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OZET

ANTIDEPRESAN OLARAK KULLANILAN ESSITALOPRAM ETKEN
MADDELI CIPRALEX VE DOXEPIN ETKEN MADDELI SINEQUAN
ILACLARININ iINSAN PERIFERAL LENFOSITLERINDE IN VITRO

GENOTOKSIK ETKILERI

Hayal TOK
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali Doktora Tezi
Danigsman: Prof. Dr. Mahmut COSKUN
13/03/2015, 105

Calisma, CBMN, KKD ve Komet teknikleri kullanilarak Doxepin etken maddeli Sinequan
ve Essitalopram etken maddeli Cipralex ilaglarmin olasi genotoksik ve sitotoksik etkilerini
ortaya koymak amaciyla yapilmistir. Deneyler in vitro sartlarda gegeklestirilmistir. insan
periferal kan lenfositleri, ilaglarin 1, 2.5, 5 ve 10 pg/ml’lik konsantrasyonlari ile 24 saat

slireyle muamele edilmislerdir.

Sinequan ve Cipralex’in her {i¢ yonteme ait, ¢alisilan konsantrasyonlara bagli olusan
gruplar arasi sitotoksisite ve genotoksisite degerleri Kruskal Wallis H testiyle, pozitif
kontrol ve negatif kontrol karsilagtirllmast ise Mann-Whitney U testiyle yapilmistir. Doz
cevap iliskisine coklu lineer regresyon analizi uygulanmistir. Cipralex ve Sinequan, %o
mikroniikleus (MNL) olusturmasi bakimindan degerlendirilmis ve konsantrasyonlar arasi
medyan degerleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05).
Konsantrasyon artisi ile %0 MNL artis1 arasindaki iliski regresyon analizi ile incelenmis ve
her iki ilg¢ta da aralarinda pozitif korelasyon bulunmustur (Cipralex; p<0.05, r= 0.97
Sinequan; p<0.05, r= 0.96). Cipralex DNA hasar1 (AU) olusturmasi bakimindan
degerlendirilmis ve konsantrasyonlar arasi medyan degerleri bakimindan istatistiksel
olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05). Sinequan AU olusturmast bakimindan
degerlendirilmis ve konsantrasyonlar arasi medyan degerleri bakimindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmustur (p<0.05). Her iki ilacin da konsantrasyon artisi ile AU

vii



artis1 arasindaki iligkisi regresyon analizi ile incelenmis ve aralarinda pozitif korelasyon
bulunmustur (Cipralex; p<0.05, r=0.92 Sinequan; p<0.001, r=0.99 ). Her iki ilac KKD/M
olusturmasi bakimindan degerlendirilmis ve konsantrasyonlar arasi medyan degerleri
bakimindan istatistiksel olarak oldukc¢a anlamli fark bulunmustur (p<0.01). iki ilacin da
konsantrasyon artisi ile KKD/M artisi aralarinda pozitif korelasyon bulunmustur (Cipralex;
p<0.0001, r=0.99 Sinequan; p<0.000, r=0.99).

Test edilen konsantrasyonlarda her iki ilacin da sitotoksik ve mitotik inhibisyon etkilerinin
olmadigr goriilmistiir. Ancak Sinequan’in KKD/M ve AU olusturmasi bakimindan,
Cipralex’in ise KKD/M olusturmasi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bulunmasi
ilaglarminin, in vitro sartlarda insan periferal lenfositlerinde 24 saatlik etkisi sonucu

genotoksik potansiyelleri oldugunu gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Antidepresan, Genotoksisite, Kardes Kromatid Degisimi,

Mikronukleus, Komet Assay, Sinequan, Cipralex.
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ABSTRACT

IN VITRO GENOTOXIC EFFECTS OF ANTIDEPRESSANT DRUGS CIPRALEX
AND SINEQUAN CONTAINING THE ACTIVE INGREDIENTS ESSITALOPRAM
AND DOXEPIN RESPECTIVELY ON HUMAN LYMPHOCYTES

Hayal TOK
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Doctoral Dissertation in Biology
Advisor: Prof. Dr. Mahmut COSKUN
13/03/2015, 105

The aim of this study is to investigate the possible genotoxic and cytotoxic effects of the
antidepressant drugs Cipralex and Sinequan containing the active ingredients Essitalopram
and Doxepin respectively by using CBMN, KKD and Comet techniques. Experiments
were performed in in vitro conditions. Human peripheral lymphocytes were treated with 1,

2.5, 5 and 10pg/ml concentrations of drugs for 24 hours.

Interfactional cytotoxic and genotoxic values depending on the studied desos belonging to
the three methods of Sinequan and Cipralex have been done through Kruskal-Wallis H test,
and positive control and negative control test comparison has been done through Mann-
Whitney U test. Multiple lineer regration Analysis has been applied on dose-response
relation. Both drugs have been assessed in terms of %o Micronucleus (MNL) formation and
no any statistically significant differences have been found between the concentrations in
terms of median values (p>0.05). The relation between increasing concentrations and
increasing %o MNL has been assessed through Regression analysis, and the relation was
statistically significant in both drugs (Cipralex; p<0.05, r= 0.97 Sinequan; p<0.05, R?>=
0.93). Cipralex has been assessed for causing DNA damage (AU), and no statistical
significant differences have been found among the concentrations (p>0.05). Sinequan has
been assessed in terms forming AU and a statistically significant difference has been found
among the concentrations (p<0.05). The relation between increasing concentrations and the
increasing AU has been evaluated through regration analysis, and a positive correlation has
been found between them (Cipralex; p<0.05, r= 0.92 Sinequan; p<0.001, r= 0.99). Both



drugs have been evaluated for creating KKD and a statistically highly significant
difference amoung the concentrations in terms of median values has been detected
(p<0.01). A positive correlation has been found between the increasing concentrations of

both drugs and increasing KKD (Cipralex; p<0.0001, r= 0.99 Sinequan; p<0.000, r= 0.99).

It has been seen in the concentrations tested that both drugs do not have cytotoxic and
mytotic activity inhibition effect. However, it also shows that, in view of the fact that
Sinequan’s forming KKD/M and AU, and Cipralex forming KKD/M have been found
strategically logical, the drugs have genotoxic potentials on human peripheral lymphocytes

as a result of a 24-hour exposure under in vitro conditions.

Keywords: Antidepressant, Genotoxicitiy, Sister Chromatid Exchange, Micronucleus,
Komet Assay, Sinequan, Cipralex.



ICINDEKILER

Sayfa No
TEZ SINAV SONUC FORMU ......ooiiiiiiiiiiiiiie ettt i
INTIHAL (ASIRMA) BEYAN SAYFAS....coiiiiiieieieeieeeeete e iii
TESEKKUR .....ovitieeieieeteeete et es ettt ettt s sttt en st s s st es s snanans iv
SIMGELER VE KISALTMALAR ......cccccvitiiiiiiteeicecee ettt %
OZET ottt Rt vii
A B S T R A T viv
SEKILLER DIZINT ..o Xvi
CIZELGELER DIZINI ...cocuitiiiiiietceceeteeetee ettt XX
BOLUM 1 — GIRIS ... i, 1
1.1. Antidepresan Kullanimi ve Kanser Riski TlisKiSi........cccooverirererieerericeinennn. 3
1.2. Tek Hiicre Jel Elektroforez Yontemi (Komet Yontemi) ........ccocvvrvervrveieennnn )
1.2.1. Komet tekniginde islem basamaklart..........cccccoooieiiniiiniiiicnc e 6
1.2.1.1. Lamlarm hazirlanmasi..............oooiiiiiiiiiiiii e 6
1.2.1.2. Hiicrelerin hazirlanmasi................oooiiiiiiiii, 7
1.2.1.3. Hiicrelerin agar kapli lama gomilmesi...................ooooiiiiinin 7
1214, LIZIZ @SAMASI. ...ttt e e e 7
1.2.1.5. Hiicrelerin alkali elektroforez ¢ozeltisi ile inkiibasyonu............... 7
1.2.1.6. EleKtrofOrez. ... ....coouiminiiii i 7
1.2.1.7. NOUAlIZASYON. .. .utntitt ettt ettt ettt e e e eaenas 8
1.2.1.8. Kometdegerlendirme.............ccooveiiiiiniiiiiiiiiiiieieeennen. 8
1.21.8.1. Gorselanaliz..........cooooiiiiiiiiiii 8
1.2.1.8.2. Bilgisayarl goriintii analizi................coooiiiiiiiiiiiin 9
1.3 CBMN TeKNIGi. . nenetttete et 10
1.3.1. CBMN teknigi avantaj ve dezavantajlart.................c.ooeeiiiiiniaiann.n. 13
1.3.2. MN olusum mekanizmalari..................cooiiiii i 14
1.3.3. BN hiicre degerlendirme kriterleri.................coooiiiiiii i 17
1.3.4. MN degerlendirme Kriterleri.............oooviiiiiiiiiiiiiiiieeenes 17
T N B I 1<) < 1« P 18
1.4.1. Genel KKD meKanizZmasi..........o.oueerintiniiniirateteeaneneeieaneananannn, 20
BOLUM 2 — ONCEKI CALISMALAR ......cocoovitiiitieiieeeeceeeeeeeteteee ettt 22
2.1. Cesitli Antidepresan Ilaclarla Yapilmis Genotoksisite Calismalart.................... 22

Xi



2.2. Cesitli Materyal ve Sitogenetik Yontemlerle yapilmis Genotoksisite

CaAlISIMNALATT. ...t ne e
BOLUM 3 — MATERYAL VE YONTEM .....ccccooviiiiiiieiiiieiee e

3.1. KKD, CBMN ve Komet Testlerinde Kullanilan Kimyasal Maddeler ve

Cozeltilerin Hazirlanmas..........ccuveiiereiiiie i nee e

3.1.1.
3.1.2.
3.1.3.
3.14.
3.1.5.
3.1.6.
3.1.7.
3.1.8.
3.1.9.

3.1.10.
3.1.11.
3.1.12.
3.1.13.
3.1.14.
3.1.15.
3.1.16.
3.1.17.
3.1.18.
3.1.19.
3.1.20.
3.1.21.
3.1.22.

CHPFAIEX .
SINEUUAN ...ttt ettt s et e e e et e e be et e sneesreeneesreeneens
MitomiSin C (MIMC) ....coiiie s
SITOKAIASIN Bt e
Fitohemaglutinin (PHA-M) ..o,
Dimetil sUlfoksSit (DMSO) .......cciiiiiieie e
) 133 13 RSP

5-Bromo-2-deoxyuriding (5- BrdU) ........cccevvveveiieiicie e
Etidyum bromiir (EtBT) ......cooveiiiiiiiciicceeeee e
Hidrojen peroksit (H202) .....cooeireireiiseisieese e
ENLEIIAN ...
HIPOLONIK GOZEItT ...vovvevviiecie st
FIKSAEIT ...
Sorenson tamponun hazirlanmasi ..o
LiZING GOZEILIST c.vevveveviiieiiceieeieie et
NOraliZe GOZEIIST .vvvvvrreiiiiiiiiii et
EleKtrofOrez ¢OZEILISI .. ccuveiiieiecieccie e
Normal erime noktall Gar...........ccceviiiiiiiiiiicee s

Diisiik erime NOKtall aar...........covveiiriiieiiiiiesieeee e

3.2, Lamlarin TemizZIenImeEsi. ... . oo eeeeeeeeee et e e e e et e e e e e e eeeeeet e e e eeeeseeennnns

3.3. Deneylerde Kullanilan EKipman ...........ccccociiiiiiiiiiiicce e
B4 IMIBLO. ...

34.1.

HUCTe KUITHIT tEKTATT «.evvee et e e e e e e e

3.4.2 Sitotoksisite ve konsantrasyonlarin belirlenmesi ............ccccoveiviinniicinenn,

3.4.3.

CBPI 1N DEITTENMEST .ot eeeeeeeeeeeeeeeees

3.5. CBMN (Sitokinezi Bloke Edilmis Mikroniikleus Teknigi) ...........cccoovvervirnnnne

xii



3.5.1. Coziict ve pozitif kontrollerin belirlenmesi..........ccccevvveiieiiicieccec e, 38

3.5.2. MN sikliginin belirlenmesi..........ccoooveiiiiiiiiiiicee 38

3.6. KKD (Kardes Kromatid DeZISIMI) .....c.cevvvvveiiiiieiiiieniiiieiiee e 40

3.6.1. Mitotik indeksin (MI) belirleNMESi ........ccccoveveiiiiieiiie e 41

3.6.2. Proliferasyon indeksinin (PI) saptanmasi ............ccoovevverenineniniineeieee, 41

3.6.3. KKD say1sinin belirlenmesi.........ccocveiviiiiiieiiiiiiicicsec e 42

3.7. Komet (Alkali Tek Hiicre Jel Elektroforez YOntemi) ........cccoevvveiiiveeiiivenninnnnne 44

3.7.1. Sitotoksisitenin belirlenmMeSi..........ccccoviiiiiiiii 45

3.7.2. POZItIf KONIOl ..o 45

3.7.3. Mikroskobik degerlendirme ...........ccoceveiiniiiniiiiicce e 45

3.8. IStatiStiKSEl ANALIZ .....cvveveviiecveiereieececee ettt st 46

BOLUM 4 — ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA ......cooeeeeeeeeeeeeeieve e, 48

A1 BUIGQUIAE ... 48

4.1.1. insan periferal lenfositlerinde cbmn teknigi ile elde edilen bulgular ......... 48

I O O 1o -1 1= ST 48

O 7 [ =T [V -V ST 54

4.1.2. insan periferal lenfositlerinde kkd teknigi ile elde edilen bulgular ............ 61

4.1.2. 1. CIPIAIEX ..ot 61

O [ =T [TV ST 69

4.1.3. insan periferal lenfositlerinde komet teknigi ile elde edilen bulgular........ 76

4.1.3. 1. CIPLAIEX .. 76

4.1.3.4. SINBQUAN ..ottt ettt bbbt 81

T I 4 5 1) 1 - SRS PPPPP R PPPPRPRROPPRIN 89

BOLUM 5 — SONUC VE ONERILER .......cccovitiitceecteeeee et 92

KAYNAKLAR bbb 95
B LR . . I
OZGECMIS .. I

Xiii



SEKILLER DiZiNi

Sayfa No
Sekil 1.1, ESSIAIOPIAM ......iiiiiiiiieie e 3
TS ST B B0 I T )= o | TSR 3
Sekil 1.3.  Cesitli derecelerde yiiriimiis KOMELIEr ........c.covvviiieiiiie e 9
Sekill.4.  Komet Metrik analiZi..........cccoiiiieiiiiiiie e 10
Sekil 1.5. Mikronukleuslu iki gekirdekli hiicreler...........oooviiiiiiiiiiiiie e 12
Sekill.6.  Npb’li iKi cekirdekli RUCTEIET . ......ccviiiiiieieiesicscseee e, 12
Sekil 1.7 nbud’lu ¢ift cekirdekli hlicreler.............oocvvviiiiiii e 13
Sekil 1.8.  Nekrotik ve apoptatik NGCreler. ... ..o, 14
Sekil 1.9. Asentrik kromozom/kromatid pargalari ile MN olusum mekanizmasit............ 16
Sekil 1.10. Kutuplara ¢ekilemeyen tam kromozom/kromatid ile MN olusum
MEKANIZITAST ..ttt ettt e e et e e s e b e e s b e e e neenneeanneennneas 16
Sekil 1.11. NPB’in kirtlmasi ile MN olusum meKanizmasi..........cccecovevveeeeiiineeeesivneeee e 17
Sekil 1.12. KKD olusum mekanizmasi ve metafaz plaklart ...........occcoooeiiiiiniiiniiennene, 19
Sekil 1.13. KKD genel olusum mekKanizZmast ..........coceerveeririieeiiniieesiee e sies e 21
Sekil 3.1, IMITOMISIN C ..o et re e ens 30
Sekil 3.2, SItOKalaSin B ........coooiiiiiii e 31
Sekil 3.3. DIMEtil SUITOKSIT........ooiiiieiiee e s 31
Sekil 3.4. CBMN teknigi deney SEMASI ........ccveiviieeiieiiiiesieeie s 36
Sekil 3.5.  Komet teknigi deney SEmMast ........ccccvvvriiiiiiieiiiiieiie s 36
Sekil 3.6. KKD teknigi deney SEMasT .........ceviiiriiiiiieiiiiiiiiei s 36
Sekil 3.7. CBMN teKniZi SEMASI......cueiiuiiiiiiiiiriiieiiee ettt 38
Sekil 3.8.  MN’lu ¢ift cekirdekli lenfositler ..o, 39
Sekil 3.9. 1, 2, 3 ve 4 ¢ekirdekli Ienfositler...........ccccuveiiiiiiiiiiiiiiie e 40
Sekil 3.10. KKD saymminin sematik goriniimil ...........cccovrviiiiiininiieiinieeesee e 43
Sekil 3.11. M1 asamasindaki metafaz..........cccocoeviiiiiiiiiiii s 43
Sekil 3.12. M2 agamasindaki Metafaz..........ccovveriiiiiiriiiieiie e 44
Sekil 3.13. M3 asamasindaki Metafaz..........cccoccveiiiiiiiii i 44
Sekil 4.1. Cipralex NK ve PK medyan degerleri Mann Whitney U testi..........cc.cccee..... 52
Sekil 4.2. Cipralex NK ve PK sitotoksisite Mann Whitney U test ...........ccccoovvvvvennnnnn, 52
Sekil 4.3. Cipralex konsantrasyon ve CBPI Kruskal Wallis H testi .........c.cccccvevvrvenenne. 49

Xiv



Sekil 4.4.
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.
Sekil 4.7.
Sekil 4.8.
Sekil 4.9.

Sekil 4.10.
Sekil 4.11.
Sekil 4.12.
Sekil 4.13.

Sekil 4.14.
Sekil 4.15.
Sekil 4.16.
Sekil 4.17.
Sekil 4.18.
Sekil 4.19.
Sekil 4.20.
Sekil 4.21.
Sekil 4.22.
Sekil 4.23.
Sekil 4.24.
Sekil 4.25.
Sekil 4.26.

Sekil 4.27

Sekil 4.28.
Sekil 4.29.
Sekil 4.30.
Sekil 4.31.
Sekil 4.32.
Sekil 4.33.
Sekil 4.34.
Sekil 4.35.
Sekil 4.36.

Cipralex konsantrasyon ve CBPI arasi regresyon analizi............c.ccooveevevennn. 53

Cipralex MN Konsantrasyon ilisKiSi..........ccoerereririnienieienc e 51
Cipralex, MN konsantrasyon arasindaki regresyon analizi ............c.ccccvevvennen. 55
Sinequan, NK ve PK, MN medyan degerleri Mann Whitney U test............ 59
Sinequan NK ve PK, CBPI medyan degerleri Mann Whitney U testi............ 59
Sinequan konsantrasyon CBPI arasindaki Kruskal Wallis H test................... 60
Sinequan, konsantrasyon CBPI regresyon analizi ..........cccccceevveveeiiveneeiiennnn, 61
Sinequan, konsantrasyon MN iliSKiSI .....cceerveiveieeriesieeseesieseesieeeeseeseeneesneas 62
Sinequan konsantrasyon MN regresyon analizi...........ccccoceeevenenenennciiennenn, 62

Cipralex, KKD/M negatif kontrol ve pozitif kontrol medyan

degerleri Mann WhItney U teSti........cccccviiiiiiiniiniiiinieie s 64
Cipralex NK ve PK Pl medyan degerleri Mann Whitney U testi................... 65
Cipralex konsantrasyon PLiliSKiST ........ceoerirerenininieiieiese s 65
Cipralex konsantrasyon Pl regresyon analizi...........cccccooeveniieninencnsiennn 66
Cipralex MI, NK PK medyan degerleri Mann Whitney U testi ............c........ 67
Cipralex konsantrasyon MI Kruskal Wallis H tesSti...........ccccccevviviiiieieiiennnn, 68
Cipralex konsantrasyon MI regresyon analizi ..........c.ccooeveeiieniienininiennn 68
Cipralex konsantrasyon KKD/M Kruskal Wallis H testi..........cc.cccooevveiennen. 69
Cipralex’in konsantrasyon KKD/M regresyon analizi ............ccccoeevveveieenne. 70
Sinequan KKD/M, NK PK Mann Whitney U testi.......c.ccccocevviviiiieeieiiennn, 72
Sinequan PI, NK PK medyan degerleri Mann Whitney U testi..................... 72
Sinequan Konsantrasyon P1 Kruskal Wallis H testi ..........ccccccvoveviiivenviinnnen. 73
Sinequan Konsantrasyon P1 regresyon analizi............cccoceeveivveveicicivieseeieennn, 73
Sinequan’in NK PK, konsantrasyon MI Kruskal Wallis H testi..................... 73
Sinequan konsantrasyon M1 Kruskal Wallis H testi............ccccoeveviiieieiiennn, 74
Sinequan Konsantrasyon KKD/M regresyon analizi............cccccooveneiinnennn. 75
Sinequan konsantrasyon KKD/M Kruskal Wallis H testi..........cccccceerveriennen. 76
Sinequan, konsantrasyon KKD/M regresyon analizi............ccccccoevvviineinnnne. 77
Sinequan, kontrol gurubuna ait M2 metafaz plagi..........ccoceovrieiininienncc e 76
Cipralex AU, NK PK medyan degerleri Mann Whitney U testi............c........ 79
Cipralex, konsantrasyon AU regresyon analizi ..........ccccooeeveienenenennsiiennenn, 80
Cipralex konsantrasyon AU Kruskal Wallis H testi ............ccoceevveviiiinciinenne. 81
Cipralex, konsantrasyon sitotoksisite regresyon analizi............ccccccceevveivenne. 81
Cipralex konsantrasyon sitotoksisite Kruskal Wallis H testi............ccccccevenen. 82

XV



Sekil 4.37.
Sekil 4.38.
Sekil 4.39.
Sekil 4.40.
Sekil 4.41.
Sekil 4.42.

Sinequan AU NK ve PK medyan degerleri Mann Whitney U testi................ 84

Sinequan konsantrasyon AU regresyon analizi ..........ccccceoeeeieneneneneiennenn, 85
Sinequan konsantrasyon AU Kruskal Wallis H testi ...........c.cccoeveviiiveieiiennen, 85
Sinequan konsantrasyon sitotoksisite Kruskal Wallis H testi...............c..c....... 86
Sinequan konsantrasyon sitotoksisite regresyon analizi............ccccocevevviiennen. 87
(a) hasarsiz lenfosit, (b, ¢, d, e) 1.,2., 3., 4., dereceden hasarli hiicreler......... 90

XVi



Cizelge 4.1.

Cizelge 4.2.

Cizelge 4.3.

Cizelge 4.4.

Cizelge 4.5.

Cizelge 4.6.

Cizelge 4.7.

Cizelge 4.8.

Cizelge 4.9.

Cizelge 4.10.

Cizelge 4.11.

Cizelged.12.

Cizelge 4.13.

Cizelge 4.14.

Cizelge 4.15.

CIZELGELER DiZIiNi

Sayfa No
Cipralex’in kadin periferal kan lenfositlerinde olusturdugu %oMNL,
BNMN, frekanslar1 ile CBPI ve % sitotoksisite degerleri ...........c.ccoovenee. 49
Cipralex’in erkek periferal kan lenfositlerinde olusturdugu %o
MNL, BNMN, frekanslar1 ile CBPI ve %sitotoksisite degerleri ................ 50
Cipralex’in her iki donére ait periferal lenfositlerde olusturdugu
ortalama %o MNL, BNMN, frekanslar1 ile CBPI ve % sitotoksisite
AEGETICTT. it 51
Cipralex konsantrasyon ve CBPI Kruskal Wallis H testi sayisal
VEITIEIT Lo 53
Cipralex MN konsantrasyon iliskisi Kruskal-Wallis testi sayisal
VETTTBIT 1.ttt 54

Sinequan’in kadin periferal kan lenfositlerinde olusturdugu %o

MNL, BNMN, frekanslar1 ile CBPI ve % sitotoksisite degerleri ............... 56
Sinequan erkek periferal kan lenfositlerinde olusturdugu %o, MNL,
BNMN, frekanslar1 ile CBPI ve % sitotoksisite degerleri .............ccccvenen. 57
Sinequan’in her iki dondre ait periferal lenfositlerde olusturdugu %o
MNL, BNMN, frekanslar1 ile CBPI ve % sitotoksisite degerleri .............. 58
Sinequan konsantrasyon CBPI arasindaki Kruskal Wallis H testi
SAYISAL VEIIETT «..vviviiiiieiiec e 60
Sinequan, konsantrasyon MN iliskisi Kruskal Wallis H testi sayisal
VEITTBIT . 61
Cipralex’in periferal kan Orneklerinde (kadin) olusturdugu
KKD/M, PI, MI deGerler.......ccoviiiiiiiiiiiii et 63
Cipralex ilacinin erkek dondrden alinan periferal kan 6rneklerinde
olusturdugu KKD/M, PI, MI degerleri.........cccoovvvviiiiiiiiiiiiiiciiic e 63
Cipralex ilacinin her iki donére ait periferal kan Orneklerinde
olusturdugu KKD/M, PI, MI degerler .........cccccoviiiiiiiiiniiieneeec e 64
Cipralex konsantrasyon PI iliskisi Kruskal Wallis H testi sayisal
VEITIEIT 1o 65
Cipralex konsantrasyon MI Kruskal Wallis H testi sayisal verileri............ 69

XVii



Cizelge 4.16.

Cizelge 4.17.

Cizelge

Cizelge 4.20.

Cizelge 4.21.

Cizelge 4.22.

Cizelge 4.23.

Cizelge 4.24.

Cizelge 4.25.

Cizelge 4.26.

Cizelge 4.27.

Cizelge 4.28.

Cizelge 4.29.

Cizelge 4.30.

4.18.

Cipralex konsantrasyon KKD/M Kruskal Wallis H testi sayisal

VEITIBIT .t 68
Sinequan’in kadin periferal kan 6rneklerinde olusturdugu KKD/M,
Lo Y § G (055 4 1S o PSPPSRSO 70
Sinequan erkek periferal kan Orneklerinde olusturdugu
Min/MaxKKD, KKD/M, PI, MI degerleri .........coeuuiriiriiiiienieeee e 71
Cizelge 4.19. Sinequan’in her iki dondre ait periferal kan Orneklerinde
olusturdugu KKD/M, PI, MI degerleri........ccocvvviiiniiiiiiiiiiiiie e 71
Sinequan konsantrasyon Pl Kruskal Wallis H testi sayisal verileri ............ 73
Sinequan konsantrasyon MI Kruskal Wallis H testi sayisal verileri........... 74
Sinequan konsantrasyon KKD/M Kruskal Wallis H testi sayisal
VEITIEIT Lo 76
Cipralex’in kadin periferal kan 6rneklerinde olusturdugu, hasarsiz,
1., 2., 3. ve 4. dereceden yiirimiis hiicre, AU ve sitotoksisite
AEGETICTL e 78
Cipralex’in erkek periferal kan 6rneklerinde olusturdugu, hasarsiz,
1., 2., 3. ve 4. dereceden yiirimiis hiicre, AU ve sitotoksisite
AEGETICTL ... s 79
Cipralex’in her iki dondrden alinan periferal kan orneklerinde
olusturdugu, hasarsiz, 1., 2., 3. ve 4. dereceden yiirlimiis hiicre, AU
Ve SItOtOKSISIEE AEZEIIETT. . eiivviiiiiiieieicree e 79
Cipralex konsantrasyon AU Kruskal Wallis H testi sayisal verileri ........... 81
Cipralex konsantrasyon sitotoksisite Kruskal Wallis H testi sayisal
VEITIEIT 1.t 82
Sinequan’in kadin periferal kan 6rneklerinde olusturdugu, hasarsiz,
1., 2., 3. ve 4. dereceden yiirlimiis hiicre, AU ve sitotoksisite
AEGETICTL. .. 83
Sinequan periferal kan 6rneklerinde (erkek) olusturdugu, hasarsiz,
1., 2. 3. ve 4. dereceden yiirlimiis hiicre, AU ve sitotoksisite
AEGETICTL ... s 83
Sinequan ilacinin her iki dondre ait kan 6rneklerinde olusturdugu,
hasarsiz, 1. 2. 3. ve 4. dereceden yiiriimiis hiicre, AU ve
SItOtOKSISItE AEZEIIETT ..oovviiiiiiiiiiiii e 84
Sinequan konsantrasyon AU Kruskal Wallis H testi sayisal verileri ......... 85

Cizelge 4.31.

xviii



Cizelge 4.32. Sinequan konsantrasyon sitotoksisite Kruskal Wallis H testi sayisal
1Y =] ] LT USRS

Xix



BOLUM 1
GIRIS

Depresyon, ilgi ve istek kaybi, enerji azalmasi, konsantrasyon azalmasi, uyku
diizeninin bozulmasi ve istah artmasi gibi belirtilerin eslik ettigi yaygin olarak rastlanan
ruhsal bir bozukluktur (WHO, 2012). Depresyon denildiginde sadece bir hastaliktan degil,
pek ¢ok alt basliktan olusan hastaliklar toplulugundan bahsedilir. Psikiyatrik hastaliklarin
pek ¢ok smiflandirma sistemi vardir ancak en c¢ok kabul géren siniflandirma Amerikan
Psikiyatri Birligi (APA) siniflandirma sistemidir. Bu sisteme gore depresyon su alt

gruplara ayrilmaktadir;

Major depresif bozukluk

Distimik bozukluk

Bipolar bozukluktaki depresyon

Genel bir tibbi duruma bagli depresyon

Depresyonlu uyum bozuklugu

Basgka tiirlii adlandirilamayan depresif bozukluk (Savrun, 1999)

Depresif bozukluklar igerisinde en ¢ok arastirilan Major depresif bozukluktur ve bu
hastaliga yakalanma yasam boyu erkeklerde %5-12, kadinlarda %10-25 oranindadir.
Diinya genelinde yapilmis galigmalarin hemen hemen tamami depresyonun kadinlarda
erkeklerden 2 kat daha fazla goriildiigiinii gostermektedir (Savrun, 1999). Ayrica WHO
2008’e gore depresyon, hem yiiksek gelirli hem de orta ve diislik gelirli tiim {ilkelerde,
kadinlarda erkeklerden %50 oraninda daha fazla goriilen bir hastaliktir (WHO, 2012).
Depresyonun kadinlarda 35-45 yas arasinda, erkeklerde ise 55-70 yas araliginda en yiiksek

orana ulastig1 bilinmektedir (Savrun, 1999).

Kiiey ve Giileg (1993)’e gore Tirkiye’de toplum i¢inde klinik diizeyde depresyon
prevalansi %10 dolayindadir ve hastalarin yaklasik {i¢te birinde hastalik kroniklesmistir
(Savrun, 1999).

Diinya’da yaklagik 350 milyon insanin depresyon hastaligindan etkilendigi tahmin
edilmektedir. Diinya Saghk Orgiitii, Mental Saglik ve Maddelerin Kotiiye Kullanimi
Bolimii'nce 17 tlkede yapilan bir arastirmada ortalama 20 kisiden 1’inde depresyon

vakasinin tespit edildigi bildirilmistir (WHO, 2012).



Antidepresanlar depresyon tedavilerinde 1950’lerden bu yana kullanilmakta olan
ilaglardir. Yaklasik olarak 30 farkli ¢esidi bulunan antidepresanlar 4 ana gruba
ayrilmislardir;

1- Trisiklik Antidepresanlar (TCA)

2- Monoamin Oksidaz inhibitdrleri (MAOI)

3- Ogzgiil Seratonin Geri Alim Inhibitérleri (OSGE)

4- Norepinefrin Geri Alim Inhibitorleri (SNRI) (Draz, 2009)

Cipralex (Essitalopram etken maddeli) Ozgiil Serotonin Geri Alim Engelleyicileri
(OSGE) grubuna dahil olan bir ilagtir (Istk ve Candansayar,1993). Diger antidepresanlar
kadar etkili ve onlardan daha giivenli olan OSGE grubu antidepresanlar, iginde
depresyonun da bulundugu panik atak, opsesif bozukluklar gibi pek cok psikiyatrik
hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglardir (Draz ve ark., 2009). Bu gurup antidepresanlar
merkezi sinir sisteminde sinaps araligina salinan seratoninin perisinaptik bolgeye geri
alimimi engellerler. Serotoninin beyindeki normal davranisi su sekilde gerceklesir;
serotonin mesajinin gonderilmesi ile serotonin sinaptik bolgeye salinir ve sinyali gonderen
reseptorlere baglanir. Ortamda kullanilmayan seratonin ise serotonini salan hiicre
tarafindan geri alimir. OSGE gurubu ilaglar sinaptik bdlgede fazladan bulunan serotoninin
geri alimmi saglayan kanallar1 bloke ederler ve seratoninin geri alinmini engellerler
boylece sinaptik bolgede serotonin derigimi artar (Tarhan, 2006). Deney hayvanlarinda bu
grup antidepresanlarla yapilan klinik dncesi ¢alismalar OSGE grubu ilaglarinin genotoksik
olmadigimi sdylemektedir ancak insan hiicre sisteminde yapilan in vitro ¢aligmalar son

derece azdir (Draz ve ark., 2009).

,-}_

Sekil 1.1. Essitalopram

Sinequan (doxepin etken maddeli) ise Trisiklik grubuna dahil bir ilagtir (Dalgic ve

Papak, 2003). Trisiklik gruplarma dahil antidepresanlar depresyon tedavisinde kullanilan
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etkili ilaglardir. (Arimochi ve Morita, 2006). Trisiklik grubu ilaglar ayrica migren, kanser
agrilart ve baz1 romatizmal hastaliklarda da analjezik 6zelliklerinden dolayr kullanilmakta
ve etkin sonuglar alimmaktadir. Bazi arastirmacilar bu grup ilaglarin ndropatik agri

tedavisinde ilk sirada yer alan ilaglar oldugunu s6ylemektedirler (Dalgig ve Papak, 2003).
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Sekil 1.2. Doxepin

1.1. Antidepresan Kullamimi ve Kanser Riski Iliskisi

Antidepresan kullanimi ve kanser riskindeki artis arasinda bir iliski oldugunu
gosteren kanitlar vardir ancak bu konudaki klinik 6ncesi ve epidemiyolojik ¢alismalar
farklilik gostermektedir (Cosgrove ve ark., 2011), ve aralarindaki iliski son derece
tartigmalidir (Toh ve ark., 2007). Hayvanlarla yapilan deneysel ¢alismalar, bazi
antidepresanlarin  tiimor gelisimini uyardigi, 6zellikle OSGE grubuna dahil olan
antidepresanlarin sitokrom P450 enzim sistemini inhibe ettigini géstermektedir (Cosgrove
ve ark., 2011). Chien ve arkadaslar1 (2006) yaptiklar1 ¢alismada TCA ve OSGE gurubu
antidepresanlar ile meme kanseri gelisimi arasinda bir iligki bulunmadigini rapor
etmislerdir. Benzer bir sonucu Wernli ve arkadaslar1 (2009)’da yaptiklar1 ¢alismada elde
etmiglerdir. Bu caligmada yaygin olarak kullanilan 5 farkli antidepresan (Fluoxetin,
Sertalin, Paroxetin, Velafaxin ve Buproprion) kullanim1 ve meme kanseri arasindaki iliski
caligmig ve aradaki iliskinin anlamsiz oldugunu bildirilmistir (Wernli ve ark., 2009).
Antidepresan kullanimi ve meme kanseri arasindaki iligkide benzer sonucglar pek cok
calismada rapor edilmistir (Kelly ve ark., 1999; Wang ve ark., 2001). Bu sonuglarin aksine,
Cotterchio ve arkadaglarinin 2000 yilinda yaptiklari ¢alismada, 2 yildan fazla siireyle
siirekli TCA kullanimimin meme kanseri riskini 2 kat, OSGE gurubuna dahil paroxetin

ilacinin ise meme kanseri riskini 7 kat arttirabilecegi bildirilmistir.



Bazi indekslerde 2010 yilina kadar yayinlanmis olan antidepresan kullanimi ve
meme kanseri ile ovaryum kanseri arasindaki iliskiyi degerlendiren 61 ¢alisma
bulunmaktadir. Bu c¢alismalardan 20 tanesi (%33) meme ve ovaryum Kkanseri ile
antidepresan kullanimi arasinda pozitif bir iliski belirlemistir. Bu 20 ¢alismanin tamami
ila¢ endiistrisinden bagimsiz ¢alismalardir, geri kalan 41 tane ¢alisma (%67) meme ve
ovaryum kanseri ile antidepresan kullanimi arasinda iliskinin negatif oldugunu rapor
etmiglerdir. 41 Calismanin 15 tanesi ilag endiistrisi ile baglantili, 26 tanesi ise ilag

endiistrisinden bagimsiz ¢alismalardir (Cosgrove ve ark., 2011).

Tedavi siirecinde bir antidepresan ilacin etkili olup olmadiginin 4-6 hafta arasinda
anlasildigi, eger ilag ile tedaviye cevap alinmis ise 6-12 ay tedaviye devam edildigi, tedavi
sonunda ilaglarin aylar iginde azaltilarak kesildigi bilinmektedir (Orsel, 2004). Sonug

olarak depresyon tedavisinde ilaglarin uzun siireli kullanimlar1 s6z konusudur.

. Toplumda depresyon insidansinin yiiksek olmast,
. ilaglarin tedavide uzun siireli olarak kullanilmalari,
. baska etkileri (0rn: agri kesici etkileri) icin bu ilaglardan yararlanilmalar

antidepresanlarin toplum i¢inde yaygin olarak kullanildiklarini ve ¢ok sayida insanin uzun
siireli olarak antidepresan ilaglarin toksisitesine maruz kaldiklarini diistindiirmektedir.
Ayrica son yillarda kanser, infertilite, alzheimer ile parkinson gibi onemli pek c¢ok
hastaligin, genomik kararsizlikla iliskili oldugunu ortaya koyan ¢ok sayida makale vardir

(El Zein ve ark., 2011; Fenech, 2011; Miglore ve ark., 2011).

Genomik kararsizlik, fiziksel ve/veya kimyasal ajanlarin genotoksik etkileri sonucu
olugmaktadir. Dolayist ile genotoksik olan her ajani, genomik kararsizlikla iliskili oldugu
diisiiniilen ve bazilar1 yukarida belirtilen hastaliklarin olusumundaki riskleri arttiran birer
faktor olarak degerlendirmek miimkiindiir. Bu acidan, insanlarin siklikla maruz kaldiklar
tim fiziksel ve kimyasal ajanlarin o6zellikle yaygin kullanimi olan ilaglarin
genotoksisitelerinin arastirilmasinin  6nemi biyiktiir. Cesitli yontemlerle yapilan bu
genotoksisite ¢alismalar ile kimyasal ajanlarin hangilerinin hangi konsantrasyonda ve ne

kadar siirede genom tizerinde toksik etki olusturdugu ortaya konulmaya ¢aligilmaktadir.

In vitro yontemleri de kapsayan, in vivo ¢aligmalara alternatif olabilecek modellerin

kullanim1 6ncelikli hale gelmektedir. Yaklasik 50 yil dnce gelistirilen 3R (Replacement,
4



Reduction, Refinement) prensibi giliniimiizde akademik ve endistiiriyel caligmalarda
gittikge artan bir ¢erceve olarak goriilmektedir. Arastirmacilarin miimkiin oldugunca az
sayida hayvan kullanimini etkinlestirmeyi oneren 3R prensibi, iginde goniillii insanlardan
temin edilen doku ve hiicreler ile yapilacak calismalarin da yer aldig1 alternatif yontemleri

onerilmektedir (Efpia, nd; National centre, nd).

Depresyon tedavinde kullanilan ancak in vitro ve in vivo sartlarda genotoksik etkileri
konusunda literatiir eksikligi olan Cipralex ve Sinequan adli ilaglarin genotoksik etkilerinin
olup olmadiginin ortaya konulmasi, hem halk sagliginin korunmasina hem de bu konudaki
literatiir eksikliklerinin giderilmesine katki saglayacaktir. Bu amaca yonelik genotoksik

hasarin tipine bagli olarak ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.

1.2. Tek Hiicre Jel Elektroforez Yontemi (Komet Yontemi)

Tek hiicre jel elektroforez diger bir adiyla komet yontemi, radyasyon, oksidatif stres
ve kimyasallar gibi farkli pek ¢ok genotoksik ajanlara maruz kalan populasyonlarda
genetik hasar1 tespit etmede kullanilan bir yontemdir (Dusinska ve Collins, 2008). DNA
hasarmin belirlenmesinde hizli ve duyarli bir teknik olan komet az sayida hiicre ile
calisabilme imkani da saglar (Rojas ve ark., 2000).Tek bir hiicre diizeyinde DNA hasarini
tespit edebilen mikrojel elektroforez teknigini ilk olarak Ostling ve Johanson (1984)
bulmuslardir. Ostling ve Johanson gelistirdikleri bu metotta; hiicreleri agar igine
gomdiikten sonra yiiksek oranda tuz iceren lizing ¢ozeltisi ile lizis etmisler ve sonraki
elektroforez agamasini nétrale yakin bir pH’da gergeklestirmislerdir (Tice ve ark., 2000).
Ancak nétral elektroforez ¢ift zincir kiriklarini tespit etmeye olanak saglarken tek zincir
kiriklarmin belirlenmesini engellemistir, dolayisiyla elektroforezde nétrale yakin pH,
yontemi sinirlayan bir faktor olmustur (Dinger ve Kankaya, 2010). Singh ve arkadaglar
(1988), Ostling ve Johanson’in kullandigi yontemi alkali ortamda (pH>13"de)
gerceklestirmis ve boylece tek zincir kiriklarini, tek zincir kiriklari ile iligkili heniiz
tamamlanmamis kesip ¢ikarma tamir bdlgelerini ve alkillenmis bolgeleri de tanimlayabilen
alkali teknik ortaya c¢ikmigtir. Hemen hemen tiim genotoksik ajanlarin ¢ift zincir
kiriklarindan daha c¢ok tek zincir kiriklar1 ve alkillenmis bogeler olusturdugu
distintildiigiinde alkali komet yontemi genotoksik ajanlarin belirlenmesinde nétral komet

teknigine gore ¢ok daha hassas bir yonteme doniismiistiir (Tice ve ark., 2000).



Teorik olarak, komet tekniginde herhangi bir 6karyot hiicre kullanilabilir. Genetik
toksikolojide amaca yonelik olarak primer hiicreler ve hiicre hatlar1 tercih edilmektedir.
Standard hiicre hatlar1; fare lenfomas1 L5178Y, CHO (Chinese hamster ovary), ve CHL dir
(Chinese hamster lung). Primer hiicre olarak insan lenfositi ve kemirici (Rodentia)
hepatosit hiicreleri kullanilmaktadir (Tice ve ark., 2000). Ancak insanlarla ilgili yapilan
calismalarda biiyliik ¢ogunlukla lenfositler tercih edilmektedir (Szeto ve ark., 2005).
Lenfositlerin yani sira ¢esitli hiicre tipleri ile 6rnegin; burun, yanak igi, gastrik ve gdzyasi
kanali epitel hiicreleri (Rojas ve ark., 2000) ve sperm hiicreleri ile yapilmis ¢alismalar da
vardir (Anderson ve ark., 1997; Duty ve ark., 2003; Migliore ve ark., 2006).

1.2.1. Komet tekniginde islem basamaklari

1. Lamlarinin agar kaplanarak hazirlanmasi

2. Hiicrelerin hazirlanmasi

3. Hiicrelerin agar kapli lamlara gomiilmesi

4. Liziz

9]

. Hiicrelerin alkali elektroforez ¢ozeltisi ile inkiibasyonu

(3]

. Alkali elektroforez

3

. Notralizasyon

o

. Fiksasyon

©

. Floresan boyama

10. Mikroskopi

1.2.1.1. Lamlarm hazirlanmasi
Deneylerden 6nce lamlar %1-1.5’luk Normal Erime Noktali agaroz jel ile kaplanir.

Birkag giin oda sicakliginda veya 40-50°C’de kurumaya birakilir (Tice ve ark., 2000).



1.2.1.2 Hiicrelerin hazirlanmasi
Saglikli donérlerden alinan tam kan Orneklerinden izole edilen lenfositler uygun

besiyerinde 37°C’de inkiibe edilir (Tice ve ark., 2000).

1.2.1.3. Hiicrelerin agar kaph lama gomiilmesi

Bu asamada izole edilen hiicreler, diisiik erime noktali agaroz jel (low melting agar;
LMA) ile muamele edilerek 6n kaplama yapilmis lamlarin iizerine yayilir. Hiicre
yogunlugu mikroskoptaki her goriis alaninda birkag¢ hiicreden fazla olmamalidir. Yiiksek
yogunluklu hiicre 6zellikle yiirtiyen hasarli DNA’larin st iiste diismelerine ve yanlis
degerlendirmelere neden olabilir. Yiiksek jel konsantrasyonu ise DNA go¢ miktarini

etkileyebilir (Tice ve ark., 2000).

1.2.1.4. Liziz asamasi

Yiiksek tuz konsantrasyonunda deterjan iceren lizing ¢dzeltisi ile muamele sonucu
hiicre membranlar1 pargalanir. Hiicre zarlari, ¢6ziinen hiicre igerikleri ve histonlar
uzaklastirllirken DNA siiperkoil yapida ve niikleer matrikse bagli olarak serbest kalir
(Dusinska ve Collins, 2008). Bu sekile DNA’nin sebest hale gelebilmesi i¢in hiicreler en az
1 saat lizing ¢6zeltisi i¢inde bekletilmelidir (Tice ve ark., 2000). Lizing ¢ozeltisi ilk olarak
Singh ve arkadaslarinin 1988 gelistirdigi protokole gore kullanilmaktaydi. Bu protokole
gore ¢ozelti; 100 mM EDTA, 2.5 M sodyum kloriir, %1 lauroylsarcosine, 10 mM tris bazi
icerir. Kullanimdan hemen 6nce %1°lik Triton X-100 eklenip ve pH 10’a ayarlanarak
kullanilmaktaydi (Singh ve ark, 1988). Tice (1991)’e gore, lizis soliisyonuna kullanimdan
hemen once %1’lik Tritona X-100’¢ ek olarak %10 DMSO eklenmis ve eklenen DMSO
eritrositlerin lizisi sirasinda agiga ¢ikan demiri baglayarak radikallerin neden oldugu ekstra
DNA hasar1 engellemistir (Tice ve ark., 1991).

1.2.1.5. Hiicrelerin alkali elektroforez cozeltisi ile inkiibasyonu

Elektroforezden once lamlar yiiksek alkali 6zellikteki (pH >13) elektroforez ¢ozeltisi
icinde 20 dakika bekletilir. Boylece cift iplikli DNA tek iplikli forma doniisiir (Tice ve
ark., 2000).

1.2.1.6. Elektroforez
Bir onceki asamada alkali ortamdaki inkiibasyon sayesinde tek iplikli hale gelen

DNA yine ayni alkali elektroforez ¢ozeltisi icinde komet olusumu i¢in Singh ve arkadaglari
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(1988) tarafindan gelistirilen kosullarda elektroforeze tabi tutulur. 25V, 300 mA’lik
elektrik alan igersinde 20 dakika siiren elektroforez asamasindan sonra noétralizasyon

asamasina gegilir (Tice ve ark., 2000).

1.2.1.7. Nétralizasyon

Elektroforez agsamasindan sonra alkali durumdaki lamlar pH 7.5 noétralizasyon
¢ozeltisi i¢inde 3 kez 5’er dakika toplam 15 dakika yikanarak notralize edilir. Bu asamadan
sonra preparatlar siklikla kullanilan etidyum bromiir gibi DNA’ya baglanan spesifik
boyalarla boyanir ve mikroskopi asamasina gegilebilir (Tice ve ark, 2000) veya preparatlar
uzun siire sonra incelenmek istenirse lamlar absolut metanol veya etanol i¢inde 20 dakika
bekletilerek fikse edilebilirler (Dhawn ve ark., nd).

1.2.1.8. Komet degerlendirme
Kometlerin degerlendirilmesi 2 tiirlii yapilmaktadir; gorsel analiz ve bilgisayarli

goriintli analizi.

1.2.1.8.1. Gorsel analiz

En sik kullanilan degerlendirme gorsel degerlendirmedir (Dusinska ve Collins,
2008). Kontroller dahil biitiin preparatlara birer kod verilerek bu kodlarin hangi
konsantrasyona denk diistiigii bilinmeksizin (coded blind) sayim yapilmalidir (Tice ve ark.,
2000). Gorsel degerlendirmeye gore ‘‘Komet’’ler DNA gb¢ uzunluguna gore 5 siifa (0, 1,
2, 3, 4) ayrilir (Dusinska ve Collins, 2008). Iki tekrarin her birinden en az 25 toplam 50
hiicre degerlendirilmelidir (Tice ve ark., 2000).



0 1 2
3 4

Sekil 1.3. Cesitli Derecelerde Yirimiis Kometler. 0: hasarsiz hiicre, 1-4 yiiriiyen kiriklarm

derecelendirildigi hasarli hiicreler (Dinger ve Kankaya, 2010).

1.2.1.8.2. Bilgisayarh goriintii analizi

Dijital kameralar ile kometlerin metrik analizleri yapilir. Bu analizler igin iiretilmis
pek cok ticari program bulunmaktadir. Bu programlar komet basini1 kuyruktan ayirt ederek
bas ve kuyruktaki DNA yogunlugunu ayirt edebilmektedir (Dinger ve Kankaya, 2010).



Hicre

Kuyruk

Kuyruk momenti uzunlugu

Sekil 1.4.Komet metrik analizi (Yavuz, 2013)

1.3. CBMN Teknigi (Sitokinezi Bloke Edilmis Mikronukleus Teknigi)

Mikroniikleus (MN), genetik bozukluklar, patolojik degisimler, folik asit gibi temel
besin eksiklikleri ve reaktif oksijen tiirleri gibi zararli metabolik {irtinleri i¢eren i¢ faktorler
ile radyasyon, kimyasal ajanlar ve mikroorganizmalar gibi dis faktorlerin neden oldugu
zarar gOrmiis genetik materyalin gostergesi kabul edilen bir olusumdur. MN ayrica
kromozomal kararsizlik ve genotoksik etkilerin degerlendirilmesinde siklikla kullanilan

sitogenetik bir belirtegtir (Huang ve ark., 2011).

MN’lar ilk kez yaklasitk yiiz yil kadar once Howell tarafindan eritrosit
sitoplazmasinda goriilmiis ve bu yapilar “nuklear materyal fragmenti” olarak
tanimlanmistir. Bu yapilar 1900°1i yillarin baglarinda Jolly terminolojisinde “intraglobuler
korpuskuller” olarak tanimlanmistir. Hiicre i¢inde tespit edilen bu olusumlar hematologlar
tarafindan “Howell-Jolly cisimcikleri” olarak bilinmektedir. Benzer yapilar 1937°de
Brenneke tarafindan fare, sican embriyolarinda ve 1951°de Thoday tarafindan Vicia
faba’da da goriilmiis ve niikleus pargalart veya mikroniikleus olarak isimlendirilmistir
(Kirsch-Volders ve ark., 2003). 1950’lerde bitki hiicrelerinde, 1970’lerde hayvan
hiicrelerinde ve en son olarak kiiltiirdeki insan hiicrelerinde kanserojen kimyasallarin

belirlenmesi i¢in kullanilmis bir tekniktir (Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011). Daha sonralari
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1985 ve 1986 yillarinda Fenech ve Morley tarafindan sitokinezi-bloke edilmis
Mikroniikleus (CBMN) metodu olarak gelistirilmis (Fenech, 1985) ve metod genetik
toksikolojide standard bir sitogenetik yontem haline gelmistir (Fenech, 2006).

CBMN tekniginde bir ¢ekirdek boliinmesini tamamlayan hiicrelerde sitoplazma
boliinmesi (sitokinez), bir aktin inhibitorii olan sitokalasin-B kullanilarak bloke edilir. Bu
asamada sitokinezi durdurulmus hiicreler ¢ift ¢ekirdekli olarak gozlemlenirler ve hiicre
populasyonlarinda hiicrelerin biiyiik bir ¢ogunlugu cift ¢ekirdekli olarak birikir (Fenech,
2000). CBMN teknigi yalnizca boliinebilen okaryotik hiicrelere uygulanmaktadir yani,
boliinmeyen, boliinme kinetigi bilinmeyen hiicre populasyonlarinda etkili bir sekilde
kullanilamamaktadir (Fenech, 2000). Periferal kan 6rneklerinde MN sikliginin belirlenmesi
insanlarda kromozomal DNA hasarinin 6l¢iilmesi igin en iyi sitogenetik yontemlerden
birisidir (El Zein ve ark., 2011) ve MN sayisindaki artig viicut hiicrelerindeki genomik

kararsizlig1 ifade etmektedir (Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).

CBMN teknigi sadece kromozom kirtk ve kayiplarindan dogan MN’leri degil,
apoptoz, nekroz ve non-disjunction’t kapsamli olarak 6lgebilen bir tekniktir. Ayrica DNA
yanlis tamiri ve telomer uglarinin erimesinden kaynaklanan disentrik kromozomlarin
indikatorii olan Niikleoplazmik kopriilerin (NPB) ve gen amplifikasyonlarinin indikatori

olan Niiklear budlarin (Nbud) tespitine de olanak saglamaktadir (Fenech, 2007).

CBMN teknigi, yeni ilaglarin potansiyel genotoksisitesinin arastirilmas: ve
genotoksik olmayanlarin belirlenip tedavilerde bu ilaglarin kullanimu ile ilgili ¢alismalarda
kullanilan bir tekniktir (Andrighetti-Frohner ve ark., 2006). Teknik genotoksik etkinin yani
sira kromozomal kararsizligin degerlendirilmesinde de yaygin olarak kullanilan sitogenetik
bir yontemdir (Huang ve ark., 2011). Bunlara ek olarak, kanser risk degerlendirmelerinde
de kullanilmakta ve bu konuda umut vaat etmektedir, ayrica basit duyarli ve hizli bir teknik
olmas1 nedeni ile klinik ve epidemiyolojik calismalarda degerli bir yontem olarak kabul

edilmektedir (El Zein ve ark., 2011).

CBMN tekniginde, MN sikliginin tespiti i¢in ¢ogunlukla insan periferal lenfositleri
kullanilmaktadir (Lindberg ve ark., 2007; Chung ve ark., 2002; Ila ve llhan, 2012).
Lenfositlerin disinda agiz, burun, brons ve ureteryal eksfolyatif hiicrelerde ve sperm
hiicrelerinde CBMN teknigi kullanilarak genotoksisite, infertilite ve kanser risklerinin

degerlendirildigi ¢alismalar mevcuttur (Holland ve ark., 2008; Burgaz ve ark., 2011;
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Nersesyan ve ark., 2006; Fenech, 2011; Holland ve ark., 1996; Michel ve ark., 1996;
Lindberg ve ark., 2009).

(@) (b) ©

(C))

Sekil 1.5. Mikroniikleuslu iki ¢ekirdekli hiicreler (a-f ) bir ve birden fazla MN bulunan tipik ¢ift
cekirdekli hiicreler (Fenech ve ark., 2003)

Sekil 1.6. (a-f ) NPB’li tipik iki ¢ekirdekli hiicreler (Fenech ve ark., 2003)
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Sekil 1.7. (a) 2 Nbud 1MN’li ¢ift ¢ekirdekli hiicre, (b-d) Nbud igeren tipik ¢ift ¢ekirdekli hiicreler,

(e-f) 3 ¢ekirdekli hiicreler, kiigiik g¢ekirdekler MN’ye benzer ancak ana niikleuslarin g¢apinin
1/3’tinden biiyiik olduklar1 igin MN olarak degerlendirilmez (Fenech ve ark., 2003)

1.3.1. CBMN teknigi avantaj ve dezavantajlari

Kromozom kiriklari, tam kromozom kayiplari, kromozom ayrilmama, nekroz,
apoptoz, hiicre gelismesinin durdurulmasi, NPB ve Nbud gibi pek¢ok hasarin tespitine
imkan saglamasi teknigin 6nemli avantajlaridir (Fenech, 2006). Diger dnemli avantajlar
arasinda klastojenik ve andjenik kromozom hasarlarimm her ikisinin de ayni anda
degerlendirilebilme olanagi saglamasi, kolay, hizli, hassas ve ucuz bir teknik olmasi
sayilabilir (Mateuca ve ark., 2006). Fiziksel veya kimyasal ajanlarin sitotoksik 6zellikleri
hakkinda 6nemli bilgiler saglayan béliinen hiicre populasyonu iginde, nuklear bdliinme
indeksinin  (Nuclear Division Index-NDI) 6lgiilebilir olmast (Fenech, 1997), diger
tekniklerle karsilastirildiginda degerlendirilen hiicre sayisinin fazla olmasi nedeni ile
istatistiksel olarak daha anlamli sonuglarin eldesine olanak saglamasi (Mateuca ve ark.,
2006) ve doz-cevap iligkisinin net olmasi teknigin diger 6nemli avantajlari arasinda

sayilabilir (Kirsch-Volders ve ark., 2003).

Yukarida belirtilen avantajlarin yan1 sira CBMN teknigin ¢esitli dezavantajlar1 da
bulunmaktadir. Yontemin uygulanmasi sirasinda kullanilan sitokalasin-B’nin - MN

olusumunu uyarmasi en onemli dezavantajidir. Yapilan ¢alismalar sonucunda 1-6 pg/ml
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araligindaki sitokalasin-B’nin doza bagli olarak MN frekansinda bir artisa neden olmadigi
bildirilmistir. Teknigin bir diger dezavantaji dengeli translokasyon gibi tespiti daha zor
olan degisimlerin 6l¢iimiinii saglayamamasidir. Bu nedenle metafaz analizleri ile detayli

kromozom analizi yapan diger yontemlerin yerini alabilecegi soylenemez (Fenech, 1997).

(d) (e)

Sekil 1.8. (a) Nekrotik hiicre (b) Apoptotik hiicre (¢c) Nbud’lu BN hiicre (d)1 MN’lu BN hiicre (e)
NPB ve MN’Iu BN hiicre (Fenech, 2007)

1.3.2. MN olusum mekanizmalari

MN olusumunun DNA hipometilasyonu sonucu oldugu bildirilmistir. DNA
metilasyonu inhibitérii olan 5-azacytidinenin 1, 9, 15, 16 ve Y kromozomlarin
heterokromatin bolgelerinde kondensasyona neden oldugu ve bu kromozomlarda meydana

gelen kayiplarin MNyi olusturdugu bildirilmistir (Fenech, 2006).

MN, asentrik kromozom veya kromatid parcalarindan meydana gelebilmektedir. Bu
olusum farkli mekanizmalar araciligi ile ger¢eklesmektedir. Bu mekanizmalardan ilki; pek
cok radyasyon biyolojisi ¢alismalar1 ile gosterilmis olan yanlis tamir edilmis DNA ¢ift

zincir kiriklandir. Diger mekanizma ise; DNA hasarinin DNA tamir kapasitesini agtig1 6zel
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zamanlarda olusan tamir edilememis DNA ¢ift zincir kiriklaridir. Asentrik pargalardan MN
olusturan bir diger mekanizma ise; yanlis eslesmis veya hasar gérmiis bazlarin bulundugu
DNA ipliginin kesip ¢ikartilmasi ile gergeklestirilen tamir mekanizmasidir (Fenech ve ark.,
2011). Asentrik pargalar olarak ifade edilen sentromersiz MN’lar klastojenik ajanlar
tarafindan uyarilmaktadir (Lindberg ve ark., 2007). Test edilen ajana klastojeniktir
diyebilmek i¢in kinetekor tasiyan MN’larin diisiik oranda (%0-30) olmas1 gerekir (Stopper
ve Miiller, 1997).

MN, hiicre bdliinmesinin anafaz sathasinda kutuplara ¢ekilemeyen tam
kromozomlardan meydana gelebilirler. Bu sekilde MN olusumunun birka¢ mekanizmasi
vardir. Bu mekanizmalardan biri; sentromerik ve perisentromerik bolgedeki tekrar
dizilerindeki sitozinlerin hipometilasyonudur. Bir diger mekanizma; kinetekor proteinleri
ve mikrotiibiil etkilesim dinamiklerinde hatalara neden olacak mutasyonlardir. Anafazda
kromozom kaybi ile olusan MN nedeni olan bir diger mekanizma da mitotik ig ipliklerinde
ve mitoz kontrol noktalarindaki hatalardir (Fenech ve ark., 2011). Bu mekanizmalar
sonucu olusan sentromerli MN’lar anojenik ajanlar tarafindan tretilirler (Lindberg ve ark.,
2007). Test edilen ajanin anojenik olup olmadigi kinetokor tasiyan MN’larin oranina
baghdir. Kinetekor tastyan MN’lar %70-100 arasinda ise bu bilesik igin anojenik
denilebilir. (Stopper ve Miiller, 1997). Sentromerli ve sentromersiz MN orani dondrlerin
yas ve cinsiyetine baghdir. Sentromersiz MN’ler geng ve erkeklerde, sentromerli MN’ler
ise yaslilarda ve kadinlarda dominanttir. Yas ve cinsiyetin MN olusumuna etkisi 6ncelikli
olarak cinsiyet kromozomlarinda meydana gelmektedir (Lindberg ve ark., 2007). Ayrica
yapilan in vitro calismalar, NPB’lerin birden fazla noktadan kirilabildigini ve bazi

MN’larin kirtlan bu anafaz kopriilerinden orjinlendigini géstermistir (Fenech, 2007).

Yukarida oOzetlenen MN olusum mekanizmalarinin; oksidatif stres, ve DNA
metabolizmasi i¢in gerekli olan ko-faktorlerin eksikligi gibi nedenlerle uyarilabilecekleri

bildirilmistir (Bonassi ve ark., 2007).
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[(2N) + MN] + (2N}

» =
(2N} * [(2N} + MN]
®
Anafaz Yavru Hiicreler
[{2N) + MN] + (2N)
@ (2N) + [(2N) + WMN]
Metafaz Anafaz Yavru Hiicreler

Sekil 1.9. Asentrik kromozom/kromatid pargalar1 ile MN olusum mekanizmasi (Mateuca ve ark.,

2006)
< [{(2N) + MN] + {2N-1)
(2N) + [{2N-1) + MN]

Metafaz Anafaz Yavru Hiicreler

[(2N-1) + MN] + (2N-1}

(2N-1) + [{2N-1) + MN]

Anafaz Yavru Hiicreler

Metafaz

Sekil 1.10. Kutuplara cekilemeyen tam kromozom/kromatid ile MN olusum mekanizmasi
(Mateuca ve ark., 2006)
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Sekil 1.11. NPB’in kirilmasi ile MN olusum mekanizmasi (Lindberg ve ark., 2007)

1.3.3. BN hiicre degerlendirme kriterleri

1. Sayimi yapilan hiicreler ¢ift ¢cekirdekli olmalidir,

2. Cift cekirdekli hiicre icindeki ¢ekirdekler bozulmamis ve aymi sitoplazmik sinir

igerisinde olmalidir,

3. Cift ¢ekirdekli hiicre ig¢indeki her iki ¢ekirdek benzer biiyiiklikte ve boyanma

yogunlugunda olmalidir,

4. Cift ¢ekirdekli hiicre igindeki her iki ¢ekirdek birbirine degebilir ya da i¢ ice gegmis
olabilir ancak bu gibi durumlarda hiicrenin degerlendirilebilmesi igin her bir ¢ekirdegin

niiklear sinirlarinin agik bir sekilde ayirt edilebiliyor olmasi gerekir,

6. Birbirine bitisik olan ¢ift ¢ekirdekli hiicrelerin degerlendirilebilmesi i¢in bu hiicrelerin
sitoplazmik smirlarinin birbirinden net bir sekilde ayirt edilebilmesi gerekir (Fenech,

2000).

1.3.4. MN degerlendirme kriterleri
1- Miknukleusun ¢api, ana niikleusun ortalama ¢apinin 1/16’s1 ile 1/3’{ arasinda olmalidir.
Goriintii alan1 bakimindan bir mikronukleus, bir ana ¢ekirdek alaninin 1/256’s1 ile 1/9°u

arasinda bir alana sahip olmalidir,

2- MN 15181 geri yansitict olmamalidir,

3- MN ana cekirdeklere bagli olmamalidirlar,
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4- MN ana cekirdege bir noktada degebilir ancak ana ¢ekirdegin iistiine diismemelidir ve

siirlari ana ¢ekirdegin sinirlarindan ayirt edilebilmelidir,

5- MN bazen daha koyu boyanmakla beraber genellikle ana gekirdek ile ayni renkte
boyanir (Fenech, 2000).

1.4. KKD Teknigi (Kardes Kromatid Degisimi, SCE)

DNA replikasyonu boyunca iki kardes kromatidin homolog bdlgelerinde kirik
olusmast ve kirilan bolgelerin yer degistirip yeniden birlesmesi sonucunda olusan
KKD’nin (Wilson III ve Thompson, 2007) cesitli genotoksik ajanlara maruziyet ile arttigi
ve homolog rekombinasyon yolu ile DNA hasarinin tamirini yansittigi diigiiniilmektedir
(Norppa ve ark., 2006). KKD, kimyasal maruziyet durumlarinda sitogenetik sonuglarin
degerlendirilmesinde c¢okg¢a bagvurulan ve pek cok kimyasal i¢in doz cevap iligkisinin
degerlendirilmesinde in vitro ve in vivo deneylerde kullanilan bir yontemdir (Tucker ve
Preston, 1996). Ayrica mutajenik ve karsinojenik ajanlara maruziyet ile genotoksik risk
arasindaki iliskiyi degerlendirmede duyarli bir yontemdir (Piterque ve ark., 1997). Bir
baska deyisle genotoksik cevabin biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadir (Norppa ve ark.,
2006). Mutagenez ve karsinogenez ile KKD arasindaki iligski tam olarak anlasilamamis olsa
da KKD’nin bu tiir maruziyetlerle doza bagli olarak arttig1 bilinmektedir (Pinkel ve ark.,
1985).

KKD’nin ilk goriintiilenmesi, otoradyografi yontemi ile trityum Kkullanilarak bitki
hiicrelerinde Taylor tarafindan gergeklestirilmis (Taylor ve ark., 1957), daha sonra Latt
(1974), KKD’yi goriintiileyebilmek i¢in BrdU ve Hoechst boyasini kullanarak florasan
teknigini gelistirmistir. Son olarak Perry ve Wolff (1974) FPG metodu olarak da bilinen ve
giemsa boyasi ile Hoechst’iin kullanildigi yontemi gelistirmislerdir (Asakawa ve Gotoh,
1997).

KKD oram1 genelde diisiiktiir fakat kimyasallarin yani sira enfektif ajanlar ve
fizyolojik bozukluklar da artan KKD’ne neden olmaktadir. Ornegin insanlarda Bloom
sendromlu hastalarda KKD oraninin kotrol gruba gore asirt derecede arttigr bilinmektedir
(Berardino ve Shoffner, 1979). Brown ve Crossen (1976)’a gére Rauscher 16semi viriisii
tarafindan enfekte edilmis fare embriyo fibroblastlarinda KKD’ nin yiikseldigini bulmustur.

KKD’nin, sadece mutajen ve karsinojenlerin neden oldugu genetik hasarin belirlenmesinde
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degil bunun yani sira patolojik durumlarin belirlenmesine de hizmet eden yararli bir

yontem oldugu belirtilmistir (Berardino ve Shoffner, 1979).

Dogru tamire olanak saglayan ve tek zincir kiriklar1 ile homolog rekombinasyon
bolgelerindeki replikasyon catali ile tamir edilmemis tek ve ¢ift zincir kiriklarinin olusumu
KKD sikligini arttirmaktadir. Dolayisi ile XRCC1, PARP-1 ve DNA LIG3 gibi tek zincir
kiriklarinin  olusumuna aracilik eden proteinlerdeki hatalar, artmig KKD siklig1 ile

iligkilidir (Wilson 111 ve Thompson, 2007).

(A)

5

F ~ > ﬁ F

_ S

(B)

Sekil 1.12. (A) Kalip DNA ipliginde replikasyon catali tek zincir kirigi ile karsilastigi zamanki
KKD olusum mekanizmasi(B) Propidyum iyodiir ile boyanmis metafaz plagi, (C) Dapi ile
bayanmis metafaz plagi (Wilson III ve Thompson, 2007)

KKD olusumunda dolayli rol oynayan tek zincir kiriklarinin yani sira homolog
rekombinasyonu diizenleyen proteinlerdeki hatalar da KKD sikligina etki etmektedir.

Otozomal resesif bir hastalik olan Bloom Sendromlu hastalarda da Homolog
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rekombinasyondaki bu hatalardan kaynaklandig: diisliniilen yiiksek oranda KKD olusumu
goriilmektedir. Klinik olarak da, bu hastaligin teshisinde 6nemli derecede yiikselmis KKD
bir belirteg olarak kullanilmaktadir (Wilson 111 ve Thompson, 2007).

BrdU, timin azotlu bazina ¢ok benzer yapida olup DNA’nin semikonservatif
Ozelliginden dolay1 replikasyon boyunca DNA yapisina etkili bir sekilde katilabilmektedir.
Bu nedenle hiicreler BrdU varliginda kiiltiire edilmekte ve BrdU yeni olusan DNA ipligine
katilabilmektedir (Wilson III ve Thompson, 2007).

KKD olusumu BrdU’nun timin yerine adenin ile eslesmesi esasima dayanir. Kiiltiir
ortaminda Timin sentezinde kullanilan ya da sentezi uyaracak endojen kaynaklarin
bulunmamasi gerekmektedir. Bu yiizden kiiltiir ortaminda kullanilacak besiyerinin 6nemi
biiyiiktiir. RPIM 1640 ve Dulbecco’s MEM besiyerlerinin igeriginde timin yoktur ayrica

timin sentezini uyaran folik asit miktar1 da son derece azdir (Dilmeg, 1993).

KKD’nin gozlenebilmesi i¢in kullanilmasi sart olan BrdU’nun kendisi de bir KKD
uyaranidir, dolayist ile kimyasallarin etkisini gozlemede minimum diizeyde kullanilmasi
gerekmektedir (Asakawa ve Gotoh, 1997). Dutrillaux (1974), kiiltir ortaminda BrdU
konsantrasyonunun 0.03 ile 200 ug/ml araliginda optimum oldugunu bildirmistir. Morgan
(1981), ortalama 10 pg/ml BrdU’nun hem farkli boyanmaya cevap verdigi hem de
KKD’nde bir artisa neden olmadigini belirtmistir (Dilmeg, 1993).

1.4.1. Genel KKD mekanizmasi

DNA’nin kendini eslemesi semikonservatif 6zellikte oldugu igin yeni sentezlenen
DNA ipliginde timin yerine BrdU katilim1 gergeklesir. Eger hiicreler bir DNA sentezi
boyunca BrdU’lu ortamda tutulurlarsa DNA sentez mekanizmasina gére DNA’nin sadece
bir ipliginde BrdU olacagindan KKD go6zlenemez. Hiicreler iki mitoz siiresince BrdU’lu
ortamda tutulursa kardes kromatidlerden birisi normal DNA digeri ise BrdU’lu DNA
tagiyacagindan iki kromatidin farkliligi goézlenir. Eger kromatidler arasinda bir degisim

olmus ise bu sayede KKD degerlendirilebilir (Wilson 111 ve Thompson, 2007).
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Sekil 1.13. KKD Genel olusum mekanizmasi (Eke, 2007)
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Cesitli Antidepresan Ilaclarla Yapilmis Genotoksisite Calismalari

Yapilan bir ¢alismada, tirisiklik antidepresanlara dahil imipramin ve desimipramin
antidepresanlarin genotoksisitesini KKD teknigi ile fare kemik iligi hiicrelerinde in vivo
olarak calismislardir. Imipramin ile 7, 20, 60 mg/kg dozlari, desimipramin ile 2, 20, 60
mg/kg dozlar1 ¢alisilmistir. Negatif kontrol ile karsilastirildiginda diisiik dozda KKD’de
yiikkselme gozlenmezken yiiksek iki konsantrasyonda genotoksik etki gézlenmistir (Perez
ve ark., 2002).

Draz ve ark. (2009), anksiyete ve major depresyon hastasi olan tirisiklik ve SSRI
grubu ila¢ kullanan 38 hasta (Fluoxetin kullanan 7 erkek 10 kadin, sertalin kullanan 5
erkek 5 kadin ve colimipramin kullanan 6 erkek 5 kadin) ile saglikli 5 erkek ve 5 kadindan
olusan kontrol grubu ile yaptiklar1 ¢alismada DNA jel elektroforez yontemi ile total
genomik hasar1 tespit etmislerdir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiim gruplarda artan
DNA hasar1 goriilmiistiir. Tlaglar kendi aralarinda karsilastirildiginda Fluoxetin’in en ¢ok,
Sertalin’in orta diizeyde Colimipramin’in ise en az diizeyde DNA hasarina neden oldugu

gorilmiistiir.

Roshdy ve Shoman (2002), Cipralex adli ilacin genotoksisitesini, gebe farelerle in
vivo olarak yaptiklar1 ¢alismada KA ve MN tekniklerini kullanarak arastirmislardir.
Calismada 0.06, 0.12 ve 0.24 mg/kg/giin dozlar1 denenmistir. Hem anne hem de embriyoda
MN sikliginin en yiiksek doz olan 0.24 mg’lik dozda artis gosterdigi tespit edilmistir. KA
tekni8i sonuglar ise; annede hem sayisal hem de yapisal hasarlarin kontrol grubuna gore
doza bagl olarak artis gosterdigi goriilmiistir. En sik gozlenen yapisal hasarlar ise sentrik
halkalar, kromatid kiriklar1 ve delesyonlar olarak tespit edilmistir. Embryodaki sonuglar
ise, yapisal ve sayisal hasarlarin kontrol grubuna gore 6nemli derecede arttigini ve en sik
raslanan hasarlarin kromatid kiriklari, delesyon, andploidi ve poliploidi oldugunu
gostermistir. Sonug olarak 0.06’lik dozda ilacin zayif mutajenik ve toksik etkileri oldugu
ancak 0.12 ve 0.24 mg’lik dozlarda ise hem anne hem de embriyoda toksik ve mutajenik

etkilerde anlaml derecede yiikselme oldugu tespit edilmistir.

SSRI’lar pek ¢ok psikolojik hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Bozkurt ve

arkadaglar1 yaptiklar1 bir g¢aligmada SSRI grubunu temsilen Sertalin’i se¢misler.
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Calismay1, 18 saglikli goniillii (13 kadin, 5 erkek), benzer teshis konulmus ancak ilag
tedavisine baslanmamig 18 hasta (14 kadin, 4 erkek), ve giinde 50 mg Sertalin ile bir yildir
tedavi goren 10 hasta (9 Kadin, 1 Erkek) ile planlamiglardir. KKD sikliginin ilagla tedavi
gbren ve gormeyen 2 hasta grubunda da, saglikli kontrol grubuna oranla dikkate deger bir
artis goOsterdigi belirlenmis. Bu artisin  muhtemel bir genotoksisiteyi gosterdigi
belirtilmistir. Ancak ila¢ tedavisi altindaki hasta grubu ile ilag tedavisine baslanmamis
hasta grubu kendi aralarinda karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir fark bulunamamustir.
Bu nedenle artisin, sebebinin hastalarin i¢inde bulunduklar1 stres ile aciklanabilecegi
belirtilmistir. KA sikliginda ise hasta ve saglikli gruplar arasinda anlamli bir fark

bulunamamistir (Bozkurt ve ark., 2004).

2.2. Cesitli Materyal ve Sitogenetik Yontemlerle Yapilmis Genotoksisite

Cahismalan

Methylphenidate hidrokloriir, dikkat eksikligi ve hiperaktivite tedavisinde
1950'lerden beri kullanilan bir ilagtir. El Zein ve arkadaslari, hiperaktivite teshisi konulan
12 cocukla ilacin genotoksisitesi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada, periferal lenfositlerde KA
(Kromozom Aberasyonu, CA), KKD (Kardes Kromatid Degisimi, SCE) ve MN
(Mikronukleus) frekanslarini arastirmiglardir. Oniki hasta ¢ocuk ile yiiriitiilen ¢alismada,
deneyler ilag tedavisine baslanmadan 6nce ve ilag tedavisine bagladiktan 3 ay sonra olarak
planlanmis ve ila¢ kullanimi ile KA frekansinda 3 kat, KKD frekansinda 4.3 kat ve MN
frekansinda 2,4 kat artis tespit edilmistir. El Zein ve arkadaglar1 bu bulgularin, insan saglig
acisindan Methylphenidate hidrokloriir’iin daha ileri derecede arastirilmasimi gerekli

kildigini vurgulamislardir (El Zein ve ark., 2005).

Apitol, a1 yetistiriciliginde maytlara kars1 kullanilan ektoparazitlere kars1 bir ilagtir.
Stanimirovic ve arkadaslari, bu ilacin kiiltiire edilmis insan periferal lenfositlerinde
genotoksisitesini degerlendirmislerdir. Calismalarinda mitotik indeks, hiicre poliferasyon
indeksi ve KKD parametreleri 3 farkli konsantrasyonda (0.001, 0.01 ve 0.1 mg/ml)
degerlendirilmis ve tiim konsantrasyonlarda 3 parametrenin de artig gosterdigi tespit
edilmis, ilacin genotoksik potansiyelinin oldugu sonucuna varilmig, ayrica ari
yetistiricilerinin tiiketici glivenligi ac¢isindan, apitol adli bu ilacin kullanimi ile ilgili

egitilmelerinin gerekliligine vurgu yapilmistir (Stanimirovic ve ark., 2005).
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Antimikrobiyal bir ilag olan Sulfamethoxazole'iin, Abou-Eisha ve arkadaslari
tarafindan insan periferal lenfositlerinde genotoksisitesi degerlendirilmistir. Calismada
KKD ve MN siklig1 saglikli 2 dondrden alinan kan 6rnekeri ile 4 farkli konsantrasyonda
(10, 50, 100, 500 ug/ml) test edilmis ve ilacin en yiiksek 2 konsantrasyonda (100, 500
png/ml) her 2 parametrede de belli belirsiz bir artisa neden oldugu saptanmistir. Bu yiizden
ilacin zay1f genotoksik etkiye sahip olabilecegi belirtilmistir (Abou-Eisha ve ark., 2004).

Antibiyotik olarak kullanilan Violacein adli ilacin genotoksisitesi, ¢esitli memeli
hiicre kiiltiirlerinde in vitro Komet ve CBMN teknikleri ile galisilmis ve ilacin genotoksik

oldugu tespit edilmistir (Andrighetti-Frohner ve ark., 2006).

Chung ve arkadaslari benzen metaboliti olan 1,2,4-benzenetriol’in (BT)
genotoksisitesinin arastirildigi ¢calismada in vitro CBMN teknigi FISH teknigi ile birlikte
kullanmiglar. Periferal kan 6rnekleri ile yapilan ¢aligmada 7. ve 8. kromozomlara spesifik
sentromerik prob kullanilmistir. CBMN sonuglarina gore; kontrol grubunda 1000°de 4.5
olan MN sikligi, 10 uM’lik konsantrasyonda 9.5, 25 uM’lik konsantrasyonda 14, 50
uM’lik konsantrasyonda 28, ve 100 uM’lik konsantrasyonda 40 MN sikligina ulasmis ve
kimyasalin MN sikligin1 doza bagh arttirdig1 tespit edilmistir. Kromozom 7 ve 8’e ait
pozitif sinyalli MN’lar degerlendirildiginde; 8. kromozoma ait pozitif sinyal iceren MN’un
7. Kromozomu iceren MN’dan daha fazla oldugu tespit edilmis ve bu kimyasala kars1 8.

kromozomun daha duyarli oldugu vurgulanmigtir (Chung ve ark., 2002).

Undeger ve Basaran (2005), yaptiklar1 calismada, insan periferal lenfositlerinde
komet teknigini kullanarak, dimetoat, metil paration, propoxur, pirimicarb, cypermethrin
ve permethrin kimyasallarinin genotoksik etkilerini degerlendirmislerdir. On, 50, 100, 200
ug/ml lik konsantrasyonlarda yapilan ¢alismada, dimetoat ve metil paration ile 100 ve 200
pg/ml’de, propoxur kimyasalinda 50, 100, 200 pg/ml’de, pirimicarb, cypermethrin ve
permethrin kimyasallarinda ise 200 pg/ml’de ylikselmis DNA hasarina neden olduklari

tespit edilmistir.

lla ve lIlhan (2012), yaptiklar1 bir c¢alismada Tamiflu adli ilacin in vitro
genotoksisitesini CBMN, KA ve KKD sitogenetik yontemleri ile ¢alismiglardir. 0,5 pg/ml,
1 pg/ml ve 2 pg/ml’lik konsantrasyonlar ile S9’lu ve S9’suz olarak planlanan ¢alismada

KA ve CBMN tekniklerinde S9’lu ve S9’uz ortamlarda bir artis gdzlenmezken, KKD
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tekniginde zayif bir artis oldugu ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig tespit

edilmistir. Sonug olarak ilacin genotoksik etkiye sahip olmadig bildirilmistir.

Borroto ve ark. (2002), 2-furylethylene tiirevi 1-(5-bromofur-2-yl)-2-nitroethene adli
kimyasalin genotoksisitesini 2 farkli sitogenetik yontem (MN, KKD) ile S9’lu ve S9’suz
olarak calismiglardir. Dort farkli konsantrasyon (0.5, 1, 5, 10 pg/ml) ile yapilan ¢alismada
saglikli sigara igmeyen iki erkek dondrden alinan periferal kan 6rnekleri 3 saat S9’lu ve
S9’suz muameleye tabi tutulmustur. S9’1u ve S9’suz muamelede MN agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir artis gbézlenmemistir. S9’suz muamelede KKD’de zayif bir artis

gbzlemlenirken, S9’1u uygulamada herhangi bir artis olmadigi belirtilmistir.

Kloral hidrat (CH) g¢ocuklarda, MR, tomografi gibi teshis prosediirlerinden 6nce
yatistirict olarak yaygin sekilde yillardir kullanilmakta olan bir ilactir. Bu calismada Ikbal
ve arkadaslart CH’nin sakinlestirici olarak verildigi ¢ocuklarda KKD ve MN tekniklerini
kullanarak ilacin genotoksisitesi degerlendirmislerdir. ila¢ verildikten sonra ve verilmeden
once KKD ve MN sikliklarina bakilmis, ila¢ uygulandiktan sonraki KKD ve MN sikliginin
onemli Olclide arttig1 belirlenmis ve ilacin ¢ocuklarda genotoksik potansiyeli oldugu

sonucuna varilmistir (Ikbal ve ark., 2004).

Bigatti ve arkadaslari, antianksiyete, antimanik ve antipsikotik ilaglarla ¢coklu tedavi
goren hastalarin periferal kan 6rneklerinde KA ve KKD tekniklerini kullanarak sitogenetik
sonuglar1 degerlendirmislerdir. Otuzalt1 hastayla yapilan bu ¢alismada 18 hastadan olusan
bir grup uzun zamandir Lityum karbonat, benzodiazepinler (BD) ve antipsikotik ajanlarla
tedavi gormekte (grup A), 18 kisiden olusan diger bir grup ise BD ve antipsikotik ajanlarla
tedavi gormekte olan hastalardan olusturulmus (grup B), ikinci hasta grubunun iginde 7
kisi ilag tedavisine baslayali bir ay olmus hastalardan olusmakta ve bu 7 kisi de {li¢iincii
grubu olusturmaktadir (Grup B1). Uzun siiredir ilag tedavisi goren grupta (grup A, B)
kontrol grubuna gore hem KA’da hem de KKD’de énemli derecede artis ortaya ¢ikmustir.
Bir ay tedavi goren grupta (Grup B1) ise kontrol grubuna gore anlamli bir artig gosteren

sitogenetik hasar tespit edilememistir (Bigatti ve ark.,1998).

Oztiirk ve arkadaslar;, miyelodisplastik sendromlu (MDS) hastalarin periferal
lenfositlerinde KKD siklig1 ile genotoksisiteyi belirlemeye ¢alismiglardir. On erkek 6 kadin
toplam 16 kisilik hasta grubu ¢alisma populasyonu olarak belirlenmistir. Hasta grubunda
KKD siklig1 kontrol grubuna gére anlamli bir artig gostermistir. Bu ¢alismada KKD olarak
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ifade olan DNA hasarinda MDS hastaliginin etiyopatolojisinin rol oynayabilecegi 6ne
siiriilmiistiir (Oztiirk ve ark., 2005).

Villarini ve ark. (1998), tarimda yaygin olarak kullanilan deltamethrin insektisitinin
potansiyel genotoksik aktivitesini komet, MN ve KKD teknikleri ile periferal lenfositlerde
in vitro olarak c¢alismislar ve calisma her 3 teknikte de S9’lu ve S9’suz olarak
yiriitilmistiir. Kontrol gruplarina gore hem S9’lu hem de S9’suz deneylerde MN ve KKD
sonuclarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilememistir. Komet sonuglari ise
S9’lu deneylerde konsantrasyona bagl artis goriilmiistiir. Sonug¢ olarak her 3 teknige ait
veriler arasinda uyum bulunamamis ve ilacin zayif bir genotoksik potansiyele sahip oldugu

ileri stirilmiistiir.

Thimerosal ozellikle asilarda yaygin olarak kullanilan koruyucu bir maddedir. Gotz
ve arkadaslar1 bu kimyasalin genotoksisitesini arastiracaklar1 ¢alismalarini, CBMN teknigi
ile 6 saglikli dondrden alinacak periferal kan ile ve her donor i¢in birbirinden bagimsiz 2
deney yapilacak sekilde planlamislar. Sonu¢ olarak, 0.05-0.5 pg/ml araliginda MN
olusumunda 6nemli uyarilma goriilmiistiir ancak toksisite ve toksisiteye bagli MN olusumu
0.6 pg/ml tizerindeki konsantrasyonlarda gerceklestigi tespit edilmistir (Gotz ve ark.,
2003).

Melathion, yaygin olarak kullanilan organik fosforlu bir pestisittir. Yapilan ¢esitli in
Vivo Ve in vitro ¢alismalarda, genotoksisitesi ile ilgili ¢eliskili veriler bulunmasi nedeni ile
Blasiak ve arkadaslar1 Melathion ve ana metaboliti Malaoxon ile izomeri Isomalathion
kimyasallarinin genotoksik potansiyellerinin netlesmesi i¢in komet teknigini ile bir ¢alisma
planlamislar. Caligmada periferal kandan izole edilen lenfositler 25, 75 ve 200 uM’lik
konsantrasyonlarda 1 saat muamele edilmis ve sonug¢ olarak Malathion ile dikkate deger bir
DNA hasari tespit edilememistir. Metaboliti Malaoxon ve izomeri Isomalathion’un ise

doza bagli DNA hasarinda artisa neden olduklari tespit edilmistir (Blasiak ve ark., 1999).

Jaloszynski ve ark. (1999), inhalasyon anestetik olan Halothane ve Isoflurane
ilaglarmin genotoksik oOzelliklerini komet teknigi ile c¢alismiglardir. Saglikli 2 erkek
donodrden alinan periferal kan 6rnekleri ile 0.1, 1 ve 10 mM konsantrasyonlarda 10 ve 30
dakikalik muamele ¢alisilmis ve analiz edilen her 2 ilacin her 2 muamele siiresinde de doza

bagli olarak DNA hasarini arttirdig belirlenmistir.
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Krause ve ark. (2003), yaptiklar1 calismada Sevoflurane adli anestezi ilacinin
genotoksisitesini KKD teknigi ile degerlendirmislerdir. Arastirmada kiigiik cerrahi
operasyonlara Sevoflurane ile anesteziye giden 40 c¢ocuktan operasyon Oncesinde ve
sonrasinda alinan kan 6rnekleri ile ¢aligilmis ve sonug olarak anestezik uygulamadan 6nce
ve sonra alinan kan Orneklerindeki KKD verilerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir. Bu sonuglar 1s1ginda Sevoflurane’in lenfositlerde KKD’yi uyarmadigi ve

genotoksik bir etkiye sahip olmadigi belirtilmistir.

Karabiyik ve ark. (2001), yaptiklari arastirmada, sevoflurane (SVF) ve isofluran
(ISF) anestezi ilaglarmin genotoksisitesini komet teknigi ile calismiglar. Calismada
anestezi Oncesi, anestezi sirasinda (60 ve 120 dakika) ve anestezi sonrasinda (1., 3. ve 5.
giinlerde) 24 hastadan alinan periferal kan 6rnekleri, hi¢ anestezik uygulama yapilmayan
12 kisilik kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Anestezi sirasinda yapilan 6érneklemelerdeki
60 dakikalik, 120 dakikalik ve anestezi sonrasindaki birinci giinde komet degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli ve benzer artislar goriilmiistiir. Ancak anestezi sonrasi 3. giine
ait sonuglarda azalma 5. giine ait sonuglarda daha da azalma goriilmiis ve bu durum DNA

hasarmin tamir edildigi seklinde yorumlanmastir.

Eke ve Celik (2008), yilinda yaptiklar1 ¢alismada grip asisinda kullanilan Thimerosal
adli kimyasalin genotoksisitesini KKD teknigi ile in vitro olarak ¢alismiglardir. Calismayi,
saglikli sigara igmeyen 3 erkek dondrden aldiklari periferal kan ornekleri ile 3 farkl
konsantrasyonda (0.2, 0.4 ve 0.6 pg/ml) S9’lu ve S9’suz olarak planlamiglar. KKD, hem
S9’lu hem de S9’suz deneylerde kontrol grubuna gore her {i¢ konsantrasyonda da
istatistiksel olarak anlamli bir artis gostermis, poliferasyon indeksi ve mitotik indekste ise
anlamli bir diisiis tespit edilmistir. Sonuglar 15181inda Thimerosal adli kimyasalin S9’lu ve
S9’suz ortamda ¢aligilan bu 3 konsantrasyonda hem genotoksik hem de sitotoksik etkiye

sahip oldugu belirtilmistir.

Ahmad ve ark. (2000), yaptiklar1 ¢aligmada, hormonal steroit olan ve dogum kotrolii
haplarinda, endometriyoz, agrili menstiirasyon ve menopoz sonrast osteoporoz gibi
hastaliklarin tedavilerinde kullanilan ilaglarda bulunan Estradiol-17p’nin insan periferal
lenfositlerinde sitogenetik etkilerini arastirmislar. KA ve KKD tekniklerini kullandiklar1
calismada saglikli 2 dondrden aldiklari periferal kan 6rneklerinde 3 farkli konsantrasyonda
(10, 25, 50 pg/ml) S9’lu ve S9’suz ortamda deneyler yapilmis ve sonuglar istatiksel olarak

degerlendirilmistir. KA  deneylerinde S9'suz ortamda 25 ve 50 pg/ml’lik
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konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli bir artis goriilmiistiir, S9°1u ortamda ise tim
konsantrasyonlarda anlamli bir artis tespit edilmistir. KKD deneylerinde ise 50 pg/ml’lik
konsantrasyonda S9’lu ve S9’suz ortamlarda normal kontrole gore anlamli bir artis
goriilmiistiir. Bu veriler 1s1ginda Ahmad ve arkadaslar1 tarafindan, Estradiol-17p’nin
kendisinin veya metabolitlerinin mutajen potansiyeli géz oOniinde bulunduruldugunda,
ozellikle bu ilaglart siirekli kullanan kisilerin ilaglarin potansiyel zararlari konusunda

dikkatli ve farkinda olmalar1 gerektigini vurgulamislardir.

Ahmad ve ark. (2003), sentetik androjen olan Oxymetholone’un genotoksisitesini
KKD teknigini kullanarak insan periferal lenfositlerinde in vitro bir calisma ile
degerlendirmislerdir. S9 varliginda ve yoklugunda 3 farkli konsantrasyonda (25, 50, 100
ng/ml) gerceklestrilen deneylerde her 3 konsantrasyonda da KKD’de anlamli bir artig
olmamisgtir. S9’suz ortamda 100 pug/ml’de S9’lu ortamda ise 50 pg/ml’lik konsantrasyonda

en yiiksek KKD’ye ulasilmis ancak bu artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.

Marques ve ark. (2002), ac1 biberden izole edilen ve pek ¢ok lokal agr1 kesicide aktif
madde olarak kullanilan bir bilesik olan Capsaicin adlt maddenin genotoksik potansiyelini
2 farkli sitogenetik yontemle (KKD ve CBMN) metabolik aktivasyonlu ve metabolik
aktivasyonsuz ortamda analiz etmistir. Capsaicin’in metabolik aktivasyonsuz ortamda daha
fazla olmakla beraber MN artisinda doza bagh artisa neden oldugu gorilmiistiir. Ayn
sekilde KKD’de de artiga neden oldugu, bilesigin genotoksik oldugu ve bu kimyasal i¢in
CBMN tekniginin KKD teknigine gore daha hassas olduguna vurgu yapilmstir .

Shabad ve ark. (2006), tarafindan pek ¢ok tedavide kullanilan ve steroid bir ilag olan
Fludrocortisone adli ilacin sitogenetik etkileri KKD ve KA teknikleri ile ¢alisilmistir. 25,
50 ve 100 pg/ml’lik 3 farkli konsantrasyonda ve 24, 48, 72 saatlik 3 farkli muamele
siirelerinin denendigi calisma metabolik aktivasyon sistemi (S9’un) varliginda ve
yoklugunda gerceklestrilmistir. Ilacin, KA ve KKD tekniginde elde edilen verileri normal
kontrol ile kiyaslandiginda her 3 konsantrasyonda ve muamele siiresinde S9’lu ve S9’suz

ortamda istatistiksel olarak anlamli bir artisa neden olmadig1 goriilmiistiir.

Segura ve ark. (2012), genotoksik ve sitotoksik etkileri bilinmeyen Neonikotinoit
insektisitlerin bu etkilerini komet teknigi ile ¢alismislardir. Neonikotonod gruba dahil 4
ticari insektisit (Calypso, Poncho, Gauch, Jade) ile insan periferal lenfositlerinde

gerceklestirilen calismada tiim ilaglarin konsantrasyona bagli olarak DNA hasarini
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arttirdigr goriilmiis ilaglar arasindan Jade’nin en genotoksik oldugu sonucuna varilmaigtir.
Trypan blue ile gergeklestirilen sitotoksisite degerlendirilmesinde ise 4 ilacin da sitotoksik
oldugu goriilmistiir. Sonu¢ olarak ticari neonikotinoid insektisitlerin insan periferal

lenfositlerinde hem genotoksik hem de sitotoksik etkiye sahip olduklar1 vurgulanmistir.

29



BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. KKD, CBMN ve Komet Testlerinde Kullamlan Kimyasal Maddeler ve
Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.1.1. Cipralex

SSRI grubuna dahil yeni dénem ilaglardandir, depresyon tedavisinde yaygin olarak

kullanilmakta ve essitalopram etken maddelidir. Calisma i¢in piyasadan temin edilmistir.

3.1.2. Sinequan
Tirisiklik gruba dahil bir antidepresandir, etken maddesi doxepin’dir. Depresyonunda
dahil oldugu pek ¢ok psikolojik hastalikta kullanilmaktadir. Calisma igin piyasadan temin

edilmistir.

3.1.3. Mitomisin C (Mitomycine-MMC - Sigma: M4287 )
Mitomisin C, KKD ve CBMN tekniklerinde pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Sekil 3.1. Mitomisin C (MMC)

3.1.4. Sitokalasin B (Cytochalasin B — Sigma: C6762)

Sitokalasin-B, CBMN tekniginde mitoz sirasinda g¢ekirdek boliinmesinden sonra
sitoplazma boliinmesini durdurmak amaci ile kullanilmistir. Bu ¢alismada CBMN
tekniginde sitokalasin B kiiltiir konsantrasyonu 6 pg/ml olarak c¢alisilmistir. Deneylerde
Sitokalasin B DMSO ile ¢oziilmiis besiyeri (RPMI 1640) ile sulandirilmistir.
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Sekil 3.2. Sitokalasin B

3.1.5. Fitohemaglutinin (Phytohaemagglutinin-PHA-M - Biological Industries:

1046898)

PHA-M mitojen olarak hiicreleri mitoz bdliinmeye sevk etmek (indiiksiyon) i¢in
kullanilmistir. Ana stok PHA-M 5 ml besiyeri (RPMI 1640) ile ¢oziinmiis, CBMN ve
KKD tekniklerinde her kiiltiir ortamina 0.2 ml eklenmistir.

3.1.6. Dimetil sulfoksid (DMSO - Sigma: D2650)
Dimetil siilfoksid, komet testinde lizing ¢o6zeltisinin hazirlanmasinda ve CBMN

tekniginde sitokalasin B’nin ¢oziilmesinde kullanilmistir.

@

S
HSC/ \CH3

Sekil 3.3. Dimetil Sulfoksit
3.1.7. Kolsisin (Sigma: C-9754)
Kolsisin (Colchicine), KKD tekniginde metafaz plaklarmin eldesi i¢in kiiltiir

sonlandirilmadan 2 saat once her bir kiiltiir tiiptinde 0.06 pg/ml olacak sekilde ilave

edilmistir.
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3.1.8. Serum (Sigma: N4637)
Yeni dogan dana serumu, Kiiltiir ortamini zenginlestirmek i¢in, KKD ve CBMN

tekniklerinde her bir kiiltiir ortamina 1 ml eklenmistir.

3.1.9. Medyum (RPMI 1640, Sigma: R8758)
CBMN ve KKD tekniklerinde kiiltiir ortaminda besiyeri olarak kullanilmistir.

3.1.10. Giemsa (Merck)
KKD ve CBMN tekniklerinde kullanilmak tizere Merck marka temin edilmistir. Her

iki teknikte de uygun tampon cozeltiler ile %5’lik hazirlanip kullanilmistir.

3.1.11. 5-Bromo-2-deoksiiiridin (BrdU -Sigma: B 5002 )
KKD tekniginde BrdUrd kardes kromatidlerin farkli boyanmasini saglamak amaciyla
kullanilmistir. BrdU her bir kiiltiir tiiptine 10 pg/ml olacak sekilde eklenmistir.

3.1.12. Etidyum bromiir (EtBr)

Komet tekniginde hiicrelerin boyanmasi i¢in 20 pg/ml olarak dH20 ile hazirlanmistir.

3.1.13. Hidrojen peroksit (H202)

Komet tekniginde pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

3.1.14. Entellan (Merck Cat. No. 7961)
Hazirlanan preparatlar1 daimi hale getirmek amaciyla lam ile lameli birbirlerine

yapistirmak i¢in kullanilan yapistiricidir.

3.1.15. Hipotonik ¢ozelti

dH20 ile hazirlanan 0.075 M potasyum Kloriir (KCI) hipotonik ¢ozelti olarak
kullanilmistir. CBMN tekniginde kiiltiiriin sonlandirilmasindan 1-2 saat once taze olarak
hazirlanan ¢6zelti buzdolabinda +4°C’da bekletilmis ve deney sirasinda soguk olarak
kullanilmistir. KKD tekniginde ise ayn1 sekilde hazirlanan KCI kiiltiirii sonlandirmadan 1-
2 saat once 37°C’da 1sitilip kullanilmistir.

3.1.16. Fiksatif
Fiksatif olarak CBMN tekniginde 7/1 oraninda metanol/glasiyal asetik asit karigimi

+4°C’da soguk olarak kullanilmigtir. Bu asamasinda kullanilan karisim her deneyden 6nce
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taze olarak hazirlanmigtir. KKD tekniginde ise 3/1 oraninda etanol/glasiyal asetik asit

karisimi oda 1sisinda ve yine her deney i¢in taze olarak hazirlanip kullanilmistir.

3.1.17. Sorenson tamponun hazirlanmasi
Yiiz ml distile su igerisine 0.2 gr Na2HPO4.12H>0 ile 0.1 gr KH2PO4 kullanilarak
hazirlanmistir (pH = 6,8). Hem KKD hem de CBMN tekniginde Sorenson tamponu,

%5’lik Giemsa boyanin hazirlanmasi i¢in kullanilmistir.

3.1.18. Lizing ¢ozeltisi (1L igin)

Komet tekniginde hiicreleri lizis etmek i¢in, lamlar 1 saat silireyle soguk lizing
¢ozeltisi i¢inde bekletilmistir. Cozelti; 2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris,10 gr
Lauril Sarkosinat ile hazirlanmigtir. Stok olarak hazirlanan bu ¢ozelti igine kullanilacagi
giin %1 Triton X-100 ve %10 DMSO eklenmistir.

3.1.19. Notralize ¢ozeltisi (1L icin)
Elektroforezden sonra jel pH’sinin nétralize edilmesi igin lamlar 15 dakika siire ile
bu ¢ozelti i¢inde bekletilmistir. Cozelti 0.4 M Tris 1L dH20 icinde ¢6ziilerek hazirlanmis

ve pH 7.5 olarak ayarlanmustir.

3.1.20. Elektroforez ¢ozeltisi (1L igin)

Hiicreler 25 dakika siire ile 25V, 300 mA akimda, hazirlanan soguk elektroforez
¢ozeltisi icinde komet olusumu ig¢in ylritilmustir. Cozelti; 10 N NaOH ve 200 mM
EDTA ile stok olarak hazirlamistir. Bu stoktan 30 ml NaOH ve 5 ml EDTA alinip dH20 ile

1 litreye tamamlanmustir.

3.1.21. Normal erime noktah agar (Invitrogen 16500-500)
Yiizde 1’lik olarak dH-O ile hazirlanan ¢ozelti, 1sitma tablasinda sicak iken lamlar
icine daldirilip alt yiizii 1slak pecete ile silinir ve 1 gece kurumaya birakilir. Lam kutularina

yerlestirilen lamlar uzun siire saklanabilir.

3.1.22. Diisiik erime noktah agar (Invitrogen 16520-100)
Yiizdel’lik olarak PBS ile hazirlanmistir. Kiigiik ependorf tiiplerine konularak
+4°C’de saklanmis ve kullanilacagi zaman mikrodalga firinda eritilip 37°C'da su

banyosuna alinmistir.
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3.2. Lamlarin Hazirlanmasi

KKD ve CBMN tekniklerinde kullanilacak Lamlar, %2’lik HCI asit ¢ozeltisinde 20
dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda 6nce musluk suyu ile sonra da 3-4 kez distile su ile
durulanan lamlar etiivde kurutularak kullanilacagi giine kadar -20°C’da salelerin icinde
bekletilmistir. Komet tekniginde kullanilacak lamlar ise, once %100’lik etanole

daldirilmis, kuruduktan sonra NMA ile kaplanarak kullanilmistir.

3.3. Deneylerde Kullanilan Ekipman

Laminarflow kabin
Mikropipet

Etiv

Santirfiij

Su banyosu

Sogutmali santrifiij

Isik mikroskobu (Ziess)
Floresan mikroskop (Zeiss)
pH metre

Otoklav

Hassas terazi

-20°C derin dondurucu
Steril kiiltiir tlipleri
Yatay elektroforez tanki

Vorteks
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3.4. Metod

Tez calismasi Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Insan Arastirmalar1 Etik Kurulu
tarafindan onaylanan belge ¢ercevesinde yiiriitiilmiistiir. Periferal lenfositlerin kullanildigi
in vitro galismalarda her bir deney igin saglikli 35 yas alti, sigara igmeyen iki farkli
donoriin kullanilmasi onerilmistir (Kirsch-Volders ve ark., 2003). Bu ¢alismada saglikl,
sigara icmeyen bir kadin (29 yasinda) ve bir erkekten (30 yasinda) alinan periferal kan
ornekleri kullanilmistir. Calismada genotoksik etkileri arastirilacak olan Cipralex ve

Sinequan adli ilaglar test maddeleri olarak kullaniimislardir.

3.4.1. Hiicre Kkiiltiirii tekrar
Her ii¢ teknik i¢inde, her dondr ve konsantrasyon i¢in birbirinin tekrar1 olan iki
deney hazirlanmistir. Her ii¢ teknige ait gergeklestirilen deneyler sematik olarak asagida

Ozetlenmistir.

1. Kisi 2 Kisi

1 Deney 2.Deney 1 Deney 2 Deney

AVEVAVEEERY AWWA

Her preparattan 1000

hiicre degerlendirildi

Sekil 3.4. CBMN tekniginin deney semesi

1. Kisi 2 Kisi

1 Denev 2 Deney 1. Deney 2 Deney

AVEVAVEEERY ARWA

Her bir preparattan 250
hiicre degerlendirildi

Sekil 3.5. Komet tekniginin deney semes1
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Kiiltiir Kaultiir

1. Kisi 2 Kisi
1 Deney 2.Deney 1Deney 2 Deney

Kaltiir

Her bir preparattan 25

metafaz degerlendirildi

Sekil 3.6. KKD tekniginin deney semast

3.4.2. Sitotoksisite ve konsantrasyonlarin belirlenmesi

Kirsch-Volders ve ark. (2003), sitokalasin-B‘nin kullanildigi ¢alismalarda
sitotoksisitenin  CBPI (sitokinezi bloklanmig proliferasyon indeksi) kullanilarak
belirlenmesi gerektigini bildirmislerdir. Bu dogrultuda ¢alismada tiim kiiltiirlerden elde
edilen CBPI sonuglari goz oniine alinarak sitotoksisiteleri hesaplanmistir. Kirsch-Volders
(2003)’a gore %50-60 diizeyinde sitotoksisite secilebilecek en yiiksek konsantrasyondur,

calisilacak konsantrasyonlarin bunun altinda, en az 3 konsantrasyon olmasi ve iki

konsantrasyon arasinda en fazla V10 kat fark bulunabilecegi bildirmistir.

Sitotoksisite icin yapilan 6n denemelerde 5, 10, 25, 50 ve 100 pg/ml’lik
konsantrasyonlar ¢aligildi. Cipralex igin 25 pg/ml’lik konsantrasyonda %35 olan
sitotoksisite 50 ug/ml’lik konsantrasyonda %80 bulunmustur. Sinequan i¢in 25 pg/ml’lik
konsantrasyonda %20 olan sitotoksisite, 50 upg/ml’lik konsantrasyonda %79 olarak
bulunmustur. Bu sonuglar 1s18inda ilaglarin  her ikisinin de 25-50 pg/ml’lik
konsantrasyonlar arasinda sitotoksik oldugu ve calisilacak konsantrasyonlarin 25
pg/ml’nin altinda olmasi gerktigine karar verilmistir. Sitotoksisite Lorge (2008)’ye gore

asagidaki formiil ile belirlenmistir.
Sitotoksisite = 100-100 [(CBPItest-1)/(CBPIkontrol-1)]

Ayrica, CBMN teknigine gore yukarida 6zetlendigi sekli ile belirlenen konsantrasyonlarin
KKD ve Komet teknikleri i¢in de kendi sitotoksisite testleri yapilmistir.
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3.4.3. CBPI’1n belirlenmesi

Kirsch-Volders ve ark. (2003), sitokalasin-B*“nin kullanildig1 in vitro g¢alismalarda
belirlenecek olan CBPI igin 500 hiicrenin sayilmasini Onermistir 6neri dogrultusunda
calismada her bir konsantrasyon degeri ig¢in 500 hiicre degerlendirilerek CBPI
belirlenmistir. CBPI, asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir (Fenech, 2000).

CBPI=[M1*1+M2*2+M3*3+M4*4]/500

M1: tek ¢ekirdekli hiicre sayisi, M2: iki ¢ekirdekli hiicre sayis1, M3: Ug cekirdekli hiicre
sayisi, M4: Dort ¢ekirdekli hiicre sayisi.

3.5. CBMN (Sitokinezi Bloke Edilmis Mikroniikleus Teknigi)

In vitro kosullarda hazirlanan periferal lenfosit kiiltlirii Fenech ve Morley (1985)
tarafindan gelistirilen yontemin kiiclik degisikliklerle mevcut laboratuvar sartlarina uygun
hale getirilerek uygulanmistir. Goniillii dondrlerden steril tek kullamimlik enjektorlerle
alman kan oOrnekleri heparinli tiiplere aktarilmistir. Kiiltiiriin kurulacagi steril kabin
calismaya baslamadan 6nce ¢alisma ylizeyi %70’lik alkol ile silinmis ve 1-2 saat énce UV
lambalar1 agilarak galigmaya hazir hale getirilmistir. Calismada degerlendirilen iki ilaca ait
deney ve tekrarlar1 icin; steril kiiltiir tiiplerine 0.5 ml kan 6rnegi, 4 ml besiyeri (RPMI
1640) ve 1 ml serum ve 0.2 ml PHA eklenmistir. Yirmidort saatlik etkisi denenecek olan
ilaglar, belirlenen konsantrasyonlarda 48. saatte kiiltiire eklenmistir. Kiiltiirtin 44. saatinde
kiiltiir ortamindaki konsantrasyonu 6 pg/ml olacak sekilde sitokalasin-B eklenmistir.
Yetmisikinci saatin sonunda kiiltir 7 dakika 1200 rpm’de santrifiij edilerek
sonlandirilmistir ve siipernatanlar1 atilmistir. +4°C’da sogutulmus KCI’den her kiiltiir
tipiine 7 ml damlatilmis ve 5 dakika 1000 rpm’de santrifiij edilmis ve sonrasinda
sipernatanlar1 atilmisgtir. Hipotonik muameleden sonra 7/1 soguk metanol-glasial asetik
asit karisimindan damla damla tiiplere 7’ser ml eklenmis ve hiicreler 1200 rpm’de 7 dakika
santrifiij edilmislerdir. Bu yikama islemi 3 defa tekrarlanmis ve her seferinde distteki
slipernatan atilmis ve en son asamada tiiplin dibinde kalan lenfositler pipetaj yapilarak
soguk lamlarin iizerine damlatilmislardir. Oda sicakliginda kurumaya birakilan preparatlar
her deney i¢in taze olarak hazirlanan %5’lik Giemsa boyasi ile 5 dakika siireyle
boyanmislardir. Boyama isleminden sonra preparatlar oda sicakliginda kurutulup, entellan

ile kapatilmis ve daimi hale getirilmiglerdir.
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Sekil 3.7. CBMN teknigi semasi1 (Mateuca, 2006).

3.5.1. Coziicii ve pozitif kontrollerin belirlenmesi

Genotoksik potansiyelini arastirdigimiz ilaglardan Cipralex sivi formda temin
edilmis dolayis1 ile herhangi bir ¢oziicii kullanilmamistir. Cipralex ile yapilan tiim
deneylerde negatif kontrole hicbir ekleme yapilmamistir. Sinequan ise dH20 ile ¢oziilmiis
ve Sinequan’in denendigi tlim deneylerde negatif kontrole ¢oziicii olan dH20 eklenmistir.
Tiim deneylerde pozitif kontrol olarak MMC kullanilmistir. Yapilan 6n denemelerde 1
pg/ml’lik MMC’nin anlamli derecede MN olusturdugu goriilmiis ve tiim deneylerde 1
png/ml MMC pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

3.5.2. MN sikhiginin belirlenmesi

Entellan ile kapatilarak daimi hale getirilen preparatlarin degerlendirilmesi Zeiss
marka binokiiler 1s1tk mikroskobunda 1000X biyiitme ile yapilmistir. Farkli kisilerin
incelemelerinden dogacak hatalar1 ortadan kaldirmak igin biitiin preparatlar ayni kisi
tarafindan sayilmistir. Kirsch-Volders ve ark. (2003)’a gore calismada her bir ilacin
denenen konsantrasyonlar: iki sefer kiiltiire edilmistir. Her konsantrasyon ve tekrarindan
4000 iki gekirdekli hiicre degerlendirilmis sonug olarak bir kisiye ait kan 6rneklerinde, bir

konsantrasyon i¢in 8000 iki ¢ekirdekli hiicre degerlendirilmistir.
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Sekil 3.8. MN’li biniikleat lenfositler, MN: _-¥

Sekil 3.9. 1, 2, 3, ve 4 ¢ekirdekli lenfositler
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3.6. KKD (Kardes Kromatid Degisimi)

Tez ¢alismasinda KKD tekniginde lenfosit kiiltlirii Moorhead ve ark. (1960)’a gore
kiiciik degisiklikler uygulanarak yapilmistir. Goniillii donorlerden alinan kan 6rnekleri
heparinli tiiplere aktarilmistir. Kiiltiirtin kurulacag steril kabin ¢alismaya baglamadan 6nce
%70’lik alkol ile silinmis ve 1-2 saat dnce UV lambalan agilarak caligmaya hazir hale
getirilmistir. Calismada degerlendirilen iki ila¢g ve tiim konsantrasyonlar i¢in hazirlanan
deneyler ve deney tekrarlari igin; steril kiiltiir tiiplerine 0,5 ml kan 6rnegi, 4 ml besiyeri ve
1 ml serum, 0.2 ml PHA ve 10 pg/ml BrdU eklenmistir. Kiiltiir tiipleri aliiminyum folyo ile
kaplandiktan sonra karanlik ortamda 37°C’da inkiibasyona birakilmigtir. Yirmidort saatlik
etkisi denenecek olan ilaglar belirlenen konsantrasyonlarda 48. saatte kiiltiire eklenmistir.
Yetmisinci saatte 0.06 pg/ml kolsisin eklenmis ve 72. saatin sonunda kiiltiir
sonlandirilmistir. Hiicreler 7 dakika 1200 rpm’de santrifiij edilmis ve siipernatanlar1 ayri
pastor pipetleri kullanilarak atilmistir. +37°C’de 1-2 saat 1sitilmig KCl’den her kiiltiir
tiiptine 7 ml damlatilmis ve 37°C’de 8 dakika bekletilmistir (hipotonik ¢ozelti igerisinde 8,
10 ve 12 dakika bekletme denenmis ve en iyi sonug¢ 8 dakikada alinmistir). Daha sonra 5
dakika 1000 rpm’de santrifiij edilmislerdir. Bu asamadan sonra siipernatanlar1 atilmis ve
oda sicakliginda 3/1 metanol-glasial asetik asit karisimindan damla damla tiiplere eklenmis
ve hiicreler 1200 rpm’de 7 dakika santrifilij edilmislerdir. Bu asama 3 defa tekrarlanmis ve
en son asamada tiipilin dibinde kalan lenfositler pipetaj yapilarak buz sogugundaki lamlarin
tizerine 30 cm yiiksekten damlatilip preparatlar 1-2 giin oda 1sisinda eskitilmistir (boyama
isleminin 1-2 giinliik eskitmeden hemen sonra yapilmasi kardes kromatidler arasindaki
kontrast farki agisindan en iyi sonucu vermistir). Daha sonra preparatlar Perry ve Wolf
(1974)’a gore EPA (1996)’'nin da onerdigi FPG teknigi ile boyanmistir. Kuruyan
preparatlar 1sinlama kabina konarak tizeri bir film seklinde Sorensen tamponu (pH 6.8) ile
ortiilecek sekilde kapatilmistir. Preparatlar, karanlikta Sorenson tamponu iginde 15 cm
mesafeden 30 W’lik 254 nm dalga boyunda 151k yayabilen utraviole lambasi ile 30 dakika
isinlanmustir. Isinlama bittikten sonra preparatlar 1 X SSC eriyigi igerisinde 58-60 °C’de
60 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda preparatlar taze hazirlanmis
%35’lik Giemsa boyasi ile 5 dakika boyanmistir (Giemsa boyama %S5, 2 ve 10’luk Giemsa
ile 5 ve 10 dakikalik siirelerde denenmis ve en iyi sonug¢ %5’lik Giemsa ile 5 dakikada

alinmustir).
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3.6.1. Mitotik indeksin (M1) belirlenmesi

Mitotik indeksin tespit edilmesi amaciyla biitin uygulamalar i¢in kadin ve erkek
bireye ait preparatlarin her birinden 1000’er hiicre incelenmis ve bu hiicreler iginde
metafaz evresindeki hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina orami yiizde cinsinden

hesaplanmustir.

3.6.2. Proliferasyon indeksinin (PIl) saptanmasi
PI'nin belirlenmesi i¢in 100 hiicre degerlendirilmis ve M1, M2, M3 evresindeki

metafazlar sayilarak asagidaki formiil ile hesaplamasi yapilmistir.
PI=M1*1+M2*2+M3*3/N

M1: Birinci mitozu gegiren hiicrelerin sayis1, M2: ikinci mitozu gegiren hiicrelerin sayzs,

M3: Ugiincii mitozu gegiren hiicrelerin sayisi. N: Degerlendirilen hiicre sayisi

Birinci, ikinci ve iiglincli metafaz plaklari, Topaktas ve Speit (1990)’e gore ayirt
edilmistir. Timin analogu olan 5-BrdU, kiiltiir ortamina eklendiginde, DNA replikasyonu
sirasinda (birinci S fazinda) yeni sentezlenen DNA ipligi i¢ine timin yerine ortamda
bulunan 5-BrdU gecer. Tek bir DNA ipligi 5-BrdU aldigindan kromozomlarin her iki kolu
koyu renkte boyanir. Bu hiicreler birinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerdir (M1). Birinci
mitoz boliinmeyi gegiren hiicrelerden meydana gelen yavru hiicreler tekrar S fazina
girdiklerinde (5-BrdU’li ortamda ikinci S fazi) timin igeren DNA ipligine es olarak
sentezlenen yeni DNA ipliginde 5-BrdU yer alir. Bu iki poliniikleotid ipligi bir
kromozomun koyu boyanan kromatidini olusturur. 5-BrdU igeren iplige es olarak
sentezlenen yeni iplige de 5-BrdU girer ve bir kromatidi olusturan iki poliniikleotid ipligi
de 5-BrdU igereceginden bu kromatid, ayn1 kromozomun agik boyanan kromatidini
olusturur. Iste bu hiicrenin metafaz devresinde kromozomlarinin kromatidlerinden birisi
koyu digeri agik renkte boyanir. Bunlar da ikinci mitoz boliinmeyi geciren hiicrelerdir
(M2). Bu hiicreler de tekrar S fazina girdiginde (5-BrdU’lu ortamda iiglincii S fazi) agik
boyali kromatitden her iki kolu da a¢ik boyanmis kromozom, koyu boyali kromatitten ise
bir kolu ag¢ik diger kolu koyu boyanan kromozomlar meydana gelir. Sonug olarak ti¢lincii
mitoz boliinmeyi gegiren (M3) bu hiicrelerin metafaz plaginda hem her iki kolu agik
boyanmis hem de bir kolu agik bir kolu koyu boyanmis kromozomlar goriiniir. M1, M2 ve

M3 bu sekilde ayirt edilerek PI hesaplanmuistir.
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3.6.3. KKD sayisimin belirlenmesi

Hiicre sayimlar1 1000X biiyilitme ile yapilmistir. Calismada Zeiss marka binokiiler
151k mikroskop kullanilmistir. Giivenilir veriler elde edebilmek i¢in tiim mikroskobik
degerlendirme ayni kisi tarafindan yapilmistir. KKD sayisini1 belirlemek i¢in, iyi dagilmis
ve =+ 2 kromozom igeren 46 sentromerli 25 metafaz her bir donor ve deney igin
degerlendirilmistir (OECD, 1986). Toplamda paralel deneyler ile beraber her bir dondr ve
konsantrasyon i¢in 50 metafaz degerlendirilmistir. KKD sayis1 Topaktas ve Speit (1990)’e
gore farkli boyanmis kromozom kollarindaki degisimlerin sayilmasiyla belirlenmistir.
Ugtan parga degisimi olmus ise 1 KKD olarak sayilmistir, ortadan gergeklesen degisimler
2 KKD olarak sayilmistir. Ancak bu incelemeler esnasinda kromatidlerin primer bogum
bolgelerinden doniim yapip yapmadiklarina dikkat edilmistir. Bu gibi durumlar KKD

olarak degerlendirilmemistir.

(<
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Sekil 3.10. KKD sayiminin sematik goriiniimii (Topaktas ve Speit,1990)
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Sekil 3.11. M1 asamasindaki metafaz plagi

Sekil 3.12. M2 asamasindaki metafaz plagi, KKD: ¥
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Sekil 3.13. M3 asamasindaki metafaz plag

3.7. KOMET (Tek Hiicre Alkali Jel Elektroforez Yontemi)

Tez ¢aligmasinda komet teknigi, ITRC’nin (Industrial Toxicology Research Centre)
komet protokolii mevcut laboratuvar kosullarma gore kiigiik degisikliklerle uygulanmistir
(Dhawan ve ark., nd). Goniillii donorlerden alinan kan oOrnekleri heparinli tiiplere
aktarilmistir. Histopaque ile izole edilen lenfositlerin thoma laminda sayim yapilarak hiicre
ana stogundaki hiicre miktar1 belirlenmistir. Test edilecek kimyasallarin her bir
konsantrasyonu i¢in hazirlanacak kiiltiiriin ml’sinde 10° hiicre olacak sekilde ana stoktan
kiiltire eklenecek hiicre miktart belirlenmistir. Hiicrelerle birlikte test edilecek kimyasallar
1 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Pozitif kontrol i¢in hiicreler 100 uM hidrojen peroksit
(H20y) ile 5dakika buz iizerinde inkiibe edilmistir. 1saatin sonunda pozitif kontrol ve diger
hiicreler sogutmali mikrosantirfiijde +4°C’da 2500 rpm’de 3 kez 5’er dakika soguk PBS ile
yikanmigtir. Onceden agar kaplanip hazirlanmis lamlarim {izerine, LMA ve hiicre karigimi
damlatilmis ve iizeri lamel ile kapatilmistir. +4°C’da agar donana kadar 5-10 dakika
beklenmistir, bu asamadan sonra tamamen karanlik ortamda calisilmistir. Agar donduktan
sonra iizerindeki lameller kaldirilmis ve lamlar saleler i¢inde sogutulan lizing ¢ozeltisi
icine konularak 1 saat beklenmistir. Lizing asamasindan sonra 6nceden hazirlanmis ve

sogutulmus elektroforez ¢ozeltisi iginde 20 dakika yine karanlikta beklenmis ardinda
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elektroforez agamasina gecilmistir. Cozelti icinden alinan lamlar yatay elektrforez tankina
yerlestirilmis buz sogugunda elektroforez ¢ozeltisi iginde ve karanlikta 20 dakika 300 mA
ve 25V ta ylriitiilmiustiir. Elektroforez asamasindan sonra karanlikta ¢alisma zorunlulugu
kalmamistir. Bu asamadan sonra notralize ¢ozeltisine alinan lamlar 15 dakika bekletilmis
ardindan 15 dakika absolii etanolde bekletilen lamlar oda sicakliginda kurutulmustur.
Yirmi pg/ml EtBr ile 5 dakika boyanip Zeiss marka floresan mikroskopta degerlendirmeler

yapilmustir.

3.7.1. Sitotoksisitenin belirlenmesi

Test maddesi ile hiicrelerin 1 saatlik inkiibasyonu sonunda, 10 hiicre/ml olan kiiltiir
tiiplerinden 10 pl hiicre alinip, 5 pl trypan blue karistirilmis ve iizerine lamel kapatilip 2
dakika beklenmistir. Daha sonra 151k mikroskobunda 100 tane hiicre degerlendirilmis mavi
boya alanlar 6lii, boya almayanlar ise canli olarak degerlendirilerek canlilik yiizdesi tespit
edilmistir. Andersan (1998)’a gore sitotoksisiteden dogacak yanlig kometlerin Oniine
gecebilmek icin trypan blue ile yapilan sitotoksisite degerlendirilmesinde canlilik %75 ve
tizerinde olmalidir. Calismada denenecek konsantrasyonlarin sitotoksisiteleri ayri ayri

yapilmis ve tiim konsantrasyonlarda %75 ve {lizeri canlilik oldugu goriilmiistiir.

3.7.2. Pozitif kontrol

Hidrojen peroksit (100uM) komet tekniginde pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
Hiicreler buz iizerinde 5 dakika hidrojen peroksit ile muamele edildikten sonra sogutmali
mikrosantirfiijde 2500 rpm’de soguk PBS ile 2 kez yikandiktan sonra diger hiicrelerle

beraber lamlara gomme islemine ge¢ilmistir.

3.7.3. Mikroskobik degerlendirme

Kisiye bagli sayim farkliliklarini elimine etmek i¢in tim mikroskobik degerlendirme
ayni kisi tarafindan yapilmigtir. Gorsel analiz ile gergeklestirilen sayimlarda, kometler
DNA go¢ uzunluguna gore 5 kategoride (0-4) belirlenmistir. iki tekrarli gerceklestirilen
deneylerden her konsantrasyon igin her tekrardan 500 hiicre toplam 1000 hiicre
degerlendirilmistir. Her konsantrasyon i¢in arbitrary unit asagidaki formiil ile

hesaplanmistir (Collins, 2004).

AU=0xA+1xB+2xC+3xD+4xE/N
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A: Hasarsiz hiicre, B: Birinci dereceden yiiriimiis hiicre sayisi, C: Ikinci dereceden
yiiriimiis hiicre sayis1, D: Ugiincii dereceden yiiriimiis hiicre sayisi, E: Dérdiincii dereceden

yiirtimiis hiicre sayis1, N: Toplam degerlendirilen hiicre sayisi.

Hi¢ ylirlimenin olmadig1 parlak bagl yapilar olarak goriilen saglam c¢ekirdekler 0O
kategorisinde degerlendirilmistir. Cok kiigiikbagli uzun kuyruklu g¢ekirdekler ise 4.
dereceden hasar olarak degerlendirilmistir. O ile 4. derece yiirlime arasinda kalan kuyruk

uzunluklari, 1-2-3 olarak derecelendirilip degerlendirilmistir (Daulias ve ark., 2001).

3.8. Istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen veriler normal dagilim géstermedigi igin nonparametrik test
olan Kruskal Wallis H testi uygulanarak konsantrasyonlar arasi genotoksisite ve
sitotoksisite medyan degerleri karsilastirilmigtir. Negatif ve pozitif kontrol degerleri Mann-
Whitney U testi uygulanarak karsilastirilmistir. Uygulanan ilag konsantrasyonlari ile
genotoksisite ve sitotoksisite degerleri arasindaki iliski ¢oklu lineer regresyon analizi

uygulanarak degerlendirilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. insan periferal lenfositlerinde CBMN teknigi ile elde Edilen bulgular

4.1.1.1. Cipralex

Cipralex’in, kadin dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde olusturdugu %.MNL
(mikronukleus sayisi), BNMN (Mikronukleus i¢eren binukleat hiicre sayisi) frekanslari
CBPI ve sitotoksisiteyi gosteren oranlar ¢izelge 4.1°’de verilmistir. Degerlendirilen tiim
konsantrasyonlarda olusan %oMNL frekanslarinin negatif kontrole gore arttig1 gorilmiistiir.
flag ayn1 sekilde erkek dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde de MN olusumuna
neden olmustur tiim konsantrasyonlarda olusan %o, MNL frekanslarinin negatif kontrole
gore arttig1 goriilmistiir. Erkek donére ait elde edilen veriler Cizelge 4.2°de sunulmustur.
Tedavi amaci ile kullanilan Cipralex’in, insan periferal kan lenfositlerinde genotoksik bir
potansiyele sahip olup olmadigmin degerlendirilmesi i¢in her iki dondrden her
konsantrasyon i¢in toplam 8000 BN hiicre sayilmis ve incelenen parametrelere iliskin elde
edilen veriler gizelge 4.3’de verilmistir. Cipralex’in ¢alisilan her bir konsantrasyonun

neden oldugu %o MNL frekanslar1 negatif kontrolden daha yiiksek bulunmustur.
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Cipralex’e ait, negatif kontrol ve pozitif kontrol MN verileri Mann Whitney U testi
ile karsilastirilmis ve her iki grup medyan degerleri arasindaki farkin istatistiksel olarak

ileri derecede anlamli oldugu bulunmustur (p<0.000).

0 80 F ]
‘_§ i —T— ]
560 - | 1]
:_%: r [ i | ]
Hesi | 1
240 [ .
= i ]
S i ]
x 20 | _
g O —L— . ]
B _ 1 ]

0o | ]

NK PK

Sekil 4.1. Cipralex NK ve PK medyan degerleri Mann Whitney U testi.NK: negatif kontrol, PK:
pozitif kontrol (MMC), MN: mikroniileus

Negatif kontrole ve MMC’ye ait CBPI medyan degerleri Mann Whitney U testi ile

karsilastirilmis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0.05).

1.9

1.8

1.7

CBPI

1.6

15

14

13
NK PK

Sekil 4.2. Cipralex NK ve PK sitotoksisite Mann Whitney U testi. NK: negatif kontrol, PK: pozitif
kontrol (MMC), CBPI: sitokinezi bloklanmis proliferasyon indeksi

Ilacin c¢alisilan konsantrasyonlarda olusturdugu sitotoksisite ve kontrol gurubu Kruskal-

Wallis H testi ile karsilastirilmig ve istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0.05).
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Cizelge 4.4. Cipralex konsantrasyon ve CBPI Kruskal Wallis H testi sayisal verileri

Konsantrasyon Ornek hacmi Ortalama Degisme

(ug/ml)

NK 2 7.50

1 2 4.75

2.5 2 4.50

5 2 6.25

10 2 4.50

P=0.81
19 | ]
18 | ‘ ]

ceAt’ | l_ |
1.6} I
15 | ]
14 | ]
13 -
Kontrol 1 2,5 5 10

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.3. Cipralex konsantrasyon ve CBPI Kruskal Wallis H testi. CBPI: Sitokinezi bloklanmis
proliferasyon indeksi

Konsantrasyon artis1 ile CBPI degerlerindeki azalma arasindaki iligki ¢oklu lineer regresyon

analizi ile ¢alisilmis ve aralarinda korelasyon bulunmamistir (r=0.48, p>0.05).
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1.74
1.7
cBAI.66
1.6 =
1,58

= 1 =sqrt(2,83566 - 0,0912603*sqrt(Doz =

1.5
0 2 4 6 8 10
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.4.Cipralex doz ve CBPI arasi regresyon analizi. CBPI: Sitokinezi bloklanmig proliferasyon

indeksi

Yapilan Kruskal-Wallis H testi sonuglarina gore konsantrasyon artiglarinin %, MNL

degerinde olusturduklar artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).

Cizelge 4.5. Cipralex MN konsantrasyon iliskisi Kruskal-Wallis H testi sayisal verileri

Konsantrasyon Ornek Hacmi Ortalama degisme

(pg/ml)

Kontrol 8 15.1

1 8 18.2

2.5 8 21.5

5 8 22.8

10 8 24.7

P-Value = 0.49
024 F —|- 7
220 T T .
b [ o prm L |
212 F[ . : 3
e T L]
Z C 1
= C 3

o

Kontrol 1 2,5 5 10
Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.5. Cipralex MN konsantrasyon iliskisi. MN: mikroniikleus
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Konsantrasyon artist ile MN artis1 arasindaki iligki, regresyon analizi ile incelenmis ve

aralarinda pozitif korelasyon bulunmustur (r=0.97, p<0.05).

16
15
14
13

MN/8000 biniikleat hiicre

12 MN = sqrt(129,315 + 34,9326*sqrt(Doz))

11

[N
o

4 6 8

Konsantrasyon (pg/ml)

o |
N

Sekil 4.6. Cipralex, MN konsantrasyon arasindaki regresyon analizi. MN: mikroniikleus

4.1.1.2. Sinequan

Sinequan’in, kadin dondrden alinan periferal kan lenfositlerinde olusturdugu %o
MNL (mikronukleus sayisi), BNMN (Mikronukleus iceren binukleat hiicre sayisi)
frekanslart CBPI ve sitotoksisiteyi gosteren oranlar ¢izelge 4.6’da verilmistir.
Degerlendirilen tiim konsantrasyonlarda olusan %o MNL frekanslarinin negatif kontrole
gore arttign goriilmiistiir. Ilag aym sekilde erkek dondrden alman periferal kan
lenfositlerinde de MN olusumuna neden olmustur ve tiim konsantrasyonlarda olusan %o
MNL frekanslarinin negatif kontrole gore arttig1 goriilmiistiir. Erkek dondre ait elde edilen
veriler Cizelge 4.7°de sunulmustur. Sinequan’in, insan periferal kan lenfositlerinde
genotoksik potansiyelinin ortaya konulmasi i¢in her iki donérden her bir konsantrasyon
i¢cin toplam 8000 BN hiicre sayilmis ve incelenen parametrelere iliskin elde edilen veriler

cizelge 4.8’de verilmistir.
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Sinequan negatif kontrol ve pozitif kontrole MN medyan degerleri Mann Whitney U
testi ile karsilagtirllmis ve ortalama degerler arasindaki fark istatistiksel olarak ileri

derecede anlamli bulunmustur (p<0.000).

80 F =
o L ]
:g o
jc_, 60 - n
1] 3 +
(<5} L ]
Z 40 ]
S 3 ]
g8 | ]
© 20 -
E L L l ]
0 - -
NK PK

Sekil 4.7. Sinequan, NK ve PK, MN medyan degerleri Mann Whitney U testi. NK:Negatif kontrol,
PK: Pozitif kontrol (MMC), MN: mikroniileus

Negatif kontrol ve pozitif kontrole ait CBPI medyan degerleri Mann Whitney U testi

ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir (p>0.05).

21 T

19 [ ]
CBP L[ ]
17 1 ]

15 |

1.3
NK PK

Sekil 4.8. Sinequan NK ve PK, CBPI medyan degerleri Mann Whitney U testi. NK: negatif
kontrol, PK: pozitif kontrol (MMC), CBPI: sitokinezi bloklanmig proliferasyon indeksi

[lacin ¢alisilan konsantrasyonlarda olusturdugu sitotoksisite Kruskal Wallis H testi
ile test edilmis ve konsantrasyonlar arasi sitotoksisite bakimindan istatistiksel olarak

anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0.05).
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Cizelge 4.9. Sinequan konsantrasyon CBPI arasindaki Kruskal Wallis H testi sayisal verileri

Konsantrasyon (pug/ml) Ornek Hacmi Ortalama Degisme

Kontrol 2 7.5

1 2 5.0

2.5 2 5.0

5 2 55

10 2 4.5

P=0.87

CBR) é_ —
17
15 i}
Kontrol 1 2,5 5 10

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.9. Sinequan konsantrasyon CBPI arasindaki Kruskal-Wallis H testi. CBPI: Sitokinezi

bloklanmisg proliferasyon indeksi

Konsantrasyon artis1 ile CBPI degerlerindeki azalma arasindaki iliski ¢oklu lineer
regresyon analizi ile galisilmis ve aralarinda negatif korelasyon bulunmustur (r= -0.93,
p<0.05).
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1.78
1.75
1.72
1.69
1.66
1.63

1.6

CBPI

BPI = 1/(0,570182 + 0,0101652*sqrt(Doz))

4 6 8 10

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.10.Sinequan, Konsantrasyon CBPI regresyon analizi

Sinequan’in her bir konsantrasyonunun neden oldugu %o MNL frekanslar1 negatif

kontrolden daha yiiksek bulunmustur. Ancak yapilan Kruskal Wallis H testi sonuglarina

gore konsantrasyon artislarinin %o MNL degerinde olusturduklari artis istatistiksel olarak

anlamli bulunmamistir (p>0.05), buna karsin regresyon analizi ile incelenen konsantrasyon

artig1 ile MN artis1 arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (r=0.96, p<0.01).

Cizelge 4.10. Sinequan, konsantrasyon MN iligkisi Kruskal Wallis H testi sayisal verileri

Konsantrasyon (pg/ml) Ornek Hacmi Ortalama Degisme
Kontrol 8 12.2

1 8 19.3

2.5 8 20.5

5 8 255

10 8 24.9

P-Value = 0.14
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Sekil 4.11. Sinequan, konsantrasyon MN iliskisi. MN: mikroniikleus

215 | -
=14 3
R= r ]
o - -
813 3
2 C .
§ 12 F MN = sqrt(144,806 + 35,1173*sqrt(Doz)) 3
11 -_I 1 I 1 I I I 1 I I I 1 I I__

0 2 4 6 8 10

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.12. Sinequan konsantrasyon MN regresyon analizi

4.1.2. Insan periferal lenfositlerinde KKD teknigi ile elde edilen bulgular

4.1.2.1. Cipralex

Kadin dondre ait PI, MI ve KKD/M verileri ¢izelge 4.11°de,erkek dondre ait tim
veriler ise ¢izelge 4.12°de sunulmustur. Hem erkek hem de kadin donérden alinan periferal
kan lenfositlerinde, ilacin biitlin konsantrasyonlarinda metafaz basina diisen KKD
sayisinda negatif kontrole gore konsantrasyona baglt artis gdzlenmistir. Cipralex’in, KKD
teknigi ile insan periferal kan lenfositlerinde genotoksik potansiyelinin ortaya konulmasi
icin 100 metafaz sayillmis ve incelenen parametrelere iliskin elde edilen veriler ¢izelge

4.13°de verilmistir.
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Cizelge 4.11. Cipralex’in kadin periferal kan 6rneklerinde olusturdugu KKD/M, PI, MI degerleri

Konsantrasyon Min/Max Toplam TOP  KKD/M#SS M1 M2 M3 Pl MI
KKD Metafaz KKD

MMC 13-40 50 1320 26.4 29 66 6 180 467
NK 0-5 50 125 25040.14 20 81 4 180 471
1 pg/ml 0-6 50 116 2324028 34 62 6 170 472
2,5 ng/ml 0-8 50 139 2784036 32 67 5 170 4.62
5 pg/ml 1-6 50 148 2964033 27 69 6 180 4.80
10 pg/ml 1-8 50 154 3.08#033 35 67 4 170 4.63

MI: Mitotik indeks, PI: Proliferasyon indeksi, KKD/M: Metafaz basina kardes kromatid sayisi,
M1:1. Mitoz, M2: 2. Mitoz, M3: 3. Mitoz, MMC: Mitomisin C, NK, Negatif kontrol, SS: standard

Cizelge 4.12. Cipralex’in erkek dondrden alinan periferal kan orneklerinde olusturdugu KKD/M,
PI, MI degerleri

Konsantrasyon Min/Max Toplam Top KKD/M+SS M1 M2 M3 PI MI
KKD Metafaz KKD

MMC 10-41 50 965 19.3 46 55 4 168 4.00
NK 0-5 50 95 1.90+0.14 52 42 8 162 6.02
1 pg/ml 0-7 50 135 2.7040.14 35 60 5 170 556
2.5 ug/ml 1-8 50 147 294+0.19 42 50 8 166 5.79
5 pg/ml 0-7 50 153 3.06£025 49 52 9 162 5.14
10 pg/ml 0-7 50 180 3.60+0.05 32 55 14 182 458

MI: Mitotik indeks, PI: Proliferasyon indeksi, KKD/M: Metafaz basina kardes kromatid sayisi,
M1:1. Mitoz, M2: 2. Mitoz, M3: 3. Mitoz, NK: Negatif kontrol, MMC: Mitomisin C, SS: standard

sapma
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Cizelge 4.13. Cipralex’in her iki donére ait periferal kan drneklerinde olusturdugu KKD/M, PI, MI

degerleri

Konsatrasyonlar 1. Deney KKD/M 2. Deney KKD/M Ortalama KKD/M+SS Pl Ml

MMC 23.52 22.3 22.9 1.74 4.34
NK 2.30 2.10 2.20+0.36 1.70 5.40
1 pg/ml 2.46 2.56 2.51+0.28 1.70 5.10
2.5 ug/ml 3.06 2.66 2.86+0.25 1.70 5.20
5 pg/ml 3.22 2.80 3.01+0.25 1.70 5.00
10 pg/ml 3.20 3.48 3.34+0.36 1.80 4.60

MI: Mitotik indeks, PI: Proliferasyon indeksi, KKD/M: Metafaz basina ortalama kardes kromatid

sayist, NK: Negatif kontrol, MMC: Mitomisin C

Pozitif kontroliin (MMC) olusturdugu metafaz basina diisen KKD sayis1 medyan
degerleri, Mann Withney U testi ile negatif kontrolle karsilagtirilmis ve artis istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

KKD/M

Sekil 4.13. Cipralex, KKD/M NK ve PK medyan degerleri Mann Withney U testi
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kontrol, PK: pozitif kontrol, KKD/M: metafaz basina KKD sayisi

. NK: negatif

Negatif kontrole ve MMC’ye ait Pl medyan degerleri Mann Withney U testi ile

karsilastirilmis ve istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0.05)
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Sekil 4.14. Cipralex’in NK ve PK Pl medyan degerleri Mann Withney U testi. NK: negatif kontrol,
PK: pozitif kontrol, PI: proliferasyon indeksi

flacin ¢alisilan konsantrasyonlarda olusturdugu sitotoksisite ve kontrol gurubu
Kruskal Wallis H testi ile karsilastirilmis ve konsantrasyonlar arasi medyan degerleri

bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir sitotoksisite tespit edilmemistir (p>0.05).

Cizelge 4.14. Cipralex’in konsantrasyon PI iliskisi Kruskal-Wallis H testi sayisal verileri

Konsantrasyon Ornek Hacmi Ortalam Degisme
(pg/ml)

Kontrol 2 5.75

1 2 6.00

2.5 2 4.00

5 2 4.75

10 2 7.00

P=0.87

Konsantrasyon artisi ile sitotoksisite arasindaki iliski ¢oklu lineer regresyon analizi

ile ¢alisilmis ve aralarinda korelasyon tespit edilememistir (p>0.05, r=0.78).
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Sekil 4.15. Cipralex’in konsantrasyon PI iliskisi PI: proliferasyon indeksi
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Sekil 4.16. Cipralex’in konsantrasyon Pl regresyon analizi. PI: proliferasyon indeksi

Negatif kontrol ve pozitif kontrol (MMC) MI (mitotik indeks) medyan degerleri
Mann Whithney U testi ile karsilastirilmig ve istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit
edilememistir (p>0.05)
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Sekil 4.17. Cipralex MI, NK PK medyan degerleri Mann Withney U testi. NK: negatif kontrol, PK:
pozitif kontrol, MI: mitotik indeks

MI bakimindan ¢alisilan dozlarin medyan degerleri Kruskal Wallis H testi ile test
edilmis konsantrasyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmemistir
(p>0.05).

Cizelge 4.15. Cipralex konsantrasyon MI Kruskal Wallis H testi sayisal verileri

Konsantrasyon (pg/ml) Ornek Hacmi Ortalama Degisme
Kontrol 2 7.00

1 2 6.50

2.5 2 5.50

5 2 6.50

10 2 2.00

P-Value = 0.46
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Sekil 4.18. Cipralex konsantrasyon MI Kruskal Wallis H testi. MI: mitotik indeks
Konsantrasyon artis1 ile MI arasindaki iliski ¢oklu lineer regresyon analizi ile

degerlendirilmis ve aralarinda istatistiksel olarak olduk¢a anlamli negatif bir iliski

bulunmustur (p<0.01, r=-0.97).
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MI = 1/(0,187607 + 0,00288641*Doz)
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Sekil 4.19. Cipralex’in konsantrasyon MI regresyon analizi. MI: mitotik indeksi

Cipralex ilacinin metafaz basma diisen KKD sayisinda meydana getirdigi artis,
Kruskal Wallis H gurup degerlendirmesine gore konsantrasyonlar arasinda medyan

degerleri bakimindan istatistiksel olarak olduk¢a anlamli bulunmustur (p<0.01)
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Cizelge 4.16. Cipralex’in konsantrasyon KKD/M Kruskal Wallis H testi sayisal verileri

Konsantrasyon (ug/ml) Ornek Hacmi Ortalama Degisme
Kontrol 4 3.62
1 4 6.62
2.5 4 11.2
5 4 13.7
10 4 17.2
P =0,008
38 | —
KKD/M >4 _ — : _
2 | . B EE
26 [ . ]
22 | L 1
18 -
Kontrol 1 nr " 10

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.20. Cipralex konsantrasyon- KKD/M Kruskal Wallis H testi

Konsantrasyon artigi ile KKD/M arasindaki iliski ¢oklu lineer regresyon analizi ile

calisilmig ve aralarinda pozitif korelasyon bulunmustur (p<0.001, r=0.99).
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Sekil 4.21. Cipralex’in konsantrasyon -KKD/M regresyon analizi. KKD/M: metafaz bagina KKD

sayl1st
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4.1.2.2. Sinequan

Cizelge 4.17. Sinequan’in kadm donér periferal kan 6rneklerinde olusturdugu KKD/M, PI,MI

degerleri

Konsantrasyon Min/Max Toplam Top KKD/M+SS M1 M2 M3 PI MI
KKD Metafaz KKD

MMC 13-42 50 1265 25.3 33 63 4 1.70 4.30
NK 0-5 50 106  2.12+0.02 37 62 5 1.70 5.66
1 pg/ml 0-5 50 113 2.26+0.02 49 50 6 1.60 4.76
2,5 pg/ml 0-7 50 132 2.64+0.00 45 58 5 1.60 4.67
5 pg/ml 0-10 50 169 3.38+0.36 45 63 7 1.70 4.40
10 pg/ml 0-6 50 185 3.70+0.08 27 70 13 190 4.67

MI: Mitotik indeks, PI: Proliferasyon indeksi, KKD/M: Metafaz basina kardes kromatid sayisi,
M1:1. Mitoz, M2: 2. Mitoz, M3: 3. Mitoz, SS: Standard sapma, NK: Negatif kontrol, MMC:

Mitomisin
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Cizelge 4.18. Sinequan’in erkek donor periferal kan 6rneklerinde olusturdugu Min/Max KKD,

KKD/M, PLLMI degerleri

Konsantrasyon Min/Max Toplam Top KKD/M+£SS M1 M2 M3 PI MI
KKD Metafaz KKD

MMC 10-42 50 1280 25.6 18 75 9 191 517
NK 0-7 50 103  2.06+0.42 15 50 35 220 6.80
1 pg/ml 0-6 50 114  2.28+0.16 35 63 5 1.70 6.47
2,5 pg/ml 0-6 50 133 2.66+0.98 37 70 7 1.73 7.06
5 ng/ml 0-9 50 139 2.78+0.31 35 60 5 1.70 6.55
10 pg/ml 1-14 50 201 4.02+0.10 13 70 20 1.77 5.80

MI: Mitotik indeks, PI: Proliferasyon indeksi, KKD/M: Metafaz basina kardes kromatid sayisi,
M1:1. Mitoz, M2: 2. Mitoz, M3: 3. Mitoz, SS: Standard sapma, NK: Negatif kontrol, MMC:

Mitomisin

Cizelge 4.19. Sinequan’n her iki dondre ait periferal kan drneklerinde olusturdugu KKD/M, PI,MI

degerleri

Konsatrasyonl 1.Deney 2.Deney Ortalama PI£SS MI+SS
ar KKD/M KKD/M KKD/M+SS

MMC 25.1 25.84 25.47 1.81 4.74
Kontrol 1.92 2.24 2.08+0.24 1.90+0.35 6.20+0.80
1 pg/ml 2.34 2.20 2.27+0.10 1.70+0.07 5.601.20
2,5 pg/ml 2.30 3.00 2.65+0.57 1.70+0.09 5.90+1.69
5 pg/ml 3.06 3.10 3.08+0.44 1.700.00 5.50+1.52
10 pg/ml 4.22 3.50 3.86+0.66 1.80+0.09 5.20+0.79

MI: Mitotik indeks, PI: Proliferasyon indeksi, KKD/M: Metafaz basina ortalama kardes kromatid
sayisi, SS: Standard Sapma, NK: Negatif kontrol, MMC: Mitomisin C
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Pozitif kontroliin ve negatif kontroliin KKD/M medyan degerleri, Mann Withney U

testi ile karsilastirilmistir ve istatistiksel olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.05).
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Sekil 4.22. Sinequan KKD/M, NK  PK Mann Withney U testi. NK: negatif kontrol, PK: pozitif
kontrol, KKD/M: metafaz bagina KKD sayisi

Negatif kontrol ve pozitif kontrole ait sitotoksisite medyan degerleri Mann Whitney
U testi ile karsilastirilmis ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir

(p>0.05).
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Sekil 4.23. Sinequan KKD teknigi, P, NK PK medyan degerleri Mann Whitney U testi. NK:

negatif kontrol, PK: pozitif kontrol, PI: proliferasyon indeksi

Calisilan konsantrasyonlara bagli olarak olusan sitotoksisite degerleri arasindaki
iliski Kruskal Wallis H testi ile ¢alisilmis ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir (p>0.05). Konsantrasyon artigi ile PI azalmasi arasindaki regresyon

analizine gore anlamli bir negatif korelasyon bulunamamistir (p>0.05, r=0.05).
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Cizelge 4.20. Sinequan Konsantrasyon P1 Kruskal Wallis H testi sayisal verileri

Konsantrasyon (pg/ml) Ornek Hacmi Ortalama degisme

Kontrol 2 7.00

1 2 3.50

2.5 2 4.25

5 2 4.25

10 2 8.50

P=0.39
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Sekil 4.24. Sinequan’in KKD tekniginde, konsantrasyon Pl Kruskal Wallis H testi. PI:
proliferasyon indeksi
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Sekil 4.25. Sinequan’in KKD tekniginde, konsantrasyon Pl regresyon analizi. PI: proliferasyon
indeksi
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Negatif kontrol ve pozitif kontrole ait Ml medyan degerleri Mann Whitney U testi ile

karsilastirilmis ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05).
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Sekil 4.26. Sinequan KKD tekniginde, MI, NK PK medyan degerleri Mann Whitney U testi. NK:

negatif kontrol, PK: pozitif kontrol, MI: mitotik indeksi

Calisilan konsantrasyonlara bagli olarak olusan MI degerleri arasindaki iliski Kruskal

Wallis H testi ile analiz edilmis ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

goriilmemistir (p>0.05).

Cizelge 4.21. Sinequan’in konsantrasyon MI Kruskal Wallis H testi sayisal verileri

Konsantrasyon (pg/ml) Ornek Hacmi Ortalama Degisim
Kontrol 2 7.00

1 2 5.50

2.5 2 6.25

5 2 4.50

10 2 4.25

P=0.88
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Sekil 4.27. Sinequan’in KKD tekniginde, konsantrasyon MI Kruskal Wallis H testi

Konsantrasyon artis1 ile MI arasindaki iliski ¢oklu lineer regresyon analizi ile

degerlendirilmis ve aralarinda negatif korelasyon bulunmustur (p<0.05, r=-0.91).

MI = 1/(0,162347 + 0,00890354*sqrt(Doz))
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Konsantrasyon (pg/ml)
Sekil 4.28. Sinequan KKD tekniginde, konsantrasyon MI regresyon analizi. MI: mitotik indeks

Sinequan’m KKD olusturma etkisi, Kruskal Wallis H gurup degerlendirmesi ile
incelenmis ve konsantrasyonlar arasi medyan degerleri bakimindan istatistiksel olarak

oldukga anlaml1 bir fark bulunmustur (p<0.01)
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Cizelge 4.22. Sinequan’in konsantrasyon KKD/M Kruskal Wallis H testi sayisal verileri

Konsantrasyon (ug/ml) Ornek Hacmi Ortalama Degisme
Kontrol 4 4.00

1 4 6.75

2.5 4 10.2

5 4 13.6

10 4 17.8

P =0.007
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Sekil 4.29. Sinequan’in konsantrasyon KKD/M Kruskal Wallis H testi

Konsantrasyon artis1 ile KKD sayisindaki artis arasindaki korelasyon g¢oklu lineer
regresyon analizi ile degerlendirilmis ve aralarinda yiiksek oranda pozitif korelasyon

bulunmustur (p<0.000, r=0.99).
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Sekil 4.30. Sinequan’in KKD tekniginde, konsantrasyon KKD/M ¢oklu lineer regresyon analizi
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Sekil 4.31. Sinequan, kontrol gurubuna ait M2 metafaz plagi, KKD:  —»

4.1.3. Insan periferal lenfositlerinde komet teknigi ile elde edilen bulgular

4.1.3.1. Cipralex

Cipralex ilacinin kadin dondrden alinan periferal kan ornekleri ile gergeklestirilen
komet deneyleri sonucunda hasarsiz 0, 1., 2., 3. ve 4. dereceden hasarli hiicre sayilari
belirlenmis her bir konsantrasyona ait AU degerleri hesaplanmistir. Ayrica her bir
konsantrasyonun sitotoksisitesi belirlenmis ve tiim bu veriler ¢izelge 4.23’de sunulmustur.

Erkek donore ait veriler ¢izelge 4.24’da sunulmustur.
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Cizelge 4.23. Cipralex’in kadin periferal kan 6rneklerinde olusturdugu, hasarsiz, 1., 2., 3. ve 4.

dereceden ylirlimiis hiicre, AU ve sitotoksisite degerleri

Hasar Dagilimi

Konsantrasyon Toplam %
(ug/ml) 0 1 2 3 4  AUHSS Hiicre  Sitotoksisite
H20, 284 66 56 137 622 264 1165 -

NK 996 22 4 2 1 3.90+1.49 1025 6.00

1 997 19 7 5 0 4.70+1.35 1028 6.40

2.5 980 25 4 5 3 5.90+1.34 1017 8.00

5 983 27 9 5 4  7.40+2.43 1028 13.6

10 975 22 9 6 2 650+1.53 1014 16.8

AU: Arbitary Unit, SS: Standard sapma, NK: Negatif kontrol, H,O,: Hidrojen peroksit

Cizelge 4.24. Cipralex’in erkek periferal kan orneklerinde olusturdugu, hasarsiz, 1., 2., 3. ve 4.

dereceden yiirtimiis hiicre, AU ve sitotoksisite degerleri

Hasar Dagilimi

Konsantrasyon Toplam %
(ng/ml) 0 1 2 3 4 AU+SS Hicre Sitotoksisite
H20. 213 117 75 56 523 256 984 -

NK 1043 23 9 6 4 6.90£1.01 1085 6.80

1 1023 33 9 4 4 7.40+3.23 1073 7.20

2.5 992 33 8 5 3 7.30x4.31 1041 11.2

5 1015 39 11 8 4 9.40+3.82 1077 14.0

10 948 41 10 5 5 9.50+1.17 1009 18.0

AU: Arbitary Unit, SS: Standard Sapma, NK: Negatif kontrol, H,O,: Hidrojen peroksit
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Cizelge 4.25. Cipralex’in her iki donérden alinan periferal kan 6rneklerinde olusturdugu, hasarsiz,

1., 2., 3. ve 4. dereceden yliriimiis hiicre, AU ve sitotoksisite degerleri

Hasar Dagilimi

Konsantrasyon %
(ug/ml) 0 1 2 3 4 AU+£SS  Sitotoksisite+SS
H202 248 915 655 965 572 260 .

NK 1019 23 650 400 250 550+1.98  6.40+0.56

1 1010 26 800 450 200 6.10+2.71  6.80£0.56
2.5 986 29 600 500 300 6.60£3.03  9.60+2.26

5 999 33 1000 650 400 8.40+3.13  13.8+028
10 91 32 950 550 350 800204  17.4x0.84

AU: Arbitary Unit, SS: Standard sapma, NK: Negatif kontrol H,O,: Hidrojen peroksit

Cipralex’e ait, negatif kontrol ve pozitif kontrol AU medyan degerleri Mann Whitney
U testi ile karsilastirilmis ve her iki grup arasindaki farkin istatistiksel olarak ileri derecede

anlamli oldugu bulunmustur (p<0.000).
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Sekil 4.32. Cipralex’in komet tekniginde AU, NK PK medyan degerleri Mann Whitney U testi

Konsantrasyon artis1 ile AU artis1 arasindaki korelasyon coklu lineer regresyon

analizi ile incelenmis ve aralarinda pozitif korelasyon tespit edilmistir (p<0.05, r=0.92).
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. AU = exp(1,70188 + 0,137649*sqrt(Doz))
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Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.33. Cipralex’in komet tekniginde, konsantrasyon AU regresyon analizi

Cipralex AU olusturmasi balimindan, Kruskal Wallis H testi ile degerlendirilmistir.
konsantrasyonlar arasindaki medyan degerleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir

fark olmadig: gértilmiistiir (p>0.05)

Cizelge 4.26. Cipralex konsantrasyon AU Kruskal Wallis H testi sayisal verileri

Konsantrasyon (ug/ml) Ornek Hacmi Ortalama Degigme
Kontrol 8 15.2

1 8 16.0

25 8 18.4

5 8 26.1

10 8 26.5

P=0.13
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Sekil 4.34. Cipralex’in komet tekniginde konsantrasyon AU Kruskal Wallis H testi. AU: arbitary

unit

Konsantrasyon artis1 ile sitotoksisite arasindaki ¢oklu lineer regresyon analizine gore

giiclii pozitif bir korelasyon bulunmustur (p<0.001, r=0.99).
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Sekil 4.35. Cipralex’in komet tekniginde, konsantrasyon-sitotoksisite regresyon analizi

Calisilan konsantrasyonlara bagli olarak olusan sitotoksisite degerleri arasindaki
iliski Kruskal Wallis H testi ile ¢alisilmis ve aralarinda istatistiksel olarak anlaml bir fark

bulunamamaistir (p>0.05)
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Cizelge 4.27. Cipralex konsantrasyon sitotoksisite Kruskal Wallis H testi sayisal verileri

Konsantrasyon (ug/ml) Ornek Hacmi Ortalama Degisme
Kontrol 2 2.00

1 2 3.00

2.5 2 5.50

5 2 7.50

10 2 9.50

P =0.07
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Sekil 4.36. Cipralex’in komet tekniginde konsantrasyon sitotoksisite Kruskal Wallis H testi

4.1.3.4. Sinequan

Sinequan’in kadin donor ile gergeklestirilen komet deneyleri sonucunda hasarsiz (0),
1, 2., 3. ve 4. dereceden hasarli hiicre sayilar1 belirlenmis her bir konsantrasyona ait AU
degerleri hesaplanmistir. Ayrica her bir konsantrasyonun sitotoksisitesi belirlenmis ve tiim
bu veriler ¢izelge 4.28’de sunulmustur. Erkek dondre ait veriler ise 4.29’da verilmistir.
Sinequan’in insan periferal kan lenfositlerinde olusturdugu muhtemel genotoksisitenin
degerlendirilmesi i¢in her iki dondrden her konsantrasyon icin toplam 2000 hiicre sayilmis

ve degerlendirilen parametrelere iliskin elde edilen veriler ¢izelge 4.30°da verilmistir.
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Cizelge 4.28. Sinequan’in kadin dondr periferal kan 6rneklerinde olusturdugu, hasarsiz, 1., 2., 3. ve

4. dereceden yiirtimiis hiicre, AU ve sitotoksisite degerleri

Hasar Dagilimi

Toplam

Konsantrasyon 0 1 2 3 4 AU+£SS  Hiicre % Sitotoksisite
H20. 284 97 59 47 536 244 1023 -

NK 1008 20 8 4 5 6.50+3.46 1045 4.40

1 pg/ml 998 18 8 4 5 6.40+3.31 1033 4.00

2.5 pg/ml 983 21 7 5 4  6.50+0.71 1020 6.80

5 pug/ml 946 38 6 4 6 8.60+2.05 1000 8.80

10 pg/ml 927 40 11 11 9 13.1+0.72 998 12.0

AU: Arbitary Unit, SS: Standard sapma, NK: Negatif kontrol, H,O,: Hidrojen peroksit

Cizelge 4.29. Sinequan’in erkek dondr periferal kan orneklerinde olusturdugu, hasarsiz, 1., 2. 3.

ve 4. dereceden yiirlimiis hiicre, AU ve sitotoksisite degerleri

Hasar Dagilim1

Toplam

Konsantrasyon 0 1 2 3 4 AU+SS  Hiicre % Sitotoksisite
H202 277 31 46 74 649 273 1077 )

NK 994 24 5 4 2 5.20+5.40 1029 6.40

1 pg/ml 1026 28 5 1 1 420+£3.31 1061 5.20

2.5 pg/ml 1001 39 9 0 2 6.20£3.59 1051 8.80

5 pg/ml 981 45 9 4 8 10.2£9.55 1047 13.6

10 pg/ml 998 52 23 15 9 16.3+7.46 1097 18.0

AU: Arbitary Unit, NK: Negatif kontrol, SS: Standard sapma, H.O,: Hidrojen peroksit
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Cizelge 4.30. Sinequan’in her iki dondre ait kan 6rneklerinde olusturdugu, hasarsiz, 1. 2. 3. ve 4.

dereceden ylirlimiis hiicre, AU ve sitotoksisite degerleri

Hasar Dagilimi

Konsantrasyon 0 1 2 3 4 AU=£SS % Sitotoksisite
H202 280 64 525 605 592 2587 -

NK 1001 22 650 400 350 5090426  5.40+1.41

1 pg/ml 1012 23 650 250 3.00 5304328  4.60+0.84
2.5 pg/ml 992 30 800 250 3.00 6.3042.40  7.80+1.41

5 ug/ml 963 415 750 400 7.00 9.40+6.44  11.2+3.39
10 pg/ml 962 46 170 130 9.00 1474516  15.044.24

AU: Arbitary Unit, NK: Negatif kontrol, SS: Standard sapma, H.O,: Hidrojen peroksit

Sinequan’a ait, negatif kontrol ve pozitif kontrol AU (komet) verileri Mann
Whithney U testi ile karsilastirilmis ve her iki konsantrasyon medyan degerleri arasindaki

farkin istatistiksel olarak ileri derecede anlamli oldugu bulunmustur (p<0.000).

400 F 3
300 - | —— ]
2 200 - — -
100 - -
0k —— ]

NK PK

Sekil 4.37. Sinequan’in komet tekniginde AU (komet) ile NK ve PK medyan degerleri Mann
Whitney U testi

Sinequan’mn konsantrasyon artisi ile AU artis1 arasindaki iligski ¢oklu lineer regresyon

analizi ile ¢alisilmis ve aralarinda gii¢lii bir pozitif korelasyon bulunmustur (p<0.001, r=
0.92).
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Sekil 4.38. Sinequan komet tekniginde, konsantrasyon AU regresyon analizi. AU: arbitary unit

Calisilan konsantrasyonlarla AU parametresi arasindaki iligski Kruskal Wallis H testi

ile ¢alisilmis ve konsantrasyonlar arasindaki medyan degerleri bakimindan istatistiksel

olarak oldukc¢a anlamli bir fark tespit edilmistir (p<<0.01).

Cizelge 4.31. Sinequan konsantrasyon AU KruskalWallis H testi sayisal verileri

Konsantrasyon (ug/ml) Ornek Hacmi Ortalama Degisme
NK 8 15.8
1 8 135
2.5 8 17.6
5 8 21.6
10 8 33.7
P =0.004
25 5 . E
2 | [
515 | E
10 F L T “ = ]
1= T -
ob L T E
NK 1 2,5 5 10

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.39. Sinequan komet tekniginde, konsantrasyon AU Kruskal Wallis H testi
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flacin ¢alisilan konsantrasyonlar ile sitotoksisite arasindaki iliski Kruskal Wallis H
testi ile calisilmig ve guruplar arasindaki medyan degerleri bakimindan istatistiksel olarak

anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0.05).

Cizelge 4.32. Sinequan konsantrasyon sitotoksisite Kruskal Wallis H testi sayisal verileri

Konsantrasyon Ornek hacmi Ortalama Degisme
Kontrol 2 3.00
1 2 2.00
2.5 2 5.75
5 2 7.75
10 2 9.00
P=0.09
40 | :
gso - ;
o u ]
20 | — :
10 ;E == E
o b E

Kontrol 1 25 5 10
Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 4.40. Sinequan komet tekniginde, konsantrasyon sitotoksisite Kruskal Wallis H testi

Sinequan ilacina ait trypan blue ile gerceklestirilen sitotoksisite testlerine ait
degerlerinin konsantrasyon artis1 ile arasindaki iliski ¢oklu lineer regresyon analizi ile

calisilmis ve aralarinda gii¢lii pozitif bir korelasyon bulunmustur (p<0.001, r=0.99).
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Sekil 4.41. Sinequan’in komet tekniginde konsantrasyon sitotoksisite regresyon analizi

Sekil 4.42. (a) hasarsiz lenfosit
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Sekil 4.42. Devam (b, c) 1., 2. dereceden hasarli hiicreler
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Sekil 4.42. Devam. (d, e) 3., 4. dececeden dereceden hasarli hiicreler
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4.2. Tartisma

Tez c¢alismasinda kullanilan {i¢ teknikten biri olan CBMN teknigi insanlarda
genomik kararsizlik ve kromozomal hasarin gostergesi olarak siklikla kullanilan
sitogenetik bir yontemdir (Bonassi ve ark., 2007 ). Calismada kullanilan bir diger teknik
olan Komet teknigi de memeli hiicrelerinde ¢ok diisitk miktarda DNA hasarlarini tespit
edebilen hizli ve duyarl bir tekniktir (Sasaki ve ark., 2007). Calismada kullanilan {igiincii
teknik ise KKD teknigidir. Bu teknikte diger teknikler gibi DNA hasarini uyaran kimyasal
maruziyetin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir (Tucker ve

Preston, 1996).

Sinequan ilacinin saglikli insan periferal lenfositlerinde hem KKD hem de Komet
tekniklerinde; calisilan dozlarin hem AU hem de KKD olusturmasi bakimindan Kruskal
Wallis H testi ile degerlendirilmis ve konsantrasyonlar arasi medyan degerleri bakimindan
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmustur. Ancak calisilan kondsantrasyonlar
arast medyan degerleri, MN olusturmas1 bakimindan istatistiksel olarak anlamli sonug
vermemistir. Literatiirde Sinequan ilacina ait KKD, MN ve AU olusturma 6zellikleri ile
ilgili in vitro ve in vivo ¢alismaya raslanmamuistir, dolayisiyla bu ¢alismadan elde edilen
bulgularin birebir karsilagtirilabilecegi baska veriler yoktur. Ancak, Perez ve ark (2002),
yaptiklari calismada Sinequan ilacinin da dahil oldugu trisiklik guruba dahil Imipramin ve
Desimipramin antidepresanlarinin KKD sitogenetik yontemi ile genotoksisitesini farelerle
in vivo olarak c¢alismiglardir. KKD/metafaz parametresinde en diisiik konsantrasyonda
istatistiksel olarak anlamli bir artig goriilmezken yiiksek iki konsantrasyonda hiicre bagina
diisen KKD sayisinda istatistiksel olarak anlamli artis bulunmustur. Perez ve arkadaglarinin
elde ettikleri bu veriler ayn1 guruba dahil Sinequan ilaci ile in vitro gergeklestirilen bu
calismada elde edilen verilerle uyumludur. Aymi c¢alismada PI’nin kimyasallardan
etkilenmedigi yani sitotoksisitesinin olmadigi, MI’in ise en yiiksek konsantrasyonda zayif
bir sekilde azaldigi goriilmiistiir. Sitotoksisite ve mitotik inhibisyona iliskin bu veriler de

bu c¢aligmada elde edilen bulgularla uyumludur.

Draz ve ark (2009) yaptiklart ¢aligmada, anksiyete ve major depresyon hastasi olan
tirisiklik ve SSRI grubu ila¢ kullanan 38 hasta (Fluoxetin kullanan 7 erkek 10 kadin,
sertalin kullanan 5 erkek 5 kadin ve colimipramin kullanan 6 erkek 5 kadin) ile saglikli 5
erkek ve 5 kadindan olusan kontrol grubu ile yaptiklar: calismada DNA jel elektroforezis

yontemi ile total genomik hasari tespit etmislerdir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
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tiim gruplarda artan DNA hasar1 goriilmiistiir. {laglar kendi aralarin karsilastirildiginda
SSRI gurubu ilaglarin tirisiklik gurubu ilaglardan daha fazla DNA hasarina neden olduklari
gorilmistiir. Draz ve arkadaslar elde ettikleri bu bulgular1 her ti¢ ilacin da DNA hasarini
uyarabilir olduklar1 seklinde yorumlamistir. Calismamizda kullandigimiz tekniklerden
birisi alkali elektroforez yontemi ile DNA hasarini 6lgen komet teknigidir. Elde edilen
bulgular; tirisiklik guruba dahil Sinequan’in galisilan konsantrasyonlarda DNA hasarini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdigi ancak SSRI gurubuna dahil Cipralex’in
DNA hasarin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirmadigi seklindedir. Sinequan’a
ait bu veriler Draz ve ark (2009) ile ortlisiirken Cipralex’e ait veriler ayni ¢alisma ile
celismektedir. Draz ve ark (2009) ¢aligsmasinin ilaglar1 kullanan bireylerle yapilan in vivo
bir ¢alisma oldugu diisiiniildiigiinde bu ¢eliski Cipralex ilacinin sekonder metabolitlerinin

genotoksik potansiyelinin olabilecegi seklinde agiklanabilir.

Yapilan literatiir taramasinda Essitalopram etken maddeli Cipralex ilact ile yapilmis
in vivo bir ¢alisma bulunmustur. Roshdy ve ark (2002) yaptiklart bu ¢aligmada Cipralex’in
genotoksisitesini, hamile farelerle in vivo olarak KA ve MN tekniklerini kullanarak
arastirmiglardir. Calismada 0.06, 0.12 ve 0.24 mg/kg/giin dozlar1 denenmistir. Hem anne
hem de embriyoda MN sikliginin doz artisina bagli artis gosterdigi ancak bu artisin en
yiiksek doz olan 0.24 mg’lik dozda istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir ve
ilacin zayif mutajenik etkisi oldugu belirtilmistir. (Roshdy ve Shoman, 2002). Bu
caligmada yapilan ¢oklu lineer regresyon analizinde konsantrasyon artisi ile olusan MN
sikligindaki artis arasindaki iligkinin pozitif korelasyon gosterdigi tespit edilmistir. Bu
bulgu Roshdy (2002) ile uyum gostermektedir. Ancak, bu c¢alismada Cipralex’in MN
olusturmasi ile ilgili, konsantrasyonlar arasi medyan degerleri bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir, bu bulgu Roshdy (2002) ile celismektedir.
Farelerle yapilan bu in vivo ¢alismanin sonuglari, Draz ve ark (2009)’nin SSRI gurubu
baska ilaclar1 kullanan bireylerle yaptiklari in vivo ¢alismanin sonuglari ve bu ¢alismada
elde edilen bulgular, Cipralex’in de dahil oldugu SSRI gurubu ilaglarin sekonder

metabolitlerinin genotoksik potansiyelinin olabilecegine isaret etmektedir.

Cipralex ilaci ile yapilmis bagka bir ¢alisma bulunmamakla birlikte Cipralex ilacinin
dahil oldugu SSRI gurubuna dahil baska ilaglarla yapilmis ¢alismalar bulunmaktadir.
Bozkurt ve ark (2014) yaptiklari ¢calismada SSRI grubunu temsilen Sertalin’i segmislerdir.
Calismay1, 18 saglikli goniillii (13 kadin, 5 Erkek), benzer teshis konulmus ancak ilag
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tedavisine baglanmamis 18 hasta (14 Kadin, 4 Erkek), ve giinde 50 mg Sertalin ile bir
yildir tedavi goren 10 hasta (9 Kadin, 1 Erkek) ile planlamiglardir. KKD sikliginin ilagla
tedavi goren ve gormeyen 2 hasta grubunda da, saglikli kontrol grubuna oranla dikkate
deger bir artis gosterdigi belirlenmis. Ancak ilag tedavisi altindaki hasta grubu ile ilag
tedavisine baslanmamis hasta grubu kendi aralarinda karsilastirildiginda aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir. Bozkurt ve arkadaslari, kontrol gurubu
ile hasta gurubu arasindaki anlamli farkin, ila¢ genotoksisitesi ile degil hastalarin iginde
bulunduklar: stres ile agiklanabilecegi seklinde yorumlamislardir (Bozkurt ve ark, 2004).
Draz ve ark (2009) yaptiklar1 ¢alismada SSRI gurubuna dahil Sertalin ilacini kullanan
hastalarda DNA hasarinin kontrol gurubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
arttigini tespit etmigler ve elde edilen bu sonucu, Sertalin ilact DNA hasarint uyarabilir

seklinde yorumlamislardir. Bu sonu¢ Bozkurt ve arkadaslar1 (2004) ile ¢elismektedir.

Bu calismada her iki ilag¢ icin {li¢ teknigin sitotoksisite testleri yapilmistir. CBMN
teknigine ait CBPI ve KKD teknigine ait PI degerlerinin doz artigina bagli olarak azaldigi
yani sitotoksisitenin arttig1 gorilmiistiir. Komet teknigine ait trypan blue yontemi ile elde
edilen sitotoksisite degerlerinin de doz artis1 ile arttigi tespit edilmistir. Ancak her {ig
teknik i¢in de c¢alisilan dort farkli dozdan hi¢ birisinde istatistiksel olarak anlamli bir
sitotoksisite tespit edilememistir. Bu bulgular bize her iki ilacin da ¢alisilan dozlarda

sitotoksik etkilerinin olmadigini gostermektedir.

KKD teknigi ile elde edilen paremetrelerden birisi de MI degeridir. Her iki ilaca ait
MI degerlerinde, g¢alisilan dort konsantrasyon igin de istatistiksel olarak anlamli bir
degisim bulunamamigstir. Bu bulgular her iki ilacin da mitotik inhibisyon etkisinin

olmadigin1 gostermektedir.

Calisilan Sinequan ilact KKD ve komet tekniklerinde istatistiksel olarak anlamli
sonuglara neden olmustur. Cipralex ilaci ise sadece KKD tekniginde anlamli artislara
neden olmustur, CBMN tekniginde anlamli bir MN arst1 olmasa da doz artis1 ile olusan
MN arasinda ki iligki istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tiim bu veriler ¢aligilan her

iki ilacin da genotoksik potansiyelinin olabilecegini gostermektedir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Yapilan bu ¢alismada antidepresan olarak kullanilan ve ticari olarak satilan Sinequan
ve Cipralex ilaglarinin genotoksisitesi li¢ farkli sitogenetik yontem ile insan periferal

lenfositlerinde in vitro olarak ¢aligilmstir.

Cipralex ve Sinequan, % MNL olusturmasi1 bakimindan Kruskal Wallis H testi ile
degerlendirilmis ve konsantrasyonlar arasi medyan degerleri bakimindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0.05). Cipralex’in doz artigi ile %o MNL artisi
arasindaki iliski ¢oklu lineer regresyon analizi ile incelenmis ve aralarida pozitif
korelasyon oldugu bulunmustur (p<0.05, r=0.97). Aymi sekilde Sinaquan’in da
konsantrasyon artisi ile %o MNL artis1 arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (p<0.05,
r=0.96).

Her iki ilag da KKD olusturmast bakimindan Kruskal Wallis H testi ile
degerlendirilmis ve konsantrasyonlar arasi medyan degerleri bakimindan istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmustur (p<0.01). ilaglarin konsantrasyon artis1 ile KKD/M artist
arasindaki iliski c¢oklu lineer regresyon analizi ile incelenmis ve her iki ila¢ i¢in de
istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon bulunmustur (Cipralex; p<0.0001, r=0.99
Sinequan; p<0.000, r=0.99).

Sinequan DNA hasar1 (AU) olusturmasi bakimindan Kruskal Wallis H testi ile
degerlendirilmis ve konsantrasyonlar arasi medyan degerleri bakimindan istatistiksel
olarak anlaml fark bulunmustur (p<0.05). Cipralex’in AU olusturmasi bakimindan yapilan
degerlendirmede ise konsantrasyonlar arasi medyan degerleri bakimindan istatistiksel
olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0.05). Ancak her iki ilacin konsantarsyon artis1 ve
AU artis1 arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (Cipralex; p<0.05, r=0.92 Sinequan;
p<0.001, r=0.99).

Sinequan ve Cipralex’in her ti¢ teknige ait, ¢alisilan konsantrasyonlara bagl olusan

sitotoksisite degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05).

Yapilan ¢oklu lineer regresyon analizlerinde, Cipralex’in KKD tekniginde

konsantrasyon artis1 ile PI arasinda negatif bir korelasyon tespit edilememistir (p>0.05,
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R?=0.78). Aym sekilde CBMN tekniginde konsantrasyon artis1 ile CBPI arasinda anlamli
negatif korelasyon bulunmamistir (p>0.05, r=0.48). Ancak komet tekniginde
konsantrasyon artist ile % Ol hiicre sayisi arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif

korelasyon tespit edilmistir (p<0.001, r= 0.99).

Sinequan i¢in de gergeklestirilen regresyon analizleri sonuglarina goére; CBMN
tekniginde konsantrasyon artis1 ile CBPI azalmasi arasinda istatistiksel olarak anlamli
negatif bir korelasyon tespit edilmistir (p<0.05, r= 0.93). Komet tekniginde konsantrasyon
artis1 ile yiizde 6li hiicre sayis1 arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon
tespit edilmistir (p<0.001, r= 0.99). Ancak KKD tekniginde konsantrasyon artisi ile PI
azalmasi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir negatif korelasyon tespit edilememistir

(p>0.05, r=0.05)

Calisilan konsantrasyonlarda her iki ilacta da MI degerinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalma goriilmemistir (p>0.05). Ancak her iki ilag i¢in de coklu lineer
regresyon analizinde doz artig1 ile MI azalmasi arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif

bir korelasyon goriilmiistiir (Cipralex; P<0.01, r= 0.97 Sinequan; P<0.05, r= 0.91).

Calismadan elde edilen bu sonuglarindan yola ¢ikarak, her iki ilacinda galisilan
konsantrasyonlarda sitotoksik olmadiklari ve mitotik inhibisyona neden olmadiklar
sOylenebilir. Sinequan’in KKD ve komet tekniklerinde kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli sonuglar vermesi ve Cipralex’in KKD tekniginde kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli sonuglar vermesi her iki ilacin da caligilan konsantrasyonlar igin genotoksik

potansiyelleri oldugunu gostermektedir.

Calismada kullanilan her {i¢ teknigin de test edilen ilaglar bakimindan, sitotoksik ve
genotoksik degerlendirmeler i¢in gerekli olduklari anlagilmaktadir. KKD tekniginin, her iki
ilac i¢in de diger iki teknikten daha hassas bir teknik oldugu goriilmiistiir.

Cipralex ile yapilan in vivo ¢alismanin sonuglari, dahil oldugu guruba ait baska
ilaglarla yapilan in vivo ¢alismalarin sonuglari ve bu ¢alismada elde edilen veriler 1s18inda
ilacin hem kendisinin hem de sekonder metabolitlerinin genotoksik bir potansiyelinin

olabilecegi sdylenebilir.

Bu ¢aligmada her iki ilacin da KKD tekniginde istatistiksel olarak anlamli sonuglar

vermesi nedeni ile ilaglarin klastojenik nitelikte olabilecegi yoniinde kani olusmustur ancak
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bu konunun netlige kavusturulmasi igin ilaglarla yapilacak sonraki g¢aligmalarin FISH

boyama teknigi ile ¢alisilmasinin yararli olacagi diistintilmektedir.

Ozellikle Sinequan’in genotoksisitesine ait bagka hicbir verinin bulunmamasindan,
Cipralex’e ait verilerin de son derece az olmasindan ve SSRI gurubuna dahil baska il¢larla
yapilan ¢alismalarin sonug¢larinin uyumlu olmamasindan dolayr her iki ilacin da in vitro
ve/lveya in vVvivo c¢alismalarin yapilmasina ihtiyag vardir. Boylece genotoksik
potansiyellerini  ¢alistigimiz  ilaglara ait verilerin daha kesinlik kazanacagi

distiniilmektedir.
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Etken maddeli Sinequan Ilaglarmin Insan Periferal Lenfositlerinde in Vitro

Genotoksik Etkileri, COMU-BAP
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