saptanmustir
(Cizelge 4.4). mikronukleus frekansindaki artista konsantrasyon-etki iliskisi tespit
edilmistir (P<0.0002) (Sekil 4.12). Baz1 binukleer hiicrede bir mikronukleus, bazi

hicrelerde ise iki mikronukleuslara rastlanmustir (Sekil 4.13).
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Ezetimib ile 24 ve 48 saatlik muamele edilen kdltirlerde bir uygulama (60
ug/ml, 24 saat) hari¢ tim konsantrasyonlarda niikleer béliinme indeksinin (NBI)
kontrol ve ¢Ozicu kontrole gore 6nemli derecede disuk oldugu belirlenmistir
(P<0.01) (Cizelge 4.4). MN frekansinda oldugu gibi NBI frekansinda da
konsantrasyon-etki iliskisi gozlenmistir (P<0.0171).

Sonug olarak farkli konsantrasyonlardaki Ezetimib ile muamele edilen
kulttrlerde test maddesinin nukleus bolinmesini anlamli diizeylerde azaltmistir. Bu
indeks (NBI) tzerindeki etkisi genel olarak hiicre proliferasyonu (PI) ve mitoz
bélinme (MI) tzerindeki etkisine benzemektedir.
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Cizelge 4.4. Degisik Konsantrasyonlarda Ezetimib ile 24 ve 48 Saat Muamele Edilmis Olan insan Periferal Lenfositlerinde

MN Iceren ki Nukleuslu Hiicre%’si, MN %’si ve NBI.

Test Muamele MN I(;eren iki Nukleus Sayisina Gore
Rddesi Sire | Kons. | Nukleuslu Hiicre | MN %’si Hiicrelerin Dagilim: NBI+SH
(saa) | (Wg/ml) 1 gfrg 1 2 3 4
Kontrol - - 1.00+£0.71 1.00+£0.71 2554 1200 159 87 1.445 + 0.058
DMSO(CK) | 24 QuL/mL | 525%£131 525+131 2625 1195 95 85 1.410 £ 0.099
MMC(PK) 24 0.25 30.25 +2.39 32.50 £ 3.50 2873 1110 14 3 1.287 £0.032
60 425+1.11 425+1.11 3126 846 17 11 1.228 £ 0.086
Ezetimib 24 80 7.50 £1.55 7.50 £1.55 3494 491 9 6 1.132 £ 0.038 a, b;
100 15.75+2.95 a3 b, 16.25+3.424a, b, 3629 359 9 3 1.097 + 0.048 a3 by
120 18.75+3.45a3 b, 19.75+3.47 a3 b, 3846 151 2 1 1.040 + 0.014 a3 b,
DMSO(CK) | 48 9 puL/mL | 7.50 £1.55 7.75+1.44 2802 1055 72 71 1.353+£0,101
MMC(PK) 48 0.25 40.25 +4.33 46.25 + 4.66 3975 20 5 0 1,008 £0.019
60 9.25+0.75 9.50 £ 0.96 3727 270 3 0 1,069 £ 0.018 a3 b,
Ezetimib 48 80 13.50£1.94 a, 13.50 £1.94 a, 3812 188 0 0 1.047 £ 0.019 a3 b,
100 17.00 +2.27 a3 by 18.50 +2.47 a3 by 3935 65 0 0 1.016 + 0.004 a3 b,
120 26.00 +2.80 a3 by 28.25+3.38 a3 by 3968 30 2 0 1.009 + 0.003 a3 bs

a: Kontrol ile; b: Cozucl Kontrol ile aradaki fark dnemlidir.
a;b;: P<0.05; asb,: P<0.01; azbs: P<0.001
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10pum

Sekil 4.10. Tek mikronukleus iceren iki nukleuslu hiicre (60 pg/ml Ezetimib, 48
saatlik muamele, &) (X1000)

10pum

Sekil 4.11. iki mikronukleus iceren iki nukleuslu hiicre (80 pg/ml Ezetimib, 24
saatlik muamele,?) (X1000)
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30 -
-~ 24 saat
-+ 48 saat
20+
= Y24=1,1052 - 12.93
= Y48=1,2252 - 10,13
10+
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0 60 80 100 12

Konsantrasyon

Sekil 4.12. Farkli konsantrasyonlarda Ezetimib ile 24 ve 48 saat muamele edilen
insan periferal lenfositlerinde MN’nin konsantrasyona bagli azalisin
gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi.
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Konsantrasvon
Sekil 4.13. Farkl: konsantrasyonlarda Ezetimib ile 24 ve 48 saat muamele edilen

insan periferal lenfositlerinde NBI’nin konsantrasyona bagli azalisini
gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi.

4.2. Tarisma
4.2.1. Ezetimib’in Insan Perfieral Lenfositlerinde Kardes Kromatid Degisimi
(KKD), Kromozom Aberasyonu (KA) ve Mikronukleus (MN) Olusumu
Uzerindeki Etkisi

Bu calisma ezetimibin in vitro ortamda insan periferal lenfositlerinde
genotoksisiteyi uyarip uyarmadigini arastiran ilk ¢alismadir. Arastirma sonuclarina
gore ezetimibin KKD’yi 6nemli derecede uyarmadigi saptanmustir. Ote yandan
lenfositlerdeki kromozom aberasyonunu 0Ozellikle iki hicre siklusluk dénemde
uyardigi anlagilmistir. Ezetimib 6zellikle kromozom kirigi ve kromatid kiriklarina
neden olarak klastojenik potansiyelini gostermistir. Benzer calismalar birgok
arastirmaci tarafindan farkl: kolesterol ilaglarinda da yapilmistir. Berber ve ark.
(2013), Rosuvastatin ile yaptiklari c¢alismada bu ilacin insan periferal
lenfositlerinde genotoksik etkisinin olup olmadigini comet, KA ve MN testleri ile

incelemisler ve bu ilacin genotoksik oldugunu saptamiglardir. Ciaravino ve ark.
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(1995) Atorvastatin’in genotoksik etkisini in vivo ve in vitro olarak incelemislerdir.
Bu caligmada in vitro Cin hamsterlerin V79 hiicrelerinde in vivo olarak da CD-1
farelerinde KA ve MN testleri yapilmistir. Arastirma sonucuna gore Atorvastatin’in
KA ve MN’yi uyarmadigi agiklanmistir. Ayrica Salmonella typhimurium ve E.coli
bakterilerde S9 mix varhiginda ve yoklugunda herhangi bir genotoksik etki
gostermedigi  saptanmigtir. Gajski ve Garaj-Vrhovac (2008) tarafindan
Atorvastatin’in comet, KA ve KKD, MN testleri ile insan periferal lenfositlerinde
genotoksik oldugu saptanmistir. Pernice ve ark. (2006) Uremik hastalarda kardes
kromatid degisimi sikhigi genel populasyondan belirgin olarak daha yilksek
oldugunu bildirmiglerdir. Simvastatin ile tedavi goren Uremik hastalarinda bu
yiksek KKD oranimin 6nemli derece azaldigini saptamislardir. Bardeleben ve ark.
2003 yilinda yaptiklari ¢alismada lovastatinin UVC 1ginlar tarafindan uyarilan
hicre 6lumiind inhibe ettigini agiklamislardir. Yine Snyder ve ark. 2006 yaptiklar
calismaya gore Lovastatinin in vitro ve in vivo ortamda genotoksik olmadigini
ancak kanserojenik oldugunu belirtmislerdir.

Kromozom hasar oranindaki artisin kanser igin risk faktor oldugu uzun
yillardir  bilim insanlarinca kabul edilen bir durumdur. Oyleki, bilinen
karsinojenlerin biytk bir ¢ogunlugu kromozom kiriklarina yol agmakta veya
anoploidileri induklemektedir. Eger kanser hucrelerinin gelisimi mutasyonlarla
besleniyorsa, bu durumda mutasyon oranindaki artis ve daha da Onemlisi
hipermutabl hiicrelerin sayisindaki artis kanser riskinin artmasina yol agacaktir
(Fenech,2000, 2000b). Bu sebepten elde ettigimiz sonuclar kanser riski ile de
iliskilendirilmesi gerekmektedir. Campbell ve ark. (2006) Statinlerin meme kanseri
hicreleri Uzerindeki etkileri, hem in vitro hem de in vivo olarak ve onlarin etki
mekanizmalarim belirlemeyi amaclamiglardir. In vivo sonuclar oral yolla verilen
statinlerin énemli 6l¢lide fare meme karsinomasinin biytmesini engellemis, hiicre
proliferasyonu duslrerek in vitro antikanser aktivitesiyle iliskili bulunmustur.
Bardeleben ve ark. (2002) yaptiklar1 ¢alismada Lovastatin’in DNA’ya zarar veren

ilaglara kars1 hucresel duyarliligi etkileyip etkilemedigini arastirmiglardir.
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Lovastatin’in htcreleri doksorubisine (antikanser ilag) karsi oldukga direncli hale
getirdigini saptamiglardir.

Keyomarsi ve ark. (1991) yaptiklari ¢alismada Lovastatin maddesinin
normal ve tumorli hicrelerde hicre donglsune etki edip etmedigini
arastirmiglardir.  Calisma sonucunda normal ve timér hicre dongilerinin
Lovastatinden etkilenmedigini saptamiglardir. Ostrau ve ark. (2009) HMG-CoA
rediktaz inhibitori olan Lovastatin’in in vivo ortamda radyasyon muamelesi
yapildiktan sonra normal doku toksisitesini indukleyip indiklenmedigini
arastirmiglardir. Lovastatin’in in vivo normal dokuda radyasyon kaynakl: hiicre
6limund inhibe ettigini ve bu nedenle, Lovastatin’in radyoterapinin neden oldugu
normal doku hasarini segici olarak hafifletmek icin yararli olabilecegini
bildirmislerdir. Henniger ve ark. (2012) ana detoksifikasyon organi olan karacigere
yuksek konsantrasyonlarda ve sirekli olarak cesitli gevresel ajanlar, genotoksik
bilesikler gondermislerdir. Lovastin’in karaciger tzerinde koruyucu etkisinin olup
olmadigint arastirmak igin fareleri doksorubisin ile muamele edilip daha sonra
Lovastatin ile tedavi etmigslerdir. Tedavi edilen farelerin gen ekpresyonlar
yapilmistir. Mevcut DNA hasarinda azalma gorilmustiir. Maejima ve ark. (2014)
yaptiklar1 caligmada Pitavastatin’in  kromatin yapilarint nasil degistirdigini
arastirmigladir. Bunun icin HUVEC (umbilikal ven endotel hicreleri) hiicrelerinde
microarray yontemi ile SIRNA incelemeleri yapilmistir. KLF4 (Kruppel like
factor) Pitavastatin ile kromatin yap1 degisikligini indukledigi ortaya gikmstir.
Graaf ve ark. (2004) statinlerin kanser Uzerine etkisini arastirmak igin kanser
hastas: olan insanlarin bir kismina statin tedavisi uygulamis, kalan kismina ise
statin tedavi uygulamamuslardir. Yapilan tedavi sonrasinda kanser hastalarinda
tumor incelemeleri yapilmis ve statin ile tedavi edilen hastalarin timor
seviyelerinde azalma gozlemlenmistir. Strandberg ve ark. (2004) statinlerin kanser
riski olup olmadigini saptamak icin 10 yil suren bir ¢alisma yapmislardir. Bu
calismanin neticesinde statinlerin kanser riski olusturmadigini bildirmislerdir.

Yukaridaki ¢alismalarin bayUk bir kisminin sonuglarina gore statinler genotoksik
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riskleri minimize etmektedir. Bu koruyucu etkinin oksidatif stresin baskilanmasiyla

iliskili olabilecegi diistinilmektedir.

4.2.2. Ezetimib’in Hucre Proliferasyonu, Mitoz Bo6linme ve Nukleus
Bolunmesi Uzerindeki Etkileri

Ciaravino ve ark. (1995) Atorvastatinin genotoksik etkisini in vivo ve in
vitro olarak incelemislerdir. Atorvastatin’in genotoksik olmadigini saptamislardir.
Snyder ve ark. (2006) calismalarinda iclerinde lovastatinin de bulundugu birgok
madde c¢ahsmiglardir. Lovastatin’in in vitro ortamda sitotoksik olmadigin
sOylemislerdir. Choi ve Jung (1999) C6 glial hiicrelerinde Lovastatinin sitotoksik
etkilerini arastirmiglardir. Bu ¢alismanin sonucunda deneyde kullanilan dusiik
konsantrasyonlarin hiicre doéngustnu ve o6limini etkilemedigi ancak yulksek
konsantrasyonlarda sitotoksik etkinin goraldigiind saptamiglarcir. Nibel ve ark.
(2006) tarafindan yapilan calismada Lovastatinin iyonize radyasyona karsi
koruyucu etkisinin olup olmadigi HUVEC (primer insan umbilikal ven endotel
hiicreleri) hucrelerinde aragtinlmigtir. Lovastatin HUVEC hiicrelerini iyonize
radyasyon kaynakli hiicre 6liminden korudugunu fakat insan fibroblastlarinda
radyasyona karst herhangi bir direnc¢ saglayamadigini saptamiglardir. Gauthaman
ve ark. (2007) statinlerin kanser hucreleri Uzerinde apoptotik etkisinin olup
olmadigini aragtirmiglardir. Yumurtalik ve kolorekteal kanser hiicrelerinde in vitro
olarak incelendiginde Lovastatinin bu hicrelerdeki apoptotik genlerin
aktivasyonunda bir artis oldugunu ve bu hicreleri apoptoza sevk ettigini
bildirmiglerdir. Solomon ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢alismada Ezetimib’in fareler
Uzerindeki apoptotoik etkisi arastirmak icin prostatli fareleri iki hafta sire ile
Ezetimib ile muamele etmiglerdir. Calisma sonucuna gore Ezemib’in progresyonu
disurdtgina bildirmislerdir. Maekawa ve ark. (2012) yaptiklar: ¢calismalarinda 44
tavsani iki gruba ayirmuslardir. Birinci grup kontrol grubu ikinci grup ise (0.6 mg /
kg/glin) Ezetimib verilen gruptur. 14 giin sonra hicre sayimi yapildiginda Ezetimib

ile muamele edilen grupta hicre proliferasyonunun dustiigi agiklanmigtir. Lee ve
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ark. (2016) alkolsuz yagh karaciger hastaligi (NAFLD) olan hastalarda Ezetimibin
apoptotik rollini arastirmiglardir. Ezemibin bu hastalarda karacigerin oksidatif
hasara duyarliligint azalttigit ve buna bagli olarak apoptotik hiicre 6lumiinu
korudugunu saptamiglardir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Diinyada kullanilan ila¢ siralamasi yoniinden liste basi olan kolesterol
ilaglar1 yuzbinlerce insan tarafindan gunlik olarak alinmakta ve yillar siren
tedavilerde kullanilmaktadir. Bu ¢alismada kolesterol district olarak kullanilan
Ezetimib’in saglikli insan I6kositlerinde in vitro sartlarda kardes kromatid
degismesi, kromozom anormalligi ve mikronukleus olusumu gibi genotoksisite
parametrelerini uyardigi saptanmistir. Sonuglar toplu olarak degerlendirildiginde
Ezetimib’in  genotoksik risk olusturabilecegi yoninde verilere ulasildig:
sOylenebilir. Bu genotoksisite egiliminin hangi etkilerden kaynaklandigi bu
calismada yapilan testlerle belirlenememistir.

Ezetimib proliferasyon indeksi, mitotik indeks ve nikleer bolunme indeksi
gibi hiucre boélinme indekslerinde, konsantrasyonlara bagli olarak 6nemli
azalmalara neden olmustur. Bu disusler ezetimibin sitotoksik potansiyeli ile ilgili
O6nemli ipuclar1 vermektedir.

Daha Once yapilan galismalardan farkli sonuglara ulasiimas: segilen hicre
tipiyle ve test yontemi ile ilgili olabilir. Clnki bu calismada saglikli insan
lenfositleri Ezetimib’e in vitro kiltlr sartlarinda kisa sureli (24 veya 48 saat) olarak
maruz birakilmistir. Arastirma bulgularina gore test maddesi kanser tedavisinde
kullanilan antikanserojenlerin etkisine benzer tarzda etkiler gostermistir. Ancak
anilan bu etkilerin saglikli hicre kiltiriinde saptanmis olmasi bu ¢alismanin farkin
ortaya koymaktadir.

Tum bu veriler goz 6nine alindiginda, calismada elde edilen verileri
desteklemek icin farkli in vitro ve in vivo test sistemleri ve farkl: hiicre hatlarinda

calisilmasi, Ezetimib ile ilgili belirsizligi buytk 6l¢lide ortadan kaldiracaktir.
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