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DISLIiPIDEMIK HASTALARDA STATIN TEDAViSi ONCESi VE SONRASI
GENOMIK INSTABILITENIN ARASTIRILMASI

Ayse Nur COSKUN DEMIRKALP

Erciyes Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Ocak 2016
Damsman: Prof.Dr. Hamiyet Donmez-ALTUNTAS

KISA OZET

Dislipidemi kanda kolesterol, trigliserid (TG), diisiik dansiteli lipoprotein kolesterol
(LDL-kol) yiiksekligi veya yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterol (HDL-kol) diisiikliigii
ile karakterize metabolik bir bozukluktur. Statinler, 3-hidroksi-3- metilglutaril koenzim
A rediiktaz (HMG-CoA rediiktaz) inhibitorleri, dislipidemi tedavisinde en 6nemli ve en
cok/en sik kullanilan ilaclardir. Bu caligmanin amaci statin tedavisi alan dislipidemi
hastalarinda statinin olas1 genotoksik ve sitotoksik etkilerini periferik kan lenfositlerinde
sitokinez-bloke mikroniikleus sitom (Cytokinesis-Block Micronucleus Cytome; CBMN
cyt) ve 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin (8-OHdG) yontemlerini kullanarak arastirmaktir.
Calismada, teshis konmus heniiz tedavisine baglanmamis ve bu hastalarin en az 3 ay
statin tedavisi verdikten sonra olmak iizere 15 dislipidemik hasta ile hastalarla benzer
yas ve cinsiyette toplam 15 saglikli bireyin kan 6rnekleri analiz edilmistir. Dislipidemi
hastalarinda, statin tedavisi oncesi ve sonrasi degerler arasinda yapilan karsilagtirmalar
sonucunda, DNA hasar parametreleri olarak mikroniikleus (MN), niikleoplazmik koprii
(nucleoplasmic bridges; NPB) ve niikleer tomurcuk (nuclear buds; NBUD) degerlerinin,
hiicre oliimii (sitotoksisite) parametreleri olarak apopitotik ve nekrotik hiicre frekanslar1
ile hiicre cogalmasi (sitostazi) orani olarak niikleer boliinme indeksinin (NBI) tedavi
oncesine gore azaldigir bulunmustur (p<0.05-p<0.01). Ancak, tedavi 6ncesi ve sonrasi
hastalara ait oksidatif DNA hasar parametrelerinden plazma 8-OHdG degerlerinde bir
farklilik bulunamamustir (P>0.05).

Sonug olarak, dislipidemik hastalardaki azalan kromozomal DNA hasar1 sonug¢larimiz,
statin tedavisinin lipid diizenleyici etkilerinin yam sira bu hastalarin lenfositlerindeki
genomik hasar, sitotoksisite ve sitostazi iizerinde iyilestirici bir etkiye de sahip oldugu

gosterilmistir. Bu sonuglar, dislipidemik hastalarda, statin tedavisinin genom koruyucu
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bir role sahip oldugunu gostermektedir. Ancak, calisma sonuclarimizin, daha genis

sayida hasta gruplariyla desteklenmesine ihtiyac vardir.

Anahtar Kelimeler: Dislipidemi, Statin Tedavisi, Mikroniikleus, Oksidatif DNA

hasari, Sitom yontemi.
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INVESTIGATION OF GENOME INSTABILITY
IN DYSLIPIDEMIC PATIENTS BEFORE AND AFTER STATIN TREATMENT

Ayse Nur Coskun DEMIRKALP

Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Medical Biology
Thesis, January 2016
Supervisor: Prof. Dr. Hamiyet Donmez-ALTUNTAS

ABSTRACT

Dyslipidemia is a metabolic disorder associated with increased cholesterol, triglyceride
(TG), low-density lipoprotein (LDL) cholesterol or decreased high-density lipoprotein
(HDL) cholesterol in blood. Statins have been largely used to treat dyslipidemia and 3-
hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase (HMG-CoA reductase) inhibitors. The
purpose of this work was to evaluate genotoxic and cytotoxic potential by use
cytokinesis-block micronucleus cytome (CBMN cyt) and 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine
(8-OHdG) methods in peripheral blood lymphocytes of dyslipidemia patients treated
with statin.

In the study, the blood samples of 15 healthy subjects of similar age and sex with
patients with 15 dyslipidemia patients at least 3 months, including after seeing statin
therapy in these patients, newly diagnosed and diagnosis has not yet started treatment,

were analyzed.

In dyslipidemia patients, the comparison results after statin treatment, the frequencies of
micronucleus (MN), nucleoplasmic bridge (NPB) and nuclear bud (NBUD) as the DNA
damage parameters, apoptotic and necrotic cell frequencies as the viability of cells
(cytotoxicity) and as the proportion of dividing cells (cytostasis) were found to be
significantly lower than those in pre-treatment (p<0.05-p <0.001). But no significant
differences were found between plasma 8-OHdG levels of dyslipidemia patients pre-

and post-treatment (P>0.05).

As a result, our results was shown that the decreasing chromosomal DNA damage
parameters in dyslipidemic patients, lipid regulating effect of statin therapy, as well as a
curative effect on genome damage, cytotoxicity and cytostasis of lymphocytes of these

patients. Thus, our results may suggest that statin therapy has a role as a guardian of
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genome suggests in dyslipidemic patients. Our work is needed to support with larger

groups of patients.

Keywords : Cytome assay; Micronucleus; Oxidative DNA damage; Dyslipidemia;

Statin Therapy
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KISALTMALAR
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1. GIRIS VE AMAC

Dislipidemi, lipoproteinin asir1 iiretimi ya da eksikligini icine alan lipoprotein
metabolizmas1 bozuklugu veya hastaligidir. Bu tiir hastalarda total kolesterol (T-kol),
diisiik dansiteli lipoprotein-kolesterol (LDL-kol) ve trigliserid (TG) seviyelerinde artis
ya da yiiksek dansiteli lipoprotein-kolesterol (HDL-kol) seviyesinde azalis
gozlenmektedir (1). Dislipidemiler, primer (genetik) ve sekonder dislipidemiler seklinde
smiflandirilabilir.  Primer  dislipidemiler  genetik  Ozelliklere  bagli  olarak
olusur. Sekonder dislipidemiler ise ¢ogunlukla, hipotiroidi, insiilin direnci ve diabetes
mellitus, bobrek hastaliklari, alkol ve ilaglara bagh olarak olusur (2, 3). Dislipidemiler
degerlendirilirken sadece kandaki lipid fraksiyonlar1 ile degil beraberinde major
kardiovaskiiler hastaliklar (KVH) icin risk faktorleri ile beraber degerlendirilmelidir (3,
4).

Lipid metabolizma bozukluklar1 ile ilgili olarak Ulusal Kolesterol Egitim Programi
(National Cholesterol Education Program; NCEP) tarafindan yayinlanan,
giincellestirilmis yiiksek kan kolesterolii tedavi kilavuzu Adult Treatment Panel IV
(ATP IV) tarafindan yaymlanmis rehberler 1s18inda tedavi planlamalar1 yapilmaktadir
(4,5). Dislipidemi tedavisinde diyet ve yasam tarz1 degisiklikleri vazgecilmezdir, ancak
hedeflenen lipid degerlerine ulagsmada genellikle yetersiz kalirlar ve tedaviye
farmakolojik ajanlarin eklenmesi gerekir. Dislipidemi tedavisinde, birincil hedef LDL
kolesterolii diisiirmek oldugundan, statinler bu tedavinin en nemli ve en cok/en sik

kullanilan ila¢ grubudur (3, 4, 5).



Sitokinez-Blok sitom (Cytokinesis-Blocked cytome, CBMN cyt) yontemi ile kromozom
instabilitesi/genom hasari, hiicre ¢ogalmasi, hiicre oliimii tespit edilebilmektedir (6).
Kisaca CBMN cyt yontemi ile, kromozom/DNA hasar1 icin; MN’lu (kromozom
kiriklar1 ve/veya kromozom kayiplarin temsil eder), Niikleoplazmik kopriilii (NPB,
hatali DNA tamirleri ve/veya telomer ug¢ birlesmelerini gosterir) ve Niikleer budlu
(NBUD; gen amplifikasyonlarin1 gosterir) biniikleer hiicreler sayilmaktadir. Hiicre
cogalmasi i¢in de; mononiikleer, biniikleer ve multi niikleer hiicreler skorlanarak hiicre
cogalma oranlar1 (Niikleer boliinme indeksi; NBI) hesaplanmaktadir. Ayrica, hiicre
Olimii i¢in de; apopitotik ve nekrotik hiicreler skorlanarak hiicre canlilik orani

belirlenmektedir (6).

Statin ¢ok kullanilan bir ilag olmasindan dolay1 bircok etkileri ve yan etkileri halen
tartisilmaya devam etmektedir. Ancak, yapilan literatiir incelemesine gore, dislipidemi
hastalarinda statin tedavisi oncesi ve sonrasinda genom hasarini arastiran herhangi bir
caligmaya rastlanmamustir. Calismamizda, statin tedavisi verilen dislipidemi
hastalarinda statinin olas1 genotoksik ve sitotoksik etkileri periferik kan lenfositlerinde
CBMN cyt yontemi ile arastirilmistir. Tedavi oncesi ve sonrast CBMN cyt yontemi
parametreleri karsilastirilarak statin tedavisi ile genom hasar1 arasinda bir iligski olup

olmadig tespit edilmeye calisilmistir.

Calismanin sonunda bulunacak kromozomal/DNA hasar1 bulgularina gore, statin
tedavisinin genom hasar1 iizerindeki olas1 etkileri ile ilgili literatiire yeni bilgiler

kazandirmay1 amaglamaktayiz.



2.GENEL BIiLGILER
2.1. DISLIPIDEMI
Dislipidemi, kanda cesitli lipid parametrelerinin artmasi1 (total-kolesterol; T-kol,
trigliserid; TG, diisiik dansiteli lipoprotein-kolesterol; LDL-kol) veya azalmasi (yiiksek
dansiteli lipoprotein-kolesterol; HDL-kol) ile karakterize metabolik bir bozukluktur (1).
Dislipidemi hastalarinda, T-kol, LDL-kol ve TG degerleri genel populasyon degerlerine
gore 90 persantilin iistiinde; HDL-kol ise 10 persantilin altinda goriiliir (7).

2.2. DISLIPIDEMI YAYGINLIGI

2.2.1 Diinya'da Dislipidemi Yayginhgi

Kardiyovaskiiler hastalik (KVH) lar, gelismis ve gelismekte olan iilkelerde mortaliteye
katkida bulunur ve en biiyiik morbidite nedenidir 1. Dislipidemi, KVH ve ateroskleroz
gelisiminde en onemli risk faktoriinii olusturur (8, 9). Dislipideminin tedavi edilmesi,
KVH morbidite ve mortalite oranini azalttig1 bilinmektedir (10,11). Birlesik devletlerde,
Ulusal Saglik ve Beslenme Inceleme Taramasma (National Health and Nutrition
Examination Survey; NHANES) gore 2003-2006 yillar1 arasinda yetiskinlerin %
52.9’unun lipid anormalliklerine sahip olduklar1 gosterilmistir (12). Cin’de yetiskinlerde
dislipidemi yaygimligi, 2002’deki Cin Ulusal Saglik ve Beslenme Inceleme Taramasina
gore 18 yas ve lizerinde % 16.8°dir (13). Ancak, Asya’daki Kardiyovaskiiler hastaligin
Uluslararas1 kolloboratif c¢alismanm sonuclari, Cin’de 35-74 yaslar1 arasindaki

yetiskinlerde dislipidemi yayginligiin % 53.6 oldugunu gostermistir (14, 15).



2.2.2. Tiirkiye'de Dislipidemi Yayginhgi

Tiirkiye’nin 7 bolgesini kapsayan 4309 yetiskin kisi iizerinde yapilan dislipidemi
acisindan lipid seviyelerinin degerlendirildigi son calismada, calismaya katilanlarin
%43’niin yiliksek T-kol, %35.7’sinin yiiksek TG (kadinlar icin %33.5 ve erkekler i¢in
%38.3), %36.2°sinin yiikksek LDL-kol (kadinlar i¢in %37.2 ve erkekler icin %35.0) ve
9%41.5’nin diisik HDL-kol (kadinlar icin %46.2 ve erkekler i¢in %35.9) oldugu
gosterilmistir (16,17). Bu calismada, dislipidemi, Ulusal Kolesterol Egitim Programi
(National Cholesterol Education Program; NCEP) Adult Treatment Panel III (ATP III)
kriterlerine gore yiiksek T-kol >200 mg/dL, yiiksek TG >150 mg/dL, yiiksek LDL-kol
>130 mg/dL ve diisiik HDL-kol erkekler icin <40 mg/dL ve kadinlar i¢in < 50 mg/dL
olarak belirlenmistir (16, 17).

2.3. DISLIPIDEMIi SINIFLANDIRMASI

Dislipidemiler, primer (genetik) ve sekonder dislipidemiler seklinde smiflandirilabilir.
Primer dislipidemiler, lipoprotein metabolizmasindaki genetik bozukluklar sonucu
olusur. Sekonder dislipidemiler ise ¢ogunlukla, hipotiroidi, insiilin direnci ve diabetes
mellitus (DM), bobrek hastaliklari, alkol ve bir¢ok ilaglara bagh olarak olusur (2,17).
Primer ve sekonder dislipidemi aymriminin yapilmasi, altta yatan nedenin tedavi edilerek
hastaya verilecek antilipidemik tedavilerin diizenlenmesi, bu tedavilerin kullanim
siirelerinin ve sekonder dislipidemilerde altta yatan hastaliklarin tedavilerinin
degerlendirilmesi acisindan onemlidir. Primer (ailevi) dislipidemilerdeki metabolik
bozukluklar gecici nedenlere bagli olmadigindan bu hastalarda antilipidemik tedavi
planinin (hayat tarzi degisiklikleri ile birlikte medikal tedaviler, risk faktorlerinin
Onlenmesi) Omiir boyu siirmesi ve bu hastalarda aile taramalarinin da yapilarak 6zellikle
kardiyovaskiiler mortalite ve morbiditenin 6nlenmesi 6nem tasimaktadir. Dislipidemi ile
gelen bir hastanin tibbi Oykiisiiniin, soygecmisinin sorgulanmasi ve fizik muayenede
ailevi dislipidemilerde goriilen bulgular a¢isindan dikkat edilmesi bu nedenle gereklidir
(17). Boylece, dislipidemiler degerlendirilirken sadece kandaki lipid degerleri ile degil
beraberinde major kardiovaskiiler hastaliklar (KVH) ic¢in risk faktorleri ile beraber
degerlendirilmelidir (3, 4).

Lipid metabolizma bozukluklar: ile ilgili olarak genellikle Ulusal Kolesterol Egitim
Programi (National Cholesterol Education Program; NCEP) tarafindan yayinlanan,

giincellestirilmis yiiksek kan kolesterolii tedavi kilavuzu Adult Treatment Panel IV



(ATP 1V) tarafindan yaynlanmis rehberler 1s181inda lipid ve lipoprotein diizeylerinin
smiflandirilmas: ve tedavi planlamalar1 yapilmaktadir (3, 18). Lipid ve lipoprotein

diizeylerinin siniflandirilmasi Tablo 2.1.’de gosterilmistir (17, 19, 20).

Tablo 2.1. NCEP ATP IV kilavuzuna gore lipid diizeylerinin smiflandirilmasi
(17,19,21).

Lipoprotein Diizey (mg/dL) Siniflandirma
LDL kolestrol <100 Optimal
100-129 Istenen
130-159 Stirda yiiksek
160-189 Yiiksek
> 190 Cok yiiksek
Total kolestrol <200 Istenen
200-239 Siirda yliksek
> 240 Yiiksek
Trigliserid <150 Istenen
150-199 Smirda yiiksek
200-499 Yiiksek
> 500 Cok yiiksek
HDL kolestrol Erkek < 40
Kadm < 50 Diisiik
> 60 Yiiksek
2.3.1 Lipoproteinler

Lipidler, sulu c¢ozeltilerde c¢oziinemedikleri i¢cin dokularda membran lipidleri
(fosfolipidler ve kolesterol) ve depo lipidleri (trigliseridler) seklinde, plazmada ise
lipoproteinler denilen suda ¢oziinebilen makromolekiil kompleksleri seklinde tagimirlar.

Lipoproteinler, TG ve kolesterol esterleri (KE) gibi hidrofobik lipidleri kapsayan bir



cekirdek ile protein, fosfolipid ve serbest kolesterollerden meydana gelen tek katl bir

yiizey tabakasindan olusan kiiresel yapilardir (22-26).

Lipoproteinler, dansitelerine ve elektroforetik hareketliliklerine gore siiflandirilabilir.
En sik kullanilan siniflama dansitelerine gore yapilan smiflamadir. Bu siniflamada,
lipoproteinler 6 gruba ayrilirlar: silomikronlar, ¢ok diisiikk dansiteli lipoproteinler
(VLDL), orta dansiteli lipoproteinler (IDL), LDL’ler, HDL’ler ve lipoprotein a (Lpa)
(21). Lipoproteinler; elektroforezdeki hareketlerine gore ise, silomikronlar, VLDL
(prep-lipoprotein), LDL (B-lipoprotein) ve HDL (a-lipoprotein) olmak iizere 4 gruba
ayrilmaktadir (21).

2.3.2. Silomikron

Diyetteki yaglar absorbe edildikleri ince barsak enterosit hiicrelerinde, apoprotein (Apo)
B48 varliginda silomikronlara doniisiirler. Biiyiikliikleri 90-1000 nm arasinda degisen
silomikronlar once lenf yolu ile tasmirlar. Ductus torasikustan kan dolasimina gectikten
sonra, yapisina apoE ve apoC katilir. Lipoprotein lipaz (LPL) etkisi ile silomikrondaki
TG'ler hidroliz edilirler. Boylece silomikronlarm biiyiikliigii azalir ve kolesterol igerigi
artmis kalint1 partikiilleri ortaya c¢ikar (sekil 2.1). Silomikronlarin baslica
apolipoproteinleri arasinda Apo-Al, Apo-All, Apo B-48, Apo C-II, Apo C-III ve Apo E
bulunmaktadir. Plazmada krema tabakasi goriiniimiinde olan bu lipoproteinlerin lipid
icerigi % 88 TG, % 4 kolesterol ve % 8 ise fosfolipiddir. Organizmada kandaki en
yiiksek silomikron diizeyine, yagh bir yemekten 3-6 saat sonra ulasilir. Bu diizey daha
sonra giderek azalir ve 12 saatlik aghik sonrasinda kanda silomikrona rastlanmaz.

Silomikronlarin klirensi olduk¢a hizli oldugu icin yar1 6miirleri bir saatten azdir (21).

2.3.3. VLDL-Kkolesterol

VLDL-kol smifi, yap1 olarak silomikronlara benzese de TG igeriginin daha diisiik
olmast, kolesterol, fosfolipid ve protein miktarlarinin da daha yiiksek olmasiyla farklilik
gosterir. Silomikrondan daha kiiciik olan VLDL molekiiliiniin apoliporoteinleri arasinda
Apo B-100, Apo C-I, Apo C-II, Apo C-IIT ve Apo E bulunmaktadir. Lipid igerigi % 56
TG, % 23 kolesterol ve % 20 fosfolipiddir (21).

Bagslica gorevi endojen TG’i tasimak (23) olan VLDL, karacigerde sentez edilir. Safra
kaynakli yag asitleri ve endojen kolesterolun geri emiliminde rol alan bazi VLDL

molekiilleri ise ince barsakta yapilmaktadir. Asir1 karbonhidrat alimmna bagl olarak



endojen yag asitlerinin hepatik sentez hizinin arttig1 veya yiliksek yagl diyetle
beslenme, aclik ve diyabet gibi karacigere serbest yag asitlerinin akisinin fazla oldugu
durumlarda VLDL sentezinde artig goriilmektedir. VLDL’nin yar1 omrii 2-4 saat
kadardir (21).
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Sekil 2.1. Lipid metabolizmas1 (22).

2.3.4. LDL-Kkolesterol

VLDL, ekstrahepatik dokularda sirasiyla IDL ve LDL’ye doniiserek katabolize edilir.
Bu katabolizma sirasinda hidrolizlenme sonucu olusan ve kolesterol tasiyici temel
lipoprotein olan LDL, kolesterolii ve fosfolipidleri periferik hiicrelere tasir. Plazmadaki
kolesteroliin yaklasik % 70’1 LDL tarafindan tasinmaktadir, bu sebeple LDL “aterojenik
lipoprotein” olarak da bilinir (24). Lipid igerigi % 13 TG, % 58 kolesterol ve % 28
fosfolipid seklindedir (21). Her LDL partikiiliine eslik eden Apo B-100 molekiilii,
dolagimdaki metabolik islemlerle VLDL partikiiliinden LDL’ye aktarilir.

Lipoprotein metabolizmasinda bozukluga yol acan genetik hastaliklar aterogenezde
onemli rol oynar. LDL partikiilleri biiyiikliik ve yogunluk bakimimdan iki ayr1 fenotipik
ozellik gosterir. Kiiciik yogun LDL partikiilleri, oksidasyona artmis yatkinlik, LDL



reseptOriine azalmis afinite, artmis VLDL kalint1 diizeyleri ve diisiik HDL kolesterol ile
iliskili olduklarindan koroner arter hastaliklari i¢in bir risk faktorii olarak ortaya
cikarlar. Aterojenitenin artmasinda kiiciik yogun LDL partikiiliiniin subintimal alana
girme yeteneginin yiiksek olmasi ve daha fazla okside olmasi sorumlu tutulmaktadir

(21).
2.3.5. Total-kolesterol

Kolesterol, sekiz karbonlu yan zincirine sahip dort halkali bir hidrokarbondur. Dokular
ve plazma lipoproteinlerinde hem serbest sterol olarak, hem de uzun zincirli yag
asitlerinden biri ile esterlesmis olarak bulunur. Serbest kolestrol, biitiin hiicre
membranlarinin bir kompanenti oldugu gibi, bir cok dokuda da baglica bu sekilde
bulunur. Ancak, adrenal korteks, plazma ve atheromatdz plaklarda daha ziyade
esterlesmis formda bulunur. Ayrica, intestinal lenfoid sistem ve karacigerdeki
kolestroliin énemli bir bolimii esterlesmistir. Bir cok dokunun kolesterol sentezleme
yetenegi olmakla birlikte, normalde viicutta yeni sentezlenmis kolesteroliin hepsi
karaciger ve ince barsagin distal kesiminde olusur. Insanlar dahil memelilerin bir
cogunda  karaciger, toplam  kolesterol sentezinin  yaklasik = %10-20’sini

gerceklestirmektedir (25).
2.3.6. Trigliserid

TG veya tri acilgliserol, gliseroliin yag asidi esteridir ve genellikle iki veya ii¢ degisik
yag asidi igerir. TG sentezi, karaciger ve yag dokusunda gliserol fosfat yolu ile meydana
gelirken, ince bagirsakta ise yag absorbsiyonu sirasinda monogliserid yolu ile meydana

gelmektedir (26).

Diyet TG’leri, absorbe edildikten sonra silomikron seklinde intestinal lenf kanalciklar1
ve daha sonra da torasik kanal yolu ile sistemik dolasima girer. Normalde, trigliseridin
%90'mdan fazlas1 absorbe edilir ki bu da, bir giinde yaklasik 80-170 mmol (70-150gr)
eksojen trigliseridin dolasima girmesi demektir. Endojen yag asitlerinden tiireyen
trigliseridler, ince bagirsaktan kdken alirsa da asil sentez yeri karacigerdir ve buradan
kana VLDL-kol olarak salgilanir. Silomikronlar ve VLDL-kol'deki trigliseridin yag
asidi icerigi, diyet trigliseridinin yag asidi kompozisyonundan etkilenir. Diyetteki
linoleik asit iceriginin yetersiz oldugu durumlarda, Ozellikle malabsorbsiyonlu

hastalarda, esansiyel yag asidi defekti olusur (27).



2.3.7. HDL-kolesterol

HDL’nin temel fonksiyonu, kolesterolii periferik hiicrelerden karacigere tasimaktir.
Biiyiik molekiiler yapili, yiiksek molekiil agirlikli ve diisik yogunlukta olan f-
lipoproteinlerin lipid iceriklerinin fazla, protein iceriklerinin diisiik olmasina ragmen,
kiigiik molekiillii, diisitk molekiil agirlikli ve yiiksek yogunlukta olan a-lipoproteinlerin
kolesterol icerikleri diisiik, protein miktarlar1 ise yiiksektir. Lipid icerigi %15 TG, % 38
kolesterol ve % 4 fosfolipid seklindedir (21).

2.4. DISLIiPIDEMi PATOGENEZI (DIiSLIPIDEMI ILE iLiSKiLI KRONIK
HASTALIKLAR)

Dislipidemilerin ¢ogu etyolojide cok faktorlidiir ve diyet, aktivite, sigara, alkol
kullanomi ve obezite ve DM gibi komorbid durumlar ile birlikte genetik etkilerin
sonucuyla kendisini gostermektedir. Ailesel hiperkolesterolemi ve ailesel kombine
hiperlipidemi prematiir kardiyovaskiiler hastaliklara ©nemli Olciide katkis1 olan
bozukluklardir. Ailesel hiperkolesterolemi dogumdan itibaren yiiksek lipid seviyeleri ve

tedavi edilmediginde erken kardiyovaskiiler hastalik artis1 ile beraberdir (28, 29).

Tip 2 DM sadece karbonhidrat metabolizmas1 bozuklugu olmayip ayni zamanda bir
lipid ve protein metabolizmas1 bozuklugudur. Diyabette TG yiiksekligi, HDL-kol
diisiikliigii ve kiiciik yogun LDL-kol orani artis1 ile karakterize bir dislipidemi goriiliir.
DM’li bireylerde koroner arter hastalii riskinin artmasi kismen diabetes mellitusta
goriilen lipoprotein anormallikleriyle agiklanmaktadir (30). Tip 2 DM’li hastalarda
dislipidemi ¢ok yaygin olarak goriilmektedir. Dislipidemi tan1 aninda veya prediyabetik
donemde dahi var olan bir durumdur. Ayrica rutin kan sekeri diisiiriilmesine yonelik
tedaviye ragmen varligini siirdiirmektedir. Diyabetik hastalarin yaklasik %70- 97’sinde
bir veya daha fazla lipid bozuklugu bildirilmistir (30). Diyabette, TG yiiksekligi, HDL-
kol diisiikligii ve kiiciik yogun LDL-kol yogunlugu oraninda artigla karakterize,

birbirleriyle iligkili bir lipid ve lipoprotein metabolizmasi1 bozuklugu goriiliir (30).

Yapilan ¢aligmalar dislipidemisi olan tiim bireylerde uygun tedavi ile kardiyak oliim,
nonfatal miyokard infarktiisii, inme, revaskiilarizasyon islemleri ve periferik arter
hastalig1 riskinin %?25-80 oraninda azaltilabilecegini géstermektedir (19, 31). Kolesterol
diizeyi ile koroner arter hastaligi (KAH) mortalitesi arasinda lineer bir iliski s0z

konusudur. T-kol’de her 20 mg/dL artis, KAH mortalitesinde %12’lik bir artisa sebep
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olmaktadir. Ayrica Framingham Kalp Calismast total kolesteroldeki her %1
yilkselmenin KAH riskinde yaklasik %?2 artisa sebep oldugunu gostermistir. Klinik
caligmalarda, LDL diizeyinin diisiiriilmesi ile kardiyovaskiiler mortalite ve morbiditenin
azaldig1 tespit edilmistir (32). Ancak erigkin hastalarin sadece %?20’sinin ulusal
kilavuzlara gore tedavisi yapilabilmektedir (31). Tedavi kilavuzlarinda lipid
diizeylerinin hangi seviyede olmas1 gerektigi ve ne sekilde tedavi edilebilecegi agikca
vurgulanmaktadir. Ancak bu hedef degerlere ne kadar ulastigimiz konusu yeteri kadar
acik ve net degildir. Ekonomik imkanlar1 ¢ok iyi olan iilkelerde bile dislipidemisi olan
bireylerin %70- 80’i NCEP-ATP III’ de bildirilen hedeflere ulasamamaktadir (19).
NCEP-ATP III kilavuzu diyabeti koroner kalp hastaligi risk esdegeri olarak kabul
etmektedir (19).

Obezite ile dislipidemi iligkisi bircok calismada gosterilmistir. Hiperinsiilinemi ve
abdominal obezite subkiitan yag dokusundan gelen serbest yag asitlerinin artmasina
bagl olarak karacigerde VLDL sentezini ve salinimini artirmaktadir. Bunun sonucunda

TG ve LDL diizeyi artarken HDL diizeyi azalmaktadir (33, 34, 35).
2.5. DISLIPIDEMI TEDAVISi

Dislipidemik hastada risk degerlendirmesi ve LDL-kol yiiksekligine yaklasimda; 1.
Adim, dislipidemik hastada ilk olarak lipoprotein diizeylerine gore risk
degerlendirilmesi yapilir. Dislipidemi tanisi icin standart olarak Ol¢ctimii 6nerilen dort
parametre bulunmaktadir; T-kol, TG, LDL-kol ve HDL-kol. T-kol diizeyleri
kardiyovaskiiler riskin hesaplanmasinda kullanilmaktadir. Bu lipid parametrelerinin
normal olarak kabul edilen diizeyleri Tablo 2.1°de verilmistir. 2. Adimda, lipoprotein
diizeyleri belirlendikten sonra KAH ve esdegeri hastalik aranmalidir. KAH ve esdegeri
hastalik varh@inda hasta cok yiiksek risk grubunda olacagindan risk skoru
hesaplanmasina gerek yoktur. Bu hastalara sekonder koruma amaglh tedavi plani
yapilmalidir. KAH ve esdegeri hastalik yok ise hastanin toplam kardiyovaskiiler riski
degerlendirilmelidir. 3. Adim; Toplam kardiyovaskiiler riskin degerlendirilmesidir. Risk
degerlendirmesi amaciyla farkli risk hesaplayicilar1 bulunmaktadir. Ancak, bu
hesaplayicilardan hi¢ biri Tiirk erigkin toplumu i¢in belirlenmemistir. Avrupa
Kardiyoloji Dernegi tarafinca gelistirilen Systematic Coronary Risk Evaluation
(SCORE) hesaplama sistemi ile yas, cinsiyet, sigara kullanimi, sistolik kan basinci ve

TK gibi risk faktorlerine gore kardiyovaskiiler hastalik riski yiiksek popiilasyonlarda 10
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yullik 6liimciil aterosklerotik kardiyovaskiiler hastalik (ASKVH) riski hesaplanmakta
olup daha net ve belirleyici oldugunu sdylemek miimkiindiir. Bu nedenle Tiirk toplumu
icin uyarlanmig-kabul edilebilir bir sistem kullamima girene kadar toplam
kardiyovaskiiler risk degerlendirmesinde SCORE sisteminin kullanimi Onerilmektedir.
Hesaplanan 10 yillik kardiyovaskiiler 6liim riski %1’den diisiikse risk diisiik, %1-5
arasinda orta, %5’den yiiksek olanlarda yiiksek ve %10’dan fazla ise ¢ok yiiksek kabul
edilir (Tablo 2.2). SCORE hesaplayicisinda sadece yas, cinsiyet, sigara i¢imi, T-kol ve
sistolik kan basincit parametreleri kullanildigindan hastada diger risk faktorleri
varliginda (Diisiik HDL-kol veya yiiksek TG diizeyleri, obezler, sedanter yasam siirenler
vb.) riskin hesap edilenden daha yiiksek olacagin1i unutmamak gerekir. 4. Adim, ilac
tedavisine karar verilmesidir. Dislipidemi olgularinda tedavi karar1 verirken lipid
diizeylerinin ne kadar yiiksek oldugu ve hastanin toplam kardiyovaskuler riskinin ne
kadar fazla oldugu onemlidir. Bu nedenle hastanin LDL-kol diizeyleri tespit edildikten
sonra Tablo 2.2°’de yer alan risk kategorilerinden hangisinde yer aldig1 tespit edilir.
Tedavi karar1 verirken ve tedavi hedeflerini belirlerken ilk olarak dikkate alinacak LDL-
kol’diir. Kanitlanmis ASKVH varliginda, diyabetik bireylerde ve TG diizeyi 200-500
mg/dL araliginda olan bireylerde ise Non-HDL-kol tedavi hedefi olarak alinabilir. (Non-
HDL-kol: LDL-kol + 30 mg/dL). TG diizeyleri ¢ok yiiksek ise (> 500 mg/dL) oncelikle
TG diisiiriicii tedaviler olmalidir. LDL-kol yiiksekliginde statin tedavisi baslanmalidir

17).

Ozetle, dislipidemi tedavisinde KAH riskini etkileyen ve LDL kolesterolii diisiiren
diyet, fazla kilolarin verilmesi, egzersiz ve sigaranin kesilmesi gibi tedavi edici yasam
tarz1 degisiklikleri biitiin hastalara Onerilmektedir. Ancak bu cogunlukla yetersiz
kalmakta, KAH riskine gore dislipidemisi olanlarda belirli LDL-kol diizeyleri hedef
almarak c¢ogunlukla 3-hidroksi-3-metil-glutaril koenzim A rediiktaz (HMG-CoA

rediiktaz) inhibitorleri, yani statinler kullanilmaktadir (17).
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Tablo 2.2. SCORE Risk tablosunda toplam kardiyovaskiiler risk kategorileri (17).

Total risk (10 yilhk Oliimciil ASKVH riski, %)

Diisiik < %1

Orta %1 ile < %5

Yiiksek %5 ile < %10 veya asagidakilerden herhangi birinin varligi

Tek bir ASKVH riskin ¢ok yiiksek olmasi (6r: Familyal dislipidemi
veya siddetli HT)

Komplikasyon gelismemis Tip1 veya Tip 2 DM

Orta diizeyde KBH (GFR 30-59 ml/dk/1.73 m2)

Cok yiiksek > = %10 veya asagidakilerden herhangi birinin varligi
Kanitlanmis ASKVH

Komplikasyon gelismis Tiplveya Tip 2 DM

Siddetli KBH (GFR < 30/dk/1.73 m2)

2.5.1 StatinTedavisi

Statinler (HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri), LDL-kol disinda HDL-kol diisiikliigii, TG
yiiksekligi, apo-B yiiksekligi ve LDL-kol partikiilleri {izerinde de etkili olmaktadur.
Boylelikle bunlardan kaynaklanan aterojenik dislipideminin de en Onemli tedavi

yontemini olusturmaktadir.

Statinlerin lipid diisiirticii etkileri, 1976 yilinda Endo ve ark. (36) tarafindan
kesfedilmistir. 1980’lerin sonlarinda klinik uygulamaya gecmistir. Ilk jenerasyon
statinlerden simvastatin, pravastatin ve fluvastatin ile yapilan calismalarda bu ilaclarin
hepsinin giivenli ve etkin oldugu gosterilmistir. Diinyada en ¢ok recete edilen statin olan
atorvastatin 1997 yilinda iretilmistir. Bircok calismada pravastatinin lovastatin ve
simvastatin ile gozlenen sonuglar gibi, giivenli ve etkin oldugu gosterildi. Yeni bir statin
olan rosuvastatin 2003 yilinda kullanilmaya basland1 (37,38). Rosuvastatinin diger

statinlere gore LDL-kol, TG ve non-HDL kolesterol diizeylerinde daha fazla diisiis,
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HDL-kol diizeylerinde ise daha fazla artig yaptigi saptanmistir (38). Statinlerin serum
lipidleri iizerinde olan etkileri Tablo 2.3’te gosterilmistir (4, 39).

Tablo 2.3. Statinlerin FDA onayli dozlarinda serum lipidleri iizerindeki etkileri (4).

Statin LDL kolesterol HDL kolesterol Total kolesterol Trigliserid
Yiizde v Yiizde Yiizde V Yiizde
Atorvastatin 26-60 5-13 25-45 17-53
Fluvastatin 22-36 3-11 16-27 12-25
Fluvastatin XL 33-35 7-11 15-32 15-25
Lovastatin 21-42 2-10 16-34 6-27
Lovastatin XL 24-41 9-13 18-29 10-25
Pravastatin 22-34 2-12 16-25 15-24
Rosuvastatin 45-63 8-14 33-46 10-36
Simvastatin 26-47 8-16 15-36 12-34

Kolesterol sentezinin biiyiik bir kism1 gece oldugu i¢in kisa yar1 omrii olan statinler
ozellikle gece yatmadan Once alinmasi tavsiye edilir. Boylece, statinler gece
verildiklerinde daha fazla kolesterol diisiisii saglanmig olur. Karacigerden ilk geciste
temizlenmeleri genellikle yiiksek olup, yarilanma Omiirleri genelde kisadir;
atorvastatinin yarilanma omrii uzun oldugu i¢in sabah verildiginde ayni1 derecede etki
gosterebilir. Statinler genellikle iyi tolere edilirler, klinik acidan en 6nemli yan etkileri
hepatotoksisite, rabdomiyoliz ve ila¢ etkilesimleridir. Biiyiik statin caligmalar1 giderek
artan sayida olguyu ve yiiksek dozlar1 icermelerinin yaninda, bizlere statin kullanimi
emniyeti bakimindan yeterli giivenceyi vermektedir (39, 40). Statinler elde edilislerine
gore dogal ve sentetik olarak ikiye ayrilirlar:

1. Dogal statinler: Mevastatin, lovastatin, pravastatin.
2. Sentetik statinler: Fluvastatin, atorvastatin, rosuvastatin.
Statinler metabolizmalarma gore hidrofilik ve lipofilik olarak ikiye ayrilirlar:
1. Hidrofilik statinler: Pravastatin, rosuvastatin.
2. Lipofilik statinler: Lovastatin, simvastatin, pravastatin, atorvastatin.

Lipofilik statinler doku ve karacigere 0zgiidiir ve viicuttan atilabilmek i¢in karacigerde

metabolize olup hidrofilik sekle doniisiirler. On-ila¢c seklinde hiicre duvarindan
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perfiizyonla gecerler. Hidrofilik statinler ise hiicre duvarini sodyumdan bagimsiz safra
asidi transporteri yardimiyla gegebilirler. Doku selektiviteleri diisiiktiir (41). Statinler
ayni zamanda aterom progresyonunu Onlemede ve regresyon saglamada da etkili ilac
grubu olarak kabul edilmektedirler. Mortalitedeki azalma, ortalama kolesterol

seviyesinde ki diisiisle orantili bulunmustur (42).

TSH: Hipotiroid hastalarda hipotiroidiye sekonder hiperlipidemi siktir, ayrica
hipotiroidi myopati riskini artirir.

Transaminazlar: ALT ve AST diizeylerinin bakilmasi takipte karsilastirmay1 saglar.
Kreatinin: Hastanin statin 6ncesinde bobrek fonksiyonlarinda bozukluk varsa kreatinin
klerensi de istenmeli, <30 mL/dakika degerlerinde doz ayarlanmalidir.

Kas yakmmalar1 olmayan bir hastada tedavi Oncesinde kreatin kinaz enzimi
bakilmasinin yarar1 yoktur, 6nerilmez.

6. Tedavi baslandiktan sonra statin yan etkileri ve ilacin etkinliginin kontrolii

7. LDL-kol hedefine wulasildiktan sonra idame tedavisi acisindan hastanin

degerlendirilmesi (17).
2.6. DNA HASARI

Genetik bilgiyi tasiyarak, nesilden nesile aktarilmasini saglayan DNA kolay zarar
gorebilen bir molekiildiir ve iizerinde cesitli faktorlere bagh olarak siirekli olarak hasar
olusmaktadir. Olusan hasar DNA onarim sistemleri tarafindan tamir edilmekle birlikte,
hasarin ¢ok fazla oldugu veya tamir sistemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda DNA
izerinde olusan hasar, hiicre 6liimiine kadar varan etkilere neden olur. DNA hasarinin
yaslanma, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, immun sistem hastaliklari, dejeneratif
hastaliklar gibi doku fonksiyonlarinin bozulmasi ile ortaya c¢ikan hastaliklarin

etyolojisinde 6nemli rol oynadigi ileri siiriilmektedir (43, 44).

Genomik DNA’nin biitiinliigli, farkli DNA hasarlarina neden olan ultraviyole, X-
1sinlari, kimyasal bilesikler gibi ¢cevresel ajanlar ile de siirekli tehdit altindadir. Hiicresel
metabolizmanin yan iiriinii olarak iiretilen serbest radikaller gibi endojen ajanlar da
DNA hasarina neden olmaktadir (45). Hiicre tiim bu DNA hasarlarina farkli metabolik
yollarla cevap verir. Agir DNA hasarlar1 hiicrenin apopitoz yolunu aktive ederek
hiicreyi Oliime gotiiriir. Hiicre, DNA hasarlarin1 DNA tamir mekanizmalar: ile tamir

edebilir. DNA hasar1 replikasyon sirasinda tamir edilemezse mutasyona ve sonug olarak
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genomik kararsizliga neden olur. DNA’da bir¢cok 0zgiin degisimi i¢ine alan genomik

kararsizlik, hem kanserin hem de yaslanmanin 6nemli bir belirtisidir (46).

Canlilarin DNA’larinda meydana gelen hasarlar; Ames testi, in vivo memeli fare kemik
iligi kromozom aberasyon testi, in vivo memeli eritrosit mikronukleus (MN) testi, in
vitro memeli hiicre gen mutasyon testi, bakteri kullanarak yapilan geri mutasyon testleri
ile belirlenmektedir. Kromozom aberasyon (KA: CA) testi, kardes kromatid degisimleri
(Sister Chromatid Exchange; KKD) testi ve MN testi, memeli hiicrelerindeki DNA’da
meydana gelen hasarin ve genotoksik etkilerin sitogenetik agidan arastirilmasinda in

vivo ve in vitro olarak kullanilabilen genotoksisite yontemleridir (47, 48).
2.7. SITOKINEZ BLOKE MiKRONUKLEUS (CBMN) YONTEMi

MN olusumu ilk olarak William Henry Howell ve Justin Marie Jolly tarafindan
eritrositlerde tanimlanmistir. Bu nedenle Howell-Jolly cisimcigi adi1 da verilmektedir
(49). MN testi 1950’lerde bitki hiicrelerinde kromozom hasarmin 6lciilmesinde,
1970’lerde hayvan hiicrelerinde ve daha sonra Heddle ve arkadaslar1 tarafindan kiiltiire
edilmis insan lenfositlerinde kimyasal karsinojenleri belirlemeye yonelik bir test olarak
kullanilmaya baglanmistir. Fenech ve arkadaslar1 tarafindan da bu yontemin

lenfositlerde ve diger hiicrelerde kullanilmasi gelistirilmistir (47, 50).

MN, hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan, esas ¢ekirdege dahil olmayan,
tam kromozom veya asentrik kromozom parcalarindan koken alan olusumlardir. MN
sayisindaki artis, cesitli ajanlarin hiicrelerde olusturdugu sayisal ve yapisal kromozom
diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak kabul edilmektedir. Anoploidiyi uyaran
ajanlar, sentromer boliinme hatalarma ve ig iplik¢iklerinde fonksiyon bozukluklarina
yol acarak; klastojenler ise kromozom kiriklar1 olusturarak MN olusumuna katkida
bulunmaktadirlar (51, 52). Giiniimiizde, hizli endiistrilesmeye bagl olarak cevresel
kirliligin giderek artmasiyla, canlilar daha fazla fiziksel ve kimyasal ajana maruz
kalmakta dolayisiyla gii¢lii toksik, mutajenik, karsinojenik ve teratojenik faktorlerin
olumsuz etkilerini tespit etme ve Onlemler alma ihtiyact kaginilmaz olmaktadir. Bu
nedenle MN testi, sitogenetik harabiyetin tespitinde, kromozom analizine gore daha
kolay uygulanabilmesi, daha fazla sayida hiicre sayilmasi ve istatistiksel yonden daha
anlamli sonuclar elde edilmesi avantajlar1 ile yaygm kullanim alani bulan bir teknik

olmustur (53-54).
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Son yillarda yapilan HUMN databaz analizi gibi calismalar sonucunda, MN yontemi,
dogrulugu ac¢isindan, genom hasari gibi patolojik durumlarin arastirilmasinda giivenilir
bir yontem olmas1 yoniiyle, periferal kan lenfositlerinde MN frekansinin kanser riskinin

belirlenmesinde bir biyomarkir olarak kullanilabilecegi kabul edilmistir (55, 56).

Sitokinez blok mikroniikleus (CBMN) yontemi, sitokalazin-B’nin (cytochalasin-B; cyt-
B) hiicre boliinmesini sitokinez evresinde durdurmasi oOzelligi temel alinarak
tanimlanmustir (57-58). Cyt-B, orijinal olarak Helminthosporium dematioideum isimli
mantardan elde edilen bir mikotoksindir. Cyt-B hiicre boliinmesini sitokinez evresinde
aktin filamentlerini etkileyerek durdurur ve sitokinezi bloke edilmis bi-niikleer (BN)
hiicreler elde edilir. Bu etkisini de aktin filamentlerin ucuna baglanarak, aktinin

polimerize olmasini 6nleyerek gerceklestirir (59, 60).

CBMN yontemi, kromozomal hasarin, genomik karasizligin ve kanser riskinin bir
belirteci olarak kullanilan genotoksisite yontemidir. CBMN yontemi son yillarda,
Fenech tarafindan CBMN sitom (CBMN cyt) yontemi olarak gelistirilmistir (50, 61).
Bu yontemle de es zamanli olarak; kromozom instabilitesi/genom hasari, hiicre

cogalmasi ve hiicre oliimii tespit edilebilmektedir. Kisaca;

® DNA hasart icin; kromozom kiriklar1 ve/veya kromozom kayiplarin1 (anoploidi)
gosteren MN’lar; gen amplifikasyonlarii gosteren niikleer tomurcuk (nuclear buds;
NBUD)’lar; hatali DNA tamirlerini ve/veya telomer ug¢ birlesmelerinin sonucu
olusan disentrik kromozomlar1 gosteren niikleoplazmik koprii (nucleoplasmic

bridges; NPB)’ler degerlendirilir.

® Hiicre cogalmasi i¢in; mono-niikleer, bi-niikleer, multi-niikleer hiicreler skorlanarak,

hiicre cogalma oranlar1 hesaplanir.

®  Hiicre oliimii i¢cin; apopitotik ve nekrotik hiicreler skorlanir (Sekil 2.2.) (50, 61).
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Sekil 2.2. Cesitli sitotoksik ve genotoksik ajanlara maruz kaldiktan sonra, kiiltiire
edilmis sitokinez-bloke hiicrelerin olas1 kaderi (MN:mikronukleus; NPB:niikleoplazmik

koprii, NBUD:niikleer bud) (50).

2.8. CBMN CYT YONTEMI iLE HUCRELERI TANIMLAMA KRIiTERLERI

Sitokinezi bloke edilmis BN hiicrelerde, MN, NPB ve NBUD frekanslarini
degerlendirebilmek icin, BN hiicreler asagidaki kriterleri icermek zorundadir(50, 61):

e Hiicreler iki cekirdekli olmalidir.

e BN hiicredeki iki cekirdegin boyutu yaklasik olarak ayni olmali ve yogun

boyanmalidir.

e BN hiicredeki iki cekirdek, niikleoplazmik bir koprii ile baglanabilir. Bu

niikleoplazmik koprii, ¢cekirdek ¢apinin % ‘linden biiyiik olmamalidir.

e BN hiicredeki iki ¢ekirdek birbirine temas edebilir, ancak ideal olarak birbirinin
lizerine ¢tkmamig olmalidir. Iki ¢cekirdegi iist iiste ¢ikmis olan bir hiicre eger her

bir ¢ekirdegin cekirdek sinirlari ayirt edilebiliyorsa sayilmalidir.

e BN hiicrenin sitoplazmik smir1 ya da zar yapisi bozulmamis olmali ve komsu

hiicrelerin sitoplazmik smirindan acik¢a ayirt edilebilmelidir.



2.8.1. DNA hasan ( MN, NPB ve NBUD) icin degerlendirme kriterleri;

MN sayma Kriterleri

MN’lar morfolojik olarak cekirdek ile ayni ancak cekirdekten daha kiiciiktiir. MN
ozellikleri asagida belirtilmistir (Sekil 2.3.) (50, 61) :

a) Insan lenfositlerindeki MN’larin capi, genellikle ana cekirdegin ortalama capinin

1/16 ve 1/3’ii arasinda degisebilir.

b) MN’lar kirilgan olmamalidir ve boylece boyanan partikiiller gibi artefaktlardan

kolayca ayirt edilebilir olmalidir.
¢) MN’lar ana cekirdekle birlesmis veya baglantili olmamalidir.

d) MN’lar ana cekirdege temas edilebilir ancak {istiine binmis olmamalidir ve

mikroniikleer sinir ¢cekirdek siirindan ayirt edilebilir olmalidir.

e) MN’lar genellikle ana cekirdekle ayni1 yogunlukta boyanmalidir, ana ¢ekirdek
bazen daha yogun (koyu) boyanabilir.

f) Hiicrelerin 6 tane MN’dan daha fazlasini icermemesi gerekir.

TPee

(@) (b) (c) (d)

Sekil 2.3. BN hiicre i¢cindeki MN’nin morfolojik goriintiisii.

(a) MN’larin cap1 ana c¢ekirdegin ortalama capinin 1/16 ve
1/3’tiarasinda degisebilir;

(b) Ust iiste binmemis, BN hiicreye temas eden MN’ler;

(c) Iki MN iceren birbirine NPB ile bagl BN hiicre;

(d) Farkli boyutlarda altt MN iceren BN hiicre (61).

NPB sayma Kkriterleri
NPB’ler, BN hiicrenin i¢inde ¢ekirdek ile baglantili ve DNA iceren bir yapidir.

NPB’ler, yanlis tamir edilmis DNA kiriklarinin veya telomer ug¢ birlesmelerinin

18



19

sonucu olusan disentrik kromozomlardan orijin alir. Bu sentromerler anafaz boyunca

kars1 kutuplara ¢ekilir. NPB’ ler asagidaki 6zellikleri icerir (Sekil 2.4.) (50, 61) :

a) NPB’lerin genisligi cok onemlidir ancak hiicredeki ¢ekirdegin boyutunun Y4’ iinii

gecemez.

b) NPB’ler ayn1 zamanda ana cekirdek ile ayn1 boyanma 6zelliklerine sahiptir.
¢) Nadiren bir BN hiicrede birden fazla NPB gozlenebilir.

d) NPB iceren bir BN hiicre bir ya da daha fazla MN icerebilir.

e) Bir yada daha fazla NPB iceren BN hiicre, MN icermeyebilir.

() (b) () (d)

Sekil 2.4. BN hiicre i¢cindeki NPB’nin morfolojik
goriintiisii (a) Ideal BN hiicre; (b) Cekirdekleri
birbirine degen BN hiicre; (c¢) Dar bir NPB ile
birbirine bagli BN hiicre; (d) Genis bir NPB ile
birbirine bagli BN hiicre (61).

NBUD sayma Kkriterleri

NBUD’lar, amplifiye DNA ve DNA tamir komplekslerinin eliminasyonunun
isaretidir ve asagidaki karakteristik 6zellikleri igerir (Sekil 2.5.) (50, 61):

a) NBUD’lar, MN’lara benzer goriiniimdedir, ancak farki NBUD’un ¢apindan daha

dar bir koprii veya ¢ok daha ince bir koprii ile ¢cekirdege bagl goriiniimde olmasidir.
b) NBUD'’lar, genellikle MN ile ayn1 boyanma yogunluguna sahiptir.

c¢) Nadiren NBUD’lar cekirdekle bitisik bir vakuol icinde yerlesmis olarak
goriinebilir. Cekirdege degen bir MN’dan NBUD’u ayirmak zor olsa da bu NBUD
olarak kabul edilir.



Cekirdekte bir niikleer materyal ¢ikintisi varsa ve ¢ekirdekten agik bir ayirimi yoksa

NBUD olarak smiflandirilamaz. Bu olusumlara niikleer bleb (kabarcik) adi verilir.

Sekil 2.5. BN hiicre i¢cindeki NBUD’ un morfolojik goriintiisii (61).

Bunun 6nemi bilinmemektedir.

2.8.2. Sitostatik etkiler icin, Bir- (mono-niikleer), iki- (bi-niikleer), ii¢- (tri-

niikleer) ve dort- (tetra-niikleer) cekirdekli hiicreleri sayma Kriterleri;

Mono-niikleer, bi-niikleer, tri-niikleer ve tetra-niikleer hiicrelerin frekansi, sitostatik
etkileri ve mitotik boliinme oranini belirlemek i¢in Olciiliir. Niikleer boliinme orant,
niikleer boliinme indeksi (Nuclear division index; NBI) formiilii ile bir ve cok
cekirdekli hiicre sayilar1 kullanilarak hesaplanabilir. Bu hiicre tipleri asagidaki

ozellikleri icerir (50, 61) (Sekil 2.6.):

a) Bir-, iki-, iic- ve dort- ¢ekirdekli hiicreler, biitiinliigiinii koruyan bir sitoplazma ile
normal ¢ekirdek morfolojisi gosteren canli hiicrelerdir. Bu hiicreler, sirasiyla bir, iki,

iic veya daha fazla ¢ekirdek igerir.

b) Duruma gore iki ¢ekirdekli veya ¢ok cekirdekli hiicreler bir veya daha fazla MN
icerebilir veya icermeyebilir. Yine bu hiicreler bir veya daha fazla NPB veya NBUD

icerebilir veya icermeyebilir.
Nekrotik ve apopitotik hiicreler canli hiicreler arasinda sayilmazlar.

Nadir olarak, dort cekirdekten daha fazla cekirdek iceren hiicreler eger hiicre
dongiisii zaman1 normale gore ¢ok kisaysa veya sitokinez blok zamani ¢ok uzunsa

gozlenebilir.
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Sekil 2.6. Bir ve cok ¢ekirdekli hiicrelerin morfolojik goriintiisii (61).

NBI hesaplanmasi

NDI canli hiicrelerin boliinebilme durumunun 6l¢iimiinii saglar. Bundan dolayr NDI,
sitostatik etkilerin gostergesidir ve lenfositlerde ayni zamanda immun fonksiyonun
belirteci olan mitojenik yanitin Ol¢iimiinii saglar. NDI, Eastmond ve Tucker’in
metoduna gore hesaplanir (62). 1, 2, 3 ve 4 ¢ekirdek iceren hiicrelerin frekansini
belirlemek icin 500 veya 1000 canli hiicre sayilir ve formiil kullanilarak NDI

hesaplanir.
NDI= M1+ 2 M2+ 3 M3+ 4 M4 / N)

MI1- M4; 1-4 cekirdek iceren hiicrelerin sayisini belirtir ve N, hesaplanan toplam
canli hiicre sayismi belirtir (nekrotik ve apopitotik hiicreler hari¢). NBI lenfositlerin
mitojenik  yanmit1 ve c¢alismada kullanilan ajanlarin  sitostatik  etkilerinin
degerlendirilmesinde kullanighh bir parametredir. En diisiik NBI degeri olasilikla
1.0°dir. Sitokinez-blok periyodu siiresince boliinme basarisiz olursa ve bundan dolayi
tamam1 mononiikleer kalirsa bu durum olusur. Eger tiim canli hiicreler bir niikleer
boliinmeyi tamamlar ve bundan dolayr hepsi biniikleer olursa NBI degeri 2.0’dur.
Eger sitokinez-blok fazi boyunca birden fazla niikleer boliinmeyi tamamlayip ve
bundan dolayr 2’den fazla cekirdek iceren canli hiicrelerin oram fazlaysa, bu

durumda NBI degeri 2°den fazla olabilir (50).
2.8.3. Sitotoksik etkiler icin, apopitotik ve nekrotik hiicreleri sayma kriterleri;

Apopitotik lenfositler, programlanmis hiicre 6liimii geciren hiicrelerdir. Bu hiicreler

asagidaki ozelliklere sahiptirler (50, 61):
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a) Erken apopitotik hiicreler, ¢ekirdek icinde kromatin yogunlagsmasinin varlhigi ve

biitiinliigiinii koruyan sitoplazma ve ¢ekirdek membrani ile ayirt edilebilir.

b) Geg¢ apopitotik hiicreler, biitiinliigiinii koruyan sitoplazma ve sitoplazmik

membran i¢inde daha kiigiik niikleer cisimcikleri olustururlar.

c¢) Her iki apopitotik hiicrede bu niikleer cisimciklerin, sitoplazmanin ve ¢ekirdegin
yogun boyanmasi, diger tiim canl hiicrelere nazaran genellikle daha ¢ok go6zlenir

(Sekil 2.7.).

Sekil 2.7. Apopitotik hiicrelerin morfolojik goriintiisii (61).

Nekroz alternatif bir hiicre Olim seklidir ve hiicresel membranin, organellerin
ve/veya hiicrenin yasamini devam ettirebilmesi icin gereken enerji metabolizmasi
gibi kritik metabolik yollarin hasarma bagh olarak olustugu diisiiniilmektedir.

Nekrotik lenfositler asagidaki 6zellikleri icerir (50, 61) :

a) Erken nekrotik hiicreler, soluk sitoplazmalari, ¢ok sayida vakuol bulunmasi
(genellikle sitoplazma ig¢inde ve bazen cekirdek icinde), hasarli sitoplazmik
membraninin olmasi ve hemen hemen saglam olan c¢ekirdeginin bulunmasi ile ayirt

edilebilir.

b) Gec¢ nekrotik hiicreler, sitoplazma kayb1 ve hasarli/diizensiz ¢ekirdek membrant,
kismen saglam cekirdek yapilar1 ve siklikla ¢cekirdek materyallerinin pargalar halinde

cekirdekten ¢ikmasi ile ayirt edilebilir.

¢) Her iki nekrotik hiicrede, cekirdek ve sitoplazmanin boyanma yogunlugu diger

canli hiicrelere gore genellikle daha az gozlenir (Sekil 2.8.).
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Sekil 2.8. Nekrotik hiicrelerin morfolojik goriintiisii (61).

2.9. OKSIDATIF STRES

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir
denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandig1 siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin
olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme, bu dengenin
bozulmasina neden olur. Oksidatif stres olarak adlandirilan bu durum Ozetle,
prooksidanlar ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki dengenin prooksidanlar

lehine bozulmasi ile olusur (63).

Serbest radikaller, organizmada metabolik reaksiyonlar sirasinda endojen olarak
meydana gelebildikleri gibi ¢evresel faktorlerin etkisiyle de olusabilirler. Tablo 2.4’de

serbest oksijen radikallerinin kaynaklar1 listelenmistir (64).

Oksidatif stresin, farkli mekanizmalar ile DNA’da baz ve seker modifikasyonlari, tek ve
cift zincir kiriklar1 (kromozom kiriklar1), DN A-protein ¢apraz baglanmasi gibi bir takim
lezyonlara neden olarak hasara yol ag¢tigi bilinmektedir (65). Bu hasara ugrayan bazlar
arasinda 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG), oldukca duyarli ve en sik karsilagilan
oksidatif DNA hasarinin gostergesidir (65-66). Modifiye bir baz olan 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin, DNA’da guaninin 8. karbon atomuna hidroksil radikalinin baglanmas1
sonucu olusur (Sekil 2.9.). DNA replikasyonu sirasinda, G-C’den A-T’ye doniisiime
neden olarak mutasyona egilimi artirir (65-66) ve bu bilesigin DNA’y1 tamir edici
enzimler tarafindan ortadan kaldirilmasi da yeni genetik hatalara sebep olur (67). Bu
nedenle 8-OHdG olciimii, DN'A’daki oksidatif hasarm dogrudan gdstergesi olarak kabul
edilmekte olup oksidatif DNA hasarimi belirlemek i¢in kullanilan en yaygin yontemdir

(67-68).
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Tablo 2.4. Oksijen Radikallerinin endojen ve eksojen kaynaklari (64)

Endojen kaynaklar Eksojen kaynaklar
Diyetsel Fazla kalorili beslenme
Kaynaklar Asir1 demir ve bakir alinmasi

Mitokondrial elektron tagima Az sebze ve meyve tiiketilmesi

sistemi Endoplazmik retikulum Yemek pisirme yontemlerindeki

ve niikleer membranda hatalar

elektron tagima sistemi Cevresel Sigara dumani

Peroksizomlar Kaynaklar Hava kirliligi (ozon, nitrojen

Plazma membranlari dioksit)

Oksidan enzimler Radyasyon (iyonize, ultraviyole)

Arasidonik asid yolu Cevre kirleticiler (asbest,

Otooksidasyon reaksiyonlar1 Ilaclar pestisitler)

Fagositik hiicreler Antikanser ilaglar (adriamisin)
Patojenik Glutatyon tiiketen ilaglar
bakteri ve (kokain)
viriisler

& o
ol R D
H;N e H;N s N- N
HOH:C g HOHC o
=L e OH g-OH-dG

Sekil 2.9. DNA’daki oksidatif hasarin gostergesi olarak 8-OHdG olusumu (68)

Oksidatif DNA hasarini dogru ve kesin Ol¢limiine yonelik farkli analiz yontemleri

denenmistir. Ancak 8-OHdG’i 6l¢mek i¢in siklikla tercih edilen iki yontem vardir:

Yiiksek performansli likit kromotografisi ve enzime bagli immiinosorban yontemi

(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay; ELISA). DNA hasar iiriinlerinin spesifik
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tiplerinin kantitatif analizi i¢in kullanilan immiinoassay yontemlerden ELISA ile 8-
OHdG boyanmas1 monoklonal antikorlar kullanilarak yapilir ve 8-OHdG diizeyi

boyanmanin yogunluguna bagh olarak degerlendirilir (69).
ELISA’nin avantajlar1 sunlardir (70) :

a) Kullaniminin kolay olmasi

b) Uzmanlik isteyen donanima ihtiya¢ olmamasi

¢) Serum, plazma, idrar gibi bir¢ok viicut sivisinda ¢alisilabilmesi
d) Santrifiij disinda 6n ¢alismaya gerek olmamasi

e) Yiiksek miktarda veri sunmasi.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

Demirbas Malzemeler

1. Etiiv (Heto Cell Hause 200)

Su banyosu (Thermal)

Vorteks (Janke & Kunkel VF2)

Mikroskop (Nikon Labophot 2 ve Zeiss Primo Star model)
Santrifiij ( ALC PK 110 ve Niive NF 815)

Hassas terazi (Ohaus Pioneer)

N o kR » N

Derin dondurucu

8. Buzdolab1

9. Dengeleme terazisi

10. Otomatik pipet (Nichipet EXII)

11. Dispenser (Walu simplex; Dispensette Brand)
12. Otomatik pipet tabancasi (LLG Labware)

13. Laminar air flow kabin (Safe Fast Elite Faster)
14. Fotomikroskop (Leica DM 2500 )

15. Elisa Cihaz1 (Biotek-Epoch Multi-Volume Spectrophotometer System)
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Sarf Malzemeler

1. Komple Kiiltir Medyum, (Biological Industries, B-01-198-1B) Peripheral Blood
Karyotyping Medium (Complete culture medium w/o phytohemagglutinin),

Fitohemaglutinin (Biological Industries, B1-12-006-1H)
Sitokalazin-B (Sigma, C-6762)

Dimetil siilfoksit, DMSO (Merck)

Heparinli tiip (Vacutest kima srl-vacuum tubes)

Giemsa (Merck, 5400512)

L e R

KH,PO4 (Merck, 9021622)

8. Na,HPO,2H,0 (Merck, K1690176)

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

11. Ksilol (Merck, 207K037553)

12. Entellan® (Merck, 640171987)

13. Immersiyon yagi® (Merck, 09403569)

14. KCL (Merck, 340TA611835)

15. Alkol (%96’ ik Tekel)

16. Distile su

17. Tipliik

18. Cesitli cam malzemeler

19. Konik tabanli 10mlI’lik steril kiiltiir tiipii
20. Enjektor

21. Cesitli ebatlarda puarlar

22. Pastor pipeti

23. Filtre Kagidi (Whatman Filter Papers 125 mm)
24. Lam (Isolab, 76x26 mm)

25. Lamel (Isolab, 24x32 mm)

26. 8-OHAG Eliza Kiti (NWK- 80OHdGO02, Northwest Life Science Specialties, LLC,
Vancouver, WA, USA
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3.2. YONTEM
Calisma Grubu

Bu calisma Nisan 2014 ve Aralik 2015 tarihleri arasinda Erciyes Universitesi Tip
Fakiiltesi Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 Boliimiine basvuran dislipidemi
teshisi konulan hastalar iizerinde yapildi. Calisma oncesi Erciyes Universitesi Tip

Fakiiltesi Etik Kurul onay1 alind1 (Etik kurul karar no: 2014/185).

Calisma, her grupta 20 hasta (toplam 60 hasta) ve 20 saglikli birey olmak iizere toplam
80 kisi tlizerinde planlandi. Hasta gruplarinda tedavi oncesi ve sonrasi olmak {iizere

hastalardan iki kere kan alind1.

Calismada, cogu hastalar tedavi sonrasi kontrole gelmediklerinden dolay1 15 hasta ve
ayni hastalarin tedavi sonrasi ile hastalarla benzer yas ve cinsiyette toplam 15 saglikli

kontrol bireyden alinan kan 6rnekleri tizerinde calisma yapildi.

Hastalara lipid seviyelerine ve Ozelliklerine gore kabul edilebilir dozda statin tedavisi

(5-10 mg/giin atorvastatin veya rosuvastatin) baglandi1 ve 3-6 ay arasinda tedavi verildi.

Calismaya dahil edilen tiim hastalarin isim, soy isim, dosya numarasi, yas, cinsiyet,
yasadig1 yer, telefon numaralari, siirekli kullandiklar1 ilaclar, ailesel hastaliklari, diger
hastaliklar1, aliskanliklari, genotoksisite maruziyetleri, beden kitle indeksleri (BK1i), Bel
kalca oranlar1 (BKO), TG, LDL-kol, HDL-kol, T-kol degerleri tedavi 6ncesi ve sonrasi
seklinde kaydedildi.

Ayrica hasta ve kontrol kisilerin, az miktarda (1-3 fincan) ¢ay icen, son alt1 ayda siddetli
enfeksiyon yada viral hastalik gecirmeyen, herhangi bir ila¢ kullanmayan, bilinen
genotoksik kimyasal bir ajana maruz kalmamis olan, farkli bir beslenme aliskanligi
olmayan, hipertansiyon, diyabet (diyetle regiile diyabet haric), kalp, kanser gibi
herhangi bir hastalig1 olmayan ve ailede de kanser Oykiisii olmayan kisiler olmasina
dikkat edildi. Caligmaya katilan kisilere calismanin amaci anlatilarak, yazili onaylari

alind.
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CBMN Yontemi

CBMN yontemine gore Ozetle, hastalardan alinan kan 6rnekleri hiicre kiiltiir medyumu
iceren kiiltiir tiiplerine eklendi ve 72 saatlik tam kan kiiltiirii yapildi. Kiiltiirtin 44.
Saatinde cyt-B ilave edilerek biniikleer hiicrelerin olugmasi saglandi. 72 saatlik kiiltiir

sonrasi kiiltiir sonlandirilarak preparatlar hazirlandi (Sekil 3.1.) (6, 50, 71).

Periferik kan Sitokalazin-B Hipotonik Fiksasyon Preparat hazirlama
l l l l ve boyama ﬂ
44 .saat
o © o © /
24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 3.1. In vitro CBMN yontemi protokolii.

1. Kiiltiir Ortaminin (Besiyerinin) Hazirlanmasi

Besiyeri, steril ortamda fitohemaglutinin icermeyen 100 ml komple kiiltiir medyumu
icersine 2.5 ml fitohemaglutinin eklenerek ve elle yavas bir sekilde bir ka¢ kez
karstirilarak hazirlandi. Hazirlanan kiiltiir medyum yine steril ortamda 5’er ml olmak
izere steril vidali kapakli konik tabanli kiiltiir tiiplerine boliiniip, 10-15 dakika
laboratuarda bekletildikten sonra -20 °C’ye kaldirildi.

2. Kan Orneklerinin Alinmasi

Hastalara statin tedavisi baglamadan ve tedavi basladiktan en az 3 ay sonra hastalarin ve
herhangi bir saglik problemi olmayan kontrol kisilerin yazili onaylar1 alindiktan sonra,

heparinli tiiplere 5’er ml periferik kan ornekleri alind1.
3. Kiiltiir Teknigi

Onceden 37 °C’ye getirilmis olan 5 ml kiiltiir medyumu igeren Kiiltiir tiiplerine steril
ortamda, 12 damla (~0.4 ml) kan ilave edilerek ekimi yapildi. Tiiplerin iizerine kisi

ad1 ve tedavi Oncesi veya sonrast durumlar1 yazildi. Her bir kisi icin 2 tiipe ekim
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yapildi. Tiipler hafifce karistirilarak 37 °C’ lik etiivde 44. saatte biniikleer hiicre elde
etmek icin sitokalazin-B (cyt-B) eklenmek kosuluyla 72 saat kiiltiire edildi.

I mg cyt-B (Sigma, 6762), 1 ml dimetil siilfoksitte (DMSO) ¢ozdiiriildii ve total 5 ml
olacak sekilde medyumla sulandirilarak hazirlandi. Cikarimin 44. saatinde kiiltiir
tiipleri etiivden ¢ikartilarak steril ortamda her bir tiipe 75 pl (final konsantrasyonu:

3ug/ml) cyt-B ilave edilerek tekrar etiive konuldu.
4. Cikarim Islemleri

MN elde etmek icin kullanilan Fenech (6, 50) metoduna gore ve baz1 modifikasyonlarla

(71, 72) cikarim islemleri yapildi.

0.1 M hipotonik soliisyonu, 1.864g KCL tartilip distile su ile 250 ml’ye

tamamlanarak hazirland1.
Sirasiyla ¢ikarim islemleri:

e 72 saat inkiibasyondan sonra Kkiiltiir tiipleri etiivden ¢ikartilarak 1200 rpm’de 6

dakika santrifiij edildi.
e Dipte 0.6-0.7 ml kalincaya kadar iistteki siipernatantlar atildi.

e Daha sonra tiiplere laboratuar 1sisinda beklemis olan 0.1 M hipotonik

soliisyonundan 6 ml eklenerek 4 dakika laboratuar 1sisinda bekletildi.

e Hiicreler hipotonik soliisyonunda bekletildikten sonra 1200 rpm’de 6 dakika

santrifiij edildi.

e Siipernatantlar1 atilip iizerine taze hazirlanmis soguk fiksatiften 6 ml (3:1,
metanol: glasial asetik asit) yavasca damla damla ilave edilip bekletmeden 6

dakika 1200 rpm’de santrifiij edildi.

e Siipernatantlar1 tekrar atilip iizerine aym fiksatiften 6 ml ilave edilip, 6 dakika

1200 rpm’de santrifiij edildi.

e Dipte 0.7 ml fiksatifli hiicre birakilarak siipernatantlar1 tekrar atildi ve bir giin
buzdolabinda (+4 °C) bekletildi.

S. Preparat Hazirlama

Lamlar temizlenerek icinde %70’lik metanol bulunan saleye yerlestirilip

soguyuncaya kadar buzdolab1 buzlugunda bekletildi. Daha sonra saleden ¢ikarilan
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lamlar iyice kurulandi. Pastor pipeti ile fiksatifli hiicre iceren kiiltiir tiiplerine pipetaj
yapilarak hiicre siispansiyonundan pastor pipeti yardimiyla lamlara yakin mesafeden
(1- 2 cm yukaridan) 9-10 damla damlatildi. Lamlara hafif¢e iiflenerek hiicrelerin lam
izerine iyice dagilmasi saglandi ve kurumaya birakildi. Her bir kisi icin ve her bir
hastanin tedavi Oncesi ve sonrasi icin, bir kiiltiir tiipiinden 2 tane olmak iizere toplam
4 preparat hazirlandi. Her kiiltiir tiipii i¢in ayr1 pastor pipeti kullanilarak farkl

preparatlar hazirlandi ve lamlar ayr1 ayr1 kodlandi.
6. Preparatlarin Boyanmasi ve Saklanmasi
Sorenson boya tamponu (pH=7.0):

Sorenson boya tamponu 5.26 g KH,P0s ve 8.65 g Na,HP04.2H,0 tartilip distile su ile

1000 ml'ye tamamlanarak hazirlandi.

94 ml Sorenson boya tamponu iizerine 6 ml giemsa boyasi eklenerek giemsa boyasi
hazirlandi. Kurumus olan preparatlar yeni hazirlanan % 6’lik giemsada 8 dakika
boyandiktan hemen sonra 2 kez distile su ile yikanarak kurumaya birakildi. Kuruyan

preparatlar ksilolden gecirildikten sonra entellan damlatilarak lamelle kapatild.
7. Lamlarin incelenmesi
Hazirlanan preparatlarda 11k mikroskobunda X40 biiyiitmede;

= DNA hasart i¢cin; 1000 biniikleer hiicre sayildi ve bulunan MN, NBUD ve NPB
sayilar1 kaydedildi.

»  Hiicre oliimii icin; 1000 mononiikleer hiicre sayilirken gézlenen apopitotik ve

nekrotik hiicreler skorland:.

»  Hiicre cogalmasi icin; 1000 mononiikleer hiicre sayilirken bulunan biniikleer,
multi niikleer hiicreler skorlandi ve NDI formilii kullanilarak niikleer boliinme

indeksi hesapland1.

Her bir kiiltiir i¢cin 1000 BN hiicrede MN, NPB ve NBUD sayilar1 kaydedilirken
goriilen metafaz sayilar1 da kaydedildi. Prometafaz ve metafaz evresindeki bir, iki, {i¢

ve dort cekirdekli hiicreler de, metafaz olarak kaydedildi.
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8. 8-OHdG seviyelerinin belirlenmesi

Kan ornekleri alindiktan hemen sonra 1500 devirde 10 dk santrifiij edilerek plazmalar1
ayirt edildi ve ¢alisma yapilincaya kadar plazma 6rnekleri —80°C’de depolandi. Plazma
8-OHdG seviyeleri, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali
Laboratuarinda bulunan Biotek Marka ELISA cihazinda ve Genom ve Kok Hiicre
Merkezindeki Arastirma Laboratuarlarinda bulunan ELISA cihazinda, ticari kit (NWK-
80HdGO02, Northwest Life Science Specialties, LLC, Vancouver, WA, USA)

kullanilarak belirlendi.

Islem

Reaktiflerin tamami oda 1sisina getirildi. Plaka {izerinde standartlarin ve Orneklerin
konulacagi kuyucuklar belirlendi, 50 pL. standartlardan ve plazma Orneklerinden
kendileri i¢in belirlenen kuyucuklara eklendi. Blank icin ayrilan kuyucuga da 50 puL
PBS eklendi. Sulandirilmis primer antikordan blank haricindeki biitiin gozlere 50 uL
ilave edilip, icerigin diizgiin karigmasini saglamak icin plaka hafifce calkalandi. Agiz
kismma kapak yapistirilan plaka bir gece boyunca +4°C’de inkiibasyona birakildi.
Icerigi bosaltilan kuyucuklarin her birine 250 pL yikama tamponu ilave edilip,
yikamadan iyi sonu¢ almak icin plaka yavasca sallandiktan sonra igerigi bosaltildi ve
yikama iglemi ii¢ kez tekrarlandi. Yikama isleminin ardindan sulandirilmis sekonder
antikordan her bir goze 100 pL eklenip, icerigin karistigindan emin olmak i¢in yavasca
calkalandi. Yapigskan bant ile agzi kapatilan plaka oda sicaklifinda bir saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1 plaka igerigi bosaltild1 ve yikama islemi ii¢c defa tekrarland.
Plakanin her goziine 100 pL TMB substrat eklendikten sonra hafifce karistirilarak
karanlikta ve oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Her bir gdze 100 pL stop
soliisyonu eklenerek 450 nm’de absorbansi okundu. Standart egri ELISA Kkiti icinde

mevcut olan standardize edilmis 6rneklerden elde edildi (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Standart Kalibrasyon Egrisi

9. Istatistiksel Degerlendirme

Tedavi Oncesi ve sonrasi dislipidemi hastalarma ve kontrollere ait CBMN cyt
yontemi parametreleri ve plazma 8-OHdG seviyeleri istatistiksel olarak
nonparametrik testlerden Mann-Whitney U ve Wilcoxon testleri ile karsilagtirildi.
Ayrica hastalara ait CBMN sitom yontemi parametreleri ve plazma 8-OHdG
seviyelerinin, yas, BKI, BKO, TG, LDL, HDL, Total Kolesterol degerleri ile iliskisi
Spearman korelasyon analizi ile degerlendirildi. Veriler, ortalamatstandart sapma

olarak verildi. P degeri < 0.05 oldugunda anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

15 dislipidemi hastasindan tedavi oncesi ve sonrasi ve 15 kontrol olmak iizere toplam
30 kisiden kan Ornekleri alindi. Hastalara 3-6 ay arasinda statin tedavisi verildi ve
tedavi sonrasi hedef LDL-kol diizeylerine (<130 mg/dL) erisenlerden kan ornekleri
alindi. Alman kan ornekleri materyal ve metotta belirtilen yontemlere gore kiiltiire
edildi ve kiiltiir sonunda hazirlanan preparatlarda 151tk mikroskobu yardimiyla CBMN
cyt yontemi parametreleri degerlendirildi. Ayrica, hasta ve kontrol kisilere ait plazma

orneklerinde 8-OHdG seviyeleri de dl¢iildii.

Elde edilen preparatlar mikroskopta incelenerek, DNA hasarini belirlemek i¢in, 1000
kadar BN hiicreler sayildi ve MN’lu, NPB’lii ve NBUD’lu BN hiicreler kaydedildi.
Sitotoksisiteyi belirlemek icin, 1000 tane bir ¢cekirdekli hiicre sayilirken apopitotik ve
nekrotik hiicre sayilar1 da kaydedildi. Ayrica, sitostatik etkileri belirlemek icin, 1000
tane bir cekirdekli hiicre sayilirken ayn1 zamanda iki ¢ekirdekli (M2), ii¢ ¢ekirdekli
(M3), dort ¢ekirdekli (M4) her bir hiicre skorland1 ve NDI oranlar1 da hesaplandi.

Calismadaki tedavi oncesi ve sonrasi dislipidemi hastalarina ve kontrol kisilere ait

demografik karakterler ve bazi antropometrik ol¢iimler Tablo 4.1°de gosterilmistir.
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Tablo 4.1. Calisilan tedavi oncesi ve sonrasi hasta ve kontrol kisilere ait demografik
karakterler ve bazi antropometrik dlciimler (ortalama+S.S.).

Kontrol Tedavi Tedavi
Oncesi Sonrasi

N 15 15 15
Kadin 9 11 11
Erkek 6 4 4
Yas (yil) 49.00+7.38 51.93+10.11 51.93+10.11
Tedavi siiresi (ay) - 5.63%+1.80 5.63%+1.80
BKi (kg/m’) 24.73+1.62 30.47+4.91% 29.85+4.60%*
BKO 0.85+0.14 0.93+0.08 0.93+0.10

*Kontrol kigilere ait degerler ile karsilastirma yapildiginda aralarinda anlamli fark
bulunan degerler (P<0.01; Mann-Whitney U test). Tedavi dncesi ve sonras1t BKI ve
BKO degerleri arasinda ise anlamli fark bulunamamistir (P>0.05; Wilcoxon test).

Calismada ki tedavi oncesi ve sonrasi dislipidemi hastalarina ve kontrol kisilere ait

lipid ve bazi kan parametreleri Tablo 4.2. de’ gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Tedavi Oncesi ve sonrasi dislipidemi hastalarina ve kontrol kisilere ait
lipid ve bazi kan parametreleri (ortalama#S.S.).

Glukoz

TG (mg/dL)

T-kolesterol
(mg/dL)

LDL- kolesterol

(mg/dL)

HDL-kolesterol

(mg/dL)

AST (uw/L)

ALT (w/L)

Kontrol

87.80+12.33

155.20+99.11

192.20+58.25

113.99+57.35

47.17+13.13

26.07+8.67

28.50+12.53

Tedavi Oncesi

107.67+18.32%*

238.22+164.36

254.91+47.33*

165.88+45.57*

44.24+9.65

16.64+3.21*

22.13+10.38

Tedavi

Sonrasi

106.58+20.52*

165.75+98.75

212.69+44.96

130.40+42.56

51.92+10.68

18.5145.67*

17.66+6.28*

P Degeri **

(Wilcoxon Test)

P>0.05

P<0.01 (%-23.51)

P<0.01 (%-16.56)

P<0.05 (%-21.39)

P<0.01 (%17.36)

P>0.05

P>0.05

*Kontrol degerler ile karsilastirma yapildiginda aralarinda anlamli fark bulunan

(P<0.01; Mann-Whitney U test).

**Tedavi Oncesi ve sonrast degerler arasinda karsilastirma yapildigindaki P degeri

(Wilcoxon test).
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Sekil 4.1.Tedavi 6ncesi ve sonrasi hasta ve kontrol kisilere ait lipid parametreleri
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Tablo 4.3. Tedavi Oncesi ve sonrasi hasta ve kontrol kisilere ait genom/kromozomal
ve oksidatif DNA hasar1 sonuglar1 (ort+S.S.)

Mikroniikleus
(MN) Frekansi

(%)

Niikleoplazmik
Koprii (NPB)

Frekansi (%)

Niikleer Bud
(NBUD)
Frekansi (%)

8-OHdG
seviyesi

(ng/mL)

Kontrol
Kisiler

0.67+0.39

2.32+0.75

1.06+0.49

0.74+0.20

Tedavi
Oncesi

2.12+1.73

0.42+0.76

0.27+0.24

1.16+0.27

Tedavi
Sonrasi

0.81+0.67

0.09+0.06

0.05+0.08

1.16+0.25

P Degeri

* (Mann-

Whitney
U test)

P<0.01

P<0.01

P<0.01

P<0.01

P Degeri
ek

(Mann-
Whitney
U test)

P>0.05

P<0.01

P<0.01

P<0.01

P Degeri
ek

(Wilcoxon
Test)

P<0.01

P<0.01

P<0.05

P>0.05

* Tedavi Oncesi ile kontrol degerler arasinda karsilagtirma yapildigindaki P degeri.

** Tedavi sonrasi ile kontrol degerler arasinda karsilastirma yapildigindaki P degeri.

*** Tedavi Oncesi ve sonrasi degerler arasinda karsilastirma yapildigindaki P degeri.

Tedavi oncesi ve sonrasi dislipidemi hastalarina ait genom hasar parametre degerleri

arasinda karsilagtirma yapildiginda, tedavi sonrasi hastalara ait genom hasar (MN,

NPB, NBUD) degerlerinin azaldigi bulunmustur (Tablo 4.3 ve Sekil 4.2). Tedavi

sonrasi hastalara ait genom hasar parametrelerinden MN degerleri, kontrollere yakin

degerlere azalirken (Sekil 4.3.); Hem tedavi oncesi hem de sonrasi hastalara ait

genom hasar parametrelerinden NPB ve NBUD degerleri ise kontrol degerlerin

altinda bulunmustur.
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Sekil 4.2. Tedavi 6ncesi ve sonrasi dislipidemi hastalarina ait genom hasar1 degerleri.
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Sekil 4.3. Tedavi Oncesi ve sonrast dislipidemi hastalarina ait genom hasar
parametrelerinden mikroniikleus (MN) degerleri



Tedavi Oncesi dislipidemi hastalarinda, genom hasar parametreleri ile yas, tedavi
siiresi, BKI ve BKO arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamazken
(P>0.05), Total-kol ile NPB arasinda (P<0.05, r:0.589) pozitif bir iliski bulunmustur
(Spearman korelasyon analizi) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Tedavi oncesi dislipidemi hastalarinda total-kolesterol ile NPB arasinda
pozitif bir iliski bulunmustur (P<0.05, 1:0.589).

Tedavi sonrasi dislipidemi hastalarinda, genom hasar parametreleri ile yas, tedavi
stiresi, BKO ve lipid parametreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunamazken (P>0.05), BKI ile NPB arasinda (P<0.05, r:0.616) pozitif bir iliski

bulunmustur (Spearman korelasyon analizi) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Tedavi sonras1 dislipidemi hastalarinda BKI ile NPB arasinda pozitif bir
iliski bulunmustur (P<0.05, r:0.616).

Tedavi Oncesi ve sonrasi dislipidemi hastalarmna ve kontrol kisilere ait hiicre
canliligl/0liimii  (sitotoksisite) ve hiicre c¢ogalma/boliinme durumu (sitostazi)

sonuclar1 Tablo 4.4’de gosterilmistir.
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Tablo 4.4. Tedavi Oncesi ve sonrasi hasta ve kontrol Kkisilere ait hiicre
canlilig/6liimii  (sitotoksisite) ve hiicre c¢ogalma/bdliinme durumu (sitostazi)
sonuglari.

P P

P
Degeri Degeri Degeri
& ke s
Kontrol Tedavi Tedavi
Kisil o . S (Mann- (Mann-
isiler ncesi onrasli :

Whitne Whitne (Wilcox
y U y U on
test) test) Test)

Apopitotik

Hiicre 0.97+0.70 1.33+0.67 0.35+0.22 P>0.05 P<0.05 P<0.01

Frekansi

(%)

Nekrotik

Hiicre 2.47+1.04 1.04%0.48 0.21+0.14 P<0.01 P<0.01 P<0.01

Frekansi

(%)

Biniikleer

Hiicre 18.2948.76 47.90+23.60 23.89+6.98 P<0.01 P>0.05 P<0.01

Frekansi

(%)

Niikleer 1.18+0.08 1.39+0.17 1.22+0.06 P<0.01 P>0.05 P<0.01

Boliinme

indeksi (NBI)

* Tedavi Oncesi ile kontrol degerler arasinda karsilagtirma yapildigindaki P degeri.
** Tedavi sonrasi ile kontrol degerler arasinda karsilastirma yapildigindaki P degeri.

*** Tedavi Ooncesi ve sonrasi degerler arasinda karsilastirma yapildigindaki P degeri.

Tedavi sonrasi dislipidemi hastalarina ait hiicre 6limii parametrelerinden apopitotik
ve nekrotik hiicre degerleri, kontrollerin altindaki degerlere diiserken; tedavi sonrasi
hastalara ait hiicre ¢ogalmasi parametreleri olarak, biniikleer hiicre frekans1 ve
niikleer boliinme indeksi (NBI) kontrollere yakin degerlere azalmistir (Tablo 4.4 ve

Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Tedavi 6ncesi ve sonrasi hasta ve kontrol kisilere ait hiicre canlilig1/6liimii
(apopitotik ve nekrotik hiicreler) ve hiicre cogalma/bdlinme durumu (NBI)

sonuclart.

Tedavi Oncesi ve sonrasi dislipidemi hastalarinda ve kontrol kisilerde, apopitotik ve
nekrotik hiicre frekanslar1 ile yas, tedavi siiresi, BKI, BKO ve lipid parametreleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir (P>0.05).

Tedavi Oncesi ve sonrasi dislipidemik hastalarda ve kontrol kisilerde, NBI ile yas,
tedavi siiresi, BKI, BKO ve lipid parametreleri arasindaki korelasyon analizi
sonucunda (Spearman korelasyon analizi): Tedavi Oncesi dislipidemi hastalarinda,
NBI ile LDL-kol arasinda (P<0.05, r:0.581) pozitif bir iliski (Sekil 4.7.A) ve tedavi
sonrasinda ise, NBI ile BKI arasinda (P<0.05, r:-0.639) negatif bir iliski bulunmustur
(Sekil 4.7.B).
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Sekil 4.7. Tedavi oncesi dislipidemi hastalarinda, NBI ile LDL-kol arasinda (P<0.05,
1:0.581) pozitif bir iliski (A) ve tedavi sonrasi dislipidemi hastalarinda, NBI ile BKI
arasinda (P<0.05, r:-0.639) negatif bir iliski (B).

Tedavi sonrasi bazi dislipidemi hastalarda oksidatif DNA hasar parametrelerinden
plazma 8-OHdG degerleri azalmig gibi goriinse de, tedavi oncesi ve sonrasi oksidatif
DNA hasar1 degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir

(Tablo 4.3; Sekil 4.8; P>0.05).
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Sekil 4.8. Tedavi Oncesi ve sonrasi dislipidemi hastalarina ait plazma 8-OHdG
degerleri.
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S. TARTISMA VE SONUC

Dislipidemi, kardiyovaskiiler hastaliklara baglhh mortalite ve morbiditenin en 6nemli
sebebidir. Dislipidemi tedavisinde, tartisilan bircok yan etkileri olmasina ragmen, en
cok kullanilan ve ilk tercih edilen ilag statinlerdir. Statinler, bu hastalarda lipid

seviyelerini dengelerken kardiyovaskiiler riski iizerinde de azaltici bir rol oynayabilir.

Yaptigimiz literatiir incelemesine gore, dislipidemik hastalarda, statin tedavisinin
kromozomal DNA hasari, hiicre 6liimii ve ¢ogalmasi {izerindeki etkisinin arastirilmasi
konusunda herhangi bir arastirmaya rastlanilmadi. Bundan yola ¢ikarak, dislipidemi
teshisi konmus hastalarda statin tedavisinin DNA hasari iizerine olasi etkisinin CBMN

cyt ve 8-OHAG yontemleri kullanilarak arastirilmasi planlandi.

Bu calismamizda, tedavi Oncesi kan Ornekleri alinan ¢ogu hastalarin tedavi sonrasi
kontrole gelmemeleri nedeniyle planlanan hasta sayisina ulasilamamistir. Ancak, tedavi
oncesi ve sonrasi dislipidemi hastalarina ait kan 6rneklerinin alimina devam edilecektir.
Dolayisiyla ¢alismamizda, yeni teshis konulmus ve herhangi bir tedavi almamis 15
hasta ve ayn1 hastalarin tedavi sonrasi ile hastalarla benzer yas ve cinsiyette toplam 15
saglikli kontrol bireyden alinan kan ornekleri iizerinde ¢aligma yapilabildi. Dislipidemi
hastalarina lipid seviyelerine ve 6zelliklerine gore 1limli-diisiik dozda statin tedavisi (5-
10 mg/giin atorvastatin veya rosuvastatin) baslandi ve hastalar 3-6 ay arasinda tedavi

ald1.
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Calismamizda kullanilan CBMN cyt yontemi, insan periferal kan lenfositlerinde genom
instabilitesi ve kromozomal DNA hasarmin, hiicre bolinme durumunun ve hiicre
canliliginm aym zamanda sitolojik olarak degerlendirilmesine imkan saglayan bir
yontemdir. Boylece, CBMN cyt yontemi ile es zamanli olarak ayn1 preparatlar iizerinde,
kromozomal DNA hasar1 (MN, NPB, NBUD sayis1), hiicre oliimii (sitotoksisite;
apoptotik ve nekrotik hiicre sayilar1) ve hiicre cogalmasi (sitostazi; NBI oranlari)
Olciilebilmektedir (72). Kromozomal DNA hasar1 parametrelerinden, MN frekansi,
kromozom kiriklar1 ve/veya kromozom kayiplarim1 (andploidi); NPB frekansi, hatali
DNA tamirlerinin ve/veya telomer u¢ birlesmelerinin sonucu olarak olusan disentrik
kromozomlar1 (kromozom yeniden diizenlemeleri); NBUD frekans1 ise DNA tamir
komplekslerini  ve/yada gen  amplifikasyonlarinin  niikleer  eliminasyonunu
gostermektedir (72, 50). Ayrica, ¢calismamizda hasta ve kontrol plazma Orneklerinde,
oksidatif DNA hasarmi belirlemek i¢in kullanilan en yaygi yontemlerden biri olan 8-

OHAG seviyeleri de Olciilmiistiir (73).

MN frekans1 mesleki ve ¢evresel maruziyet, hipertansiyon, diyabet, kardiyovaskiiler
hastaliklar, farkli beslenme aliskanliklari, egzersiz, fazla ¢ay ve kahve tiiketimi gibi
faktorlere baglh olarak artabilir (55, 56, 74). Bu nedenle, ¢calismamizda MN frekansini
etkileyebilecek bu oOzellikleri tasiyan hasta ve kontrol kisiler calismaya dahil

edilmemistir.

Calismamizda, tedavi oncesindeki dislipidemik hastalarda kromozomal DNA hasarinin
parametrelerinden MN frekansinin kontrol kigilere gore daha yiiksek oldugu ve
dislipidemik hastalardaki bu artan MN frekansinin statin tedavisi ile azaldigi
gosterilmistir. Ancak, dislipidemik hastalarda kromozomal DNA hasarmin diger
parametrelerinden olan NPB ve NBUD frekanslarinin kontrol kisilere gore daha diisiik
oldugu ve tedavi sonrasinda ise daha da azaldigi bulunmustur. Ag¢ikcasi, dislipidemik
hastalarda NPB ve NBUD frekanslarinin kontrol kisilere goére neden daha diisiik
bulundugunun tam sebebi aciklanamamasina ragmen bu kisilerde hatali bile olsa DNA
tamirlerinin (NPB) ve DNA tamir kompleksleri yada gen amplifikasyonlarinin niikleer

eliminasyonunun (NBUD) daha az olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Diger taraftan benzer sekilde dislipidemik hastalarda artan apoptotik hiicre 6liimiiniin ve
artan hiicre cogalmasmin/boliinmesinin (NBI oram) statin tedavisi ile azalarak

dengelendigi gosterilmistir. Calismamizda dislipidemik hastalarda apoptotik hiicre
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frekansinin artisi, bu kisilerde sitotoksitenin arttiginin bir gostergesi olup, hastalarda
artan DNA hasarinin bir sonucu olabilir. Dolayisiyla, bu sonug, bir hiicrede olusan DNA
hasar1 tamir edilemedigi zaman o hiicrenin programlanmis hiicre 6lim mekanizmasi

olan apoptoza girmesi ile tutarhdir.

Ayrica, tedavi Oncesi ve sonrasi dislipidemik hastalara ve kontrol kisilere ait lipid
degerleri ile kromozomal ve oksidatif DNA hasari, hiicre canliligi/6liimii ve hiicre
cogalma/bolinme durumuna iligkin korelasyon sonuclarma gore, tedavi Oncesi
dislipidemik hastalarda NPB ile T-kol arasinda pozitif bir iliski bulunmasi disinda artan
kromozomal DNA hasar1 ile diger lipid degerleri arasinda bir iliski bulunamazken,
tedavi oncesi dislipidemi hastalarinda NBI ile LDL-kol arasinda pozitif bir iliski
bulunmustur. Tedavi sonras1 dislipidemik hastalarda ise degerlendirilen tiim CBMN cyt
yontemi parametreleri ve 8-OHdG seviyeleri ile lipid degerleri arasinda bir iliski

bulunamamustir.

Yapilan literatiir incelemesine gore, dislipidemik hastalarda, statin tedavisinin
kromozomal DNA hasari, hiicre 6liimii ve ¢ogalmasi {izerindeki etkisinin arastirilmasi
konusunda herhangi bir arastirmaya rastlanamamistir. Bununla birlikte,
hiperkolesterolemi hastalarinda statin tedavisinin oksidatif DNA hasar1 iizerine etkileri
ile ilgili bir calisma bulunmustur (75). Bu calismada, statin tedavisinin bu hastalarda
oksidatif DNA hasar1 markir1 olarak artan serum 8-OHdG seviyelerini azalttigi
gosterilmistir (75). Bizim caligmamizda ise tedavi Oncesi dislipidemik hastalara ait
plazma 8-OHdG degerlerinin kontrollerle karsilastirildiginda daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Ancak, artan 8-OHdG degerlerinin statin tedavisi sonrasinda bazi
hastalarda azalmis gibi goriinmesine ragmen, tedavi Oncesi ve sonrasi hastalara ait

degerler arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir.

Genel popiilasyonda MN sikliginin artan kanser riski icin bir 6n belirte¢ oldugu kabul
edilmektedir. Diger taraftan, CBMN cyt yontemi ile gézlenen MN, NPB ve NBUD'u
iceren niikleer anomalilerin olusumu karsinogenezin erken donemlerinde goriilebilen
olaylardir (56, 72). Bu nedenle, dislipidemik hastalarda buldugumuz artan kromozomal
DNA hasarim gosteren artan MN frekansi, bu kisilerde ilerde gelisebilecek olasi kanser
riski ile iliskili olabilir. Boylece, statin tedavisinin lipid diizenleyici etkilerinin yaninda,
dislipidemik hastalarmm kanser riski agisindan degerlendirilmesinin, dislipidemik

hastalarin tedavisine farkl bir bakis acis1 kazandiracagini diisiinebiliriz.
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Sonug olarak, dislipidemik hastalarda, statin tedavisinin lipid diizenleyici ve pleiotropik
etkilerinin yami sira bu hastalarin lenfositlerindeki genomik hasar, sitotoksisite ve
sitostazi iizerinde 1iyilestirici bir etkiye de sahip oldugu ilk defa gosterilmistir.
Boylelikle sonuclarimiz, dislipidemik hastalarda, statin tedavisinin genom koruyucu bir

role sahip oldugunu gostermektedir.

Calismamiz, statin tedavisi goren hastalarda artan MN ile artan kromozomal DNA
hasar1 parametrelerinin tedavi sonrasi azaldiginin gosterilmesi yoniiyle, lipid diisiiriicii
statin grubu ilaclarin bilinen faydali etkileri yaninda CBMN cyt yontemi ile
genom/kromozom hasarmi azaltict etkisini gosteren literatiirdeki ilk ¢alisma olmasi
acisindan 6nem tagimaktadir. Bununla birlikte, bu calismadaki parametreler acisindan,
daha genis hasta gruplariyla, cinsiyet arasi farkliliklarin olup olmadigmin ve yiiksek
statin dozunun etkilerinin arastirilmasi ile ¢alisma sonuclarimizin desteklenmesine

ihtiya¢ vardir.



6. KAYNAKLAR

Thabet MA, Salcedo JR, Chan JC. Hyperlipidemia in childhood nephrotic
syndrome. Pediatric Nephrology 1993; 7: 559-66.

Haymore RB, Parks RJ, Oliver GT, Glister CB. Hypertriglyceridemia. Hosp.
Physician 2005; 41:17-24.

Stone NJ, Robinson J, Lichtenstein AH, et al. 2013 ACC/AHA Guideline on the
Treatment of Blood Cholesterol to Reduce Atherosclerotic Cardiovascular Risk in
Adults: A Report of the American College of Cardiology/American Heart
Association Task Force on Practice Guidelines. J Am Coll Cardiol 2014; 63 :2889-
2934.

Ersanli M. Dislipidemi tedavisinde statinlerin 6nemi (Importance of statins in the
treatment of dyslipidemia). Tiirk Kardiyol Dern Ars - Arch Turk Soc Cardiol.
2007; 35:1-7.

Lloyd-Jones DM, Goff D, Stone NIJ. Statins, risk assessment, and the new
American prevention guidelines. Lancet 2014; 383: 600-602.

Fenech, M, The in vitro micronucleus technique. Mutat. Res. 2000; 455: 81-95.
Ongen B. Hiperkolesterolemik dislipidemik ¢ocuklarda kardiovaskiiler risk
belirteci olarak lipoprotein iliskili fosfolipaz A2 Diizeyi. Tipta Uzmanlik Tezi. T.C.
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Temel Tip Bilimleri Boliimii Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali. izmir 2011: 95

Eastern stroke and coronary heart disease collaborative research group. Blood
pressure, cholesterol, and stroke in eastern Asia. Lancet 1998; 352:1801-1807.
Yusuf S, Reddy S, Ounpuu S, Anand S. Global burden of cardiovascular diseases:
part I: general considerations, the epidemiologic transition, risk factors, and impact

of urbanization. 2001; 104:2746-2753.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

50

G. Heart Protection Study Collaborative: MRC/BHF Heart Protection Study of
cholesterol lowering with simvastatin in 20,536 high-risk individuals: a randomised
placebo-controlled trial. Lancet 2002; 360:7-22.

Grundy SM, Cleeman JI, Merz CN, et al. Coordinating Committee of the National
Cholesterol Education: Implications of recent clinical trials for the national
cholesterol education program adult treatment panel III guidelines. J Am Coll
Cardiol 2004; 44:720-732.

Toth PP, Potter D, Ming EE. Prevalence of lipid abnormalities in the United
States: the national health and nutrition examination survey 2003-2006. J Clin
Lipidol 2012; 6:325-330.

Zhao WH, Zhang J, Zhai Y, et al. Blood lipid profile and prevalence of
dyslipidemia in Chinese adults. Biomed Environ Sci 2007; 20:329-335.

Gu D, Gupta A, Muntner P, et al. Prevalence of cardiovascular disease risk factor
clustering among the adult population of China: results from the International
Collaborative Study Of Cardiovascular Disease in Asia (InterAsia). Circulation
2005; 112:658-665.

Sun GZ, Li Z, Guo L, et al. High prevalence of dyslipidemia and associated risk
factors among rural Chinese adults. Lipids Health Dis 2014; 13:189-200.

Bayram F, Kocer D, Gundogan K, ve ark. Prevalence of dyslipidemia and
associated risk factors in Turkish adults. J Clin Lipidol 2014; 8: 206-216.

Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi (TEMD); Obezite, Lipid
Metabolizmasi ve Hipertansiyon Calisma Grubu. Lipid Metabolizma Bozukluklar1
Tan1 ve Tedavi Kilavuzu (1. Baski) , Mayis 2015, Ankara.(ISBN: 978-605-4011-
23-0).

Ridker PM, Cook NR. Statins: new American guidelines for prevention of

cardiovascular disease. Lancet 2013; 382:1762-5.

Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol in
Adults. Executive Summary of The Third Report of The National Cholesterol
Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation, And Treatment
of High Blood Cholesterol In Adults (Adult Treatment Panel III). JAMA 2001;
285:2486-97.



20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

51

Grundy SM, Cleeman JI, Merz CN, et al. Implications of recent clinical trials for
the National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III guidelines.

Circulation 2004; 110:227-39.

Onat T, Emerk K. Boliim 5 Lipidler, Temel Biyokimya (2. baski), Saray Medikal
Yayincilik, 1997: 409-489.

Kolesterol  Cesitleri, 2011, 08.09.2015  http://www.melitoskalbim.com.tr/
Kolesterol/Kolesterol-cesitleri.html

Yalcin A, Cetin M. Plazma Lipoproteinleri Ve Klinik Onemi; J. Fac. Vet. Med;
2001; 20: 123-129. -26. Laker Mf. 1997 Clinical Chemistry For Medical Students,
Ceviri: Ulukaya E, Nobel Tip Kitabevleri, [stanbul; 23-43.

Esterbauer H, Puhl H, Dieber-Rothenneder M, et al. Effect Of Antioxidants On
Oxidative Modification Of LDL; Ann Med;1991; 23: 573-581.

Miller M, Stone NJ, Ballantyne C, et al, American Heart Association Clinical
Lipidology, Thrombosis, and Prevention Committee of the Council on Nutrition,
Physical Activity, and Metabolism; Council on Arteriosclerosis, Thrombosis and
Vascular Biology; Council on Cardiovascular Nursing; Council on the Kidney in
Cardiovascular Disease. Triglycerides and cardiovascular disease: a scientific
statement from the American Heart Association. Circulation. 2011; 123: 2292—

2333.

Maki K, Bays H, Dicklin M. Treatment options for the management of
hypertriglyceridemia: strategies based on the best-available evidence. J Clin
Lipidol. 2012; 6:413—-426.

T.A. Jacobson, Matthew K. Ito, PharmD, et al. National Lipid Association
Recommendations for Patient-Centered Management of Dyslipidemia: Part 1 Full
Report. Journal of Clinical Lipidology. J Clin Lipidol. 2015; 9:129-169.

Goldberg AC, Hopkins PN, Toth PP,et al, Familial hypercholesterolemia:
screening, diagnosis and management of pediatric and adult patients: clinical
guidance from the National Lipid Association Expert Panel on Familial
Hypercholesterolemia. J Clin Lipidol 2011; 5:133-140.

Berglund L, Brunzell JD, Goldberg AC, et al, Evaluation and treatment of
hypertriglyceridemia: an Endocrine Society clinical practice guideline. J Clin

Endocrinol Metab 2012; 97:2969-2989.



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

52

American Diabetes Association. Cardiovascular Disease and Risk Management.

Diabetes Care 2015 38: S49-S57.

NCEP Expert Panel on Detection, Evaluation and Treatment of High Blood
Cholesterol in Adults: Executive Summary of the Third Report of the National
Cholesterol Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation and
Treatment of High Blood Cholesterol in Adults (Adult Treatment Panel I1I). JAMA
2001, 285:2486— 2497.

Kwiterovich PO jr. State-of-the-art update and review: Clinical trials of lipid
lowering agents. Am J Cardiol 1998; 82:3U-17U.

Bray GA. Medical consequences of obesity. j Clin Endocrinol Metab 2004;
89:2583-9.

Jensen MD. Obesity. In: Cecil Medicine, 23rd Edition. Editors: Goldman L,
Ausiello D. Elsevier, PA, USA 2008; 1643- 1652.

Tchernof A, Lamarche B, Prud’Homme D, et al. The dense LDL phenotype.
Association with plasma lipoprotein levels, visceral obesity, and hyperinsulinemia

in men. Diabetes Care 1996; 19:629-37.

Endo A, Kuroda M, Tsujita Y. ML-236A, ML-236B, and ML-236C, New
inhibitors of cholesterogenesis produced by penicillium citrinum. J. Antibiot 1976;
29:1346-8.

Olsson AG, McTaggart F, Raza A. Rosuvastatin: a highly effective new HMG-
CoA reductase inhibitor. Cardiovasc Drug Rev 2002; 20:303-28.

Jones PH, Davidson MH, Stein EA, et al. Comparison of the effi- cacy and safety
of rosuvastatin versus atorvastatin, simvastatin, and pravastatin across doses
(STELLAR* Trial). Am J Cardiol 2003; 92:152-60.

Baykan M. Hiperlipidemise statinler. Tiirkiye Klinikleri Kardiyoloji 2006; 2/7:57-
65.

Tath E. Poliklinikte Hiperlipidemik Hasta Takibi Trakya Univ tip Fak Derg 2010;
27:39-41.

Marchioli R, Marfisi RM, Carinci F, Tognoni G. Meta- analysis, clinical trials, and

transferability of research results into practice. The case of cholesterol-lowering



42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

53

interventions in the secondary prevention of coronary heart disease. Arch Intern

Med 1996; 156:1158-72.

Heart Protection Study Collaborative Group. MRC/BHF Heart Protection Study of
cholesterol lowering with sim- vastatin in 20,536 high-risk individuals: a

randomised placebo-controlled trial. Lancet 2002; 360:7-22.

Kiling K, Kiling A. Oksijen Toksisitesinin Aract Molekiilleri Olarak Oksijen
Radikalleri. Hacettepe T1p Dergisi 2002; 33:110 — 118.

Fidan AF. DNA hasar tespitinde tek hiicre jel elektroforezi. Afyon Kocatepe
University Journal of Science (Fen Bilimleri Dergisi); 2008; 8: 53-64.

De Boer J, Hoeijmakers J. Nucleotide excision repair and human syndromes.

Carcinogenesis 2000; 21: 453-460.

Bohr VA. DNA repair fine structure and its relations to genomic instability.

Carcinogenesis 1995; 16: 2885-2892.

Fenech M, Morley AA. Measurement of micronuclei in lymphocytes. Mutat Res

1985; 147: 29-36.

Gokalp FD. Kiiltiirii Yapilan Insan Lenfositlerinde Triasulfuron’un Genotoksik
Etkileri. Doktora Tezi. Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii. Edirne, 2006
9-12.

Sears DA, Udden MM. Howell-Jolly bodies: a brief historical review. Am J Med
Sci12012; 343:407-9

Fenech M. Cytokinesis-block micronucleus cytome assay. Nature Protocols 2007;

2: 1084-1104.

Vanparys P, Vermeiren F, Sysmans M, et al. The micronucleus assay as a test for

the detection of aneugenic activitiy. Mutat Res 1990; 244:95-103.

Demirel S, Zamani A. MN teknigi ve kullanim alanlar1. Genel Tip Dergisi 2002;
12:123-127.

Labay K, Ould-Elhkim M, Kles V, et al. Effects of griseofulvin in medium-term
liver carcinogenesis assay and peripheral blood micronucleus test in rat. Teratog

Carcinog Mutagen 2001; 21:441-451.



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

54

Hessel H, Radon K, Pethran A, et al. The genotoxic risk of hospital, pharmacy and
medical personnel occupationally exposed to cytostatic drugs evaluation by the

micronucleus assay. Mutat Res 2001; 497:101-109.

Bonassi S, Fenech M, Lando C, et al. HUman MicroNucleus project: international
database comparison for results with the cytokinesis-block micronucleus assay in
human lymphocytes: I. Effect of laboratory protocol, scoring criteria, and host

factors on the frequency of micronuclei. Environ Mol Mutagen 2001; 37:31-45.

Fenech M, Holland N, Zeiger E, et al. The HUMN and HUMN;; international
collaboration projects on human micronucleus assays in lymphocytes and buccal

cells-past, present and future. Mutagenesis 2011; 26:239-245.

Thomas P, Holland N, Bolognesil C, et al. Buccal micronucleus cytome assay. Nat

Protoc 2009; 4:825-837.

Fenech M. The lymphocyte cytokinesis-block micronucleus cytome assay and its

application in radiation biodosimetry. Health Phys 2010; 98: 234-243.

Umegaki K, Fenech M. Cytokinesis-block micronucleus assay in WILZ-NS cells: a
sensitive system to detect chromosomal damage induced by reactive oxygen

species and activated human neutrophils. Mutagenesis 2000; 15:261-269.

Tawn EJ, Whitehouse CA. Frequencies of chromosome aberrations in a control

population determined by G banding. Mutat Res. 2001; 490:171-177.

Fenech M, Chang WP, Kirsch-Volders M, et al. HUMN Project: detailed
description of the scoring criteria for the cytokinesis-block micronucleus assay

using isolated human lymphocyte cultures. Mutat Res 2003; 534:65-75.

Eastmond DA, Tucker JD. Identification of aneuploidy—inducing agents using
cytokinesis—blocked human lymphocytes and an antikinetochore antibody. Environ

Mol Mutgen 1989; 13:34-43.

Serafini M, Baynes JW, Del Rio D. Role of oxidative stress in development of
Understanding the association between dietary antioxidants, redox status and
disease: is the total antioxidant capacity the right tool? Redox Report 2004; 9:145-
152.



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

55

Valko M, Leibfritz D, Moncol J, et al. Free radicals and antioxidants in normal
physiological functions and human disease. Int J Biochem Cell Biol 2007; 39:44-
84.

Cooke MS, Evans MD, Dizdaroglu M, et al. Oxidative DNA damage: mechanisms,
mutation, and disease. FASEB J 2003; 17:1195-1214.

Dincer Y, Erzin Y, Himmetoglu S, et al. Oxidative DNA damage and antioxidant
activity in patients with inflammatory bowel disease. Dig Dis Sci 2007; 52: 1636-
1641.

Luan Y, Suzuki T, Palanisamy R, et al Potassium bromate treatment
predominantly causes large deletions, but not GC>TA transversion in human cells.

Mutat Res 2007; 619:113-123.

Hattori Y, Nishigori C, Tanaka T et al (1996). 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine is
increased in epidermal cells of hairless mice after chronic ultraviolet B exposure. J

Invest Dermatol 107:733-737.

Yokus B, Cakir DU. invivo Oksidatif DNA Hasar1 Biyomarkir1; 8-Hydroxy- 2’-
deoxyguanosine. T Klin J Med Sci 2002; 22:535-543.

Cooke MS, Olinski R, Loft S. Measurement and Meaning of Oxidatively Modified
DNA Lesions in Urine. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev 2008; 17:3-14.

Donmez-Altuntas H, Bitgen N. Evaluation of the genotoxicity and cytotoxicity in
the general population in Turkey by use of the cytokinesis-block micronucleus

cytome assay. Mutat Res 2012; 748: 1-7.

Bonassi S, Znaor A,Ceppi M, et al. An increased micronucleus frequency in

peripheral blood lymphocytes predicts the risk of cancer in humans. Carcinogenesis

2007; 28:625-631.

Chen HI, Liou SH, Ho SF, et al. Oxidative DNA damage estimated by plasma 8-
hydroxyguanosine (8-OHdG): Influence of 4, 4’-methylenebis (2-chloroaniline)
exposure and smoking. J Occup Health 2007; 49: 389-398.

Kirsch-Volders M, Plas G, Elhajouji A, et al. The in vitro MN assay in 2011: origin
and fate, biological significance, protocols, high throughput methodologies and

toxicological relevance. Arch Toxicol 2011; 85: 873-899.



75. Inoue T, Inoue K, Maeda H, Takayanagi K, Morooka S. Immunological
response to oxidized LDL occurs in association with oxidative DNA damage
independently of serum LDL concentrations in dyslipidemic patients. Clin Chim

Acta 2001; 305: 115-121.

56



BASVURU

BILGILER]

ETIK KURULUN ADI | : ERCIYES Uvacnsm:SI KLINIK ARAsTIRM/\LARl ETIK KURULU
AGIK _AbREs : Erclyos Universliosl Tlp Fak(lllosl Dekanhal Meﬂkga IK/\Y cm Lt
TELEFON - : 0362437 4910+ 11 ] ey
FAKS 036243762857
- EPOSTA : byancar@erclyes.odu.lr -
ARASTIAN A 101 Dislpdork hastalrc i todavsonce v s goromi i aabllenn

-~ |{aragtinimasi

ARISTIRMA PROTOKOLUNUN KODI

mLNATOR/SOfl?UMﬁU ARAs '1RM,AC!?

{Prot.Dr. Hamiyet Dénmez

- KOOR
fUZMANLIKALANI

DINAT

TOR SORUMLU ARAs' 'IRMACININ

[Tibbi Blyoloji

i KQ_oRDlNAwﬁUN U_NVANI_/Abi‘/SbYAD:

?f Prof Dr, Hamlyet Dbnmez

| KOORDINATOR/SO

UMLU 'jRAs [IRMA

B LUNDUGU MERKEZ

Erclyes Unlversltesl Tlp Fakﬂltesl lebl Blyo!o;i Anabllim Dali/Kayserl

Yliksek Lisans Tezi




GUVENLIK BILDIRIMLERI

DiRILEN

DEGERLEN

TN RSN [P S

i

oy

3‘1@1‘3?
LR, ».
&7

e
Rt Ay

KararNo : [2014/185

| KararTanhi s [21.032014

s Sty 2 7 <

iLERI

BILG

[ Yukanda bilgiterl verllen bagvuru dosyast lle lgil belgeler arastirmanin/galismanin gerekss, amag, yaklasim ve yéntomior| dikkate
alinarak incalenmlg ve uygun bulunmus olup, aragtirmanin/galismanin bagvuru dosyasinda belirtilen merkezlerde gergekleagtiimasinde
etlk ve bilimsel sakinca bulunmadigina toplantiya katilan etik kurul Gye tam sayisinin salt gogunlugu ile karar verllmistir,

__ERCIVES UNIVERSITES| KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU .~




OZGECMIS

KiSISEL BILGILER

Adi, Soyadi: Ayse Nur COSKUN DEMIRKALP
Uyrugu: Tiirkiye (TC)

Dogum Tarihi ve Yeri: 06.02.1989, Kayseri
Medeni Durumu: Evli

e-mail: aysenurcoskun@hotmail.com.tr

EGITIM

Derece Kurum

Yiiksek Lisans Erciyes Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
T1bbi Biyoloji Anabilim Dali

Lisans Istanbul Kiiltiir Universitesi Fen-Edebiyat Fak.
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii

YABANCI DiL

Ingilizce

Mezuniyet Tarihi

2016

2011



