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SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI

% : Yiizde

< : Kiigiiktiir

> : Blytiktiir

uL : Mikrolitre

uM : Mikromolar

ACAT : Acil-KoA-kolesterol agil transferaz
AHA : Amerikan Kalp Dernegi

ALS : Alkali labil bolge

ApoA : Apolipoprotein A

ApoB : Apolipoprotein B

ApoC : Apolipoprotein C

ApoD : Apolipoprotein D

ApoE : Apolipoprotein E

BN : 1ki niikleuslu hiicre

CBMN - Sitokinezi bloklanmis mikrontikleus testi
CETP : Kolesterol ester transferaz proteini
Cyt-B - Sitokalasin B

dL : Desilitre

Ds : Disentrik Kromozom

DSB > Cift zincir kirigt

F : Fragment

FPP - Farnesil pirofosfat

GGPP . Geranilgeranil pirofosfat

GLP : Iyi laboratuar uygulamalari

gr : Gram

HDL : Yiiksek yogunluklu lipoprotein



HL : Hepatik lipaz
HMG KoA  : 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A

IDL : Ara yogunluklu lipoprotein

KA : Kromozomal anormallik

KCI : Potasyum Kloriir

Kkb : Kardes kromatidlerde birlesme
KKD : Kardes kromatid degisimi
KKH : Koroner kalp hastaliklari
Komet : Tek hiicre jel elektroforezi

Ktd : Kromatid degisimi

Ktk : Kromatid kirigi

KVH : Kardiyovaskiiler hastaliklar
Kzk : Kromozom kirig1

LCAT : Lesitin kolesterolagil transferaz
LDL : Diisiik yogunluklu lipoprotein
LPL : Lipoprotein lipaz

mg > Miligram

mL > Mililitre

MMC : Mitomicin C

MN : Mikroniikleus

MS : Metabolik sendrom

nm : Nanometre

NO : Nitrik oksit

NOAEL : Herhangi bir etkinin gézlenmedigi doz
SSB : Tek zincir kirigi

VLDL : Cok diisiik yogunluklu lipoprotein
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OZET

Anahtar kelimeler: Rosuvastatin, Kromozomal Anormallik, Mikroniikleus, Tek
Hiicre Jel Elektroforozi, Statin, Kolesterol

3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A (HMG KoA) rediiktaz inhibitorii olan
ilaglardan biri olan rosuvastatin statin grubu iiyesidir. Rosuvastatin yiiksek kolesterol
seviyesine sahip bireylerde kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 kullanilan bir ilagtir.
Bu c¢aligmada rosuvastatinin genotoksik ve sitotoksik degerlendirmesini yapmak icin
insan periferal lenfositlerinde kromozomal anormallik (KA), mikroniikleus (MN) ve
tek hiicre jel elektroforezi (komet) testleri kullanilmigtir. Rosuvastatinin bu in vitro
caligmalar icin kullanilan konsantrasyonlart 0,0625, 0,125, 0,25, 0,5, 1 pg/mL’dir ve
ayrica biitlin testlerde negatif ve pozitif kontrol (Mitomisin C, H20,) kullanilmastir.
KA frekanslart 24 saatlik uygulamada tiim dozlarda 48 saatlik uygulamada ise
0,0625 pg/mL’lik doz hari¢ diger tim dozlarda kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Rosuvastatin mitotik indeksi (MI) 24 saatlik uygulamada 0,5
ve 1 pg/mL’lik dozlarda, 48 saatlik uygulamada ise 0,25, 0,5 ve 1 pg/mL’lik
dozlarda kontrole gére anlamli diizeyde diisiirmiistiir. Kontrol ile kiyaslandiginda
MN frekansinin tiim dozlarda istatistiksel olarak arttig1 da tespit edilmistir. Niikleer
boliinme indeksi rosuvastatin uygulamasi ile diismiis fakat bu diisiis anlaml
bulunmamistir. Komet testinde ise rosuvastatin komet kuyruk uzunlugunu ve kuyruk
momentini 0,0625, 0,5 ve 1 ug/mL’lik dozlarda kontrole gore anlamli bir sekilde
arttirmigtir. Ayrica kuyruk yogunlugu da 0,0625 pg/mL’lik doz hari¢ tiim dozlarda
kontrole gore anlamli bir sekilde artmistir. Bu sonuglar rosuvastatinin in vitro insan
periferal lenfositlerinde klastojenik bir etkiye sahip oldugunu goéstermektedir.
Rosuvastatinin total genotoksik profilinin ¢ikartilmasi i¢in farkli test sistemlerinde
caligmalar yapilmas1 gerekmektedir.
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GENOTOXICITY OF ROSUVASTATIN, ONE OF THE
CHOLESTEROL DRUG IN STATIN

SUMMARY

Key Words: Rosuvastatin, Chromosomal Aberrations, Micronucleus, Single Cell Gel
Electrophoresis, Statin, Cholesterol

Rosuvastatin which is one of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A (HMG CoA)
reductase inhibitor drugs is a member of the drug class of statins. Rosuvastatin is
used by patients have high cholesterol levels to prevent cardiovascular disease. In
this study to evaluate genotoxic and sitotoxic potential of rosuvastatin,
chromosomal aberrations (CA), micronucleus (MN) and single cell gel
electrophoresis (Comet) assays was used in the human peripheral blood
lymphocytes. Rosuvastatin was used at concentrations of 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1
pg/mL for the in vitro assays. In all assays, a negative and a positive control
(Mitomycin C, H;0,;) were also included. CA frequencies were significantly
increased in all doses during 24h treatment and significantly increased in all doses
except 0.0625 pg/mL during 48h treatment compared with the negative control.
Rosuvastatin was decreased mitotic index (MI) at 0.5 and 1 pg/mL concentrations at
24h treatment; 0.25, 0.5 and 1 ug/mL at 48h treatment. A significant raise was
observed for induction of MN at all treatments compared with the negative control.
Cytokinesis-block proliferation index (CBPI) were not affected by treatments with
Rosuvastatin. The comet tail length and tail moment were significantly increased at
0.0625, 0.5 ve 1 pug/mL concentrations compared to controls. However, the comet
tail intensity also was significantly increased in all doses (except 0.0625 pg/mL)
compared with the negative control. These results show that rosuvastatin is
clastogenic in in vitro human peripheral lymphocytes. Further studies should be
conducted in other test systems to evaluate the full genotoxic potential of
rosuvastatin.
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BOLUM 1. GIiRiS

Kardiyovaskiiler (kalp ve damar) hastaliklar, giinlimiizde gelismis ve gelismekte olan
iilkelerde mortalite (6liim) ve morbidite (i3 gormezlik) nedenlerinin basta gelen
sebeplerindendir. Bunun yani sira direk veya dolayli maliyetlerinden dolay1 da saglik
harcamalarinda biiylik bir rol oynamaktadir. Birgok Avrupa iilkesinde son yillarda
kardiyovaskiiler hastaliklarin (KVH) mortaliteye sebeb olma oranlar1 6nemli 6lgiide
azalmigsa da, halen Avrupa’da erken yasta 6liimlerin en 6nemli nedeni olarak devam
etmektedir. KVH oliimlerinin %80’inden fazlasinin gelismekte olan iilkelerde
meydana geldigi tahmin edilmektedir (Narla ve ark. 2009, Uyar 2009, Perk ve ark.
2012). KVH gelismis iilkelerde azalma egilimine girmesinde, toplumun davranig
degisikligini hedefleyen koruma programlarinin etkisi olmustur. Arastirmalar,
KVH’larin temelinde sagliksiz yasam tarzi ve sosyal ¢evrenin oldugunu gostermistir

(Arikan ve ark. 2009).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) (2012) raporunda kardiyovaskiiler hastaliklarin, diinya
genelinde toplam 6lim oranlarinin %48’ini olusturdugu belirtilmistir. Bu rakami
%?21 ile kanser, %12 ile kronik solunum yollar1 hastaliklari, %3,5 ile de diyabet takip
etmektedir. Yine ayni raporda KVH sonucu meydana gelen dliimlerin artacagi ve
2008’de 17 milyon olan rakamm 2030’da 25 milyona ¢ikacagr tahmininde
bulunulmustur. Diinya Saglik Orgiitii’niin 2009 yil1 verilerine gore Tiirkiye’de 81205
kisi KVH sebebiyle d6lmiistiir. Bu say1 kardiyovaskiiler hastaliklar1 Tiirkiye icin diger
hastaliklar arasinda mortalite oram1 en fazla olan hastalik smifina sokmustur.
TEKHARF calismasinda 1990-2008 yillar1 arasinda yapilan takipte 45-74 yas
araligindaki koroner kalp hastaligt (KKH) sebebiyle meydana gelen oOliimlerde
erkekler icin 1000 kiside 7,64, kadinlarda 3,84 diizeyinde oldugu tespit edilmistir. Bu

say1 Avrupa iilkeleri arasinda Tiirkiye’yi ilk siralara tasimistir (Onat ve ark. 2009).



Kardiyovaskiiler hastalik ve inme i¢in ¢ok fazla (yaklasik 200) risk faktori
bulunmaktadir. Bunlar igerisinde onemli olanlar1 tiitiin kullanimi, alkol kullanimi,
yiiksek kan basinci (hipertansiyon), yiiksek kolesterol, obezite, sagliksiz yeme
aliskanliklari, fiziksel hareketsizlik, psikososyal stres, hiperlipidemi ve diyabettir.
Diinya Saglik Orgiitii tiim KVH 6liimlerinin dortte iigiinden fazlasinin uygun yasam
tarz1 degisiklikleri ile onlenebilecegini belirtmektedir (Nissinen ve ark. 2001, WHO
2002, WB 2002).

Celik ve ark. (2006) insandaki tiim organ sistemlerinin fonksiyonunda 6nemli rol
oynayan kolesteroliin, bati diinyasindaki tiim Oliimlerin ii¢te birinden fazlasinin
nedeni olan koroner kalp hastaligi patogenezindeki Onemli unsurlardan biri

olduklarin1 belirtmislerdir.

Ateroskleroz (damar sertligi) ve kolesterol arasindaki iliski 19. yiizyilin erken
donemlerine kadar uzanmaktadir. Bu donemlerde Alman patoloji uzman1 Rudolph
Virchow kalp krizi sebebiyle olen hastalarin arter duvarlarinda kalinlagsmalar,
diizensizlikler ve sarims1 yag maddelerinin oldugunu belirtmistir (Faseb 2005). 1910
yilinda Nobel &diilli Alman Kimyager Adolf Windaus’un insan aortundan izole
edilen aterosklerotik plaklarin normal aorta gore 20-26 kat daha fazla kolesterol
icerigine sahip oldugunu gostermesiyle ortaya ¢ikan ateroskleroz ve kolesterol
arasindaki iligki iyice kuvvetlenmistir. Ardindan Nikolai N. Anichkov tarafindan
1913 yilinda kolesterolii yiiksek olan diyetle beslenen tavsanlarda hiperkolesterolemi
olustugu gozlemleyerek bu iliskiyi 1iyice kamitlamistir. Bu kesif ayrica
kardiyovaskiiler hastaliklarin sebeplerinin anlasilmasi i¢in dnemli bir adim olmustur
(Konstantinov ve ark. 2006). Epidemiyolojik anlamda kolesterol ve ateroskleroz
iligkisini ortaya c¢ikaran c¢alisma ise, tip tarithinin en biiylik epidemiyolojik
caligmalarindan biri olan Framingham Kalp Calismasidir. Massachusetts’de kiigiik
bir kasaba olan Framingham halki arasindan segilen 5000’in iizerinde gonillii
katilimcinin yagam tarzlar1 ve tibbi 6zelliklerinin ileriye doniik olarak incelendigi bu
calismadan elde edilen veriler, diyetin yag igeriginin kardiyovaskiiler hastalik
gelisimiyle iliskili oldugunu gostermistir. Ayni sekilde, diisiik yogunluklu lipoprotein
(LDL) kolesteroliin olumsuz, yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) kolesteroliin ise

olumlu etkileri oldugu gozlenmistir (Kannel ve ark. 1964). Yiiz yila yakin bir siire



icinde elde edilen bu ¢aligmalar ve diger epidemiyolojik ve deneysel veriler, bir
kolesterol tastyici protein olan (LDL) aterosklerozla olan iliskisini ortaya koymustur

(Celik ve ark. 2006).

Diyet ve KKH arasindaki iligkiye bir diger drnek de kolesterol agisindan diisiik bir
diyetle beslenen Japonlarin, Hawai ve San Fransisco’ya go¢ etmelerinden sonra
diyetsel aligkanliklarini degistirmeleriyle hem kan kolesterol diizeylerinin hem de
KKH risklerinin artmasi gosterilebilir (Reed ve ark. 1986). Bununla birlikte deney
hayvanlar1 ile yapilan ¢alismalarda uzun siireli diisiik konsantrasyonlu kolesterol
diyetinin tavsan, tavuk, maymun gibi hayvanlarda ateroskleroza neden oldugu
belirtilmistir (Stamler ve Shekelle 1988). Kolesterol seviyesi ve ateroskleroz
arasindaki etkiyi gosteren baska calismalarda da benzer sonuclar elde edilmistir
(Seven 1981, Keys ve Parlin 1966, Grundy ve ark. 2004, Rubins ve ark. 1999).
Diistik yogunluklu lipoprotein kolesterol ile ateroskleroz arasindaki iligki agisindan
onemli doniim noktalarindan biri de 1974 yilinda LDL reseptoriiniin
tanimlanmasidir. Arastirmacilar serum LDL diizeylerinin, LDL reseptorii olarak
adlandirdiklart  bir hiicre membran1 proteini tarafindan kontrol edildigini

gostermislerdir (Goldstein ve Brown 1974).

Yukaridaki verilerden hareketle, Amerikan Kalp Dernegi (AHA) 1996 yilinda kan
kolesterol artisindan ve dolayisiyla KKH riskinden korunmak igin giinliik kolesterol
alimmin 300 mg’dan az olmasmi &nermistir (AHA 1. Basamak diyeti). Ikincil
korunma i¢in ise, AHA ikinci basamak diyetinde giinliik kolesterol alim1 200 mg ile

siirlandirmistir (Krauss ve ark. 1996).

Aterosklerotik hastaliklarla miicadelenin 6nemli bir unsuru olan kolesterol diisiiriicii
tedaviler gilinlimiiz kardiyovaskiiler tibbinin en o©nemli ugrasilarindan birini

olusturmaktadir (Celik ve ark. 2006).



1.1. Kolesterol

Kolesterol ilk defa Frangois Poulletier de la Salle tarafindan 1769’da safra taslarinda
kesfedilmis ve 1815’de Eugene Chevreul tarafindan kolesterin  olarak
isimlendirilmistir (Olson 1998). Hayvansal dokularda bulunan en 6nemli sterol,
kolesteroldiir ve biitiin hayvansal hiicrelerde bulunur. Bitkisel dokularda da yer alan
steroller (fitosteroller) hiicre membraninin 6nemli bir bileseni olan triterpenler
grubunda yer alirlar (Ates ve Velioglu 2005). Kolesterol 27 karbonlu bir bilesik olup
yapilan isaretleme yoOntemleri ile Sekil 1.1°de goriilen kolesterol molekiiliindeki
karbon atomlarinin 6nciil madde olan asetattan geldigi anlasilmistir. Kolesterol insan
dahil bir¢ok hayvanda c¢ok oOnemli bir molekiildiir fakat tiim hiicrelerde basit
molekiillerden sentez edilebildigi icin memeli canlilarin diyetinde bu maddeyi igeren
gidalara gereksinimleri yoktur Kolesterol, 6zellikle hayvansal gidalarda bulunur ama
viicuttaki kolesterolun ancak kiiciik bir kism1 gida kaynaklidir; ¢ogu viicut tarafindan
sentezlenir. Viicudun her hiicresinde bulunmakla beraber, onun sentezlendigi veya
hiicre zarlarinin daha ¢ok oldugu organ ve dokularda, 6rnegin karaciger, omurilik ve
beyinde, ayrica ateromlarda, kolesterolun yogunlugu daha yiiksektir(Nelson ve Cox
2005).

Kolesterol kanda normalden fazla bulunmasi halinde damarlarda birikerek damar
sertlesmesine (ateroskleroz) yol agar. Bazen de safra pigmentleri ile birleserek safra
taglarinin olusumunda rol oynar. Daha 6nce de bahsedildigi {izere insan 6liimlerinin
en cok (yaklasik 1/3’tintin) KVH’dan kaynaklandigi bilinmektedir. Bu dliimlerde
kalp tlizerindeki koroner damarlarin i¢ kisminin, kan lipidlerinin miktarinin artmasi
sonucu daralmasi onemli rol oynamaktadir. Daralmaya yol acan bilesenlerden en
onemlisi ise kolesterol’diir (Ates ve Velioglu 2005). KVH ve kolesterol arasindaki
iligki nedeniyle en fazla bilinen lipidlerden birisi olan kolesterol hayvan hiicre
zarlarinin yapisina katilan bir bilesiktir. Kolesterol sentez yolunun belirlenmesi ve
incelenmesi kolesterol ve diger lipitlerin organlar arasinda nasil tasindigini,
kolesteroliin hiicrelere giris isleminin (reseptor aracili endositoz), diyet kolesterolii
tarafindan etkilenen hiicre ici kolesterol iiretimi yolunun ve kolesterol iiretiminin
diizenlenmesinin bozulmasi yoluyla sagligin nasil etkilendigi anlagilmistir (Nelson

ve Cox 2005).
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Sekil 1.1. Kolesteroliin molekiil yapisi ve 6ncii madde olan asetat (Nelson ve Cox 2005)

1.1.1. Kolesterol sentezi

Viicuttaki kolesteroliin cogu endojen kaynakli olup bircok doku tarafindan
sentezlenmektedir. %66’simnin bu sekilde endojen kaynakli sentezlendigi kolesteroliin
glinliik tretiminin %20-25'i karacigerde gergeklesir, ayrica, ince bagirsak, adrenal
bezleri ve lireme organlarindaki sentezlenme miktar1 diger dokulara kiyasla daha

yiiksektir (Caliskan 1998).

Kolesterol sentezi dort evrede gerceklesmektedir. Bunlardan ilki {i¢ asetat birimi alt1
karbonlu mevalonati olusturmak iizere kondanse olmaktadir. Ikinci evre mevalonatin
aktif izopren birimlerine cevirilmesini igerir. Ugiincii evre ise 30 karbonlu dogrusal
yapida skualen olusturmak i¢in 6 adet 5 karbonlu izopren biriminin
polimerlesmesidir. Son evre olarak da skualen halkasal bir yapiya doniisiir ve steroit
¢ekirdegin 4 halkasi olusur. Bunu takiben oksidasyon, metil gruplarinin uzaklasmasi,
yer degistirmesi gibi bir takim degisiklikler sonucunda son iiriin olan kolesterol
olugmaktadir (Sekil 1.2). Nelson ve Cox (2005)’e gore bu basamaklar sirasi ile

asagida verilmistir.



1.1.1.1. Asetattan mevalonat sentezi

Kolesterol sentezinin ilk basamaginda 2 molekiil asetil KoA kondanslenerek
asetoasetil KoA’y1 olusturur. Bu molekiil de ii¢iincii bir asetil KoA molekiiliiyle
birleserek 6 karbonlu bir bilesik olan p-hidroksi-B—metilglutaril-KoA (HMG-
KoA)’y1 meydana getirir. Sirast ile tiyolaz ve HMG KoA sentaz enzimleri tarafindan

katalizlenen bu iki tepkime tersinirdir.
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~0O0C—CH, —(\:—CHZ —CH,—OH
OH Mevalonat
CH,; (@] ﬁ

l l i
CH, =C—CH,—CH, —O—I"—O—I\’—O

[zopren O
AKktif izopren

Skualen

HO

Kolesterol

Sekil 1.2. Kolesterol sentezinin evreleri (Nelson ve Cox 2005)

Ucgiincii tepkime kontrol altinda tutulan basamaktir ve iki molekiill NADPH’1n her
birinin iki elektron vermesiyle HMG KoA’nin mevalonata indirgenmesidir (Sekil
1.3). Diiz endoplazmik retikulumun integral zar proteini olan HMG KoA rediiktaz

kolesterol biyosentezi yolunda énemli bir diizenleme noktasidir.
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Sekil 1.3. Asetil KoA’dan mevalonatin olusumu (Nelson ve Cox 2005)

1.1.1.2. Mevalonatin izoprene ¢evrilmesi

Kolesterol sentezinin sonraki evresinde ti¢c ATP’den ii¢ fosfat grubu mevalonata
transfer edilir (Sekil 1.4). 3-fosfo-5pirofosfomevalonat ara liriiniindeki mevalonatin
C-3’lindeki hidroksil grubuna tutunan fosfat iyi ayrilabilen gruptur; sonraki
kademede bu fosfat ve yanindaki karboksil grubu, bes karbonlu bir {iriin olan A3-
izopentil pirofosfatta bir c¢ift bag olusturarak birlikte ayrilir. Bu kolesterol
olusumundaki aktiflestirilmis iki izoprenden birisidir.  3-izopentil pirofosfatin

izomerlesmesi ikinci aktif izopren olan dimetilallil pirofosfati olusturur. Izopentil



pirofosfatin bitki hiicrelerinin stoplazmasindaki sentezi burada tanimlanan metabolik
yolu izler. Bununla beraber, bir¢ok bakteride ve bitki hiicrelerinin kloroplastlarinda
mevalonattan bagimsiz yol kullanilir. Bu alternatif yol hayvanlarda olusmaz. Boylece

bu yol yeni ilaglarin gelistirilmesi i¢in ¢ekici bir hedeftir (Nelson ve Cox 2005).
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Sekil 1.4. Mevalonatin aktif izopren birimlerine ¢evirilmesi (Nelson ve Cox 2005)



1.1.1.3. Skulaen olusumu

Izopentil pirpfosfat ve dimetilallil pirofosfat bir bas ve kuyruk birlesmesine ugrar ve

bir pirofosfat grubu yerinden ayrilir ve 10 karbon zincirli geranil pirofosfat olusur

(Sekil 1.5).

Dimetilallil pirofosfat A%-izopentenil pirofosfat

prenil transferaz
(bag-kuyruk [

birlesmesi) | > PP;
|| (Il)
. O—Il’—Ofll’—O_ Geranil pirofosfat
N o O

)\A ? 3
prenilisanatnng |, —— = O—IT—O—Il’—O' A*-Izopentenil pirofosfat

(bag-kuyruk)

B o O
O
o-P—0—b—0
‘ Farnezil pirofosfat
N
| /\(
P 9 =
i O—II)—O_T_O N Farnezil pirofosfat
// O_ O

l” ¢
skualen sentaz l/ NADPH + H*
(bag-bag)

\\> NADP*

Skualen

Sekil 1.5. Skulaenin olusumu (Nelson ve Cox 2005)
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1.1.1.4. Skualenin 4 halkal steroit ¢cekirdegine ¢evrilmesi

Skualen molekiilii Sekil 1.6’daki gibi gosterildigi zaman sterollerin ¢ekirdek
yapistyla dogrusal yap1 arasindaki iliski belirgindir. Sterollerin hepsi dort kaynasmis
halkaya sahiptir (steroit ¢ekirdegi) ve hepsi 3. karbondaki bir hidroksil grubuyla
alkol yapisindadir, bu nedenle adlar1 “sterol”diir. Skualen monooksigenazin etkisi
Oy’den bir oksijen atomunu bir epoksit olusturmak iizere skualen zincirinin ucuna
eklemektedir. NADPH O;’nin diger oksijen atomunu H,O’ya indiger. Skualen 2, 3-
epoksit tiriinliniin ¢ift baglar1 dogrusal skualen epoksidi halka yapisina ¢evirebilecek
sekilde yonlendirilmistir. Hayvan hiicrelerinde bu halkalagma steroit ¢ekirdegin dort
karakteristik halkasini tasiyan lanosteroliin olusumuyla sonuglanir. Sonug olarak
lanosterol, bazi metil gruplarinin yer degistirmesine ve bazilarinin ayrilmasini igeren

20 civarinda tepkimeyle kolesterole ¢evrilir (Sekil 1.6) (Nelson ve Cox 2005).

Kolesterol hayvan hiicrelerine 6zgii bir steroldiir; bitkiler, mantarlar ve protistler
skualen 2,3-epoksidin sentez yolunun aynisini kullanarak, kolesterol yerine yakindan
iligkili diger sterolleri yapar. Sentez yolu bu noktada bir¢ok bitkide stigmasterolii ve
mantarda ergesterol gibi diger sterolleri vermek {izere biraz sapma gosterir.
Omurgalilarda kolesterol sentezinin ¢ogu karacigerde yer alir. Burada yapilan
kolesteroliin kiiciik bir kismi1 hepatositlerin zarlarina yerlesir fakat biiyiik bir kismi ti¢
formdan birinde uzaklastirilir; bu formlar safra kolesterolii, safra asitleri ve kolesterol
esterleridir. Safra asitleri ve onlarin tuzlann karacigerde sentezlenen ve yag
sindirimine yardimc1 olan kolesterol tiirevleridir. Kolesteril esterleri karacigerde agil-
KoA-kolesterol agil transferaz (ACAT) etkisiyle olusur. Bu enzim kolesterolii daha
hidrofobik bir sekle ¢evirmek iizere kolesteroliin hidroksil grubuna KoA’dan bir yag
asidinin transferini katalizler. Kolesterol esterleri lipoprotein partikiilleri olarak

kolesterol kullanan diger dokulara tasinir veya karacigerde depolanir.
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Sekil 1.6. Skualenden kolesterol sentezi

1.1.2. Kolesteroliin tasinmasi

Kolesterol ve kolesterol esterleri, triacil gliserol ve fosfolipitler esas olarak suda
coziinmezler. Bununla birlikte bu lipitler yapildiklar1 dokulardan kullanilacaklar1 ya
da depolanacaklar1 dokulara tasmmalidirlar. Bunlar apolipoprotein adi verilen
proteinler vasitasiyla taginmaktadir. Sekil 1.7°de diisiik yogunluklu lipoprotein

iizerinde bulunan bir apolipoprotein  gosterilmektedir.  Apolipoproteinler;
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fosfolipitler, kolesterol, kolesterol esterleri ve triagilgliserollerin ¢esitli bilesimleriyle
olusan makromolekiil kompleksleri olan plazma lipoproteinleri seklinde bir dokudan

digerine kan plazmasinda tagimir (Nelson ve Cox 2005).

Garrett ve Grisham (2010)’a gore lipoproteinler yogunluklarina gore
simiflandirilabilir. En hafifinden (yani en ¢ok lipit, en az protein igereninden) en
yogununa dogru siralama soyledir; silomikronlar, ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein
(VLDL), Ara yogunluklu lipoprotein (IDL), diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve
yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL) seklindedir. Bette ve Dietscyh (1978)’de
lipoproteinleri 4 farkli grupta toplamistir. Ayni calismada IDL kolesterolii

siniflandirmada ayr1 olarak ele alinmamastir.

Fosfolipit tek tabakast

}}}}}

Triagilgliseroller Serbest (esterlenmemis)
olesterol

Kolesteril esterleri

Sekil 1.7. Diisiik yogunluklu lipoproteinin yapisi (Nelson ve Cox 2005)

Tablo 1.1°de de goriildiigii iizere yogunluk bakimindan en fazla olan lipoprotein

LDL’dir ve en diisiik yogunluga sahip olan ise silomikronlardir.
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Tablo 1.1. Lipoproteinlerin baz1 6zellikleri (Garrett ve Grisham 2010).

Yogunluk(g/mL) Tur ((ri?r?) % Protein KoI:?terol Fos;flipit %}I;izgiigrglszrs:érv i
>1,063 HDL 515 33 30 29 4
1019-1,063  LDL 1828 25 50 21 8
1,006-1,019 IDL 2550 18 29 22 31
095-1,006  VLDL 30-80 10 22 18 50
<0,95 Silomikron 1188(') < 8 7 84

Insan plazmasindaki lipoproteinlerde farkli apolipoproteinler bulunur (Tablo 1.2).
Bunlar biiyiikliiklerine, 0zgiil antikorlar ile tepkimelerine ve lipoprotein
siiflarindaki karakteristik dagilimlarina gore ayirt edilebilir. Bu protein bilesenleri
sinyal olarak davranarak lipoproteinleri 0zgiil dokulara yonlendirmede veya
lipoprotein iizerinde gorev yapan enzimleri aktiflestirmede gorev yapar (Nelson ve
Cox 2005). Lipoproteinler, bu o6zelliklerine ilave olarak farkli dokularda kolesterol
sentezi oraninin diizenlenmesini de kontrol etmede 6nemli bir rol oynarlar (Bette ve
Dietscyh 1978). Bu durum su sekilde 6rneklendirilebilir. Silomikronlar tarafindan
taginan eksojen kaynakli kolesterol karaciger tarafindan alindiginda de novo olarak
kolesterol sentezi baskilanmaktadir. Bu da kolesterol sentezinin oranini

degistirmektedir (Weis ve Dietschy 1969, Nervi ve Dietschy 1975).

Silomikronlar, %85-92 oraninda triacilgliserol, %6-12 oraninda fosfolipid, %1-3
oraninda kolesterol ve %1-2 oraninda protein igeren lipoprotein partikiilleridir
(Hussain 2000). Silomikronlar incebarsakta sentez edilirler ve elektroforezde hareket
edemezler (Sekil 1.8). Silomikronlar ince barsak mukozasi hiicrelerinde trigliserit,
fosfolipit, kolesterol ve apolipoproteinlerin bir araya gelmesiyle olusturulur (Tulenko
ve Sumner 2002). Silomikronlar, plazmada dolasirken birka¢ apolipoprotein
(apoB48, apoE, apoC) igerirler. ApoB48, apoB’nin barsak tarafindan yapilan tek
seklidir (Beisiegel 1998). Ince barsagin epitel hiicrelerinde sentezlenirler. Intestinal
epitel hiicreleri tarafindan alinan serbest yag asitleri ve monogliseritler intestinal

hiicrelerin apikal bolgesindeki diiz endoplazmik retikulumda trigliseritlere doniisiir.



Tablo 1.2. Insan plazmas: lipoproteinlerinin Apolipoproteinleri (Vance ve Vance 1985).

Apolipoprotein  Molekiil agirlig: (Da) Lipoprotein sinifi

ApoA-1 28331 HDL

ApoA-II 17380 HDL

ApoA-1V 44000 Silomikronlar, HDL
ApoB-48 240000 Silomikronlar

ApoB-100 513000 VLDL, HDL

ApoC-I 7000 VLDL, HDL

ApoC-II 8837 Silomikronlar, VLDL, HDL
ApoC-IlI 8751 Silomikronlar, VLDL, HDL
ApoD 32500 HDL

ApoE 34,45 Silomikronlar, VLDL, HDL

" Da: atomik kiitle birimi, dalton
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Trigliseritlerle beraber hem fosfolipitler hem de kolesterol biiyiikk silomikron

partikiillerinin yapiminda kullanilirlar. Silomikronlar lenf ve

tasidiklar1 lipitleri yiiksek yogunluklu lipoproteinlerdekilerle
(Mahley ve ark. 2003).

Sekil 1.8. Silomikronlarin elektron mikroskobu fotografi (50-200 nm ¢apinda) (Nelson ve Cox 2005)

kanda dolasirken
(HDL) degisirler
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HDL apoC2 ve apoE'yi yeni salgilanmis silomikronlara aktarir. apoC2, lipoprotein
lipaz (LPL)’in kofaktoriidiir ve trigliseritlerin parcalanmasinda etkilidir. Eksojen
kaynakli trigliseritler barsaklarda silomikronlar tarafindan alindiktan sonra yag, kalp
ve kas dokularma tasmir (Komsuoglu 1992) ve dolasimdaki silomikronlar bu
dokularin kilcal damarlarinda bulunan LPL etkisiyle trigliseridden fakir,
kolesterolden zengin silomikron artiklarina doniisiirler (Sekil 1.9) (Cooper 2000).
Hepatik lipaz (HL) silomikron artiklarinin hepatositler tarafindan alinmasinin son

asamasinda da rol oynar (Beisiegel 1998).

Diyet Trigliserit

Geng
Silomikron

B-48\\

Lenf Sistemi

Silomikron

5
B-48 |

ince
Barsak

LDL
(apo B-100, E)

& Adipoz Doku
Reseptoru ~

Kolesterol

Q{smeﬁ

KARACIGER

LRP reseptoru

(LDL bagh
protein reseptorl)

Artigi

Kas Dokusu

Sekil 1.9. Silomikron ile kolesterol taginimi (Medchrome 2013’den modifiye edilmistir)

VLDL yapimmu ve lretimi hepatositlere yag asidi saglanmasiyla uyarilir. VLDL
karacigerde sentezlenmis kolesterolu, trigliseritleri, fosfolipitleri ve Kkolesteril
esterleri tasir. Suda ¢6ziinemeyen bu lipitler VLDL'in biinyesi iginde paketlenince
kanda taginabilir hale gelirler. (Tymoczko ve ark 2007)(Sekil 1.10-11).
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Sekil 1.10. VLDL nin elektron mikroskobu fotografi (50-200 nm ¢apinda) (Nelson ve Cox 2005)
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Sekil 1.11. VLDL metabolizmas: (Medchrome 2013’den modifiye edilmistir)

Diisiik yogunluklu lipoproteinler, VLDL’nin bir miktar triagilgliserol kaybiyla
VLDL kalintisina ve ardindan daha fazla triagilgliserol kaybiyla da LDL ye
doniismesi seklinde olusurlar (Nelson ve Cox 2005). Insanlarda kan kolesteroliiniin
%60-75’1, dolasimdaki kolesteroliin ana kaynagi olan LDL ile tasinir (Rainwater ve
ark. 1997). Yaklasik %50 lipit (%25 fosfolipit, %15 kolesterol ester, %5 serbest
kolesterol, %5 trigliserit) ve %50 proteinden olusur (Beisiegel 1998, Berg ve ark
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2002, Mahley ve ark. 2003). LDL’nin aterojenik oldugu bilinmektedir ve bir¢ok
hiicrede kolesterol kaynagi olarak kullanilir (Brown ve Goldstein 1984, Walker ve
ark. 1990, Russell 1992). Tasidig lipitlerin yani sira apoB 100 ve apoE proteinlerini
icerir (Sekil 1.7 ve Sekil 1.12). LDL reseptoriiniin LDL’yi baglamast endositoz
olayin1 baglatir (Sekil 1.13). LDL seviyesi ile kalp hastaliklar1 arasindaki baglantidan
dolay1 stkca  koti  kolesterol olarak antlir. LDL'mnin  baglica
islevi, kolesterol ve trigliserit iireten hiicre ve dokulardan bu molekiilleri alip bunlara

gereksinimi olan hiicre ve dokulara tagimaktir (Heart 2013).

s
£

ge s o

Sekil 1.12. LDL’nin elektron mikroskobu fotografi (20-25 nm) (Nelson ve Cox 2005)

LDL’ nin 2/3’1i karaciger tarafindan ve LDL reseptorleri ile taninip alinirken, 1/3°1
periferik hiicreler tarafindan almirlar. Insanda plazma LDL diizeyi ve karaciger LDL
reseptOrii sayisi arasinda ters bir orant1 vardir. LDL reseptorii plazma kolesterol
diizeylerinden sorumlu ana faktordiir, bunun yan1 sira VLDL sentez hizi, LPL ve
diger lipazlarin aktiviteleri, VLDL reseptorii ve diger metabolik olaylar LDL
diizeylerini belirler. Doymus yagdan ve kolesterolden zengin bir diyet LDL reseptorii
sayisint azaltirken, kan LDL kolesterol diizeylerinin artmasina sebep olmaktadir

(Hergeng 2005).

Yiiksek yogunluklu lipoproteinler (HDL), viicuttaki dokulardan karacigere kolesterol
tastyan bir lipoprotein sinifidir. HDL arterlerde olusan ateromlardaki kolesterolu alip

viicuttan atilmak {izere karacigere tasidigi icin bu lipoproteinde bulunan kolesterol
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iyi kolesterol olarak anilir. HDL ayrica bazi endokrin bezlerinde kolesterol sentezinin
regulasyonunda da dnemli bir rol oynar (Anderson ve Dietschy 1977). Baslica apoAl
ve apoA2 proteinlerini igerirler (Despres 2009). Bu lipoproteinler karacigerde
sentezlendiginde Sekil 1.14°de goriildiigii gibi diskoidal bir goriinlimdedir. Bu yeni
olusmus tanecikler yakinindan gectikleri hiicrelerin membranlarindan kolesterol
molekiilleri absorblayabilirler. Bu durum serbest kolesterol bakimindan zenginlesmis
apoA 1 fosfolipit disklerini meydana getirir. Plazmada bulunan Lesitin kolesterolagil
transferaz (LCAT) enzimi bu kolesterolu kolesteril estere doniistiiriir ve bu sekilde
HDL’nin ¢ekirdegini olusturan kolesteril esterler olusur. Daha fazla kolesterol
esterlestikce HDL diskleri dnce kii¢iik olgun HDL3 ve ardindan siire¢ devam ettikge
HDL2 pargaciklar1 olusur. Kolesterol ester transferaz proteini (CETP) kolesterol
esterlerinin HDL’den VLDL ve LDL’ye gegisini kolaylastirir dolayistyla kolesterol
esterlerinin bir kismi LDL’ye ge¢mis olur (Besoluk 1999).
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Sekil 1.13. LDL nin endositoz yoluyla hiicreye alinmasi (Nelson ve Cox 2005)
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HDL koroner arter hastaliklarinda negatif risk faktorii olarak goriiliir ve anti aterojen
lipoprotein olarak bilinir (Gordon ve ark. 1977). Yapilan cesitli aragtirmalar HDL
seviyesinin artmasinin koroner kalp hastaligi goriilme olasiliginin diismesi ile dogru

orantili oldugunu gostermistir (Toth 2005, Sirtori 2006).
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Sekil 1.14. HDL metabolizmas1 (Medchrome 2013’den modifiye edilmistir)

1.1.3. Kolesteroliin fonksiyonlari

Viicut, giinliik sentezledigi kolesteroliin yaklagik yarisini safra asidi iiretiminde
kullanir. Insanlarda baslica primer safra asitleri kolik ve kenodeoksikolik asittir
(Champe ve Harvey 1994). Kolesterol karacigerde en c¢ok kolik asit sentezi ic¢in
kullanilir. Kolik asitte diger maddelerle birleserek yaglarin sindirimi ve

absorbsiyonunu hizlandiran safra tuzlarini olusturur (Uyiiklii 2006).

Insanlardaki tiim steroit hormonlar kolesterolden tiiretilir (Sekil 1.15). Steroit
hormonlarin iki sinift adrenal bezin korteksinde sentezlenir. Bunlar bobrek tarafindan
inorganik iyonlarin geri emilimini kontrol eden mineralokortikoitler ve

glukoneogenezin  diizenlenmesine  yardim eden iltthabi yamit1  azaltan
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glukokortikoitlerdir. Seks hormonlar1 erkeklik ve disilik organlarinda ve plesentada
iretilir. Disi iireme donglistinii diizenleyen progesteron, erkeklerde ikincil seksiiel
karakterleri belirleyen androjen (6rn. testesteron), disilerde ikincil seksiiel karakteri

belirleyen 6strojenler (6rn. estradiol)’dir ( Nelson ve Cox 2005).

Kolesteroliin belki de en dnemli gorevi biitlin hiicrelerin, hiicre membraninin yapisi
ve fonksiyonu i¢in ¢ok onemli bir madde olmasidir. Viicuttaki kolesteroliin yaklasik

%93 1linilin hiicrelerde olup sadece %7’ sinin plazmada olmas1 da buna en iyi kanittir

(Russell 1992).

Kolesterol sentezinde ortaya ¢ikan ara tirlinler bir¢ok farkli amag icin canli sistemler
tarafindan kullanilmaktadir (Sekil 1.16). Ornegin izopentenilpirofosfat kolesterol
sentezinde bir ara {liriindiir buna ek olarak degisik gorev yapan bazi biyomolekiillerin
olusumunda gereklidir. Bunlarin baslicalart olan A, E ve K vitaminleri, klorofilin
fitol zinciri ve karoten gibi bitki pigmentleri; dogal kaucuk, bircok esansiyel yag,
metamorfozu kontrol eden bocek jiivenil hormonu, mitokondri ve kloroplastlarda
elektron tasiyici olan ubikinon ve plastokinondur.

Kolesterol

Pregnenolan

Progesteron

Kortisol

lukokortikoit Testosteron
& ) Kortikosteron

Protein ve karbonhidrat (minenkortikoit)
metebolizmasin etkiler;
immiin yamty, iltihabi ve
alerjik yanitlan baskilar. v Ratradial

pe4
' Erkek ve disi seks hormon-
lar1. Ikincil seks karakter-
lerini etkiler; disi tirtime
Bébreklerde Nat, CI-, dongtistinii diizenler.
HCO; iin geriemilimini
diizenler.

Aldosteron
(mineralokortikoit)

Sekil 1.15. Kolesterol tarafindan tiiretilen steroit hormonlar (Nelson ve Cox 2005)
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Bu molekiillere izoprenoit adi verilmektedir ve dogada yaklasik olarak 20000’den
fazla izoprenoit molekiilii kesfedilmistir (Nelson ve Cox 2005).

Safra asitleri
Steroit Vitamin D
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Kolesterol
Vitamin A Kauguk
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L CH,
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Bitki hormonlari plastikinon
absissik asit O=P—0O"
ve gibberelik [zopren
asit 0)
O=P—0O"~
O

A3-izopentenil
pirofosfat

Sekil 1.16. Izopentenil pirofosfottan tiirevlenen bilesikler (Nelson ve Cox 2005)

Mevalonat yolunda iiretilen en 6nemli molekiiller izoprenoid farnesil pirofosfat
(FPP) ve geranilgeranil pirofosfattir (GGPP). Bu molekiiller hiicresel sinyal
transdiiksiyonu ve sitoskeleton biitiinliigiinlin korunmasi i¢in gerekli birgok proteinin
post translasyonal modifikasyonu i¢in gereklidir. Kisaca FPP ve GGPP hiicresel
sinyal iiretimi, gen ekspresyonu, hiicre biiylimesi, farklilagmasi ve degisiminde gorev

almaktadirlar (Nelson ve Cox 2005).

1.1.4. Plazma kolesterol konsantrasyonunun diizenlenmesi

Plazma kolesterol konsantrasyonu endojen ve ekzojen kolesterol metabolizmasinin
dengesiyle kontrol edilir (Russell 1992, Witztum 1996). Endojen yolakta kolesterol
karaciger tarafindan sentez edilir ve kana verilir. Dolagimla ekstrahepatik dokulara

tasinir. Ekzojen yolakta ise besinlerle alinan kolesterol ince barsaklardan dolagima
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geger. Dolayisiyla her iki mekanizmadaki degisiklikler plazma kolesterol

konsantrasyonunu etkiler.

Kolesterol sentezi karmasik ve enerji gideri yliksek bir islemdir, bu nedenle diyetle
alinan1 tamamlamak i¢in sentezin diizenlenebilmesi yetenegi agikca organizmaya bir
avantaj saglamaktadir. Memelilerde kolesterol iiretimi, hiicre i¢i kolesterol derisimi
glukagon ve insiilin hormonlari tarafindan kontrol edilmektedir. HMG KoA rediiktaz
hormonlar tarafindan da kontrol edilir. Insiilin ve tiroid hormon uygulamasiyla
HMG-CoA rediiktaz enziminin aktivitesinin arttig1, buna karsilik glukokortikoidler
ve glukagon uygulandiginda ise aktivitenin diistiigii bilinmektedir. Kolesterol sentezi
yolundaki hiz smirlayici basamak HMG KoA’nin mevalonata cevrilmesidir. Bu
tepkimeyi katalizleyen enzim olan HMG KoA rediiktazdir. Tanimlanmamis bir
steroliin yiiksek diizeyleri (kolesterol veya tiirevleri) enzimin hizli yitkimini uyarir ve

enzimin geninin transkripsiyonunu inhibe eder (Nelson ve Cox 2005).

Kolesterol sentezi viicutta bulunan kolesterol miktarina bagli olarak gercgeklestirilir.
Diyet yoluyla fazla kolesterol alinimi viicutta kolesterol sentezini net bir sekilde
azaltir. Ayni sekilde disaridan kolesterol alinim seviyesi azaltildiginda, kolesteroliin
hiicresel sentezi artmaktadir. Kolesterol diizenleme mekanizmasinin temeli sterol
diizenleyici eleman baglayici proteinleri (SREBP, sterol regulatory element-binding
protein 1 and 2) tarafindan endoplazmik retikulumda hiicreler arasi kolesterol
seviyesinin algilanmas1 yoluyla gerceklesir (Espenshade ve Hughes 2007).
SREBP’ler aktif olmadiklari durumlarda endoplazmik retikulumun zarlarinda bagh
olurlar. Sterol seviyesinin diisiik oldugu hiicrelerde SREBP'ler enzimler araciligiyla
kesilir ve suda ¢ozliniir hale gelir ve bir N-terminal bolge, c¢ekirdege tasmnir. Bu
etkinlesmis SREBP'ler daha sonra spesifik sterol diizenleyici eleman DNA dizilerine
baglanarak, sterol sentezinde yer alan enzimlerin sentezini arttirir (Wang 1994, Gasic

1994). Bu yolla da kolesterol miktar1 hiicresel sentez yoluyla artmis olur.

Kolesteroliin yliksek hiicre i¢i derisimleri depolama i¢in kolesteroliin esterlesmesini
arttiran agil-KoA-kolesterol agil transferazi (ACAT) aktiflestirir. Sonug¢ olarak

yiiksek hiicre kolesterolii LDL reseptoriinii kodlayan genin transkripsiyonunu azaltir,
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reseptdriin liretimi ve boylece kandan kolesteroliin alinmasi azaltilmis olur (Nelson

ve Cox 2005).

1.1.5. Plazma kolesterol konsantrasyonu ve etkileri

Diizenlenmemis kolesterol tretimi ciddi hastaliklara neden olabilmektedir.
Sentezlenen ve diyetle alinan kolesteroliin toplami safra tuzlarinin, zarlarin ve
steroitlerin sentezi i¢in gerekenden fazla oldugu zaman, kolesteroliin kan
damarlarinda patolojik birikimiyle aterosiklerotik plaklar gelisir ve damarlarin
tikanmastyla sonucglanir.  Koroner arterlerin tikanmasi nedeniyle gelisen kalp
yetmezligi endiistrilesmis toplumlarda 6liimiin baslica nedenidir. Ateroskleroz kanda
kolesteroliin yiiksek diizeylerine ve Ozellikle LDL bagli kolesteroliin yiiksek
diizeyleriyle baglantilidir. HDL diizeyiyle arter hastalig1 arasinda negatif bir baglanti
s6z konusudur (Nelson ve Cox 2005).

Plazma kolesterol seviyesinin ylikselmesine hiperkolesterolemi (>200 mg/dL) denir.
Primer ve sekonder olmak iizere ikiye ayrilir. Primer hiperkolesterolemi genetik
temelli, hatali apoprotein sentezi, reseptor eksikligi veya reseptdr fonksiyonundaki
hatalardan kaynaklanir. Ornegin, ailesel hiperkolesterolemi (tip 2A) LDL reseptdr
yetersizligi veya bozuklugunda ortaya c¢ikar (Rubin ve Farber 1999, Nabel 2003).
Sekonder hiperkolesterolemi ise obezite, yiiksek kalori alimi, diabetes mellitus,
inaktivite ve sigara ile iligkili goriilmekte, yasa ve cinsiyete bagli olarak degisim

gostermektedir (Kreisberg ve Oberman 2003).

1.2. Statinler

1970 yilinda HMG-CoA rediiktaz enziminin kolesterol sentezindeki Oneminin
anlasilmas1 {izerine Akira Endo adli Japon bilim adami bu enzimin inhibe
edilmesiyle kolesterol sentezinin dnemli dlclide bloke edilebilecegi hipotezi iizerine
calismaya baslamistir. Akira Endo “dogada bulunan bazi mikroorganizmalarin, sterol
veya diger mevalonik asit tiirevleriyle beslenen diger mikroorganizmalardan
korunabilmek amaciyla HMG-CoA rediiktaz inhibisyonu yapan metabolitler tiretiyor

olmali” fikri ile dogada bu Ozelliklere sahip canli organizmalar1 test etmeye
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baglamigtir. Yaklasik 6000 mikroorganizmay1 inceledikten sonra 1976 yilinda
Penicilim citrinum adli mantar tiiriinden izole ettigi ve mevastatin ismini verdigi
maddenin HMG-CoA rediiktaz1 inhibe ettigini belirlemistir (Endo 2004). Daha
sonralar1 Aspergillus terreus’dan izole edilen lovastatin, ilk statin olarak patent
almistir. Lovastatin ve 1986 yilinda kullanima giren simvastatinle yapilan klinik
caligmalarda bes yil gibi bir silirede statin kullaniminin koroner kalp hastaligi
morbidite ve mortalitesini anlamli derecede azalttifinin gosterilmesiyle birlikte
statinler yogun bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. Pravastatin, fluvastatin,
serivastatin gibi molekiiller ardi ardina Amerika Birlesik Devletleri’nde FDA onay1
alarak piyasaya verilmistir. Kardiyovaskiiler morbidite ve mortalitede azalma
saglayan bu ilaclar gilinlimiiziin vazgecilmez ilaclar1 haline gelmistir. Klinik
caligmalarin diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterol i¢in “ne kadar diisiik, o
kadar iyi” yoniinde sonuglar vermesi ve buna paralel olarak tedavi kilavuzlarinda
“LDL hedeflerinin giderek daha asagi ¢ekilmesi” bu hedeflere ulasmada statinlerin

onemini artirmistir (Glileg 2007).

3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A (HMG-KoA) rediiktaz, insanda hepatik ve
ekstrahepatik kolesterol biyosentezinde hiz-kisitlayici basamagi olusturan HMG-
KoA’nin mevalonata doniismesi olayimni katalize eden bir enzimdir. Statinler, HMG-
KoA rediiktaz enziminin substratt olan HMG-KoA’ya ve onun yart indirgenmis
metabolitine benzemektedirler. HMG KoA rediiktaz enzimini kompetitif olarak
inhibe ederler (Sekil 1.17). Bu sekilde hem karaciger hiicresi iginde kolesterol
yapimin1  engellerler, hem de hiicre yilizeyinde apoB/E (LDL reseptorii)
reseptorlerinin  ekspresyonuna yol acarak apoB ihtiva eden lipoproteinlerin
tasfiyesini artirirlar. Bu sekilde basta aterojenik LDL olmak iizere apo-B iceren
lipoproteinlerin karaciger hiicrelerine ve diger hiicrelere girisini ve orada yikimini
arttirmak suretiyle kanda LDL kolesterolii ve total kolesterol diizeyini diisiiriirler

(Kayaalp 2005, Uyanik 2007).

Statin grubu ilaglar vasitasiyla kolesterol sentezi engellenerek karaciger
hiicrelerindeki kolesterol ve lipoprotein diizeyi azaltilmaktadir. Bunun yaninda bu
uygulama ile hiicre ylizeylerinde bulunan LDL reseptdrlerinin sayisini da

arttirmaktadir.
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Mevcut lipid diisiiriicti ilaglar arasinda en giiclii LDL diisiiriicii ilaglar olan statinler
standart dozlarda LDL kolesterol diizeyinde %25-63, trigiliserit diizeylerinde %10-
29 oranlarinda azalma, yiiksek dansiteli lipoprotein diizeylerinde %6-12 arasinda
artig sagladiklari ¢esitli calismalarda gosterilmistir (Jones ve ark 1998, De Angelis
2004).
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Sekil 1.17. Statinlerin HMG KoA rediiktazi inhibe ettigi metabolik yol (Liao 2002)

Statinler elde edilislerine gore dogal ve sentetik olmak {izere ikiye ayrilirlar.
Bunlardan dogal olanlar; mevastatin, lovastatin, simvastatin, pravastatin sentetik
olanlar ise serivastatin, fluvastatin, atorvastatin, rosuvastatin ve pitavastatindir
(Alberts ve ark 1980, Davidson 2002, Dikeg 2006).
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Statinlerin yar1 6miirleri farklilik géstermektedir. Lovastatin, pravastatin, simvastatin
ve fluvastatin gibi molekiillerin yarilanma omrii 1-2 saat civarindayken atorvastatinin
yartlanma Omrii 14 saattir (Shepherd 2001). Tiim statinler arasinda en uzun
yartlanma Omrii ise 19 saat ile rosuvastatine aittir (Warwick ve ark 2000). Kolesterol
sentezi gece daha fazla oldugundan (Miettinen 1982) plazma yar1 6mrii kisa olan
statinler gece verildiklerinde daha fazla kolesterol diisiisii saglarlar. Ancak yar1 6mrii
uzun olanlar (atorvastatin, rosuvastatin) sabah verildiklerinde de ayni derecede

etkinlik gosterebilir (Jones ve ark 1998).

Statinler fizikokimyasal ve farmakokinetik oOzellikleri bakimindan birbirlerinden
farkliliklar gosterirler. Statinlerin farmakolojik etkilerini ve kronik kullanimla ortaya
cikabilecek yan etkilerini degerlendirebilmek i¢in bu ilaglarin farmakokinetik
ozelliklerinin bilinmesi énemlidir. Statinlerin farmakokinetik 6zellikleri Tablo 1.3’de

verilmistir.

1.2.1. Statinlerin pleotropik etkileri

Bir ilacin hedef etkisinin haricinde farkli sistemler iizerinde meydana getirdigi etkiye
pleotropik etki denir. HMG KoA rediiktaz inhibitorlerinin lipit disiirticii
etkinliklerinin yaninda bazi pleotropik 6zelliklerinin de oldugu bilinmektedir (Zhou
ve Liao 2010). Bu pleotropik etkilerinin basinda GTPazlarin prenilasyonunun
inhibisyonu bulunmaktadir. GTPazlar birgok hiicresel siiregte gorev almaktadirlar
(Liao ve Laufs 2005, Fritz 2009). Yiiksek doz statinlerin antikanser ilaglarinin
etkisini arttirdig1 ve statin uygulamasiyla tiimor hiicrelerinin yikiminin da artmasina

neden oldugu belirtilmistir (Agarwal ve ark 1999, Cafforio ve ark 2005).

Yapilan ¢alismalar hiperkolesterolemik hastalarda endotel bagimli vazodilatasyonun
(damar genislemesi) statinlerle diizeldigini gOstermistir. Endotel bagimh
vazodilatasyondaki diizelmenin, statinlere bagli NO biyoyararliligindaki artigla
iliskili oldugu belirtilmistir (Egashira ve ark 1994, Tan ve ark 2002).
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Statinler trombosit membraninin kolesterol igerigini, dolayisiyla da membranin
akigkanligint degistirerek agregasyonu (kiimelesme) azaltir. Statinlere bagli bu
etkinin lipit diistriicii etkiden daha kisa siirede meydana geldigi gosterilmistir

(Rosenson ve Tangney 1998, Koh 2000).

Tablo 1.3. Statinlerin farmokinetik 6zellikleri (De Angelis 2004, Schachter 2005, Shitara ve Sugiyama 2006,

Uyanik 2007)
- c = c < g
- g g g i g g
Ozellik g Z % 2 % g
S > > > b 3
S} © IS =] S @
- a D [ b3 DC,_’
Doz arali1 (mg/giin) 10-80 5-40 5-80 20-80 10-80 5-80
Klinikte sik kullanilan doz
) 40 40 80 40 20 5-10
(mg/giin)
Esit potent dozlar (mg/giin) 40 40 20 80 10 Belli Degil
Plazma LDL Diizeyinde
34 34 41 24 50 63
Azalma (%) (40 mg/giin)
Plazma TG Diizeyinde
Y 16 24 18 10 29 28
Azalma (%) (40 mg/giin)
Plazma HDL Diizeyinde
Y 9 12 12 8 6 10
Artma (%) (40 mg/giin)
Absorpsiyon (%) 30 35 60-80 98 30 20
e (Sa0L) 2-4 0.9-16 1324 0,5-1,5 1,53 3
Cunax (NG/mI) (Min-max) 2,1-20  45-66 6.9-34 53-100  13-67 6,1-50
Biyoyararlanim (%) <5 18 <5 10-35 12 20-75
Metabolizasyon CYP3A4 SK CYP3A4  CYP2C9 CYP3A4  CYP2C9
Hepatik Ekskresyon (%) >70 46-66 78-87 >68 >70 63-90
Plazma Yar1 Omrii(saat) 2,5-3 0,8-3 1,9-3 0,5-2,3 11-30 20
Renal Eliminasyon (%) 10-30 20-60 13 6 <2 10
Fegesle Eliminasyon (%) 83 71 58-60 90 90 90

Crmax: Maksimum plazma konsantrasyonu; tmax: Cmax’@ ulagmak i¢in gereken siire; CYP Sitokrom P450, TG:

trigliserit; SK: Siilfat Konjugati.
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Aterosklerozda oldugu gibi, kalp yetersizligi fizyopatolojisinde de enflamasyon ve
endotel fonksiyon bozuklugu yer almaktadir. Statinlerin, deneysel veya kiigiik capl
caligmalarda kalp yetersizligi tedavisinde kullanilabilecegi yoniinde bazi bulgular

elde edilmistir (Eren 2009).

Statinlerin ayrica immunsupresif durumunun (bagisiklik sistemi baskilanmasi)
diizeltilmesi (Kobashigawa 1995), tiimor baskilayict (Wong ve ark 2002), yiiksek
kan basmcim dustiriicti (Glorioso ve Troffa 1999, Ferrier ve ark 2002), insiilin
rezistansini diizeltici (Paolisso ve ark 2000), oliimciil ve o6liimciil olmayan inme

oranlarini azaltic etkileri gosterilmistir (Ridker ve ark 1998, Schwartz ve ark 2001).

Statinlerin faydali etkileri Alzheimer hastaligi, multipl sklerozis ve kronik bobrek
hastaliginda da gosterilmistir (Agarwal ve Curley 2005, Sparks ve ark 2005).

Mevcut bilgiler statinlerin periferik etkilerinin yaninda, santral etkilerinin de
oldugunu gostermektedir. Statinler bu etkilerini noron yapisinda degisimlere yol
acarak ya da merkezi sinir sistemi faaliyetlerini diizenleyen ndrotransmitter

diizeylerini degistirerek gerceklestirmektedir (Erdogmus 2009).

Klinik ¢aligmalarda statin tedavisinde C-reaktif protein diizeylerinde azalma
gozlemlenmigtir. C reaktif protein bag dokusu hastaliklarinda, kanser, enfeksiyon,
tiiberkiiloz gibi hastaliklarda yiikselebilen bir proteindir (Kinlay ve ark 2002, Ansell
ve ark 2003).

Statinlerin antikanser ilaglarinin anti tlimor etkilerini arttirmasinin  yani sira
doksorubisin ve iyonize radyasyonla muamele edilen primer insan endotelial

hiicrelerinin de 6liimiinii azalttig1 gosterilmistir (Damrot 2006, Nuebel 2006).

Onat ve ark (1990) yaptiklar1 ¢aligmayla lovastatinin kanda yiiksek lipid diizeyini
distirmedeki etkinligini arastirmiglardir. Bu calisma ic¢in hiperkolesterolemili 31
kisiye lovastatin verilmistir. Bireylerde tedaviden once alinan iki kan Orneginde
diisiik dansiteli lipoprotein kolesterolii'niin 150 mg/dL'den yiiksek olmasi sarti

aranmistir. Lovastatin dozu kisilerin yalniz doérdiinde giinde 40 mg'a, birinde de 60
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mg'a yiikseltilmistir; digerlerinde giinde 20 mg ile yetinilmistir. Ik iki ay
tamamlayan 28 kiside ortalama serum LDL kolesterolii konsantrasyonunun
tedaviden Once ortalama 196,3 mg/dL'den, iki ay sonunda 143,6 mg/dL'ye (%27)
(p<0,001), total kolesterol diizeyi de 282,6 mg/dL'den 225,3 mg/dL'ye (%20)
(p<0,001) dustiigi tespit edilmistir. HDL kolesterol degerlerinde tedavi siiresince
anlamli bir fark olmadigi tespit edilmis ve serum trigliseridleri ortalama %18'lik
diigiis gostermistir. Bunun yaninda c¢alismaya katilan bireylerde yan etki olarak
dispepsi, bulant1 ve uykusuzluga rastlanilmistir. Arastirma sonucunda arastirmacilar,
primer hiperkolesterolemili kisilerde koroner riski azaltmak amactyla kullanilan
lovastatin'in LDL kolesterol ve total kolesterol diizeylerini etkin ve gilivenli bir
bicimde diisiirebildigi, ilaca tahammiiliin ve uyumun iyi oldugunu belirtmislerdir.
Aytekin ve ark (1992) ayni sekilde 1 yil siire ile lovastatin tedavisinde LDL
seviyelerinde anlamli diistisler oldugunu belirtmislerdir. Downs ve ark (1998)
yaptiklar1 c¢aligmada lovastatinin kardiyovaskiiler mortalite tizerindeki etkisini

yetersiz bulmuslardir.

Statin grubu ilaglarin diger benzer grup ilaclar ile kombinasyonu sonucunda ne tiir
etki gOsterecegi lizerine ¢aligmalar da mevcuttur. Pierce ve ark (1990) 12 olguda
yaptiklar1 c¢alismada Lovastatin ve diger bir kolesterol ilact olan gemfibrozili
kombine ederek uygulamiglar ve tedavi sonucunda hastalarda agir rabdomiyoliz
gozlendigini ve bu kombinasyonun iki ilacin rabdomiyoliz olasiligini arttirdigini
bildirmislerdir. Ayrica, Tobert (1988) tarafindan yapilan bir ¢alismada 88 hastada
yine kombinasyon seklinde verilen lovastatin ve gemfibrozilin miyopati sikliginin,
sadece lovastatin tedavisiyle verilenden c¢ok daha fazla oldugu kaydedilmistir.
Sadece lovastatin tedavisiyle bu oran %0,05 iken kombinasyon tedavisiyle %5’e
kadar ¢iktig1 belirlenmistir. Daha sonra, serivastatin-gemfibrozil kombinasyonuna
bagli ortaya c¢ikan Oliimciil rabdomiyoliz olgular1 serivastatinin piyasadan

¢ekilmesine yol agmustir (Streja 2004).

Martirosyan ve ark (2010) yaptiklart calismada lovastatinin ovaryum kanser
hiicrelerinde doz bagimli olarak bu hiicrelerin apoptozisine neden olduklarini
belirtmislerdir. Ayni ¢alismada Komet metodu ile lovastatinin doxorubisinin neden

oldugu DNA hasarlarin1 normal hiicre hatlarinda azalttigini belirtmislerdir.
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Muldoon ve ark (2000), deneklere uyguladiklar1 psikolojik testlerde, lovastatin alan
grubun plasebo grubuna gore; mental fleksibilite, islek bellek, ve hafizanin tekrar
geri ¢cagirilmasi gibi mental fonksiyonlarda daha diisiik performans gosterdiklerini

bildirmislerdir.

Huelsenbeck ve ark (2011) ¢alismalarinda antrasiklin tirevi olan ve kanser
tedavisinde kullanilan doxorubisin ile muamele edilmis rat kardiyak dokularindan
izole edilen H9¢2 hiicre hatlarinda lovastatinin etkisini incelemislerdir. Bu ¢alismada
doxorubisinin tek basina uygulanmasiyla apoptotik hiicre frekansinin arttirdigi tespit
edilmistir. 1 uM doxorubisin ve 20 pM lovastatin kombinasyonuyla yapilan
uygulama ile lovastatinin H9¢2 hiicre hatlarin1 doxorubisine karsit korudugu rapor
edilmigtir. Ayni1 c¢aligmada lovastatinin doxorubisinin anti timor aktivitesini
arttirdigini da belirtmislerdir ayrica doxorubisin tedavisi goren hastalarda meydana
gelebilen akut veya subakut kalp rahatsizliklarinin da yine lovastatin ile
azaltilabilecegi hipotesizini ileri siirmiislerdir. Snyder (2009) yaptigi g¢alismada

lovastatinin doxorubisinin genotoksik etkisini arttirdigini belirtmistir.

Insan cholangiokarsinoma hiicrelerinde (HuCCT1 ve YSCCC), pitavastatin ve
atorvastatin ile yapilan uygulamada ilaglarin kanser hiicrelerinde proliferasyonu
baskiladig1 tespit edilmistir. Ayni ¢alismada bu iki ilag maddesinin bu kanser hiicre
hatlarinda apoptozisi indiikledikleri de belirtilmistir (Kamigaki ve ark 2011).

Intraabdominal yapisiklik (adezyon) karin igi organlarin cerrahiye bagl olarak ya da
kemoterapi, radyasyon ve kanser nedeni ile olusan fibréz bantlarla, kendi aralarinda
ya da karmm duvarina yapismalaridir. Arslan (2009) calismasinda lovastatinin
postoperatif intraabdominal yapisikliklar1 Onlemede etkili oldugunu belirtmistir.
Calismada lovastatin uygulanan gruplarin  kontrol grubuna gore yapisiklik

bakimindan belirgin bir sekilde farklilik gosterdigi kaydedilmistir.

Kornbrust ve ark (1989) yaptiklar1 calismada lovastatinin preklinik gilivenlik
degerlendirmesi esnasinda, oral dozlarin kdpekler tarafindan tolere edildigi, ratlarda

ve farelerde ise tavsanlara uygulanan dozlara gore lethal etkiye sebep oldugunu
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belirtmislerdir. Tavsanlardaki postmortem (6liim sonrasi) bulgularda hepatik nekroz,
renal tiibiiler nekroz ve seyrek olarak da safra kesesi nekrozlari rapor edilmistir.
Ayrica besin aliminda azalma ve kilo kaybiyla birlikte organlarda hasar olustugunu
da tespit etmislerdir. Yapilan bu ¢alismada arastirmacilar tiim histopatolojik
olgularda ve serum biyokimyasinda meydana gelen degisimlerin lovastatin

tarafindan indiiklendigini belirtmislerdir.

Vural ve Tuglu (2011) néroblastoma NB2a hiicre hatlarinda lovastatin, mevastatin ve
atorvastatinin norotoksik etkisini aragtirmislardir. Arastirmacilar ¢alismalarinda
lovastatinin 3 uM konsantrasyonda istatistiksel a¢idan anlamli bir sekilde hiicre
canliliklar iizerine toksik etkisinin oldugunu belirtmislerdir. Diger iki statinin de 10

UM ve lstii dozlarda ayn1 toksik etkiye sebep olduklarini tespit etmislerdir.

Aydin  ve ark (2009) metabolik sendrom patogenezinde inflamasyonun
(yang1 veya iltihaplanma) 6nemli rol oynayabilecegini ve fluvastatin tedavisi ile bu

etkinin kontrol altina alinabilecegini belirtmislerdir.

Bir diger statin grubu ilag olan simvastatin ile yapilan ¢alismada Onat ve ark (2000)
Hiperlipidemili Tirk erigkinlerinin diisiik doz simvastatin'e batili hastalardan daha
fazla duyarli olup olmadigini arastirmak amaciyla ¢ok merkezli bir calisma
yapmislardir. 52'si kadin olmak iizere, toplam 86 kisinin (54 + 9 yas) dahil edildigi
caligma sonucunda arastirmacilar, Tiirk erigskinlerinde 10 mg simvastatin ile saglanan
LDL kolesterol cevabinin, 4S (SSSS 1994) ¢alismasinda yaklasik 17 mg simvastatin
dozu ile elde edilen LDL kolesterol diisiikliigiine karsilik geldigi hesaplamislardir.

Gliemroth ve ark (2003) yaptiklar1 ¢alismada simvastatin terapisinin beyin timorli
hastalarda tiimoriiniin biiylimesini ve migrasyonunu inhibe ettigini rapor etmislerdir.
Habeos ve ark (2008) ise ratlarda simvastatinin antioksidan aktivitesini arastirmis ve
sonu¢ olarak da simvastatin uygulamasinin oksidatif stresle olusabilecek hiicre

hasarlarini 6nleyebilecegini belirtmislerdir.

Smith-Lemli-Opitz (SLO) sendromu otozomal resesif gegisli, ¢ok sayida dogustan

malformasyonun gozlendigi nadir goriilen bir sendromdur. Smith-Lemli-Opitz
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sendromlu olgularda kolesterol biyosentezinin son basamaginda 7-dehidrokolesterolii
(7DHK) kolesterole ceviren ve geni 11ql3'te lokalize bir enzim olan 7DHK
rediiktazin dogustan eksikligi s6z konusudur (Cormier-Daire ve ark 1996, Nowaczyk
ve ark 2004). Bu durumla ilgili olarak SLO sendromlu hastalarda simvastatin

kullanilmasinin ¢ok zararli olacagi belirtilmektedir (Starck ve ark 2002).

Orsi ve ark (2001) simvastatin alan bir kiside ilerleyici bir sekilde gelisen hafiza
kaybinin olustugunu, ilacin kesilmesi ile bu etkinin ortadan kalktigin1 rapor
etmislerdir. Wagstaff ve ark (2003) yaptig1 ¢alismada da simvastatin kullanan 60
kiside hafiza kaybinin olustugunu vaka raporlarinda bildirmiglerdir. Benzer sekilde
simvastatin kullanimina bagli olarak depresyon, anksiyete diizeyinde artis ve intihar
egilimi gibi psikiyatrik semptomlar gorildigii belirtilmistir (Duits ve Bos 1993,
Wang ve ark 2006). Simvastatinin etkiledigi norotransmitter sistemlerin depresyon
ve anksiyetenin olusumunda gorev aldiklari bilinmektedir. Bu iligkinin varlig
simvastatinin anksiyete diizeyini degistirebilecegini diisiindiirmektedir (Erdogmus

2009).

Dolasim sistemi agisindan nitrik oksit (NO)’in vazodilatator (damar genisletici) etki
gosterdigi, bolgesel kan akimini ve sistemik kan basincini diizenledigi, endotele
yonelik olarak da aterosklerozu onleyici etki yaptigi bilinmektedir (Dusting 1996).
McGirt ve ark (2002) fareler iizerinde yaptiklar1 c¢alismada, simvastatin
uygulamasinin beyinde endotel kaynakli nitrik oksit sentaz (eNOS) miktarini

arttirdigini agiklamiglardir.

Mills ve ark (2008) tarafindan yapilan meta-analiz kapsamindaki atorvastatin,
lovastatin, pravastatin ve fluvastatin ile yapilmis olan caligmalarda tiim nedenlere
bagli mortalitede %7, kardiyovaskiiler mortalitede %11, major kardiyovaskiiler
olaylarda %15, miyokard infarktiisii sikliginda %23 gorece risk azalmasi
saptamislardir. Bu calisma kapsaminda diisiik riskli olgularin da bulundugu ve bu

grubun statin tedavisinden gordiigii yararin siirl oldugu belirtilmistir.

Fujieda ve ark (2011) kanser tedavisinde kullanilan ve bobrek hasarina neden olan

cisplatinin, pravastatin ile kombine edildiginde bobrek hasarlarmin azaltilip
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azaltilamayacagini arastirmislardir. Arastirma sonucunda pravastatinin kismen de
olsa renal hasari azalttigini belirtmistir. Bu ¢aligmayi destekler nitelikte olan ve

benzer sonuglarin bildirildigi ¢alismalar mevcuttur (Jorge ve ark 1994, An ve ark
2011).

Pravastatinin KKH olan bireylerdeki dentrik hiicreler (antijen sunucu, T hiicresi
aktivasyonu, patojen fagositesi) tizerine olan etkileri arastirilmis ve pravastatinin bu

hasta bireylerde dentrik hiicre aktivasyonunu azalttig1 belirtilmistir (Li ve ark 2009).

Abe ve ark (2005) fluvastatinin endotelyal NO aktivitesinde rol aldigin1 ve NO gibi
viicut i¢in 6dnemli bir molekiiliin sentezinin artmasia neden oldugunu belirtmistir.
John ve ark (1998) yaptiklar1 calismada hiperkolesterolemik hastalarda fluvastatinin
endotel disfonksiyonunu oOnledigini belirtmislerdir. Baska bir ¢alismada ise
fluvastatinin dolayli da olsa koroner andotelyal hiicrelerde faydali bir etkisinin

oldugu belirtilmistir (Sieberlink ve Boven 1998).

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin damar igerisine dogru hareketleri ve daha fazla
proliferasyonu aterosklerotik lezyonlarin olusmasindaki erken evredir (Ip 1990, Ross
1999). Corsini ve ark (1995, 1996) fluvastatinin rat aort diiz kas hiicrelerinde
proliferasyonu inhibe ettiklerini belirlemislerdir. Ayni ¢calismalarda insan femur arter
myositlerinde de in vitro olarak bu kas hiicrelerinin proliferasyonunun fluvastatin

tarafindan engellendigi bildirilmektedir.

Italya bolgeler arasi farmakoloji grubu’nun verilerine dayanarak Conforti ve ark
(2006) yapmis oldugu calismada statin kullanan hastalarda hepatit riskinin nadir de
olsa olugabilecegini ve fluvastatinin hepatite beklenmedik derecede neden oldugunu

ve hepatoksisitesinin diger statinlere gore daha fazla oldugunu belirtmislerdir.

Viola ve ark (2010)’nin yaptig1 caligmada fluvastatinin fototoksik bir 6zelliginin

olabileceginden bahsetmistir.
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Fluvastatinin antiviral etkisini de Bader ve ark (2008) 31 hasta ile yaptiklar
caligmada gostermiglerdir. Bu ¢alismada fluvastatinin Hepatit C ye karsi antiviral bir

aktivite gosterdigini belirtmislerdir.

Fluvastatin ile ilgili olarak yapilan mutajenite ve karsinojenite testlerinde Robinson
ve ark (1994) fluvastatinin genotoksik potensiyelini arastirmiglardir. Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Cin hamster hiicrelerinde gen mutasyonlari,
kromozomal anormallikler, Rat hepatositlerinde DNA hasar diizenlemesi, in vivo fare
kemik iliginde klastojenik/anojenik ve sitogenetik analizlerini yapmislardir. Bahsi
gecen tim bu test yontemlerinde fluvastatinin herhangi bir genotoksik ve

karsinojenik etkisinin olmadigi belirtilmistir.

Hamit (2008), endotel fonksiyon bozuklugu saptanan behget hastalarinda atorvastatin
ve lisinopril tedavisinin endotel fonksiyon bozuklugu iizerine belirgin diizeltici

etkisinin oldugunu belirtmektedir.

Uysal (2008) c¢alismasinda atorvastatinin lipid parametreleri iizerine olumlu
etkilerinin yaninda bu etkilerinden bagimsiz olarak trombosit sayisint azalttigini,
antitrombotik, inflamatuar belirtecleri azaltarak anti-inflamatuar etkinlik saglayarak

ateroskleroz tizerinde olumlu etkisinin olabilecegini belirtmistir.

Tibiasinda kirik olusturulan ratlarla yapilan bir ¢alismada yiiksek doz atorvastatinin
ratlara verilmesi ile kirik iyilesmesinin radyolojik olarak hizlandigini, biyomekanik

ve histopatolojik olarak herhangi bir etkisinin olmadig: belirtilmistir (Aydin 2009).

Ciaravino ve ark (1995) vyaptiklar1 ¢alismada atorvastatinin  genotoksik
degerlendirmesini bircok test yontemi kullanarak belirlemeye calismislardir.
Bakteriyel mutajenik testlerde E. coli, S. typhimurium TA98, TA100, TA1535 ve
TA1538 suslar1  kullanilmistir.  Calisma sonucunda atorvastatinin  her ki
mikroorganizma grubu i¢in mutajenik bir etki gostermedigini agiklamistir. Yine ayni
caligmada Cin hamster karaciger V79 hiicre kiiltiirleri atorvastatinin farklh
konsantrasyonlarina maruz birakilarak S9-, S9+ ve kromozomal anormallikler

bakimindan degerlendirilmistir. Bunun yaninda in vivo fare kemik iligi hiicrelerinde
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mikrontikleus testi de uygulanmistir. Bu testlerin hi¢ birinde atorvastatinin mutajenik

ya da klastojenik bir etki gostermedigi belirtilmistir.

Ajith ve Soja (2006) calismalarinda atorvastatin ve lovastatinin antimutajenik
aktivitelerini incelemislerdir. Calismada Ames S. typhimurium test yontemi
kullanilmis ve aktif mutajen olan sodyum azit (NaN3) ve 4-nitro-o-fenilenediamin
(NPDA) Salmonella’da mutasyonu indiiklemek amaci ile uygulanmistir. Arastirma
sonucunda atorvastatin ve lovastatinin bu iki madde i¢in antimutajenik aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Diger yandan atorvastatin lovastatine gore daha diisiik

konsantrasyonda antimutajenik aktivite gostermistir.

Atorvastatin ile yapilan ve herhangi bir toksik etkinin gézlemlenmedigi ¢aligmalarin
yaninda bazi toksik etkilerin belirlendigi ¢alismalarda mevcuttur. Dostal ve ark
(1994) hamile ratlarda ve tavsanlarda yaptiklari ¢alismada atorvastatinin geligim
toksikolojisini ¢aligmislardir. Incelenen parametreler dis goriiniis, i¢ organlarin
yapist, hacmi (visceral) ve iskelet malformasyonlar1 olarak belirlenmistir. Calismada
atorvastatinin 300 mg/kg dozda ratlarda bu belirtilen parametreler acisindan toksik
bir etkiye neden oldugu goriilmiistiir, tavsanlarda ise bu toksik etkiler 50 mg/kg’lik
dozda gozlemlenmistir. Ratlara uygulanan 300 mg/kg’lik dozda 1 rat Slmiistiir.
Tavsanlarda ise 100 mg/kg’lik dozda 7 o6lim, 50 mg/kg’lik dozda da 2 6lim
gdzlenmistir. Atorvastatinin bu toksik etkileri sadece ebeveynlerde gozlemlenmis

olup istatistiksel olarak anlamli bir teratojenik etki olusmamustir.

Serivastatin de kolesterol seviyesinin diisiiriilmesi i¢in kullanilan sentetik statin
grubu ilaglardandir. 1990’11 yillarda piyasaya siiriilen serivastatin yiiksek toksisite
nedeniyle 2001 yilinda piyasadan c¢ekilmistir. Pazarlama sonrasinda serivastatin
kullanan ve g¢ogunlukla rabdomiyoliz ve renal bozukluklar yiiziinden 52 kisinin
oldiigi belirtilmistir (Furberg ve Pitt 2001). Ayrica 385 kiside oliime sebep olmamig
rabdomiyoliz rapor edilmistir (Psaty ve ark 2004). Serivastatinin neden oldugu
oliimciil rabdomyolizin frekans: diger statinlere gore 16-80 kat daha fazla olarak

tespit edilmistir (Zeitlinger ve Miiller 2003).
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1.2.2. Rosuvastatin

Rosuvastatin diger statinler gibi HMG KoA rediiktaz enziminini inhibe eden bir
sisteme sahiptir (Nissen ve ark 2006). Yarilanma 6mrii 19 saat olan rosuvastatinin
agiz yoluyla alinmasiyla plazma doruk konsantrasyonuna 3-5 saatte ulastigi
bilinmektedir (FDA 2010). Molekiiler formiilii Sekil 1.18’de verilmis olan
rosuvastatinin molekiiler agirligi 1001,14 gr/mol, kimyasal adi bis[(E)-7-[4-(4-
florofenil)-6-izopropil-2-[metil(metilsiilfonil)Jamino]Pirimidin-5-yl](3R,5S)-3,5dihidr
oksi ept-6-enoik asit]” dir ve emprik formiilii (C2,H27FN30gS),Ca’dir.

Statinlerin piyasaya siiriilmesinden bugiine kadar tedavi amagli verildikleri
hastalarda karaciger enzimlerinde belirli bir artisin meydana geldigi bilinmektedir
(6zellikle alanin, aspartat transaminaz) (Grundy 1988). Rosuvastatinin karaciger
toksisitesinde artiglar meydana getirmesiyle ilgili yapilan calismalarda
rosuvastatinin; paravastatin ve simvastatin gibi statinlere gore karacigere daha fazla
disturb oldugunu ve daha segicici davrandigini (Nezasa ve ark 2002) ve boylece
diger statinlere gore farmokolojik olarak daha etkili bir ila¢ oldugunu belirtmislerdir
(McTaggart ve ark 2001, Paoletti ve ark 2001). Ayrica toksikolojik etkisinin de diger
statin gruplarina gore daha az oldugu belirtilmistir (Olsson ve ark 2001).

Rosuvastatin ¢ok fazla metabolize olabilen bir ilag degildir bu nedenle baz1 lipid
distiriicti tedaviler gibi karacigerin biyokimyasal fonksiyonlarinda anormallikler
meydana getirdigi bulunmustur (FDA 2005). Famularo ve ark (2007) yaptiklari
calisma ile tedavi ama¢hi normal dozlarda bile, hastalara verilen rosuvastatinin
karaciger toksisitesinde klinik olarak anlamli artiglar meydana getirdigini tespit

etmislerdir.
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Sekil 1.18. Rosuvastatinin molekiiler formiilii (MacDonald ve Halleck 2004)

Bircok ilact metabolize eden, karsinojenleri substrat olarak kullanabilen P450 (CYP)
enzim grubunun en o6nemli enzimi P450 3A4 (CYP3A4) enzimidir (Bozina ve ark
2009). Rosuvastatinin P450 3A4 (CYP3A4) tarafindan metabolize olmadigi (FDA
2005), esas itibariyle CYP2C9 tarafindan metabolize oldugu bildirilmistir (Olsson ve
ark 2002). FDA vyine bu etken maddeye sahip ilaglarin kullaniminda kas hasarinin
(rhabdomyolysis) meydana geldigini agiklamig ve diger statin grubu ilaglarin yani
sira rosuvastatini kullanan hastalarda cesitli bobrek rahatsizliklarinin da gériildiigiinii
belirtilmistir (FDA 2011). Diger yandan Sattar ve ark (2010) yaptiklar1 ¢calisma ile
statin terapisi olarak verilen rosuvastatinin diyabete yonelik ¢cok az da olsa artisa

neden oldugunu gostermislerdir.

Cin hamsteri akciger hiicrelerinde rosuvastatinin mutajenik ve klastojenik etkisi
incelenmis ve kromozomal anormallik testlerinde bu ilacin herhangi bir mutajenik ve
klastojenik etkiye sahip olmadigi belirtilmistir. Farelerle yapilan in  vivo
mikroniikleus testlerinde de negatif sonuglar alindigi belirtilmistir (FDA 2005).
Doktorlara yonelik hazirlanan referans kitabinda (PDR 2005) rosuvastatinin iki
bakteriyel mutasyon testinde negatif oldugu, in vitro sitogenetik ¢aligmalarda da
negatif sonuglar alindigi, fare lenfoma L5871Y hiicreleri ile yapilan arastirmada gen
mutasyonlarina rastlanmadigi, in vivo sitogenetik caligmada da sonucun negatif

oldugu belirtilmistir.
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FDA (2007) raporlarina gore statin grubu ilaglardan biri olan atorvastatinin
genotoksik etkisinin negatif oldugu belirtilirken, Gajski ve Garaj-Vrhovac (2008)
yaptiklari1 bir ¢alismada atorvastatinin genotoksik aktivitesini belirlemek igin in vitro
Komet assay, Kromozom anormalligi (KA), kardes kromozom degisimi (KKD)
teknigi kullanarak insan lenfositlerinde genotoksik aktivitesini incelemis ve
atorvastatinin farkli uygulama zamanlarina gére KA disindaki diger testlerde (Komet

ve KKD) istatistiksel olarak anlamli artislara neden oldugunu tespit etmislerdir.

Ilag arastirmasi ve gelistirmesi ile ugrasan ila¢ endiistrisi kuruluslarinda, akademik
kuruluslarda yeni tedavi yaklagimi sayilacak yeni ilaglar bulmak igin devamli
caligmalar yapilmaktadir. Tiim ilac¢lar, temizlik, kozmetik maddeleri, pestisitler, gida
katki maddeleri ve sanayi amagh tiretilen ve maruz kalabilecegi kimyasal maddeler,
kullanima sunulmadan 6nce toksik potansiyelleri yoniinden degerlendirilirler. Bu
maddelerin kullanim amagclari, maruziyet yollar1 ve siireleri goz Oniine alinarak
toksisite testleri dizayn edilir. Muhtemel toksik etkiler in vivo kosullarda deney
hayvanlarinda veya in vitro kosullarda hiicre kiiltiirlerinde arastirilir. Bahsedildigi
iizere bir ilacin kullanima sunulmadan 6nce, ulusal ve uluslararast bir¢ok kurulusun
onaymndan gecmesi gerekmektedir. Ilaglarm kullanim izinlerinin verilmesinde ilk
basamak, kullanima sunulacak olan kimyasalin deney hayvanlarinda hangi
miktarlarda hangi etkileri gostereceginin saptanmasidir. Bu amagla genellikle fare,
rat, kobay gibi deney hayvanlari kullanilmaktadir. Kimyasalin etkisini belirlemek
amaciyla Oncelikle bu maddenin yiiksek konsantrasyonlar da dahil olmak {izere
cesitli dozlar1 oral, intraperitonal veya buna benzer yollarla deneklere verilerek
muhtemel tiim toksik etkileri arastirilir. Tiim toksisite testlerinde bir kimyasal madde
icin ortalama 3000 civarinda deney hayvani kullanilir. Bu testler uluslar arasi
kuruluslarin belirledigi iyi laboratuvar uygulamalar1 (GLP) kurallarina gore calisan
laboratuvarlarda yapilir (Saygi 2003, Sarikaya 2005, Yilmaz 2008). Calismalarda

kullanilan testler asagida 6zetlenmistir.

Toksikokinetik ¢alismalarda incelenen katki maddesinin organizmada emilimi,

dagilimi, biyotransformasyonu ve atilimi incelenir.
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Akut toksisite testinde en az ii¢ doz ve tek seferde uygulanan ve 1, 2, 24, 48, 72 ve

96 saat gibi kisa siireler i¢inde uygulanan testlerdir.

Subakut toksisite testinde kimyasal madde deney hayvanlarina her giin bir veya daha

fazla tekrarlanan sekilde verilir. Test siiresi 1-3 haftadir.

Subkronik toksisite testinde sican ve kopek gibi deney hayvanlar1 kullanilir ve bu
testte her giin bir veya daha fazla tekrarlanan sekilde dozlar genellikle 3 ay siire ile
uygulanir.

Kronik toksisite testi deney hayvanlarinin yasam siirelerinin 6nemli bir bolimiinii
kapsayacak kadar uzun siireli giinliik veya sik dozlar seklinde bir ksenobiyotigin
verilmesiyle yapilan ¢alismalardir. Bu testin siiresi test edilen maddenin kullanim
amacina ve kullanilan hayvanin tiiriine gore degisiklik gdstermektedir. Ornegin bu
stire siganlarda yaklasik 2 yil, kopeklerde ise 5-7 yil kadar olabilir.

Mutajenik etki DNA iizerinde kalic1 degisikliklerin incelenmesidir.

Karsinojenik etki kanser yapici etkinin degerlendirilmesidir.

Teratojenik etki sakat yavru dogumlarina yol acan etkidir.

Transplasental karsinojenik etki gebenin yavrusunda dogumdan yillar sonra kanser

olusumudur.

Immiinotoksik etki immiin sistem tizerinde toksik etkidir.

Fertilite testi lireme yetenegi lizerine etkidir.

Norotoksik etki sinir sistemi Uizerine toksik etkidir.

Toksisite test sonuclari uluslararasi/ulusal kuruluslarca olusturulan bilimsel

komitelerce degerlendirilerek giivenli kullanim i¢in gerekli sayisal degerlere ulagilir
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(Sarikaya, 2005). Calismalar sonunda kullanilan maddenin higbir etkisinin
bulunmadig1 bir doz elde edilmezse, bu maddenin kullanimina izin verilmez. Eger
deney hayvanina higbir etki gostermeyen bir doz elde edilirse, bu doz etkisiz doz

veya NOAEL (No Obversed Adverse Effect Level) olarak tanimlanir (Y1lmaz 2008).

Ekonomik Is Birligi ve Kalkinma Orgiiti (OECD) tarafindan pazarlama oncesi
yapilacak minumum testler belirlenmistir. Bu rapora gore pazarlama Oncesi
yapilmast gereken toksisite testleri akut ve mutajenite testleri olmak {izere ikiye
ayrilir. Akut testler igerisinde; akut oral toksisite, akut dermal toksisite, akut
inhalasyon toksisitesi, akut dermal korozyonu, akut gdz irritasyonu, deri duyarliligi
ve tekrarlt doz toksisitesi testleri uygulanir. Mutajenite testleri i¢cin de Ames test (S.
Typhimurium ve E. coli WP), in vitro memeli sitogenotik testi (KA), in vivo memeli
kemik iligi testi (KA) ve mikroniikleus testleri olarak belirlenmistir (Kurtz ve Cohen
1981).

Gilinlimiizde, basta insan olmak lizere biitliin canlilar ¢esitli kimyasal ve radyoaktif
maddelere farkli doz ve silirelerde maruz kalmaktadirlar. Tedavi amagli olarak
insanlar daha fazla kimyasal ilag ve maddeler ile bu maruziyeti her gegen giin
arttirmaktadir. Bu tiir maruziyetlerin insanlar tizerinde herhangi bir anormallige yol
acip agmadiginin anlasilabilmesi i¢in ¢esitli test metotlar1 gelistirilmistir. Kisa siireli
mutajenite ve kanserojenite testleri olarak bilinen bu metotlar bir kimyasal ya da
etken maddenin potansiyel olarak mutajen ya da kanserojen olup olmadiginin
belirlenmesinde  kullanilmaktadirlar. Bu test metotlarmin basinda bakteriyel
mutajenite testleri gelmektedir. Cabuk bdliinebilen ve kisa siirede biiylik sayilara
ulasabilen tek hiicreli bakteriler, 6zellikle gen mutasyonlarmin tespiti i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadirlar. En iyi bilinen bakteriyel mutajenite testi Ames testidir.

(Loprieno ve ark 1983, Zimmermann ve ark 1984, Aksoy 2006).

Cesitli etkenlerin kromozom seviyesinde her hangi bir anormallie neden olup
olmadiginin anlagilmasi igin yapilan test metotlarindan birisi de bahsedildigi gibi in
vitro test sistemleridir. Bu sistemde aragtirmanin amacina bagl olarak degismekle
birlikte, fare, sican veya tavsan gibi ¢esitli memeli hayvanlardan elde edilen sperm,

fibroblast, kemik iligi ya da periferal kan hiicrelerinin yani sira insan periferal
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lenfositleri de siklikla kullanilmaktadir. Bu test sisteminin deney materyalini
genellikle insan kaynakli hiicreler olusturmaktadir. Ciinkii herhangi bir g¢evresel
faktoriin insan hiicrelerinde ne tiir zararlara yol agabilecegi yoniinde fikir edinilmesi
icin insana da herhangi bir zarar1 olmayan bu test sistemi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu test sisteminde de, besi ortamlarinda tiretilen periferal kan gibi
cesitli hiicrelerde, etken maddenin mikronukleus (MN), kromozom anormallikleri
(KA) ve kardes kromatidlerde degisimleri (KKD) gibi ¢esitli anormallikleri olusturup

olusturmadig1 kontrol edilmektedir.

In vivo genotoksisite testleri cogunlukla, Drosophila cinsi boceklerde ve fare, sican
ve kobay gibi memelilerde uygulanmaktadir. Bunlarin yaninda daha iist grup
memelilerde de denemeler yapilmaktadir. Memelilerin kullanildigi en bilinen in vivo
mutajenite testi dominant lethalite testidir. Diger yandan kromozomlarda meydana
gelebilecek yapisal degisimlerin incelenebilmesi i¢in kemik iligi hiicrelerinde MN,

KA ve KKD incelenmesi yapilmaktadir (Aksoy 2006).

Yapilan literatiir taramas1 sonucunda rosuvastatinin genotoksisitesi tizerine kapsamli
caligmalar yapilmadigr ve yapilan caligmalarin genelde pazarlama Oncesine ait
oldugu gorilmektedir. Diger c¢alismalar ise genotoksisite disinda kalan
arastirmalardir. Bu arastirmalarin sonuglar1 rosuvastatinin insanlarda koétii kolesterol
olarak adlandirilan LDL seviyesini diigiirme etkisinin yaninda bazi olumsuz
etkilerinin de oldugunu gdostermistir. Arastirmacilarin bir kismi bu ilacin yan
etkilerinin onemsenmesi gerektigini vurgularken bir kismi herhangi bir zarari
olmadigin1 ve pleotropik oarak c¢ok faydali bir madde oldugunu savunmaktadir.
Yukarida belirtildigi iizere rosuvastatin lizerine yapilan arastirmalarin yetersiz
oldugu goriilmekte ve 6zellikle de genetik etkilerinin degisik organizmalarda, degisik
test metotlart ile arastirilmasinin, bu ilacin etkileri hakkinda daha da aydinlatic
sonuglar verebilecegi diisliniilmektedir. Rosuvastatinin sitotoksik ve genotoksik
etkilerinin olup olmadigimi belirlemek amaciyla yapilan bu aragtirmada saglikli
bireylerden alinan periferal kanlarda in vitro yontemler (KA, MN, KOMET)

kullanarak genotoksik bir etkiye neden olup olmadigi belirlenmeye ¢alisilmistir.



BOLUM 2. MATERYAL ve METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Rosuvastatin

Rosuvastatin Kalsiyum sentetik bir lipid diigiiriici ajandir ve HMG KoA’y1
mevalonata ¢eviren HMG KoA rediiktazi yarismali olarak inhibe eder.
Rosuvastatinin bis[(E)-7-[4-(4-florofenil)-6-izopropil-2-[metil(metilsiilfonil)amino]

Pirimidin-5-yI](3R,5S)-3,5-dihidroksiept-6-enoik asit] tuzudur ve emprik formiilii
(C22H27FN306S),Ca’dir.  Molekiil agirligin  1001,14 gr/mol olan rosuvastatinin
yarilanma siiresi 19 saattir. Rosuvastatin beyaz amorf bir tozdur. Daha c¢ok
metanolde ¢oziinen bu madde etanolde de hafifge ¢oziinmektedir. Piyasa da oral

kullanim i¢in bulunan rosuvastatinin 5, 10, 20 ve 40 mg’lik dozlar1 satilmaktadir.

Calismamizda kullanilan rosuvastatin kalsiyum piyasada satilan ilaglardan izole
edilmistir. Bunun igin ilag tabletleri daha 6nceden metanol ile steril edilen havanda
doviilerek toz haline getirilmistir. Bu ilag tozlar1 100 mL metanol ile 20 saat siireyle
manyetik karigtirict vasitasiyla ¢oziilmiistiir. Filtre kagidi ile siiziilen ¢6zelti daha
sonra evaporatore koyularak c¢oziicii alinmis ve madde saf olarak elde edilmistir.
Maddenin safligmi belirlemek igin Sakarya Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Organik Anabilim Dali'nda NMR spektrumuna bakilmistir (Sekil 2.1). NMR

sonuglarina gore rosuvastatinin beklenen saflikta oldugu gortilmistiir.

Bu calismada rosuvastatinin klinik amagh olarak tavsiye edilen giinliik dozlarina
benzer sekilde dozlar hazirlanarak 0,0625, 0,125, 0,25, 0,5, 1 pg/mL’lik
konsantrasyonlar1 kullanilmigtir. Dozlarin belirlenmesinde normal bir insanin
ortalama agirlig1 80 kg olarak kabul edilmis ve en yiiksek doz olacak 1 mg/kg’a
esdeger 1ug/mL’lik konsantrasyon hazirlanmistir. En yiiksek doz olan 1mg/kg dan
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basglayarak 0,5, 0,25, 0,125 ve 0,0625 mg/kg’lik dozlara esdeger konsantrasyonlar
kullanilmistir. Burada 0,5 mg’lik doz 80 kg’lik bir insanin almis oldugu 40 mg’lik
rosuvastatine, 0,25 mg’lik doz 20 mg’lik rosuvastatine 0,125 mg’lik doz 10 mg’lik
rosuvastatine, 0,0625 mg’lik doz ise 5 mg’lik rosuvastatine es degerdedir.
Rosuvastatinin kullanilan konsantrasyonlar1 ultra saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

Calismamizda mg/kg degeri ug/mL olarak in vitro sartlarda uygulanmistir.
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Sekil 2.1. Rosuvastatin kalsiyuma ait NMR spektrumu
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2.1.2. Periferal kan

Calismada sigara igmeyen, alkol kullanmayan, kronik hastalig1 olmayan, son 1 hafta
icinde herhangi bir ila¢ kullanmayan, son 6 ay igerisinde teshis ya da tedavi amaci ile
herhangi bir 1s1na maruz kalmamis, 20-25 yaslar1 arasinda saglikli iki erkek iki bayan

donorden alinan periferal kanlar kullanilmigtir.

2.1.3. Cahismalarda kullanilan kimyasal maddeler

Chromosome medium B

Cat No: F 5023

Marka: Biochrom

Kullanom amaci: Kromozomal anormallik ve mikronukleus testlerinde kan

hiicrelerinin iireyebilmeleri igin gerekli ortamin saglanmasi i¢in kullanilir.

Mitomycin C (C15H1gN4O)

Cat No: 50-07-7

Marka: Applichem

Kullanim amact: Kromozomal anormallik ve mikroniikleus testinde pozitif kontrol

olarak kullanilir.

Colchicine (Cz2H25NOg)

Cat No: 64-86-8

Marka: Sigma

Kullanim amaci: Kromozomal anormallik testi i¢in hiicrede ig ipliklerini
depolimerize ederek kromozomlarin anafaz evresine ge¢mesini engellemesi ve

kromozomlarin metafaz plaginda kalmasini saglamasi i¢in kullanilir.

Potasyum kloriir (KCI)

Cat No: 7447-40-7

Marka: Merck

Kullanim amaci: Kromozomal anormallik ve mikroniikleus testinde hipotonik

sollisyon hazirlanmasinda kullanilir.


http://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=colchicine&source=web&cd=1&cad=rja&sqi=2&ved=0CDEQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FColchicine&ei=DIblUMvSEMGNtAac8oDoBQ&usg=AFQjCNG4Y8Ap2of27V6vZbA4h8NsBfTckA&bvm=bv.1355534169,d.Yms
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Metanol (CH30OH)

Cat No: 67-56-1

Marka: Merck

Kullanom amaci: Kromozomal anormallik ve mikroniikleus testinde fiksatifin

hazirlanmasinda kullanilir

Asetik asit (CH3COOH)

Cas No: 64-19-7

Marka: Merck

Kullaniom amaci: Kromozomal anormallik ve mikroniikleus testinde fiksatifin

hazirlanmasinda kullanilir

Fiksatif 3 birim metanol ve 1 birim asetik asitten olusmaktadir ve bu fiksatif

16kositleri canli hallerine en yakin sekilleriyle muhafaza etmek i¢in kullanilir.

Giemsa boyasi
HS Kodu: 3204 19 00
Marka Merck

Kullanim amaci: Preparatlarin boyanmasi isleminde kullanilir.

Tampon A (KH;POy,)
Cat No: 7778-77-0
Marka: Sigma Aldrich

Kullanim amaci: Boyanin hazirlanmasi esnasinda tampon ¢ozelti amagh kullanilir

Tampon B (Na;HPO,)
Cat No: 7558-79-4
Marka: Sigma Aldrich

Kullanim amac1: Boyanin hazirlanmasi esnasinda tampon ¢ozelti amagh kullanilir

Entellan
HS kodu: 3208 20 10
Marka: Merck
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Kullanim amaci: hazirlanan preparatlarin daimi preparat haline getirilmesinde

kullanilir.

Heparin (C12H19NO20S3)

Adz1: Nevparin enjektabl 25000 1.U. / 5 mL

Marka: Mustafa Nevzat

Kullanim amaci: Kandaki pihtilasma faktorlerinin reaktivitesini inhibe ederek kanin

pihtilasmasini engellemek amaciyla kullanilir.

Cytochalasin-B (C9H37NOs)
Cas No: 14930-96-2
Marka: Applichem

Kullanim amaci: Mikroniikleus testinde sitokinezi bloke etmek amaciyla kullanilir.

Fosfat tamponu (PBS)
Cat No: L1825
Marka: Biochrom

Kullanim amaci1: Komet testinde tampon olarak kullanilir.

Sodyum kloriir (NaCl)
Cat no: 7647-14-5
Marka: Merck

Kullanim amaci: Komet testinde lizis ¢ozeltisi hazirlanmasinda kullanilir.

Hidrojen peroksit (H,0O,)
Cat No: 7722-84-1
Marka: Applichem

Kullanim amac1: Komet testinde pozitif kontrol olarak kullanilir.

Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)
Cat No: 6381-92-6
Marka: Applichem
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Kullanim amaci: Komet testinde elektroforez tamponu ve lizis ¢ozeltisinin

hazirlanmasinda kullanilir.

Tris-hidroksimetil-aminometan (Tris)

Cat No: 77-86-1

Marka: Applichem

Kullanim amaci: Komet testinde lizis ¢ozeltisi ve notralizasyon tamponu

hazirlanmasinda kullanilir.

NaOH (Sodyum hidroksit)

Cat No: 13-10-73-2

Marka: Applichem

Kullanim amaci: Komet testinde elektroforez tamponu hazirlanmasinda ve lizis

stogunun pH seviyesini ayarlamada kullanilir.

Triton X
Cat No: 9002-93-1
Marka: Applichem

Kullanim amaci: Komet testinde lyzing soliisyonu hazirlanmasinda kullanilir.

DMSO (Dimetil siilfoksit)
Cat No: 67-68-5
Marka: Applichem

Kullanim amaci: Komet testinde lyzing soliisyonunun hazirlanmasinda kullanilir.

LMA (Diisiik erime 1s1l1 agar)

Cat No: 9012-36-6

Marka: Applichem

Kullanim amaci: Komet testinde lenfositlerin igine gomiildiigii ortam olarak

kullanilir.

NMA (Yiiksek erime 1s1l1 agar)
Cat No: 9012-36-6
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Marka: Applichem

Kullanim amaci: Komet testinde lamlarin kaplanmasi i¢in kullanilir

Etidyum bromiir (EtBr)

Cat no: 1239-45-8

Marka: Applichem

Kullanim amaci: Komet testinde DNA molekiilinn boyanmasimi ve floresan

mikroskobunda gézlenmesi amaciyla kullanilir.

Tyrpan blue

Cat No: L 6323

Marka: Biochrom

Kullanim amac1: Komet testinde hiicre canliliginin belirlenmesi amaciyla kullanilir.
Biocoll

Cat No: L6115

Marka: Biochrome

Kullanim amaci: Komet testinde lenfosit ayirict soliisyon olarak kullanilir.
2.1.4. Cahsmalarda kullanilan cozeltiler

Tampon A (KH2PO,) 0,0833 M

Tampon B (Na;HPO412H,0) 0,0414 M

Hipotonik soliisyon KCI1 0,075 M

Kolkisin 0,06 pg/mL

Mitomisin C 0,2 ug/mL

Sitokalesin B 5,2 pg/mL
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NaOH ¢ozeltisi 10 M

EDTA ¢ozeltisi 0,2 M

Etidyum Bromiir ¢ozeltisi 25 pg/ml

Stok lizis ¢6zeltisi
2,5M NaCl

10 mM Tris

100 mM EDTA

Cozeltinin pH’s1 10 M NaOH ile pH=10’a ayarlanir. Hazirlanan stok lizis ¢ozeltisi
oda sicakliginda saklanir. Kullanmadan 6nce her 100 ml ¢6zelti i¢in 1 mL Triton X

ve 10 mL DMSO ilave edilir.

Elektroforez Tamponu

10 M NaOH

0,2M EDTA

Notralizasyon tamponu

0,4 M Tris

(Cozeltinin pH’s1 konsantre HCI ile pH=7,5’¢e ayarlanir .

Diistik kaynama dereceli agar %0,65

Yiiksek kaynama dereceli agar %0,65
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2.2. Metod
2.2.1. Kromozom anormallik testi

Besi yerleri (Chromosome Medium B) steril tiiplere 2,5 mL olacak sekilde
dagitilmistir. Calismamizda 5 uygulama dozu (0,0625, 0,125, 0,25, 0,5 ve 1 pg/mL)

pozitif kontrol ve negatif kontrol kullanilmstir.

Saglikli 4 bireyden 1/10 oraninda heparin igerecek sekilde hazirlanmis olan
enjektorlerle aliman kan, onceden hazirlanmis olan 2,5 mL’lik besi yerine
(Chromosome Medium B) 0,2 mL olacak sekilde aktarilmistir. Tiipler daha 6nceden
37 0C’ye getirilmis olan etiive kaldirilarak 72 saat siireyle kiiltiire alinmigtir. Kiiltiir

stiresi boyunca tiipler hergiin 3 defa ¢alkalanmistir.

Kiiltiirdeki tiiplere ilag uygulama siiresine gére madde ekimi yapilmigtir. 24 saatlik
doz uygulamasi i¢in kiiltiir siiresinin 48. saatinde, 48 saatlik rosuvastatin maruziyeti
icin kiiltiir sliresinin 24. saatinde kiiltiir ortamina 0,0625, 0,125, 0,25, 0,5 ve 1
pg/mL’lik konsantrasyonda olacak sekilde madde uygulamasi yapilmistir. Ayni
zamanda negatif kontrol olarak steril distile su ve pozitif kontrol olarak da
Mitomycin C (MMC) 0,2 ug/mL olacak sekilde eklenmistir. Calismanin 70. saatinde
ig ipliklerinin depolimerizasyonunu saglayan kolkisinden 0,06 ng/mL olacak sekilde

ekim yapilmistir.

Kiiltiir siiresinin sonunda tiipler 1200 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
Santrifiij bitiminden sonra siipernatant pastor pipeti ile atilarak 5 mL 0,075 M
KCl’den vorteks lizerinde ilave edilmistir. Hipotonik soliisyon eklemesinin ardindan
tipler 37 °C’lik etiivde 30 dakika bekletilmistir. Siire sonunda tiipler tekrar 1200
rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve santrifiijden sonra siipernatant atilmistir. Yine
daha onceden hazirlanmis olan ve +4 °C’de bekletilmis soguk fiksasyon
cozeltisinden (3 metanol : 1 asetik asit) 5’er mL her tiipe vorteks iizerinde
eklenmistir. Bu islemden sonra tiipler 45 dakika buzdolabinda bekletilmistir.
Ardindan tiipler santrifiij edilerek (1200 rpm, 10 dakika) iizerlerinden siipernatant

atilmistir. Tekrar damla damla soguk metanol : asetik asit (3:1) fiksatifinden 5’er mL
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her tlipe vorteks tizerinde eklenmistir. Tiipler tekrar santrifiij edilip (1200 rpm, 10
dakika boyunca) siipernatant atilmistir. Bu sekilde bir kez daha yapildiktan sonra
sonra tliplerin konik kisma kadar olan kismi atilmistir. Kalan kisim pastor pipeti ile

pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir.

Elde edilen hiicre kiiltiirii 6nceden temizlenmis (saf su ile yikandiktan sonra -20
°C de bekletilmis) lamlar iizerine damlatilarak preparat hazirlanmistir. Hazirlanan

preparatlar en az bir giin siireyle kurumaya birakilmistir.

Kuruyan preparatlar tampon A ve tampon B kullanilarak pH 6,8 olacak sekilde
hazirlanmig %5°lik Giemsa boyasi ile 25-30 dakika boyanmis ve 3 kez saf sudan

gegirildikten sonra daimi preparat haline getirmek i¢in entellan ile kapatilmistir.

2.2.1.1. Mitotik indeks ve kromozomal anormalliklerin incelenmesi

Mitotik indeksin (MI) saptanmasinda, biitiin uygulamalar igin her bir bireye igin
3000 hiicre olmak iizere her bir doz i¢in toplam 12000 hiicre incelenmistir. Boliinen
hiicre sayisinin toplam hiicreye oram yiizde cinsinden hesaplanarak mitotik indeks
belirlenmistir. Kromozomal anormalliklerin saptanmasinda, her bir uygulama i¢in
her bir bireye ait preparatlarda 46 kromozomlu ve kromozomlari iyi dagilmis olan
100’er hiicre (her bir doz i¢in toplam 400 hiicre) degerlendirilerek kromozom
anormallikleri tespit edilmistir. Incelenen toplam hiicre icindeki anormal hiicrelerin
yiizdesi ve hiicre basina diisen kromozom anormalligi (KA/Hiicre) sayisi

belirlenmistir.

Sekil 2.2°de kromozomal anormallik testinin 24 saatlik maruziyet uygulamasini
gosteren bir diyagram yer almaktadir. 48 saatlik uygulamada bundan farkli olarak
sadece etiivdeki kiiltiire 24. saatte madde ekimi yapilir. Diger tiim protokol 24 saatlik

uygulama metodu ile aynidir.
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2.2.2. Mikroniikleus test metodu

Kromozomal anormallik testi metodunda oldugu gibi besi yerleri (Chromosome
Medium B) steril tiiplere 2,5 mL olacak sekilde dagitilmistir. Mikroniikleus testinde
5 uygulama dozu (0,0625, 0,125, 0,25, 0,5 ve 1 ug/mL), pozitif kontrol ve negatif

kontrol kullanilmistir.

Kromozomal anormallik testinde belirtildigi gibi alinan kan 6nceden hazirlanmis
olan 2,5 mL’lik besi yeri (Chromosome Medium B) iizerine 0,2 mL olacak sekilde
aktarilmustir. Tiipler daha nceden 37 °C’ye getirilmis olan etiive kaldirilarak 72 saat

stireyle kiiltiire alinmistir. Kiiltiir siiresi boyunca tiipler hergiin 3 defa ¢alkalanmistir.

Kiiltiiriin baglangicindan itibaren 24. saatte madde uygulamasi yapilmistir (0,0625,
0,125, 0,25, 0,5 ve 1 pg/mL). Ayn1 zamanda negatif kontrol olarak steril distile su ve
pozitif kontrol olarak da MMC (Mitomycin C) ekimi yapilmistir. Kiiltiiriin 44.
saatinde sitokinez inhibitérii olan Cytochalasin-B 5,2 pg/mL olacak sekilde

eklenmistir.

Kiiltiir siiresi bitiminde tiipler etiivden ¢ikarilmis ve 1000 rpm’de 10 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Santriflij isleminden sonra siipernatant atilarak daha Onceden
hazirlanan ve +4 °C’ye getirilen 5 mL 0,075 M KCI vorteks iizerinde ilave edilmistir.

Hipotonik soliisyon eklemesinin ardindan tiipler +4 °C’de 5 dakika bekletilmistir.

Siire sonunda tiipler tekrar 1000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmis ve
santrifiijden sonra siipernatant atilmistir. Yine daha dnceden hazirlanmis olan ve +4
%C’de bekletilmis soguk fiksatif ¢ozeltisinden (3 metanol : 1 asetik asit) 5’er mL
vorteks iizerinde eklenmistir. Bu islemden sonra tiipler 15 dakika buzdolabinda
bekletilmis ve ardindan tekrar santrifiij edilmistir (1000 rpm, 10 dakika). Santrifiij
sonrasinda siipernatant atilmistir. Tekrar damla damla soguk metanol : asetik asit
(3:1) fiksatifinden 5’er mL her tiipe voteks iizerinde eklenip tiipler tekrar santrifiij
edilmistir (1000 rpm, 10 dakika). Santfifiij sonrasi siipernatant atilmistir. Bu
islemden sonra daha 6nceden hazirlanmis olan ve 3:1 fiksatifine %1’lik olacak

sekilde formaldehit eklenmesiyle elde edilen fiksatiften her tiipe 5’er ml eklenmistir.
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Son fiksatif eklendikten sonra tiipler tekrar santrifiij edilmistir (1000 rpm, 10 dakika).
Santrifiij isleminden sonra tiiplerin konik kisma kadar olan kismi atilmig ve kalan

kisim pastdr pipeti ile yavas bir sekilde homojen hale getirilmistir.

Elde edilen hiicre kiiltiirii 6nceden temizlenmis (1 N nitrik asitte 1 gece bekletilmis
ve 25-30 dakika ¢esme suyunda yikanmis, saf sudan gegirilmis, daha sonra %70’lik
alkol igerisinde -20 0C’de caligma zamanina kadar bekletilmis) lamlar {izerine

damlatilmistir.

Kuruyan preparatlar kromozomal anormallik testinde oldugu gibi %5°lik Giemsa
boyast ile 13-15 dakika boyanmis ve daimi preparat haline donistiirmek igin entellan
ile kapatilmistir (Sekil 2.4).

2.2.1.2. MN frekansi ve niikleer boliinme indeksinin belirlenmesi

Daimi hale getirilmis preparatlarda her bir doz i¢in her bir bireyde 1500 biniikleat
hiicrede (her bir doz i¢in toplamda 6000 biniikleat hiicre) mikroniikleus frekanslar

belirlenmistir.

Niikleer boliinme indeksi belirlenirken, her bir bireyden her bir doz ig¢in 500 hiicre
sayllmis ve 1xN1+2xN2+3x(N3+N4)/N formiiliinden yararlanilarak 1, 2, 3 ve daha

fazla ¢ekirdekli hiicrelerin sayisina gore niikleer boliinme indeksi tespit edilmistir.
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2.2.3. Komet (kuyruklu yildiz = tek hiicre jel elektroforezi) testi

900’er uL PBS ependorflara konulmus ve 100’er ul kan her bir ependorfa ilave
edilmistir. Kan ve PBS siispanse edilip 10 dakika buz tizerinde bekletilmistir. Bu
islemin ardindan kan ve PBS karisimlarimin bulundugu ependorf tiiplerinin dip
kismma 100’er ul lymphopreb ilave edilmistir. Ilave yapildiktan sonra tiipler +4
°C*de 1060 rpm de 3 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 ependorflar tekrar
buz icerisine alinmistir. Ependorflarda goriintii olarak en altta kirmizi, onun iizerinde
pembe bir katman goriiliir. En tist pembe katmanin iizerindeki seffaf katmanin 100
ul’si ayr1 ependorflara aktarilarak lenfositler toplanmig ve buz iizerine

yerlestirilmistir.

Elde edilen lenfositler 100°er uL olarak ependorflara dagitilmis, 0,0625, 0,125, 0,25,
0,5 ve 1 pg/mL olacak sekilde 100 pl’lik rosuvastatin ¢ozeltisi ile negatif kontrol
olarak steril H,O ve pozitif kontrol olarak da H,0, eklenerek 37 °C’de 1 saat kiiltiire

alinmigtir. Kiiltiir sonrasinda ependorflar 3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrast ependorflardan siipernatant atilmis ve 100 pul PBS eklenerek
resiispanse edilmistir. Low Melting Agar’nin 75 pl’si alinarak 100 pl lenfositle hizli
bir sekilde karistirilmis ve daha dnceden normal erime dereceli agar ile kaplanmis
lamlar iizerine yayilmistir. Daha sonra lamlarin iizeri 24X60 mm’lik lamelle
kapatilmisgtir. Kapatilan lamlar kapali kutu iginde 20-25 dakika buzdolabinda
bekletilmistir.

Stire sonunda lam {izerindeki lameller kaldirilarak igerisinde lizing soliisyonu
bulunan sale igerisine yerlestirilmistir. Bu sekilde preparatlar buzdolabinda 1 saat

bekletilmistir.

Lizis isleminden sonra lamlar elektroforez tankinda bulunan tampon igerisine
yerlestirilmis ve burada 20 dakika bekletilmistir. Stire sonunda preparatlar 1V/cm
300 mA’de 20 dakika siiresince elektroforez islemine tabi tutulmustur.

Elektroforezden sonra lamlar, igerisinde noétralizasyon tamponu bulunan sale
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icerisine almmis ve burada +4 °C’de 5 dakika bekletilmis ve aym islem 2 kez

tekrarlanmstir.

Islemler sonunda her bir lama 50 pl EtBr eklenerek iizerine lamel kapatilmustir.
Boyanan preparatlar 15-20 dakika buzdolabinda bekletilmistir. Daha sonra buharinin
ucmasi i¢in 2 dakika oda sicakliginda bekletilmis ve elde edilen preparatlarda sayim

yapilmustir. Bu test sisteminde yapilan islemler karanlik ortamda gergeklestirilmistir.

Boyanan preparatlar BAB marka floresan atagmanli mikroskop altinda 40X
biiylitmede incelenmistir. Rosuvastatinin her bir dozu i¢in her bir donérden 100’er
hiicre olmak olmak {izere toplam 400 hiicre “BAB Bs200ProP / BsComet DNA
Comet Assay” goriintiileme yazilimi kullanilarak incelenmis ve sonuglar % kuyruk

yogunlugu, kuyruk uzunlugu ve kuyruk momenti cinsinden degerlendirilmistir.

2.2.4. Istatistiksel degerlendirme

Deney gruplarindaki mitotik indeks, niikleer boliinme indeksi, kromozomal
anormallikler ve mikroniikleus frekanslarinin kontrol gruplan ile farklilik gosterip
gostermediginin  belirlenmesinde z  dagilim  testi  kullanilirken, komet
degerlendirilmesinde students-t testi kullanilmistir. Anormal hiicre frekansi, hiicre
basima diisen kromozom anormalligi, mitotik indeks, mikroniikleus frekansi ve
niikleer boliinme indeksi doz-etki iliskilerini ortaya koymak i¢in SPSS 11.0 yazilimi

kullanilmagtir.



BOLUM 3. BULGULAR

3.1. Kromozomal Anormallik

3.1.1. 24 saatlik uygulama

Saglikli bireylerden alinan periferal kan ile yapilan 24 saatlik in vitro rosuvastatin
uygulamasinda 5 farkli doz (0,0625, 0,125, 0,25, 0,5 ve 1pg/mL) kullanilmis ve 6
farkli kromozomal anormallik ¢esidi tespit edilmistir (Tablo 1.3). Yapisal tipte olan
bu kromozom anormallikleri kromatit kirigi, kromozom kirigi, fragment, kromatid
degisimi, kardes kromatidlerde birlesme ve disentrik kromozomlar seklindedir (Sekil
3.1-3.6). Tespit edilen yapisal anormalliklerden en sik gozleneni kromatid
kiriklaridir. Bunu sirasiyla kromozom kirigi, fragment, kromatid degisimi ve kardes

kromatidlerde birlesme, sonuncu olarak da disentrik kromozomlar izlemistir.

Tablo 3.1. Rosuvastatinin 24 saat uygulamast ile lenfositlerde olusan kromozomal anormallikler ve frekanslari

Uygulama Anormallikler Anormal hiicre KA/Hiicre Mitotik
Madde  Siire Kon. (%) + SH +SH indeks
() (ug/ml) Ktk Kzk F Ktd Kkb Ds (%) £ SH
Kontrol 24 0,00 1 - - - - - 0,25+0,25 0,003+0,003 5,81+0,21
P.K 24 0,20 118 31 12 22 - 5  36,50+2,41 0,470+0,025 3,21+0,16
Ros. 24 0,0625 9 4 - - 2 - 3,75+0,95%* 0,038+0,010**  5,38+0,21
0,125 23 3 - - - - 6,50+1,23%* 0,065+0,012**  5,83+0,21
0,25 17 2 4 - - - 575+1,16%* 0,058+0,012**  5,30+0,21
0,50 32 8 1 1 - - 10,25+1,52**  0,105+0,015*%*  4,95+0,20*
1,00 18 5 4 1 - 1 7,25+£1,30%*  0,073+0,013**  4,48+0,19**

Ktk: kromatid kirigi, Kzk: kromozom kirigi, F: Fragment, Ktd: Kromatid degisimi, Kkb: Kardes kromatidlerde
birlesme, Ds: disentrik kromozom, P.K: Pozitif kontrol, Kon: Konsantrastyon, s: saat. Kromozomal
anormalliklerde her doz i¢in 400 metafaz hiicresi, Mitotik indeks igin 12000 hiicre incelenmistir.
*Kontrole gore anlamli fark vardir (p<0,01)

** Kontrole gore anlamli fark vardir (p<0,001)
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Sekil 3.1. Rosuvastatin uygulamasi ile olusan kromatid kirigi (Ktk: kromatid kirigi)

Sekil 3.2. Rosuvastatin uygulamasi ile olugsan kromozom kirig1 (Kzk: kromozom kir1g1)
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Sekil 3.3. Rosuvastatin uygulamasi ile olusan fragment (F: Fragment)

Sekil 3.4. Rosuvastatin uygulamasi ile olusan kromatid degisimi (Ktd: Kromatid degigimi)
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Sekil 3.5. Rosuvastatin uygulamasi ile olusan kardes kromatidlerde birlesme (Kkb: kardes kromatidlerde
birlesme)

Sekil 3.6. Rosuvastatin uygulamasi ile olusan disentrik kromozom (Ds: disentrik kromozom)
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Rosuvastatinin 24 saatlik uygulamasi anormal hiicre yiizdesi bakimindan istatistiksel
olarak degerlendirildiginde biitiin uygulama dozlarinda kontrole gére anlamli bir artig
tespit edilmistir (Tablo 3.1). En diisiik anormal hiicre yiizdesi 0,0625 pg/mL’lik
dozda gozlenirken (% 3,75) en yiliksek oran 0,5 pg/mL’lik dozda gdzlenmistir
(%10,25). Diger yandan 0,125 pg/mL’lik dozda anormal hiicre yiizdesi 6,50 iken
0,25 pg/mL’lik dozda 5,75 olarak gbzlenmistir. Benzer sekilde 1 pg/mL’lik dozda
anormal hiicre yiizdesi 7,25 olarak belirlenmistir (Sekil 3.7). 24 saatlik muamele
sonucunda olusan kromozomal anormalliklerin doz artis1 ile orantili olarak arttigt
goriilmekte ve bu doz-etki iliskisi anlamli bir korelasyona sahiptir (r=0,623) (Sekil
3.8).

36,50+2,41

10,25+1.52

7,25+1,30
GO0EL2 5954116

0,25+0,25

Kontrol Pozitif Kontrol 0,0625 0,125 0,25 0,5 1
Uygulama Dozlar (ug/mL)

Sekil 3.7. 24 saatlik rosuvastatin uygulamasinda dozlara gére anormal hiicre yiizdeleri
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Sekil 3.8. 24 saatlik rosuvastatin uygulamasinin insan lenfositlerinde anormal hiicre yiizdesinin doza bagli iliskisi

Hiicre basina diisen anormallik sayisinin  da istatistiksel olarak yapilan
degerlendirilmesinde biitiin uygulama dozlarinda kontrole gore anlamli bir artis tespit
edilmistir. 24 saatlik uygulama sonucunda tespit edilen hiicre basina diisen
anormallik degerleri icerisinde en diisiik oran 0,0625 pg/mL’de (0,038), en yiiksek
oran ise 0,50 pg/mL’lik konsantrasyonda tespit edilmistir (0,105). Hiicre basina
diisen anormallik sayis1 0,125 pg/mL’lik dozda 0,065 iken 0,25 pg/mL’lik dozda
0,058 olarak tespit edilmistir. 1 pg/mL’lik dozda ise hiicre basina diisen anormallik
sayis1 0,073 diir (Sekil 3.9). Hiicre basina diisen anormallik degeri doza bagl olarak
anlaml1 bir korelasyon gostermistir (r=0,62) (Sekil 3.10).
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0,470+0,025

KA/Hiicre

0,105+0,015

0,073+0,013
0,065+0,012 0.058+0.012

0,003+0,003

Kontrol Pozitif Kontrol 0,0625 0,125 0,25 0,5 1

Uygulama Dozlar1 (pug/ml)
Sekil 3.9. 24 saatlik rosuvastatin uygulamasinda hiicre basina diigen anormallik miktar1 degerleri
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Sekil 3.10. 24 saatlik rosuvastatin uygulamasinin insan lenfositlerinde hiicre bagina diisen anormallik degerlerinin
doza bagl iliskisi

24 saatlik rosuvastatin uygulamasinda mitotik indeks kontrol grubu ile

kiyaslandiginda tiim dozlarda bir diisiis gézlenmistir fakat bu diisiisiin sadece 0,5 ve
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1 pg/mL’lik dozlarda istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (Tablo 3.1).
Mitotik indeks degeri 0,0625 pug/mL’lik dozda kontrol degeri olan 5,81’den diisiik
bulunmustur. 0,0625 pg/mL’lik dozda mitotik indeks 5,38 iken bir sonraki doz olan
0,125 pg/mL’de %5,83 seviyesine ¢ikmistir (Sekil 3.11). 0,25 pg/mL’lik dozda
diisiise gecen mitotik indeks bu diisiisiinii 0,5 ve 1 pg/mL’lik dozda da siirdiirmiistiir.
Rosuvastatin muamelesi ile yapilan 24 saatlik uygulamada mitotik indeks doza bagh

olarak azalma gostermistir (= -0,93) (Sekil 3.12).

5,81+0,21 5,83+0,21

4,95+0,20

4,48+0,19

Kontrol Pozitif Kontrol 0,0625 0,125 0,25 0,5 1

Uygulama Dozlari (pg/ml)

Sekil 3.11. 24 saatlik rosuvastatin uygulamasinda dozlara gére mitotik indeks degerleri




71

Mitotik mdeks

8o

A3 A

a8

32 A

30 o

O Linesr

Dozlar (uginL)

Sekil 3.12. 24 saatlik rosuvastatin uygulamasinin insan lenfositlerinde mitotik indeksin doza bagl iliskisi

3.1.2. 48 saatlik uygulama

Rosuvastatinin 48 saatlik uygulanmasinin  kromozomlar {izerinde meydana
getirebilecegi hasarlar1 gozlemlemek i¢in bay ve bayan 4 kisiden olusan dondrlerden
alinan periferal kanlar ile yapilan in vitro uygulamada yine 5 farkli dozda (1pg/mL,
0,5 pg/mL, 0,25 pg/mL, 0,125 pg/mL ve 0,0625 pg/mL) 4 farkli kromozomal
anormallik tespit edilmistir. 24 saatlik ¢calismaya benzer sekilde anormalliklerin hepsi
yine yapisal tipte kromozom anormallikleridir. Bu anormallikler sikliklarina gore
sirastyla kromatit kirigi, kromozom kirigi, fragment ve kromatid degisimidir (Tablo

3.2).

Rosuvastatinin 48 saatlik kromozomal anormallik testinde elde edilen bulgularin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi yapilmistir. Anormal hiicre yiizdeleri
bakimindan degerlendirildiginde tiim dozlarda anormal hiicre yiizdeleri dogrusal
olarak bir artis gostermistir (Sekil 3.13). Biitiin dozlarda meydana gelen bu artis

0,0625 ng/mL’lik doz haricinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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Tablo 3.2. Rosuvastatinin 48 saat uygulamasi ile insan periferal lenfositlerinde olusan kromozomal anormallikler

ve frekanslari

Uygulama Anormallikler Anormal hiicre (%) KA/Hiicre Mitotik Indeks
Madde Sire  Kon. +SH +SH (%) + SH
6)  (mgml) "Kik Kk F Kt
Kontrol 48 0,00 8 - - - 2,00+0,70 0,0200+0,007 6,10+0,12
P. K 48 020 529 138 35 49 75,25+2,16 1,878+0,022 1,73£0,22
Ros 48  0,0625 12 1 - - 3,25+0,89 0,033+0,009 5,82+0,21
0,125 19 - - - 4,50+1,04* 0,04840,011* 4,7840,19**
0,25 24 2 2 1 7,00£1,28** 0,0734+0,013** 3,60£0,17**
0,50 41 6 3 - 11,00£1,57%* 0,125+0,017** 2,2140,13%*
1,00 49 4 1 - 11,75+1,61%* 0,135+0,017** 1,82+0,12%*
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Ktk: kromatid kirigi, Kzk: kromozom kirig, F:

mitotik indeks i¢in 12000 hiicre incelenmistir.
* Kontrole gore anlamli fark vardir (p<0,05)
** Kontrole gore anlaml fark vardir (p<0,001)

Fragment, Ktd: Kromatid degisimi, P.K: Pozitif kontrol, Kon:
Konsantrastyon, Ros: rosuvastatin, s: saat. Kromozomal anormalliklerde her doz i¢in 400 metafaz hiicresi,

2,00+0,70

Kontrol

Pozitif Kontrol

75,25+2,16

11,00+1,57

0,0625

Uygulama Dozlar1 (ug/mL)
Sekil 3.13. 48 saatlik rosuvastatin uygulamasinda dozlara goére anormal hiicre yiizdeleri

0,125

4,50+1,04

0,25

7,00+1,28

0,5

11,75+1,61

Bu anlaml artis 0,125 pg/mL’lik uygulama dozunda p<0,05 diizeyinde iken 0,25,

0,5 ve 1 pg/mL’lik uygulama dozlarinda p<0,001 diizeyindedir. 48 saatlik

kromozomal anormallik testinde elde edilen bulgularin istatistiksel olarak analizinde

anormal hiicre ylizdesinde doz artis1 ile orantili olarak anormalliklerinde arttig1
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goriilmektedir. Bu doz-etki iliskisi giiglii bir korelasyona sahiptir (r=0,92) (Sekil
3.14).

Hiicre basma diisen anormallik frekansinda da anormal hiicre yiizdesi ile benzer
sonuglar gozlenmistir. 0,0625 pg/mL’lik doz, kontrol ile kiyaslandiginda artis
olmasina ragmen bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 3.15). 0,125
ug/mL’lik doz p<0,05 diizeyinde anlaml1 bulunurken 0,25, 0,5 ve 1 pg/mL’lik dozlar
p<0,001 diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Hiicre basina diisen
anormallik degeri doza bagli olarak anlamli bir korelasyon gostermistir (r=0,92)

(Sekil 3.16)

Anonnal Hiaae (%)

Gozleren

o O Limesr

-2 oo 2 K a K Lo 2
Dozlar (ugAnL)

Sekil 3.14. 48 saatlik rosuvastatin uygulamasinin insan lenfositlerinde anormal hiicre yiizdesinin doza bagh
iligkisi
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2 1,878+0,022
16
8 1,2
Q
=1
§
0,8
0,4
0,125+0,017  0,135£0,017
0033£0,000  0,048:0,011  %:073+0.01
0
Kontrol Pozitif Kontrol 0,0625 0,125 0,25 0,5 1
Uygulama Dozlar1 (ug/ml)

Sekil 3.15. 48 saatlik rosuvastatin uygulamasinda hiicre bagina diisen anormallik miktar1 degerleri
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Dozlir (ugAnL)

Sekil 3.16. 48 saatlik rosuvastatin uygulamasinin insan lenfositlerinde hiicre basina diisen anormallik degerlerinin
doza bagl iliskisi
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Her bir doz i¢in 12000 hiicrenin incelenmesiyle tespit edilen mitotik indeksin biitiin
uygulama dozlarinda kontrole gore azalma gosterdigi tespit edilmistir. 0,0625
pg/mL’lik dozda gozlenen bu disiis istatistiksel olarak anlamli degilken diger tiim
dozlarda mitotik indeks kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli bulunmustur
(Tablo 3.2) 0,0625 pg/mL’lik dozda 5,82 olan mitotik indeks degeri, 1 pg/mL’lik
dozda 1,82’ye kadar diismiistiir (Sekil 3.17 ). Rosuvastatin muamelesi ile yapilan 48
saatlik uygulamada mitotik indeks doza bagli olarak azalma goéstermistir (r= -0,90)

(Sekil 3.18).

6.1+0.12

5.82+0.21

4.78+0.19

3.60+0.17

2.21+0.13

Mitotik indeks (%)

Kontrol Pozitif Kontrol 0,0625 0,125 0,25 0,5 1

Uygulama Dozlari (ug/ml)

Sekil 3.17. 48 saatlik rosuvastatin uygulamasinda dozlara gére mitotik indeks degerleri
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Dozlar (uginL)

Sekil 3.18. 48 saatlik rosuvastatin uygulamasinin insan lenfositlerinde mitotik indeksin doza bagl iligkisi

3.2. Mikroniikleus

Rosuvastatin uygulamasiyla hazirlanan mikroniikleus testinde her doz igin her bir
bireyden 1500, toplamda ise 6000 biniikleat hiicre incelenerek mikroniikleus
frekanslar1 tespit edilmistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde mikronukleus
frekansinda artislar meydana geldigi belirlenmistir (Tablo 3.3). Bu artis tiim dozlarda
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Biniikleat hiicreler igerisinde
1, 2, 3 ve daha fazla mikroniikleusa sahip hiicreler tespit edilmistir. Mikroniikleuslu
hiicreler igerisinde 6 ve 14 mikroniikleus iceren biniikleat hiicreler de tespit
edilmistir. Ayrica rosuvastatin uygulamasi ile apoptoza ugrayan hiicreler de
gozlemlenmistir (Sekil 3.19-24). Her bir doz i¢in bir bireyden 500, toplamda ise
2000 hiicre sayilmasi ile belirlenen niikleer boliinme indeksinde elde edilen
sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesi yapilmis ve rosuvastatin uygulamasi ile
niikleer bolinme indeksinin distiigii fakat bu diislistin istatistiksel olarak anlamli

olmadig tespit edilmistir.
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Tablo 3.3. Rosuvastatin’in insan lenfositlerinde mikroniikleus frekanslar1 ve niikleer boliinme indeksi {izerine

etkisi
Uygulama Sayilan BN hiicreler i¢inde MN (%) Niikleer boliinme
Siire Kon biniikleat mikroniikleus + SH indeksi
Madde .
(saat)  (ug/ml) hiicre frekanslari + SH
o» @ 6
Kontrol 48 0,00 6000 7 - - 0,12+0,05 1,41+0,26
P. K 48 0,20 6000 844 93 6 17,4740,49 1,19+0,24
Ros 48 0,0625 6000 25 - - 0,42+0,08* 1,26+0,25
0,125 6000 37 - 18 0,85+0,12** 1,34+0,26
0,25 6000 48 3 1 0,95+0,13** 1,3140,25
0,50 6000 52 2 1° 1,03+0,13** 1,22+0,25
1,00 6000 72 2 - 1,27+0,15** 1,13+0,24

BN: Biniikleat hiicre, MN: Mikroniikleus, Kon: Konsantrastyon, P.K: Pozitif kontrol, Ros: rosuvastatin, s: saat.

214 mikronukleus goriilmiistiir
® 6 mikronukleus gdriilmiistiir

*Kontrole gore p< 0,01 diizeyinde anlamli (z-testi)
**Kontrole gore p< 0,001 diizeyinde anlaml (z-testi)

Sekil 3.19. Rosuvastatin uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan 1 mikroniikleuslu biniikleat hiicre



Sekil 3.20. Rosuvastatin uygulamastyla insan lenfositlerinde olusan 2 mikroniikleuslu biniikleat hiicre
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Sekil 3.21. Rosuvastatin uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan 3 mikroniikleuslu biniikleat hiicre

Sekil 3.22. Rosuvastatin uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan 6 mikroniikleuslu biniikleat hiicre
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Sekil 3.23. Rosuvastatin uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan 14 mikroniikleuslu biniikleat hiicre

Sekil 3.24. Rosuvastatin uygulamasiyla insan lenfositlerinde olusan apoptotik hiicre
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Rosuvastatin uygulamasi ile elde edilen mikroniikleus frekanslar1 Sekil 3.25°de
gosterilmistir. 0,0625 pg/mL’lik dozda mikronukleus frekansi kontrole gore p<0,01
diizeyinde anlamli bir artisa neden olurken diger 4 dozda da kontrole gore p<0,001
diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir artisa sebep olmustur. Rosuvastatin
mikroniikleus frekansin1 doza bagli olarak arttirirken (r=0,77), niikleer boliinme

indeksini doza bagli olarak azaltmistir (r=-0,98) (Sekil 3.26-27).

17,47+0,49

18

16

-
'S

-
[N)

-
o

Y

1,27+0,15

0,85+0,12 0,95+0,13 1,03+0,13

2

Kontrol Pozitif Kontrol 0,0625 0,1

25
Uygulama Dozlar1 (ng/mL)

0,25 0,5 1

Sekil 3.25. Rosuvastatin uygulamasiyla insan lenfositlerindeki mikroniikleus frekansi
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Sekil 3.26. Mikronukleus frekansinin doza bagl iligkisi
Mikleer bolirene mdeksi
[
9 -
1.2
B Gozlenen
" O Linesr
2 oo 2 K a a 0 .2

Dozlar (ugnL)

Sekil 3.27. Niikleer boliinme indeksinin doza bagl iliskisi
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3.3. Tek Hiicre Jel Elektroforezi (KOMET)

Bu calismada rosuvastatin maruziyetinin insan lenfositlerinde yaptigi etkinin
incelendigi diger bir test metodu da tek hiicre jel elektroforezidir. Yapilan bu testte
her doz i¢in her bir bireyden 100 toplamda ise bir doz i¢in 400 (4 birey) hiicre
incelenmis ve genotoksik hasarin gostergesi olarak segilen kuyruk uzunlugu, kuyruk

yogunlugu ve kuyruk momenti parametreleri degerlendirilmistir.

Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde izole edilmis insan
lenfositlerinde komet kuyruk uzunlugu 0,125 ve 0,25 pg/mL’lik dozlarda kontrole
gore herhangi bir farklilik gostermemesine ragmen 0,0625, 0,5 ve 1 pg/mL’lik
dozlarda kontrole gore anlamli artiglar gostermistir. Komet kuyruk yogunlugu en
diisiikk doz olan 0,0625 ng/mL’lik doz hari¢ hari¢ diger tiim dozlarda (0,125, 0,25,
0,5 ve 1 pug/mL) istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden olmustur. Kuyruk
momenti ise kuyruk uzunlugunda oldugu gibi 0,125 ve 0,25 pg/mL’lik dozlarda
kontrole gore anlamli bir farklilik gostermemis olmasina ragmen 0,0625, 0,5 ve 1
pg/mL’lik dozlarda kontrole gére anlamli artiglara neden olmustur (Tablo 3.4, Sekil
3.28-30).

Rosuvastatin ile muamele edilen izole insan lenfositlerinde hasarsiz, az hasarli, orta
hasarlt ve ¢ok hasarli DNA’larin komet testi ile goriiniimii Sekil 3.31-34°de

gosterilmistir.

Tablo 3.4. Rosuvastatin ile 1 saat uygulama sonucunda insan lenfositlerinde olusan DNA hasari

Dozlar (ug/mL)  Kuyruk Uzunlugu (pm) Kuyruk Momenti Kuyruk Yogunlugu (%)

Kontrol 8,012+ 0,45 6,262 + 0,44 234,771 + 0,23
0,0625 9,923 +0,70* 8,203 £ 0,68* 234,602 + 0,27
0,125 9,446 + 0,57 7,520 + 0,55 236,375 +0,25*
0,250 7,222 + 0,46 5,488 + 0,44 236,096 + 0,18*
0,50 11,430 + 0,83* 9,732 + 0,82* 236,113 + 0,26*
1 10,438 + 0,69* 8,628 + 0,68* 237,187 + 0,25%
H,0, 61,931 £2,13 59,599 £ 2,13 244,239 + 0,23

* Kontrole gore anlamli fark vardir p<0,05
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7,222 £ 0,46

Kuyruk Uzunlugu (pm)

10

Kontrol Pozitif 0,0625 0,125 0,25 0,5 1
Kontrol

Uygulama Dozlari (ug/mL)

Sekil 3.28. Rosuvastatinin dozlara gére komet kuyruk uzunlugu degerleri

59,599+ 2,13
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o

Kuyruk Momenti
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o
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0,5 1

Kontrol Pozitif Kontrol 0,0625 0,125 0,25
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Sekil 3.29. Rosuvastatinin dozlara gére kuyruk momenti degerleri
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244,239 + 0,23

237,187 £0,25
236,375+ 0.25 936 096 + 0,18 236,113 0,26

234,771 £ 0,23 234,602 + 0,27

Kontrol Pozitif Kontrol 0,0625 0,125 0,25 0,5 1

Uygulama Dozlari (pg/ml)

Sekil 3.30. Rosuvastatinin dozlara gére kuyruk yogunlugu degerleri

Sekil 3.31. Rosuvastatin ile muamele edilen izole insan lenfositlerinde hasarsiz DNA’nin komet testi ile

gOriiniimii
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Sekil 3.32. Rosuvastatin ile muamele edilen izole insan lenfositlerinde az hasarli DNA’nin komet testi ile
gorinimii

Sekil 3.33. Rosuvastatin ile muamele edilen izole insan lenfositlerinde olusan orta hasarli DNA’nin komet testi
ile goriinimi
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Sekil 3.34. Rosuvastatin ile muamele edilen izole insan lenfositlerinde olusan ¢ok hasarli DNA’nin komet testi ile
gorinimii

Rosuvastatinin doza bagli olarak komet kuyruk uzunlugu incelendiginde doz artisi ile
kuyruk uzunlugu arasinda ¢ok yiiksek olmamakla birlikte anlamli bir iliski
belirlenmistir (r=0,52) (Sekil 3.35)

Komet kuyruk momenti incelemelerinde de rosuvastatinin doza bagl olarak kuyruk

uzunluguyla ayni1 degeri vermistir ve doza bagh bir korelasyon gdstermistir (r=0,52)
(Sekil 3.36).

Rosuvastatinin doz artisina bagli olarak kuyruk yogunlugunda ise diger iki
parametreye gore daha kuvvetli bir korelasyon gosterdigi belirlenmistir (r= 0,81)

(Sekil 3.37).
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Sekil 3.35. Kuyruk uzunlugunun doza bagl iligkisi
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Sekil 3.36. Kuyruk momentinin doza bagl iliskisi
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Sekil 3.37. Kuyruk yogunlugunun doza bagl iliskisi
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BOLUM 4. TARTISMA

Genotoksisite, fiziksel ya da kimyasal ajanlarla genetik materyalde olusan hasardir.
Bu hasarlar; tek zincir kiriklar1 (SSB), ¢ift zincir kiriklar1 (DSB), alkali labil bolgeler
(ALS) ve DNA adductlaridir. Genetik materyalde olusan hasarlar tamir
edilemediginde DNA sekans degisiklikleri, kromozom aberasyonlar1 ile
sonuclanabilen tek veya birden fazla niikleotid degisiklikleri ve bunlarin sonucu
olarak da rekombinasyon, mutasyon, doku hasari, yaslanma ve kanser
olusabilmektedir. Mutasyonlar siklikla gen fonksiyonlarinda degisiklik ya da kayipla
sonuclanabilmektedir (Kramer 1998).

Molekiiler kanser genetigindeki son gelismeler, karsinojenlerin ¢ogunun genotoksik
ve karsinogenezisin onkogenler ve antionkogenlerdeki mutasyonlarla iliskili
oldugunu gostermistir. Genotoksisite testleri esas olarak kanserden korunmada,
cevresel etkenlerin, endiistriyel kimyasallarin etkisini arastirmada, ilaglarin piyasaya
stirilmeden once toksik etkilerini ve giivenilirligini arastirmada kullanilmaktadir. Bu
testler 1970’lerden beri kullanilmaktadir ve o tarihten giiniimiize kadar birgok in vivo
ve in vitro genotoksisite testi gelistirilmistir. Work group of European Union (EU),
OECD ve en son olarak Work group of the International Conference on
Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for
Human Use (ICH) standart seri testler tanimlamislardir (Kramer 1998, Jena ve ark
2002).

ICH calisma grubu tarafindan onerilen standart testlerden ilk kullanilanlari Ames
testi, timidin kinaz testi, mikroniikleus testi ve daha sonra kullanilmaya baslanalan ve
onemi giderek artmakta olan FADU (Fluorescence Analysis of DNA Unwinding),
kromozomal translokasyonlarin  gosterilmesinde FISH (fluorescent in situ
hybridization), pS3 mutasyon tayini, apoptosisin saptanmasi, antisentromer antikorlar

ile anoploidi tayini ve komet yontemleridir.
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Genotoksisite ¢aligmalarinda kullanilan yontemin bagka bir yontemle desteklenmesi
baska bir deyisle bir maddeye genotoksik denmesi i¢in en az iki yontemle ¢alisilmasi

onerilmektedir (Kramer 1998).

Yaptigimiz bu ¢alismada kromozomal anormallik, mikroniikleus ve tek hiicre jel
elektroforezi gibi uluslar aras1 kuruluslar tarafindan gilivenilirligi onaylanmis ve
gecerliligi halen devam eden ii¢ farkli test metodu ile insan lenfositlerinde kolesterol
diistirticii ilaglardan statin grubu iiyesi olan rosuvastatinin in vitro genotoksik etkileri

arastirilmistir.

Calismamizda 24 saatlik rosuvastatin  uygulanan tiim konsantrasyonlarda
kromozomal anormallik frekansi kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
artmistir. Rosuvastatin insan lenfositlerinde 6 tip anormallige neden olmustur. Bunlar
kromatit ve kromozom kiriklari, fragment, kromatid degisimi, kardes kromatitlerde
birlesme ve disentrik kromozomlardir. Bu anormalliklerden en sik rastlanilani

kromatid kiriklaridir.

48 saatlik rosuvastatin uygulamasinda en kii¢iik doz olan 0,0625 pg/mL hari¢ diger
tim dozlarda kromozomal anormallik frekansinin kontrole gére anlamli oranda
arttigr gortilmiistiir. 4 farkli kromozom anormalliginin (kromatit ve kromozom
kiriklari, fragment ve kromatid degisimi) tespit edildigi uygulamada en sik

rastlanilan anormallik 24 saatlik uygulamada oldugu gibi kromatid kiriklaridur.

Kromozomal aberasyonlar, genotoksisite ¢alismalarinin validasyonu i¢in gelistirilmis
yontemlerden birisidir. Kromozomal anormallikler teknigi tim genomdaki hasarin
izlenmesine imkan tanimasi ve maruziyetin degerlendirilmesinde biiyiik Olgiide
uluslararast gecerli standartlara erismis olmasi bakimindan onemlidir. Karl Sax
tarafindan 1930 yilinda somatik hiicrelerdeki mutasyonun kansere neden olabilecegi
belirtilmistir. Bu tespitin ardindan mutajenlerin yol agtig1 sorunlar ayrintili olarak
arastiritlmaya c¢alisilmistir. Etkene maruziyetin kromozomal anomaliye yol agma
riskinin saptanmasinda, kimyasallarin klastojenik aktivitesinin degerlendirilmesinde

ve biyogosterge calismalarinda kromozomlarda goriilen degisiklikler oldukca
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onemlidir (Tucker ve Preston 1996, Stephan ve Pressl 1999, Rossner ve ark 2005,
Mateuca ve ark 2006, Norppa ve ark 2006). Zira hiicrelerde ortaya c¢ikan
kromozomal anormalliklerin kanser gelisiminde erken haberci rolii oynadig
bilinmektedir (Bonassi ve ark 1995, Hagmar ve ark 1998, Fenech 2000, Doak ve ark
2012). Benzer sekilde Hagmar ve ark (1994) yaptiklari ¢alismada yiiksek siklikta
kromozomal aberasyonlu kisilerde kanser gelisme riskinin daha fazla oldugunu
belirtmislerdir. Bu sonug¢ kromozomal anormallik ve kanser arasindaki iliskiyi

dogrulamistir.

Kromozomal anormallik testi kiiltlire alinmis periferal kan lenfositlerinde
kromozomal anormallik frekansinin belirlenmesi esasina dayanir. Mesleki olarak ya
da ¢evresel olarak, bilinen ya da siiphelenilen genotoksik maddelere maruziyeti ya da
maruziyetin biyolojik etkilerini degerlendirmede en fazla kullanilan yontemdir.
Genetik hasarin boyutunu saptar. Yapisal degisimler, kromozomal anormallik teknigi
kullanilarak, mitotik metafaz kromozomlarinda degerlendirilir (Cakmak 2000).
Kromozom aberasyonlar1 uzun zamandan beri, genotoksik maddelere maruz kalan
insanlarin, bu maddelerden nasil etkilendiklerinin saglam bir gostergesi olarak
kullanilmaktadir. Insan populasyonlar1 iizerine yapilan c¢alismalar, periferal
lenfositlerdeki spontan kromozom anormalliklerinin frekansi ile kanser olusumu
arasinda dogru orant1 (pozitif korelasyon) oldugunu ortaya koymaktadir (Natarajan
2002, Bolognesi 2003, Yiizbasioglu ve ark 2006, Yilmaz ve ark 2008, Doak ve ark
2012). Kullanilan fiziksel veya kimyasal ajanlarin etkisine gére kromozom kirigi,
kromatid kirig1, fragment, disentrik kromozom, kardes kromatidlerde birlesme (sister
union), halka kromozom, kromatidlerde degisim (triradial, quadriradial sekiller), gap,
kromozom kontraksiyonu, poliploidi, endoreduplikasyon, translokasyon, inversiyon
gibi kromozom aberasyonlar1 meydana gelebilir (Cakmak, 2000; Celik, 2003). Yakin
kromozomlardaki basit kiriklarda, kirik uclar tekrar birlesebilmekte ve ortaya
yeniden diizenlenmis kromozomlar ¢ikmaktadir. Bu olay onarilma seklinde ya da
disentrik kromozomlar, translokasyonlar, inversiyon bigiminde olabilmektedir. Daha
karmagik diizenlemeler ise halka seklinde ortaya c¢ikabilmektedir. Asentrik
fragmentlerin olusumu ise kromozomlardaki basit kiriklar sonucudur. Kromatid
aciklig1 olan gap ise kromatid kolundaki soluk boyanmis acikliklar olarak bilinir,

bunlar kromatid koluyla ayn1 uzantidadir ve genellikle kromatid koluyla arasindaki
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uzaklik kol kalinligina esit ya da daha kiigiiktiir (Cakmak 2000). Buna karsin
Topaktas ve Renciizogullar1 (2010) gap yapisinin kromozomlardaki spiral

cOziinmeler oldugunu belirtmistir.

Calisma sirasinda rosuvastatin uygulamasiyla en fazla goriilen anormallikler kromatit
kiriklaridir. Kromatit kiriklari, DNA’da meydana gelen ¢ift zincir kiriklart sonucunda
olusan ve tek bir kromatitte gozlenen kiriklardir. Kromatit kiriklari, uygulanan
maddelerin ¢ogunlukla ge¢ S veya G, asamasinda etkili oldugunu gostermektedir

(Natarajan 2002).

Bu calismada kullanilan rosuvastatinin en fazla neden oldugu ikinci anormallik tipi
kromozom kiriklaridir. Kromozom kiriklari, kromozomlarin her iki kolunda da

gozlenen tamir edilmemis ¢ift zincir kiriklaridir (Savage 1993).

Calismada hem 24 saat hem de 48 saatlik rosuvastatin uygulamasinin her ikisinde de
tespit edilen anormallik tipinden biri fragment olusumudur. Fragmentlerin
kromozom ya da kromatitlerde meydana gelen kirilmalar ile genellikle terminal
delesyonlar sonucunda olustugu bilinmektedir (Kayraldiz ve Topaktas 2001, Yilmaz
ve ark 2008). Calismamizda meydana gelen fragmentlerin de rosuvastatinin direk

veya dolayli etkisinden dolay1 olustugu diisiiniilmektedir.

Her iki uygulamada da goriilen bir diger anormallik tipi ise kromatid degisimidir.
Homolog olmayan kromozomlarin birlesmesi sonucu olusan bu anormallikte
translokasyonlu bolgeler birbirlerine dik ag1 olusturacak sekilde arti isaretine benzer

bir sekil olustururlar (Kuru ve Ergene 2011).

Sadece 24 saatlik uygulamada tespit edilen anormallik tiplerinden biri olan kardes
kromatitlerde birlesme, kromozom kollar1 arasinda karsilikli birlesme olarak gozlenir
ve ¢ogunlukla kromozom uglarinda meydana gelen terminal delesyonlar sonucunda

olusabilir (Kayraldiz ve Topaktas 2001, Yiizbasioglu ve ark 2006).

Disentrik kromozomlar bu ¢alismada rosuvastatinin sadece 24 saatlik uygulamasinda

karsilasilan anormallik tipidir. Disentrik kromozomlar, homolog olmayan kromozom



94

kollar1 arasindaki fiizyon ile veya homolog kromozomlarin iki kisa ya da iki uzun
kolu arasindaki fiizyon ile gerg¢eklesebilmektedir (Andersen ve Pedersen-Bjergaard
2000).

DNA ve protein gibi biyolojik ag¢idan Onemli materyallere zarar veren serbest
radikallerin DNA iizerine etki ettigi bilinmektedir (Adey 1993). Serbest radikaller
DNA ile reaksiyona girerek DNA’da kiriklar olusturabilir ve bunun sonucunda
translokasyonlar, ¢esitli kromozomal anormallikler ve dogal olmayan sekilde
diizenlenmis DNA yapilarinin ortaya ¢ikmasina neden olurlar (Lacy-Hulbert 1998).
Serbest radikaller endojen kaynakli olabildigi gibi eksojen olarak da ilaglar,
kirleticiler, metal iyonlar1 ve radyasyon gibi dis etkenler sonucu olusabilmektedir
(Mercan 2004). Calismamizda rosuvastatinin insan lenfositlerinde yapisal
kromozomal anormalliklerdeki bu artis, rosuvastatinin veya rosuvastatin
metabolitlerinin DNA seviyesinde bir hasar olusturdugunu gostermektedir. Bu
etkilesim dogrudan rosuvastatin ve DNA arasinda olabilecegi gibi, rosuvastatinin
metabolitleri ile DNA arasinda bir reaksiyon sonucu da meydana gelebilir. Ayrica
rosuvastatin veya metabolitleri direk DNA ile reaksiyona girmenin haricinde
haricinde serbest radikal olusumunu indiiklemis ve DNA’da hasar olusturmus

olabilir.

Mikroniikleus testi in vitro ve in vivo olarak etki eden endojen ve eksojen ajanlarin
etkilerinin gosterilmesinde kullanilan hassas bir yontemdir. Cesitli kimyasal ve
fiziksel ajanlarin klastojenik ve anojenik etkilerini belirlemek i¢in kullanilan
yontemlerden birisi olan mikronukleus testinde amag sitokinezi bloklanmig hiicrede
mikroniikleus  (Cytokinesis-Blocked  Micronucleus  Assay=CBMN  Assay)
olusumlarint gozlemektir (Yilmaz 2008). Mikroniikleuslar (MN) hiicrede mitoz
boéliinme sirasinda ortaya ¢ikan, ana c¢ekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya

asentrik kromozom parcalarindan kdken alan olusumlardir.

Mikroniikleus (MN) yontemi ilk olarak 1886 yilinda anemik kedilerin kirmizi kan
hiicrelerinde ~ Howell’in  gdzlemleriyle ortaya c¢ikmustir. 1907°de  Jolly,
mikroniikleuslarin varligin1 dogrulamistir. Bu ylizden mikroniikleuslar, hematolojide

Howell-Jolly cisimleri olarak bilinirler (Cakmak 2000). 1950’1lerde bitki hiicrelerinde
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kromozom hasarinin Sl¢iilmesinde, 1970’lerde hayvan hiicrelerinde ve daha sonra
1976 yilinda Haddle ve arkadaslari tarafindan kiiltiire edilmis insan lenfositlerinde
kimyasal kanserojenleri belirlemeye yonelik bir test olarak kullanilmaya baslanmistir
(Cakmak 2000; Demirel ve Zamani 2002). Degerlendirmeye alinan hiicrelerin
boliinme gecirip gegirmediginin saptanmasinin zorlugundan dolayr yontemin kabul
goérmesi uzun zaman almistir. Fenech ve Morley (1985) tarafindan mikroniikleus
yonteminde, sitokinezi durdurmak iizere sitokalasin B (Cyt B) adli kimyasalin
kullanilmastyla ilk boliinmesini ge¢irmis mitotik hiicrelerin biniikleer goriintiilerinin
taninabilmesi bu zorlugun iistesinden gelinmesini saglamistir. Migliore ve ark (1989)
in vitro calismalarda izole lenfositler yerine, tam kanin kiiltire alinmasini,
mikroniikleus yonteminde daha iyi deneysel kosullar1 ve sonuglar1 saglamasi

acisindan 6nermislerdir.

Cyt B etkisiyle, hiicre ¢ekirdegi boliiniirken, sitoplazma boliinmesi (sitokinez) durur
ve biniikleer hiicreler ortaya ¢ikar. Mikroniikleuslar, spontan olarak ya da genotoksik
ajanlara maruziyet sonucunda, asentrik kromozomal fragmentlerin ya da tim
kromozomlarin hiicre boliinmesi sirasinda, ana ¢ekirdek disinda yavru cekirdek
seklinde kalmasindan olugmaktadir. Mitozun anafazinda sentrik elementler kutuplara
cekilirken, genotoksik ve/veya anojenik etkiler sonucu ortaya ¢ikmis asentrik
elementler ve ig ipliklerine baglanamamis kromozomlar kutuplara gidemeyerek,
hiicre boliinmesi sonunda ayni sitoplazma iginde, hiicre ¢ekirdeginden ayr1 olarak

membranla cevrili bir yap1 olusturur (Sekil 4.1) (Cakmak 2000).

Bu caligmada rosuvastatinin mikronukleus olusumunu indiikledigi belirlenmistir.
Rosuvastatin uygulamasiyla yapilan mikroniikleus testinde elde edilen veriler
degerlendirildiginde mikronukleus iceren hiicrelerin frekansinda artislar meydana
geldigi ve bu artiglarin tiim dozlarda (0,0625, 0,125, 0,25, 0,5 ve 1 ug/mL)
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. Biniikleat hiicreler igerisinde 1, 2 ve
3 mikroniikleuslu hiicrelere ek olarak 6 ve 14 mikroniikleuslu hiicreler de tespit
edilmistir. Ayrica rosuvastatin uygulamasi ile apoptoza ugrayan hiicreler de
gozlenmistir. Niikleer boliinme indeksinin rosuvastatin uygulamasi ile diistiigi fakat

bu diisiislin istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edilmistir.
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Mikroniikleuslar, asentrik fragment ve/veya mitozda kutuplara gidemeyen tam bir
kromozomdan olusurlar. Telofazda ayr1 kalmis kromozomlar ve fragmentlerin
etrafinda cekirdek zar tesekkiil eder ve bdylece ana niikleusdan daha kiigiik yapida
olan mikroniikleuslar olusur. Bu metod sadece boliinme 06zelligi gosterebilen

hiicrelerde kullanilabilmektedir. Giiniimiizde mikroniikleus metodu; genotoksisite ve
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Sekil 4.1. Sitotoksik ve genotoksik ajanlarin etkisiyle mikroniikleus olusumu, apoptozis ve nekroz (Fenech 2006)

sitotoksisite ¢alismalarinda; kromozom kirigi, kromozom kaybi, kromozomlarin
farkli sekillenmesi (niikleoplasmik kopriiler), hiicre boliinmesinin inhibe edilmesi,
gen ampilifikasyonu, nekrosis ve apoptosisin basit morfolojik Slgiitler kullanilarak

degerlendirilmesini saglar (Fenech 2000 ve 2006).

Sitotoksisitenin gostergesi olan mitotik indeksteki diislis 24 saatlik ve 48 saatlik
uygulamalarda farkli derecelerde ortaya c¢ikmistir. Rosuvastatin 24 saatlik
uygulamada 0,5 ve 1 ug/mL’lik dozlarda mitotik indeksi istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde diismiistiir. 48 saatlik uygulamada ise 0,125, 0,25, 0,5 ve 1 pg/mL’lik
dozlarda anlamli bir diisiis gozlenmistir. Mitotik indeksteki diislisiin her iki
uygulamada farkli olmasi, rosuvastatinin 6zellikle uygulama siiresinin artmasina
baglh olarak sitotoksik etki goOsterdiginin kanmitidir. Bu c¢alismada rosuvastatinin
sitotoksik etkisinin G2 ve profaz evresini etkileyerek olusturdugu diisiiniilmektedir.
Fakat bu etki ATP seviyesinin diislisiine bagli olarak enerji liretim merkezlerinin

baskilanmasindan (Jain ve Andsorbhoy 1988, Epel 1963) ya da DNA polimeraz gibi
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mitotik i ipliklerinde etkili olan ¢esitli enzim yapilariin bozulmasindan

kaynaklanmig da olabilir (Hidalgo ve ark 1989, Yiizbasioglu ve ark 2006).

DNA’da klastojenik etki ortaya c¢ikaran gesitli kimyasal ajanlarin, bu etkilerini
belirlemek i¢in hizli ve kolay test yontemleri gelistirilmeye c¢alisilmistir. Bu
gelistirilmeye calisilan test tekniklerinden birisi de tek hiicre jel elektroforezi veya
komet testidir. Komet testi son yillarda gelistirilen, oldukg¢a giivenilir bir test
yontemidir. In vitro ve in vivo yontemle bircok hiicrede (Tablo 4.1), ¢esitli
maddelerin etkisi ile meydana gelen DNA hasarinin belirlenmesinde yogun bir

sekilde kullanilmaktadir (Y1lmaz 2008).

Tablo 4.1. Komet teknigi kullanilarak incelenebilecek hiicre tipleri (Unal 1998)

Doku
Insan Dokulari Hayvan Dokular1
Kan (Lenfositler, T hiicreleri, Graniilositler) Lenfositler
Epitelyum (Lens, mukoza) Splenositler
Fibroblastlar (Deri) Timositler
Spermatositler Kemik Iligi
Adenokarsinoma Beyin
Lenfoma Bobrek
Karaciger
Mide
Pankreas

Idrar kesesi

Kolon

Embriyo

Akciger

Mukoza epiteli

Testis
Kiiltiir
Insan Hiicre Kiiltiirii Hayvan Hiicre Kiiltiirti
Kan Hamster (CHO, HIT , T15, V-79)
Karsinoma Fare (FO, L5178Y)
Meme Keratinositleri
Melanoma
Glioma

Fibroblast
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Canl1 hiicrelerde DNA tek sarmal kirilmalarinin tespiti ilk kez Rydberg ve Johanson
(1978) tarafindan gergeklestirilmistir. Daha sonra bu metod Ostling ve Johanson
(1984) tarafindan modifiye edilmistir.  Ostling ve Johanson (1984), agarozla
stispanse edilen hiicreleri lam iizerine yayarak, yliksek tuz ve deterjanla lize etmisler
ve ardindan elektroforeze tabi tuttuktan sonra akridin oranjla boyamiglardir. Eger
DNA kirik igeriyorsa, ¢ekirdekten anoda dogru goc¢ ederek kuyruklu yildiz
goriiniimiinii vermektedir. Bu nedenle hasarli hiicrelere komet yani kuyruklu yildiz
ad1 verilmistir. Fakat DNA ¢ift sarmal kiriklarinin tespitine izin veren nétral sartlar,
tek sarmal kiriklarinin belirlenmesine izin vermemektedir. Oysa, DNA’da hasar
olusturan ¢ogu ajan, DNA ¢ift sarmalindan ¢ok, DNA tek sarmalinda hasar meydana
getirmektedir. Bunun yaninda nétral sartlarda proteinler tam  olarak
uzaklastirilamamaktadir. Bu nedenlerden dolayi, Singh ve ark (1988) tarafindan
alkali sartlar altinda DNA tek zincir kiriklarinin tespitine izin veren teknik
gelistirilmistir. Kullanilan daha gii¢lii lizis kosullari, proteinlerin %95’ inden fazlasini

¢oktiirebilmektedir (Unal 1998).

DNA’da meydana gelen kirilmalarin artmasiyla, DNA pargalar1 komet kuyrugu icine
gbc¢ etmektedir. Daha hasarli olan apoptotik hiicrelerde ise bas ve kuyruk tamamen
dagilmis ve hedgehog (kirpi) olarak isimlendirilmistir (Fairbairn ve ark 1995). Bu
teknigin; az sayida hiicre gerektirmesi, degisik hiicre ve dokulara uygulanabilmesi,
hassas, hizl1 ve giivenilir olmasi genotoksisite arastirmalari igerisinde oldukca fazla
diizeyde kullanilmasina neden olmaktadir (Singh ve ark 1988; Unal 1998; Tice ve
ark 2000).

Insan lenfositlerini kullanarak yaptigimiz in vitro komet caligmasinda rosuvastatin
kuyruk uzunlugunu ve kuyruk momentini 0,0625, 0,5 ve 1 pg/mL’lik dozlarda
kontrole gore anlaml bir sekilde arttirirken kuyruk yogunlugunu ise 0,125, 0,25, 0,5

ve 1 ng/mL’lik dozlarda kontrole gére anlamli bir sekilde artirmistir.

Komet testi DNA tek zincir kiriklarii ve tamamlanmamis DNA tamir bolgelerini
gosteren hassas, basit ve hizli bir genotoksisite testi olarak kabul gérmektedir ve

bircok sistemde doku veya kiiltiire edilmis hiicrelerde kullanilabilmektedir (Tablo
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4.1) (Ross ve ark 1995, Tice ve Vazquez 1998, Tice ve ark 2000, Sasaki ve ark
2002). Genetik toksikolojide, apoptosis ve DNA tamiri calismalarinda siklikla
kullanilan bu yontem ile hemen hemen tiim hiicrelerde DNA hasar1 direkt olarak

belirlenebilmektedir.

Onde gelen ve kabul goren tedavi kilavuzlari, giiniimiizde dzellikle kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisi i¢in ¢ok yiiksek risk grubundaki bireylere kolesterol seviyesi
bakimindan olduk¢a diisiikk hedef degerler getirmektedir (Grundy ve ark 2004).
Statinler bu esiklere ulasmay1 hedefleyen tedavi yaklasimlarinda da onceliklerini
korumaktadir. Bu yaklasimlar daha yiiksek dozda statin kullanimi, statinlerin diger
lipid diisiiriici ajanlarla kombinasyonu ve daha potent statinlerin kullanimi olarak
ozetlenebilir (Uresin ve Sabirli 2007). Fakat statinlerin bu sekilde kullanimlari
beraberinde kuskular1 da getirmektedir. Siizen ve Uckun (2010) yaptiklart ¢alismada
potent statin kullanimi veya kombinasyon tedavisinde statinlerin ¢ok ciddi yan
etkilerinin olabilecegini belirtmislerdir. Ayn1 ¢alismada arastirmacilar, statinlerin
lipit diistirticii etkilerinin arttirilmas: i¢in doz yiikseltilmesi veya bu ilaglar ile
etkilesime sahip ilaglarin ayni anda kullanilmasiin bugiin i¢in ¢ok rastlanilan bir
durum oldugunu belirtmislerdir. Yiiksek dozda statin uygulamasi ile yapilan toksisite
testlerinde statinlerin bir¢ok toksik etki meydana getirdikleri bilinmektedir. Benzer
sekilde bizim c¢alismamizda da rosuvastatin her ii¢ deneyde toksik bir profil ¢izmistir

ve bu toksik profil dozlarin artis1 ile dogru orantilidir.

Kolesterol diisiiriilmesinin gerekliligi, statinlerin kolesterol diisiiriilmesindeki 6nemli
rolii ve ayrica statinlerin kolesterol haricinde bir¢ok hastalik veya travmada yani
pleotropik olarak ¢ok faydali oldugunu savunan bir¢ok bilim insanina karsin, yiiksek
kolesterol miktarinin zararli olmadigmmi savunan, statinlerin gereksiz oldugunu
diistinen bilim adamlari da mevcuttur. Ravnskov (2012), yiiksek kolesterol
miktariin zararli olmayacagini belirtmistir. Arastirmact ayni ¢alismasinda kolesterol
yiiksekliginin kotii gosterilmesinin kolesterol diisiiriicli ilaglar1 pazarlayan sirketler
icin calisan bilim adamlarinin ortaya attifin1 ve bunun amacinin sirketlerin kar

marjini arttirmak oldugunu belirtmistir.
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Anitschkow ve Chalatow (1913) yaptiklar1 ¢alismada yiiksek kolesterol diyetiyle
beslenen tavsanlarda hiperkolesterolemi olustugunu gozlemlemis ve kolesterol ile
ateroskleroz arasindaki iliskiyi kuvvetlendirmislerdir. Giiniimiizde de yiiksek
kolesterol daima kalp krizi basta olmak tizere kardiyovaskiiler hastaliklarla
iligkilendirilmistir. Buna karsin Ravnskov (2012) tavsanlarda yapilan bu calismada
tavsanlarin otobur olduklar1 ve viicutlarinda kolesterol reseptorleri tasimadiklar igin
tavsanlarin atardamarlariin yapisinin degismesinin bu sartlar altinda ¢ok normal
olabilecegini belirtmistir. Ayni1 ¢alismanin babunlarda veya sicanlarda benzer
sonuclar vermeyecegini ifade etmis ve tavsanlar ile yapilan bu ¢aligmanin insanlarda
kolesterol miktar1 ile ateroskleroz arasindaki iligskinin gosterilmesine katkida
bulunmayacagini séylemistir. Nitekim Ridker ve ark (2008) yaptiklari1 ¢aligmada da
kalp krizi gegiren insanlarin yaklasik yarisinin kolesterol degerlerinin son derece
normal oldugunu belirtmislerdir. Damar sertligine bagli kalp krizlerinin normal
kolesterol seviyelerinde goriilmesinin ¢ok olagan bir durum oldugunu Haidari ve ark
(2001) yaptiklar1 calismada belirtmislerdir. Dolayisiyla kolesteroliin yiiksek ya da
diisiik seviyelerde olmasi, kisinin kalp krizi gecirip ge¢irmeyecegini gostermesi

acisindan pek fazla anlam tagimamaktadir (Durmus 2009).

Statinlere bagli, klinik agidan en 6nemli yan etkiler hepatotoksisite, rabdomiyoliz ve
ilag etkilesimleridir. Bunlarin disinda gastrointestinal bozukluklar, bas agrisi,
dokiintii, periferik noéropati ve uyku bozukluklart da goriilebilmektedir. Statin
kullanan hastalarda kas giigsiizliigli, miyalji (kas agris1) gibi spesifik olmayan
semptomlardan, rabdomiyoliz sonucu gelisen akut bobrek yetmezligine kadar uzanan
bulgular goriilebilmektedir. Statinlere baglh miyalji gelisme riski %2-11, miyozit

riski %0,5, rabdomiyoliz geligsme riski %0,1 civarindadir (Hansen ve ark 2005).

Statinlere bagli rabdomiyoliz gelisiminde bazi ilaglarin beraber kullanilmasi riski
artirmaktadir. Hidroksimetil glutaril koenzim-A rediiktaz inhibitorii olan statinlerin
metabolizmasinda sitokrom P 450 sisteminde yer alan CYP3A4 kullanilmaktadir.
CYP3A4 inhibitorii olan siklosporin, gemfibrozil, niasin, makrolid antibiyotikler,
digoksin, anti-fungal ilaglar ve varfarin, statinlere bagli rabdomiyoliz riskini

artirmaktadir (Ballantyne ve ark 2003).
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Statin ile ilgili yapilan ¢alismalarin sonuglart incelendiginde kolesterol diistirticii
etkinin 6nemli olmadigi, hatta bir dezavantaja sebep oldugu da savunulmaktadir.
Ustelik statinlerin sagladig: yararlarin olduk¢a minimal ve dnemsiz oldugu ve sadece
kii¢iik bir hasta grubunda faydali oldugu da belirtilmistir. Ayrica arastirmacilarin ve
ilag sirketlerinin bu faydalar1 abarttift ve ayni zamanda statinlerin yan etkilerini
Oonemsiz gosterdiklerini Ravnskov (2012) ¢alismasinda belirtmistir. Aragtirmact yine
ayn1 ¢alismasinda Iskandinav simvastatin hayatta kalma calismas1 (SSSS 1994) diger
adiyla 4S (Scandinavian simvastatin survival study) calismasinin bu sekilde
oldugunu ileri siirmiistiir. SSSS (1994) ¢alismasi toplam 6liim orani ile dliimciil ve
Olimciil olmayan kalp krizlerinin azaltilmasi konusunda basar1 elde eden ilk
kolesterol diisiirme calismasidir. Bu klinik ¢aligma yaris1 placebo hapt verilen ve
diger yarisi ise simvastatin ilacit alan kisiler lizerinde yapilmistir. Calisma Merck
laboratuarlarinda yapilmis ve 4444 hasta galigmaya dahil edilmistir. 5 yil sonra
tedavi grubundaki %5’e karsilik kontrol grubunda kalp krizi nedeni ile 6liim oraninin
%S8,5 oldugu tespit edilmistir. Fakat bu oran sadece erkek hastalarda bu sekilde
olmustur. Kadin hastalarda her iki grupta da kalp krizi nedeniyle dliimlerde sayilar
esittir. Bir siire sonra daha kapsamli bir sekilde yapilan baska bir calismada ayni tip
katilimcilara, ayni ilaglar aynm1 dozda verilmesine ve kolesteroliin ayni oranda
disiiriilmesine karsilik sonuglarin 4S ¢alismasinin ancak yarist kadar basarili olmasi
bu grup ilaglardaki siipheleri arttirmigtir (Ravnskov 2012). Daha sonra yapilan diger
calismalarda da benzer sonuglar elde edilmistir (Shepherd ve ark 1995, Sacks ve ark
1996, LIPID 1998).

Bazi arastirmacilar statinlerin kolesterolii diislirme 6zelliginin yaninda pleotropik
birgok 6zelliginin oldugunu belirtmislerdir. Alzheimer hastaligi, multipl sklerozis ve
kronik bobrek hastaliginda onleyici ve tedavi edici faydalarinin oldugu c¢esitli
caligmalarda belirtilmistir (Sparks ve ark 2005, Agarwal ve Curley 2005). Statinlerin
kolesterolii diisiirme Ozelligine ek olarak farkli faydalarinin oldugunu acgiklayan
caligmalarin yaninda statin tedavisi alan hastalarin belleklerinde gerileme oldugunu
aciklayan ¢alismalar da mevcuttur (Muldoon ve ark 2000). Ayrica yiiksek kolesterole
sahip olan kisilerde Parkinson hastaligi ve bunama olgularinin, diisiik kolesterolii
olan kisilere oranla ¢ok daha az meydana geldigi belirtilmektedir (Mielke ve ark
2005, de Lau ve ark 2006). Benzer sekilde FDA (2012)’nin raporlarina gore
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statinlerin hafiza kaybi, unutkanlik ve buna benzer yan etkilere sebep oldugu
belirtilmistir. ~ Ayrica statinlerin Alzheimer hastaligin1 6nledigini agiklayan
arastirmalarin aksine yiiksek kolesterol seviyelerine sahip insanlarda Alzheimer

hastaliginin ¢ok daha az goriildiigii bildirilmistir (Schalk ve ark 2004).

Kolesterol ile ilgili olarak 6nemli noktalardan biride kolesterol seviyesi degerleridir.
Yiiksek kolesterol insanda hastalik olarak goriilmektedir. Ustelik kolesterol iist
siirida stirekli asagilara ¢ekilmektedir (Ravnskov 2012). Kolesterol seviyesinin
asagilara c¢ekilmesi dolayisiyla kolesterol hastasi olma potansiyeli artmaktadir. Bu
durum erken yaslarda tedavi olma ve ileri yaslarda daha fazla ila¢ kullanma anlamina

gelmektedir ki bu da bir¢ok yan etkiye maruz kalma anlamini tagimaktadir.

Statinlerin kaslar iizerine yaptig1 etkilerle ilgili calismalar mevcuttur. Garrett (2001)
yaptig1 calismada statin kullanimiyla miyositlerin  hiicre membranlarindaki
kolesteroliin azalmasinin membran stabilitesini etkileyip miyopatiye sebep
olabilecegini belirtmistir. Bu da statinlerin masum olmadigin1 ve sagliga zararh
olabilecegini diisiindiirmiis, baz1 sorular1 giindeme getirmistir. Benzer sekilde Smith
ve ark (1991) HMG KoA rediiktaz inhibitorlerinin terapi sonrasinda o6zellikle
erkeklerde iskelet kaslarinda toksik bir etkiye sebep olduklarimi belirtmislerdir.
Kaufmann ve ark (2006) rat iskelet kasi hiicre hatlarinda yaptiklar1 mitokondriyal
toksisite calismasinda serivastatin, fluvastatin, atorvastatin ve simvastatinin toksisite
degerlendirmesini yapmislar ve 100 umol/L’lik dozun bu hiicre hatlarinda hiicrelerin
%27-49’unun olimiini indiikledigi belirtmislerdir.  Serivastatin, fluvastatin ve
atorvastatinin 100 pmol/L lik dozlarda mitokondriyal hiicre membran potansiyelini
%49-65 oranlar1 arasinda diislirdiiglinii belirlemislerdir. Nakahara ve ark (1998)
yaptiklar1 ¢calismada 4 hafta boyunca 50 mg/kg/giin seklinde gavaj yoluyla tavsanlara
verdikleri simvastatinin tavsanlarin kas dokusunda nekroza ve kanda yiiksek
seviyelerde kreatin kinaz seviyelerine neden olduklarini belirtmislerdir. Westwood
ve ark (2005) simvastatin ve serivastatinin HMG KoA rediiktaz1 inhibe etmelerini

takiben kaslarda nekrotik olgularin olusmasina neden olduklarini belirtmislerdir.

Statinlere bagli kas hasarinin olusum mekanizmasi tam bilinmemekle birlikte, kas

hiicre enerji iiretiminde 6nemli rol oynayan koenzim Q10 (Ubikinon)’nun sentezinin
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azalmasindan sorumlu tutulmaktadir (Ghirlanda ve ark 1993). Koenzim Q10 yagda
eridiginden tiim hiicre zarlarinda bulunabilen ve yaglar1 tasiyan proteinlerin
yapisinda bulunan, hiicre ig¢erisinde enerji sentezinde gorev alan antioksidan 6zelligi
olan vitamin benzeri dogal organik bir maddedir (Ozata 2008). Ubikinon, kolesterol
sentez yolunda asetil-CoA’dan mevalonat ve farnezilpirofosfat iizerinden sentez
edilir. Koenzim Q10 canli sistemler icin 6nemli bir yere sahiptir. Navas ve ark
(2007) koenzim Q10 maddesinin antioksidan 6zelliginin oldugunu ve ¢esitli hiicre
ici sinyal iletim yolaklarimin diizenlenmesinde goérev aldigini1 belirtmislerdir.
Koenzim Q10 sentezinin dnciilii olan melavolatin sentezi g¢esitli tansiyon ilaglar1 ve
statinler tarafindan bloke edilebilmektedir (Kishi ve ark 1977, Mortensen ve ark
1997). Statinler HMG KoA rediiktaz inhibisyonu sonucu koenzim Q10’un serum
seviyesini %40 oraninda azaltmaktadir (Ghirlanda ve ark 1993). Satoh ve ark (1995)
yaptiklart ¢alismada bu azalmanin bazi hayvanlar {izerinde kardiyak hastaliklarin
olusmasina neden oldugunu belirtmistir. Bliznakov ve Wilkins (1998) statinler
tarafindan koenzim Q10 inhibisyonunun insanlarda da myopatik problemlere neden
olabilecegini belirtmislerdir. Yal¢in ve ark (2004) koroner arter hastalari {izerinde
yaptiklar1 ¢calismada bu hastaliga sahip insanlarda koenzim Q10 diizeyinin diistiiglinii
bildirmislerdir. Rusciani ve ark (2006) yaptiklari c¢aligmada deri kanseri olan
hastalarda ve hatta metastaz olgusu gosterenlerde koenzim Q10 seviyesinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik oldugunu belirtmislerdir.
Bu agiklamalar 1s18inda statin kullaniminin Koenzim Q10 serum seviyesini
diistirdiigii distiniildiigiinde statin kullaniminin kolesterol disinda daha birgok faktor

g0z Oniine alinarak degerlendirilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

Statin grubu {iiyesi olan ilaglarin toksisite profilini belirlemek iizere yapilan
calismalarda mevcuttur. Vural ve Tuglu (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada
Noroblastoma NB2a hiicre hatlar1 iizerinde statin grubu iyesi olan lovastatin,
mevastatin ve atorvastatinin toksik profili degerlendirilmis ve arastirmacilar
lovastatinin 3uM’lik konsantrasyonda, mevastatin ve atorvastatinin 10 uM ve Ustii

konsantrasyonlarda norotoksik bir etkiye sebep olduklarini belirtmislerdir.

Statinlerin apoptozisi indiikledigini belirten ¢alismalar mevcuttur. Apoptoz ve statin

iligkisinin ¢alisildig1 hiicre hatlarindan birisi T hiicreleridir. T hiicrelerinin
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apoptozisinin, ekstrinsik (hiicre dis1) ve intrinsik (hiicre i¢i, mitokondri bagimli)
hiicre 6liimii yolaginin her ikisiyle de olabilecegi belirtilmistir (Krammer ve ark
2007). CD4*CD2™" T hiicreleri IFN-y ve sitolitik protein salgilayabilen CD4" T
hiicre ailesinin bir alt kiimesidir. CD4*CD2™" lenfosit grubu ileri yaslarda sayisi
artmasmna ragmen saglikli bireylerde nadir bulunan bir lenfosit grubudur.
cD4*cD2™" hiicrelerinin sayisinin akut koroner sendrom, kronik infeksiyon gibi
hastaliklara sahip bireylerde yiiksek oldugu belirlenmistir (Weyand ve ark 1998,
Liuzzo ve ark 1999, Liuzzo ve ark 2000, Vallejo ve ark 2004). Bu hiicreler ayrica
akut koroner olaylarin tekrarlanmasinda, inme ve dliimlerde rol almaktadir (Liuzzo
ve ark 2007, Nadareishvili ve ark 2004). Ayrica siirekli bir sekilde bulunmalari
kardiyovaskiiler Oliimlerin artmasinit saglar (Gerli ve ark 2004). cp4*cp2™!
hiicreleri CD4"CD2" hiicrelerine gore daha fazla siire yasarlar. Bunun nedenini (10)
yaptiklar1 calismada CcD4*CD2™" hiicrelerinde anti-apoptotik bir molekiil olan
FLIP’in (Fas inhibe edici protein, ekstrinsik yolakta gorev alir) yiiksek miktarlarda
bulunmasi ve dolayisiyla bu durumun apoptozise kars1 bir dayaniklilik olusturdugunu

belirtmisglerdir.

Link ve ark (2011) yaptiklart g¢aligmada akut koroner sendromlu hastalarda
rosuvastatin uygulamasiyla cb4a*cp2™! hiicrelerinde apoptozisi
degerlendirmislerdir. Bu c¢aligmada CcD4'CD2™" T hiicrelerinde rosuvastatin
uygulamasiyla bir gerileme oldugu belirtilmistir. Bu rediiksiyonun da rosuvastatinle
yapilan tedavi sonucu apoptotik yolagin indiiklenmesinden kaynaklandigini tespit
etmislerdir. Arastirmacilar akut koroner sendromlu hastalarda rosuvastatin
tedavisinin CD4*CD2™" hiicrelerinde, intrinsik yolakta gorev alan anti-apoptotik bir
molekiil olan Bcl2’nin ekspresyonunu inhibe ettigi ve bu inhibisyon sonucu

apoptozisin indiiklendigini belirtmislerdir.

Statinlerin intrinsik yolakta apoptozisi indiiklediklerine dair baska caligmalar da
vardir. Bu caligmalarda statinlerinin Rho proteinlerini (RhoA) inhibe ettikleri ve bu
inhibisyon sonucu anti-apoptotik Bcl2’nin de inhibe edildigi ve apoptozisin
indiiklendigi belirtilmistir. (Butterick ve ark 2010, Schmidt-Lucke ve ark 2010, Zhou
ve Liao 2010). Bizde c¢alismamizda MN ve Komet testlerinde in vitro insan

lenfositlerinde apoptozise ugrayan hiicreler tespit ettik. Tespit ettigimiz apoptotik
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hiicrelerin  kontrol gruplarinda gozlenmemesi bu hiicrelerdeki apoptozisin
rosuvastatin maruziyetinden kaynaklanabilecegini gostermektedir. Rosuvastatin daha
once belirtilen ¢alismalarda oldugu gibi apoptozisi hem ekstrinsik hem de intrinsik

kaynakli apoptozis yolagina sokmus olabilir.

Statin grubu ilaglar ile ilgili yapilan literatiir taramasinda bu ilaglarin genotoksisitesi
tizerine ¢ok az sayida genotoksisite ¢alismasina rastlanmistir. Rosuvastatin ile ilgili
olarak da genotoksisite ve sitotoksisite ¢aligmalarina rastlanamamustir. Statin grubu
iiyesi ilaglarin genotoksisitesi ile ilgili olarak Robinson ve ark (1994) tarafindan
yapilan bir c¢aligmada fluvastatinin mutajenik ve karsinojenik potansiyeli
arastirtlmistir. Bunun i¢in Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Cin hamster
hiicrelerinde gen mutasyonlari, kromozomal anormallikler, rat hepatositlerinde DNA
hasar diizenlemesi, in vivo fare kemik iliginde klastojenik/anojenik ve sitogenetik
analizlerini yapmiglardir. Bahsi gecgen tiim bu test yontemlerinde statin grubu iiyesi
olan fluvastatinin herhangi bir genotoksik etkisinin olmadigi ve karsinojeniteye de
sebep vermedigi belirtilmistir. Bu ¢alismanin aksine ayni grupta yer alan rosuvastatin
ile yaptigimiz ¢alismada rosuvastatinin genotoksik ve sitotoksik etkili oldugu tespit
edilmistir. Benzer sekilde Ciaravino ve ark (1995) yaptiklari ¢alismada atorvastatinin
genotoksik  degerlendirmesini  birgok test yontemi kullanarak belirlemeye
calismislardir. Bakteriyel mutajenik testlerde E. coli WP2(uvrA) zinciri, S.
Typhimurium TA98, TA100, TA1535, TA1537 ve TA1538 suslar1 kullanilmustir.
Aragtirmacilar ¢aligma sonucunda atorvastatinin bu her iki mikroorganizma i¢in 5000
ug/plate dozlarinda mutajenik bir etki gostermedigini agiklamistir. Yine ayni
caligmada Cin hamster karaciger V79 hiicre kiiltiirleri atorvastatinin 50-300 pg/mL
(S9-), 100-300 pg/mL (S9+) konsantrasyonlarina maruz birakilmig ve kromozomal
anormallikler bakimindan degerlendirilmistir. Bunun yaninda arastirmacilar in vivo
fare kemik 1iligi hiicrelerinde 1, 2500 ve 5000 mg/kg’lik atorvastatin dozlari
uygulanarak polikromatik mikroniikleuslu hiicrelerin frekansini incelemislerdir.
Arastirmacilar ¢alismanin sonucunda atorvastatinin bu testlerde mutajenik ya da
klastojenik bir etki gostermedigini belirtmislerdir. Bizim g¢alismamizda ise statin
grubu ilaglardan rosuvastatinin klastojenik ve sitotoksik bir aktivite gosterdigi tespit

edilmistir.



106

FDA (2007) raporlarina gore atorvastatinin genotoksik etkisinin negatif oldugu
belirtilirken, Gajski ve Garaj-Vrhovac (2008) yaptiklar: bir ¢aligmada atorvastatinin
genotoksik potansiyelini incelemislerdir. Bu ¢alismada genotoksik degerlendirmeyi
yapmak i¢in insan lenfositlerinde in vitro komet assay, kromozom anormalligi (KA),
kardes kromozom degisimi (KKD) teknigi kullanmislardir. Arastirmacilar yaptiklari
calismada atorvastatinin 30,21 ng/mL dozunda 3, 20 ve 48 saatlik uygulama
siireleriyle maruz birakilan lenfositlerde atorvastatinin  ¢esitli  kromozom
anormalliklerinin olusumunun indiikledigini tespit etmisler fakat bu durumun
istatistiksel olarak anlamli olmadigini belirtmislerdir. Kardes kromatid degisimi
testinde de ayn1 dozda ve ayni uygulama siirelerinde atorvastatinin hem 20 saatlik
hem de 48 saatlik uygulamalarda istatistiksel olarak anlamli bir artis yaptigini tespit
etmislerdir. Alkali komet testi ile yaptiklar1 calismada da 30 ng/ml oraninda
kullanilan dozun komet kuyruk uzunlugu parametresi agisindan degerlendirilmesi
yapildiginda 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalarda anlaml bir sekilde artisin oldugunu,
kuyruk momenti acisindan da sadece 48 saatlik uygulamada anlamli bir artisin
oldugunu ve mutajenik bir etki gosterdigini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizda da
ayn1 grup ilaglardan olan rosuvastatinin kromozomal anormallik testinde 0,0625,
0,125, 0,25, 0,5 ve 1 pg/mL’lik dozlart kullanilmis ve tim dozlarin hem 24 saatlik
hem de 48 saatlik uygulamada kromozomal anormallikleri indiikledigi tespit
edilmistir. Bu artiglarin 24 saatlik uygulamada tiim dozlarda, 48 saatlik uygulamada
ise 0,0625 pg/mL hari¢ tiim dozlarda istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit
edilmistir. Benzer sekilde calismamizda komet testi uygulanmis ve 1 saatlik
rosuvastatin uygulamasinda 0,0625, 0,125, 0,5 ve 1 pg/mL’lik dozlarin Gajski ve
Garaj-Vrhovac (2008) ¢alismasina benzer sekilde kuyruk uzunlugunu arttirdigr tespit
edilmistir. Bu artiglaridan 0,125 pg/mL’lik doz hari¢ diger ii¢ dozda anlamli oldugu
belirlenmistir. Bunlarin haricinde ¢alismamizda yapilan mikroniikleus testinde
mikroniikleus frekansinin belirtilen tim dozlarda anlamli artislar gosterdigi tespit

edilmistir.

Kromozomal anormallik, mikroniikleus ve komet testlerinde genotoksik ve sitotoksik
bir profil gosteren rosuvastatin kolesterol seviyesini diisiirmek ic¢in kullanilan bir
ilactir. Diinyada en fazla kullanilan kolesterol ilaglarindan birisidir. Dolayisiyla

kolesterol seviyesi normal degerlerden biraz fazla olan insanlarda kolesterol
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diisiiriilmesi i¢in baslanacak ilaglarin basinda rosuvastatin etken maddesine sahip
ilaglar gelmektedir. Rosuvastatin ¢cok fazla metabolize olabilen bir ila¢ degildir bu
nedenle bazi lipid diisiiriicii tedaviler gibi karacigerin biyokimyasal fonksiyonlarinda
anormallikler meydana getirdigi bulunmustur (FDA 2005). Famularo ve ark (2007)
yaptiklar1 c¢aligma ile tedavi amagli normal dozlarda bile, hastalara verilen
rosuvastatinin karaciger toksisitesinde klinik olarak anlamli artiglar yaptigini rapor
etmislerdir. Rosuvastatinin klinik dozlarinda yapilan caligmada diger statinlere
(atorvastatin, simvastatin ve pravastatin) gore daha etkili bir LDL kolesterol
diistirticiisii oldugu belirtilmis ve rosuvastatinin ekstrahepatik dokulara girisinin zayif
oldugu ve diisilk miktarda da olsa kaslar i¢in toksik oldugu belirtilmistir (Calza
2009).

Rosuvastatin ile yapilan karsinojenite testlerinde gavaj yontemi ile 2, 20, 60 ve 80
mg/kg/giin dozlara maruz birakilan ratlarda, 80 mg/kg/giin’lik dozda uterus
duvarlarinda stromal polipleri anlamli bir sekilde artmistir. Daha diisiik dozlarda
poliplerin insidansinda herhangi bir artis gozlemlenmemistir (PDR 2005).
Yapgtigimiz ¢alismada da bu calismayr destekler nitelikte sonuglar bulunmustur
fakat calismamizda sadece 80 pg/mL’lik dozda degil daha diisiik dozlarda da

genotoksik ve sitotoksik etkiler gdzlemlenmistir.

Farelerde yapilan karsinojenite testlerinde ise 10, 60, 200 mg/kg/giin seklinde 107
haftalik maruziyette gavajla beslenen farelerden yliksek doz olan 200 mg/kg/giin’de
hepatoseliiler adenom ve karsinomlarda istatistiksel olarak belirli bir artisin oldugu
belirlenmistir. Daha diisik dozlarda herhangi bir adenom veya karsinoma

rastlanilmamistir (PDR 2005).

Statinlerin kanser tedavisindeki olumlu etkilerini yiiksek dozda (2-45 mg/kg/giin) ve
uzun stireli (aylik periyodlarla 7 gilinliik) kullanimda ortaya ¢ikardiklar
bildirilmektedir (Hindler 2006, Rutishauser 2006). Ayrica bugiin gelinen noktaya
baktigimizda koroner arter hastalig1 veya risk esdegeri bulunan hastalarda hedef LDL
diizeyi <100 mg/dL, opsiyonel hedef ise <70 mg/dL olarak onerilmektedir (Grundy
ve ark 2004). Bu sekilde statinlerin kanser tedavisinde yiiksek dozlarda uzun siireli

kullaniminin ve hedef LDL diizeyinin diisiiriilmesi i¢in alinan yiiksek dozlarinin
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muhtemel yan etkilerinin daha kapsamli bir sekilde aragtirilmasimi gerektirmektedir.
Uyanik  (2007) yaptig1 c¢alismada yiiksek dozda (50 mg/kg ) atorvastatinin,
indometazin (antiinflamatuar bir ilag¢) tedavisi uygulanan siganlarda iilser
lezyonlarini siddetlendirici bir etkisinin oldugunu gostermesi, statinlerin yiiksek doz
ve uzun stireli kullanimiyla ilgili caligmalarda dikkat edilmesi gerektigini

gostermektedir.

Rosuvastatinin gelisim ve lireme {izerine toksik bir etkisinin olup olmadigim
belirlemek amaciyla gavaj yontemiyle erkek ratlara ¢iftlesmeden 9 hafta 6ncesinden
disi ratlara ise ¢iftlesme siiresinden 2 hafta once baslayarak gebeligin 7. Giiniine
kadar 5, 15, 50 mg/kg/giin’liikk rosuvastatin dozlar1 uygulanmis ve sonug olarak en
yiikksek doz olan 50 mg’de fertilite ve iireme bakimindan herhangi bir yan etkinin
olmadig tespit edilmistir (PDR 2005). Benzer sekilde kopek testislerinde yapilan
caligmada tlireme ve gelisim toksikolojisi ¢alisilmis ve bunun ig¢in bir ay boyunca
kopeklere her giin 30 mg/kg olacak sekilde rosuvastatin verilmistir. Uygulamadan
sonra yapilan analizlerde kopek spermlerinin yapist bozulmus dev hiicreler
gozlemlenmistir. Benzer sekilde 30 mg/kg/glin’lik dozlarda 6 hafta boyunca
rosuvastatin muamelesi yapilmis maymunlarda sperm dev hiicrelerinin olusumunun
yani sira seminifer tiibiilleri epitellerinde meydana gelen vakuolizasyonlar dikkati

cekmistir (PDR 2005).

Disi ratlar ile yapilan lireme toksikolojisinde de ¢iftlesmeden dnce ve ciftlesmeden
sonraki 7 giin 5, 15, 50 mg/kg/giin’liikk dozlarda verilen rosuvastatin uygulamasinda
fetal viicut agirliklarinda (disi yavru) azalmanin oldugunu ve kemik dokularinda

degisiklikler bulundugu belirtilmistir (PDR 2005).

Hamile ratlarda ise 2, 20, 50 mg/kg/gin’lik dozlarda gebeligin 7. Giiniinden
laktasyonun 21. Giiniine kadar uygulanan rosuvastatin muamelesinde 50
mg/kg/giin’liik dozda yavrularda hayatta kalma oran1 azalma gostermistir.
Giintimiizde klinik olarak verilen rosuvastatin dozuyla esdeger sekilde olan benzer
bir ¢alismada 0,3 mg/kg/giin, 1 mg/kg/giin ve 3 mg/kg/giin’liilk dozlar hamile ratlara
oral yolla verilmistir. Caligma sonucuna gore canli dogum oraninda azalma

gozlenmis ve maternal mortalite rapor edilmistir (PDR 2005).
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Rosuvastatinin Ames testi ile Salmonella typhimurium ve Escherichia coli iizerinde,
Cin hamster akciger hiicrelerinde kromozomal anormallikleri tizerinde herhangi bir
mutajenik ve klastojenik etkiye sahip olmadigr belirtilmistir. FDA (2005) raporuna
gore mikroniikleus testleri i¢in in vivo fare ¢aligmalarinda negatif sonuglar alindig

belirtilmistir.

Kolesterol diisiirmek icin statin tedavisine baslanmasina iliskin rehber niteligi tasiyan
klavuzlar kimlerin statinlere ihtiya¢ duyabilecegini belirtmektedir. Bu klavuzlar
1s181inda statin tedavisine baslanmadan once yaklasik 9-12 saatlik ac¢ligi takiben tam
bir lipid profili istenmelidir. Ayrica istenen tetkikler arasinda serum kreatinin
seviyesi ve karaciger transaminazlarinin da (AST ve ALT) bulunmasinda yarar
oldugu belirtilmistir. Hastada koroner kalp hastalii ya da bu hastalik i¢in risk
esdegerlerinin olup olmadiginin belirlenmesi amacglanmalidir. Hastada LDL dist
major risk faktorleri sorgulanmali ve arastirilmalidir. Eger risk faktor sayist ikiyi
astyorsa Framingham risk faktor cetvelinden hastanin 10 yillik KKH riski
hesaplanmalidir. Elde edilen bu kadar veri kisinin risk grubunun belirlenmesine ve
bu risk grubuna 6zgii hedef LDL degerler ile tedavinin nasil olmasi gerektigi
belirtilmektedir. Bu degerlendirme ayn1 zamanda hastanin tedaviye gereksiniminin
olup olmadig1 ve gerekiyorsa nasil olacagimi da yonlendirir. Goriildiigi gibi ilag
tedavisi sadece hastanin bazal LDL seviyesine bagli olmayip kisinin tagidigr risk ile
de korele olup, risk artisi ile paralel olarak yasam bicimi degisikligini takiben ya da

es zamanli olarak ila¢ tedavisine baslanmasi tavsiye edilmektedir (Ertas 2009).

Yukarida da belirtildigi gibi statin tedavisinde doz ve etki siiresi ilaglarin yan etki
olusturmasinda en biiyiik etkenlerden birisidir. Ozellikle statin grubu ilaglarda
yiiksek dozlarin ve maruziyet siirelerinin artmasiyla ¢alismalarda da goriildigii gibi
karsinojenik ve toksik etkilerinin arttigi bilinmektedir. Nitekim Ferenczi ve ark
(2010)’nin statinler ile ilgili olarak yaptiklar1 ¢ikarimlarda statin kullaniminin ne
kadar kolaylastirilmasi gerektigini ortaya koymuslardir. Arastirmacilar statinlerin
yiiksek diyetle beslenme sonucu meydana gelen kardiyovaskiiler hastaliklar
notralize ettigini ve bu Ozelliklerinden dolayr da fast food olarak tabir edilen ve

giiniimiizde olduk¢a yayginlasan ve 6zellikle cocuklarin asir1 tiikkettigi hamburgerlere
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ve cesitli iceceklere katilarak pazarlanmasinin kardiyovaskiiler hastalik riskinin bu
beslenme tarzina sahip olan kisilerde diisliriilmesine katki saglayacagini
belirtmislerdir. Statin tedavisinin klavuzlarda belirtildigi gibi bir¢ok parametreye
dayanarak ve bir¢ok analiz yapildiktan sonra baslanilmasi gerektigi belirtilirken
insanlarin ozellikle de c¢ocuklarin ¢ok tercih ettigi hamburger ve milkshake gibi
gidalara statin koyularak pazarlanmasinin 6nerilmesi durumun ne kadar pazarlama

amacli ve sadece ticari zihniyetle oldugunu agiga ¢ikarmaktadir.

Ginliik kullanim dozu gz Oniine alinarak in vitro sartlarda uyguladigimiz {i¢ ayri
test sisteminde de (kromozomal anormallik, mikroniikleus ve Komet test)
rosuvastatinin genotoksik ve sitotoksik bir etki gostermesi bu ilaglarin kullaniminda
dikkat edilmesi gerekliligini ortaya c¢ikartmaktadir. Kolesterol seviyelerinin klinik
uygulamalarda asagiya cekilmesi ile artan kolesterol ilaci kullanimi ve giin gectikce
bu ilaglarin yan etkilerine karsi daha farkli ilaglarin kullanilmasi bireylerde
beklenmedik sonuclarin ortaya cikmasina sebebiyet verebilir. Bu ilaglara maruz
kalmamak i¢in primer koruma ¢atis1 altinda kisinin gerekli dnlemleri almasi ve bu tip
ilaglar1 kullanmaya sebebiyet veren olumsuzluklar hakkinda bilgilendirilmesi
gerekmektedir. Kolesteroliin baglica sebepleri genetik egilim, stres, yanlis beslenme
ve bundan kaynaklanan fazla kilolar ve hareketsizliktir. Bununla beraber ¢esitli
hastaliklar da kolesteroliin yiikselmesine neden olabilir. Yiiksek tansiyon, seker
hastaligi, bobrek, karaciger ve tiroid hastaliklari, sigara ve alkol kolesterol
yilikselmesine neden olan faktorlerdendir. Kolesteroliin baslica sebeplerinden olan
genetik egilimin bireyler tarafindan farkina varilmasi ve ona gore hekimden alacagi
bilgiler 15181nda uygun beslenme, diizenli yasam ve spor yapma gibi faaliyetlerle
yiiksek kolesterol riskini modifiye etmek ila¢ kullaniminin 6niine ge¢gmeye neden
olabilir. Ilag tedavisi veren hekimlerin kolesterol ilacini hastaya vermeden dnce ¢ok

daha dikkatli davranmasi gerekmektedir.

Calismamizda in vitro test sistemleri sonucunda genotoksik ve sitotoksik bir etki
gOsteren rosuvastatinin bu ¢alismaya ilave olarak 6zellikle in vivo test sistemleriyle
farkli canlilar iizerinde sitotoksik ve genotoksik etkisinin incelenmesi, sitotoksik ve

genotoksik profillerinin tam olarak anlasilmasi agisindan faydali olacaktir.
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