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OZET

Bipolar Bozukluk Tedavisinde Kullanilan Lityumun Comet Assay ile Genotoksisite

Acisindan In Vivo ve In Vitro Degerlendirilmesi

Bipolar bozukluk toplumda %3 siklikta goriilen psikolojik bir hastaliktir. Bipolar
bozuklugun tedavisinde en ¢ok lityum kullanilmaktadir. Tedavide vazgegilmez sekilde
kullanilan lityumun herhangi bir toksik etki gostermemesi oldukc¢a dnemlidir. Lityumun
toksik etkisini arastiran bazi caligmalar yapilmistir. Bu caligmalarda yiliksek dozlarda
lityumun biyokimyasal yan etkilere, kromozomlarda bozukluklara ve teratojenik etkiye
neden oldugu ve DNA sentezini inhibe ettigi tespit edilmistir. Yapilan bu tez ¢alismasinda
lityumun genotoksik etkiye (DNA kiriklarina) neden olup olmadigmmin Comet Assay
yontemi ile in vivo ve in vitro kosullarda arastirilmas1 amaglandi. /n vivo ¢alismalar igin 32
tane sigan kullanildi, in vitro c¢alismalar i¢in goniillii 6 bireyden kan alindi. Olusturulan
deney gruplarindaki sicanlardan alinan kanlarla ve insan lenfosit kulttr hicreleriyle Comet
Assay yapildi. Bunun yani sira siganlardan alinan 6rneklerden biyokimyasal ve histolojik
incelemeler, lenfosit kiiltiirlerinden alinan hiicrelerden ise sitogenetik caligmalar yapildi.
Elde edilen verilerin istatiksel analizi SPSS 25.0 programi kullanilarak yapildi. Analiz
sonuglar1 si¢anlarda normal dozda lityumun ne genotoksik bir hasara ne de biyokimyasal
ve histolojik yan etkilere neden oldugunu gosterdi. Lityumun toksik dozlarinin
biyokimyasal ve histolojik olarak bir takim yan etkilere neden oldugu ancak DNA kirigi
olusturmadigr goriildl. Benzer sekilde, kiltir hiicrelerinde de normal ve toksik dozlarda
DNA kiriklarma rastlanmadi ancak toksik dozlarda sitogenetik anomaliler goriildii. Sonug
olarak, lityumun toksik dozlarinin Comet Assay ile tespit edilebilen diizeyde DNA
kiriklarina neden olmadigi ancak sitogenetik anomalilere, biyokimyasal ve histolojik yan

etkilere neden oldugu bulundu.

Anahtar Kelimeler: Bipolar Bozukluk, Comet Assay, DNA Kirigi, Genotoksisite, Lityum

XV



ABSTRACT

In Vivo and in Vitro Genotoxic Evaluation of Lithium Used in the Treatment of

Bipolar Disorder by the Comet Assay

Bipolar disorder is a psychological disease that is seen in 3% of the population. Lithium is
most commonly used for the treatment of bipolar disorder. It is quite important that
lithium, which is indispensable in the treatment, shoul cause any toxic effects. Some
studies have been done to find out lithium’s toxic effect. It is determined that a high level
of lithium caused biochemical side effects, chromosomal disorder, teratogenic effect and
inhibits DNA synthesis. In this thesis study, it is investigated whether lithium causes
genotoxic effect (DNA breaks) and it is analsed using Comet Assay method in vivo and in
vitro. 32 rats were used for in vivo studies, blood was collected from 6 volunteers for in
vitro studies. Comet Assay was performed in blood samples collected from rats in the
experimental groups and human lymphocyte culture cells. And also, biochemical and
histological experiments were carried out on the samples taken from rats, and cytogenetic
experiments were performed on cells taken from cultured lymphocyte cells. Statistical
analysis of the data obtained was performed using SPSS 25.0 program. The analysis
showed that normal dose of lithium causes neither genotoxic damage nor biochemical and
histological side effects in rats. It has been observed that toxic doses of lithium cause some
side effects biochemically and histologically, but do not create DNA breaks. Similarly,
DNA breaks were not seen in normal and high doses of lithium in the cultured cells but
cytogenetic abnormalities were seen in toxic doses of lithium. As a result, it was found that
toxic doses of lithium does not cause DNA breaks at a level detectable with Comet Assay,

but may lead to cytogenetic anomalies and biochemical and histological side effects.

Keywords: Bipolar Disorder, Comet Assay, DNA Break, Genotoxicity, Lithium
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1. GIRIS ve AMAC

Bipolar bozukluk intihar riski yiksek olan, kronik seyir gosteren psikolojik bir
hastaliktir. Toplumda goriilme sikligi %3 olan bipolar bozukluk, mani ve depresyon
ataklar1 ile karakterizedir. Cesitli endojen ve ekzojen sebeplerden kaynaklanan hastalik

bireyin hem kendini hem de cevresini olumsuz etkilemektedir (Yeloglu, 2017).

Bipolar bozuklugun tedavisinde ¢esitli terapi yontemleri ve antimanik ve
antidepresan ilaglar kullanilir. Bu tedavilerin arasinda en yaygin olani lityumdur. Lityum
hem antimanik hem de antidepresan etkili, FDA (Food and Drug Administration) onayl
bir ilagtir. Lityumun yaygin olarak kullanimiin sebebi intihar riskini en aza indirmesidir.
Bipolar bozukluk tedavisinde kullanilan lityum yiiksek dozlarda kullanilmasi durumunda

toksik etki gosterir (Eroglu ve Ozpoyraz, 2010; Sengiil vd., 2004).

Genetik bilgiyi tasiyarak nesilden nesile aktaran DNA (deoksiribonikleik asit),
kolay zarar gorebilen bir molekiildiir ve lizerinde siirekli olarak hasar olusmaktadir. Olusan
hasar DNA onarim sistemleri tarafindan onarilmaktadir. Fakat hasarin ¢ok oldugu veya

onarim sistemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda DNA’da hiicre 6liimiine kadar giden

etkiler gorilebilir (Fidan, 2005).

DNA zincirinde meydana gelen kiriklari, nikleotit ve kromozom mutasyonlarini
kapsayan genel terime genetik toksisite (genotoksisite) denmektedir. DNA hasarin1 6lgmek
icin ¢esitli genotoksisite testleri gelistirilmistir. Bu genotoksisite testleri, bircok ajanin
genotoksik ve karsinojenik potansiyellerinin tespitinde, bazi hastaliklar sonucu olusan
DNA hasarinin tespitinde, genetik hasarin hastaliklarla olan iliskisinin incelenmesinde,

kansere duyarlilik tespiti ve takibinin yapilmasinda kullanilmaktadir (Karahan, 2014).

Yapilan bu tez c¢alismasinda, bipolar bozukluk tedavisinde kullanilan lityum
karbonatin (Li2COgz) in vivo ve in vitro olarak normal ve toksik dozlarda genotoksik
etkisinin olup olmadig1 duyarli bir yontem olan Comet Assay ile degerlendirilerek ilacin

klinikte kullanim giivenligi konusunda literatiire katk: saglamas1 amaclandi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Bipolar Bozukluk

Diinya saghk oOrgiitii tarafindan engelliligin ilk 10 nedeni arasinda kabul edilen
bipolar bozukluk taskinlik (mani) ve ¢okkiinliik (depresyon) durumlariyla bas gosteren,
kisiyi intihara kadar siiriikkleyen, ciddi ve siirekli tedavi gerektiren bir ruhsal denge
bozuklugudur (Grande vd., 2016; Andreazza vd., 2018; Kizilkurt vd., 2018). Manik
donemde benlik saygisinda artma, konuskanlik, uyku ihtiyacinin azalmasi, diisiince
yarismasi, artan aktivite seviyesi gibi 6zellikler gézlenirken; depresif dénemde istahsizlik,
uykusuzluk, enerji azalmasi, konsantrasyon zorlugu, sugluluk, 6zgiivensiz hissetme ve
intihar egilimi gibi 0Ozellikler gozlenir. Bipolar bozukluk, genetik ve biyokimyasal
etkenlerden, noéroendokrin  sistem  bozukluklarindan, beyin = morfolojisindeki
degisikliklerden ve yasam aligkanliklari, alkol, bilingsiz ilag kullanimi, psikososyal
nedenler gibi gesitli ¢evresel faktorlerden kaynaklanmaktadir (Yeloglu, 2017). Bipolar
bozukluk, bipolar bozukluk 1, bipolar bozukluk Il ve esik alti (subthreshold) bipolar
bozukluk olarak gruplandirilir. Bipolar bozukluk II, vaka oraninin, birden fazla psikiyatrik
hastaligin aym1 anda goriilmesinin ve intihar davramislarinin fazla olmasi bakimindan
bipolar bozukluk I’den ayrilir. Esik alt1 bipolar bozukluk ise bipolar bozukluk tanimini tam
olarak karsilamayan yani hastaligin biitiin 6zelliklerini gostermeyen bipolar bozukluk
¢esididir. Bipolar bozuklugun yasam boyu prevalansi bipolar bozukluk I i¢in %0.6, bipolar
bozukluk 11 igin %0.4 ve esik alt1 bipolar bozukluk igin %1.4 olup her iki cinste de esit
siklikta goriilmektedir. Cocukluktan itibaren her yasta baslayacagi gibi nadiren de olsa
yaglilikta da baslayabilmektedir. Bipolar bozukluk 1 ve esik alti bipolar bozukluk igin
baslama yas1 yaklasik 25 iken bipolar bozukluk II i¢in baglama yas1 daha gegtir. Daha ¢ok
geng yetiskinlerde ortaya ciktigi igin ekonomik agidan popiilasyonu etkilemektedir
(Grande, 2016; Merikangas vd., 2011; Ertan, 2008).

Bipolar bozuklugun tedavisinde akut donem tedavisi ve Kkoruyucu tedavi
uygulanmaktadir. Akut donem tedavisi depresyon, saldir1 ve 6fke durumlarini 6nlemek icin
uygulanirken; koruyucu tedavi depresme ve yinelemeleri 6nlemek i¢in uygulanir. Hem
akut donem tedavisinde hem de koruyucu tedavide antimanik etkisi olan ilaglar (lityum,
valproik asit, karbamazepin, lamotrijin gibi) ve antidepresan ilaglar (trisiklik antidepresan,
bupropion gibi) kullanilmaktadir. ilaglardan yararlanamayan hastalarda ve hamilelik gibi

ila¢ kullanilamayan durumlarda elektrokonviilsif terapi (EKT) uygulanmaktadir. Bunlara



ek olarak tiroid hormonu, psikostimulanlar, fototerapi ve uyku manipulasyonu da tercih
edilen terapi yontemlerindendir (Yeloglu, 2017; Eroglu ve Ozpoyraz, 2010; Vahip, 1999;
National Institute of Mental Health, 2019).

2.2. Lityum

1800’11 yillarda kesfedilen ve 1950’lerde psikiyatride kullanilmaya baslayan
lityum, ylksek ¢ozunurlikli ve yarilanma 6mrii 18-24 saat olan alkali bir metaldir. Lityum
hem antimanik hem de antidepresan etkiye sahip olup tedavide daha ¢ok Li.COs seklinde
kullanilir. Lityum tama yakin oranda gastrointestinal sistem tarafindan emilir, glomerula
tarafindan siizlilir ve sonra proksimal tiiblilde geri emilir. Serum proteinlerine
baglanmadan viicuda heterojen olarak dagilir. Lityumun yaklasik %90’indan fazlasi ilk 12
saatte hizli, devaminda yavas olmak {izere toplam 48 saatte atilir ancak bir iki hafta sonra
dahi idrarda izine rastlanabilir (Eroglu ve Ozpoyraz, 2010; Oktem vd., 2005). Lityum
kullanan bireylerde serum lityum konsantrasyonu 0.6-1.2 mEq/L araliginda olmalidir, 1.5
mEq/L oldugunda toksik belirtiler goriilmeye baslar (Ozdin ve Sarisoy, 2013). Terapotik
etkinin daha iyi olabilmesi igin ise serum lityum konsantrasyonu yan etki olusturmayacak
sekilde yliksek tutulmalidir (Sproule, 2002).

Lityum, bipolar bozukluk tedavisinde en ¢ok kullanilan ilag olmasina ragmen
lityumun etki mekanizmasi hala tam anlamiyla bilinmemektedir. Lityum klinik
semptomlardaki ve beyin yapisindaki degisiklikleri ile beraber hiicresel ve hiicre ici
seviyede degisikliklere neden olur. Ornegin; lityum, nérotransmisyonu ayarlamak igin hem
pre hem de post sinaptik olarak hareket eder ve dopaminin, glutamatin ve gama
aminobdtirik asitin (GABA) dlzenlenmesinde rol oynar. Bipolar bozuklukta lityum,
glutamat ve dopamin yoluyla artan ndrotransmisyonu azaltarak ve GABA ile de inhibe
olan norotransmisyonu artirarak iglev goriir. Ayn1 zamanda lityum, inositol, diagilgliserol
(DAG), protein kinaz C, hiicre i¢i kalsiyum ve miristollenmis alenin agisindan zengin C
kinaz substratt (MARCKS) gibi noéronlarda ¢alisan ikinci habercileri etkileyerek islev
gorur (Sengiil vd., 2004; Malhi vd., 2013).

Lityum, karbonhidrat metabolizmasini etkileyerek kilo degisimlerine neden olabilir,
diyabet insipidus olusturabilir, tiroid hormonunun salgilanmasini azaltabilir (hipotiroidi)
veya nadiren de olsa artirabilir (hipertiroidi), hiperparatiroidiye, hiperkalsemiye ve kalp

fonksiyonlarinda degisiklikler goriilmesine neden olabilir. Ayni zamanda lityum kullanan



hastalarda lenfosit ve trombosit sayisinda artis goriiliir (Zencir vd., 2018; Bille vd., 1975;
Eker ve Eker, 2010).

2.3. DNA Hasar

DNA c¢esitli endojen ve ekzojen faktorlerden siirekli olarak etkilendiginden
DNA’da gesitli hasarlar olusur. Hiicrelerde DNA hasarinin ¢ok fazla oldugu, hiicre basina
ginde yaklasik 10%ten fazla hasar meydana geldigi tahmin edilmektedir. Bu hasarlar DNA
tamir mekanizmalar1 tarafindan tamir edilir, tamir edilemeyen durumlarda ise hiicre
apoptozise yonlendirilir. Tamir mekanizmalar1 tarafindan tamir edilemeyen ve apoptozise
yonlendirilmeyen hiicrelerde ¢esitli mutasyonlar olusur (Dinger ve Akgay, 2000; Best,
2009; Friedberg vd., 2004).

DNA’da kendiliginden hasar olusmasina neden olan endojen faktorler yanlis
eslesme, tautomerik  kaymalar, deaminasyon, baz kayiplar1  (depiirinasyon,
depirimidinasyon) ve oksidatif hasardir. DNA hasarina neden olan ekzojen faktorler ise
cesitli gevresel faktdrler olup baz analoglari, alkilleyici ajanlar, gesitli kimyasallar ve
iyonize radyasyon ve ultraviyole (UV) gibi fiziksel ajanlari kapsar (Dinger ve Akcay,
2000; Onur vd., 2009).

2.3.1. Endojen DNA Hasarlan
2.3.1.1. Replikasyon Hatalar1

Replikasyon sirasinda meydana gelen, DNA polimerazlarin yanlis niikleotid
eklemesidir. Bu hata 3'-5" ekzoniikleazlar tarafindan tamir edilebilmesine ragmen
diizeltilemeyen hatalar bir sonraki replikasyonda yanlis niikleotid kopyalanmasina neden
olur (Biitiiner ve Kantarci, 2006, Klug vd., 2011).

2.3.1.2. Tautomerik Kaymalar

Herhangi bir niikleotidin yapisinin molekiilde sadece bir proton kaymasiyla
izomerine doniigmesi sonucu olusur. Normalde timin ve guanin keto formunda, adenin ve
sitozin ise amino formunda bulunur. Nadiren de olsa guanin ve timin enol formuna, adenin
ve sitozin imino formuna doniisiir ve keto-enol, amino-imino eslesmesi gibi uygun
olmayan bazlar birbirleri ile eslesmis olur. Ornegin enol formundaki timin keto formundaki

guanin ile eslesir (Dinger ve Akcay, 2000; Biitiiner ve Kantarci, 2006, Klug vd., 2011).



2.3.1.3. Deaminasyon

Nukleik asitlerin hidroliz sonucu amino grubunu kaybetmesiyle sitozin urasile,
adenin hipoksantine, guanin ksantine ve 5-metil sitozin de timine doniisiir. Bunun
sonucunda bazlarin eslesme 6zelligi degisir ve yanlis eslesmeler meydana gelir (Dincer ve
Akcay, 2000; Kow, 2002, Klug vd., 2011).

2.3.1.4. Baz Kayiplan

DNA’daki baz ve deoksiriboz arasindaki glikozidik bagin, 1sinma, alkilasyon veya
N-glikozilazlarin etkisi ile hidroliz olmasi sonucu baz kayiplari olur. Piirin bazlariin
kaybmna depiirinasyon, pirimidin bazlarmmin kaybina depirimidinasyon denir. DNA’da
glikozidik bagin hidrolizi ile apiirinik ya da apirimidinik (AP) bolgeler olusur. Eger bu AP
bolgeleri tamir edilmezse, replikasyon sirasinda o bolgede kalip rolii oynayacak bir baz
bulunmayacaktir ve DNA polimerazlar buraya rastgele bir baz yerlestireceklerdir (De Bont
ve Larebeke, 2004, Klug vd., 2011).

2.3.1.5. Oksidatif Hasar

Normal hiicresel reaksiyonlarin yan iiriinleri olan serbest oksijen radikalleri (SOR),
DNA’da sekere veya baza saldirabilirler. Cesitli endojen ve ekzojen faktorlerle olusan
SOR’lar bazlarda hasara, baz kayiplarina ve ¢ift ya da tek iplik kiriklarma neden olur
(Imlay ve Linn, 1988, Klug vd., 2011).

2.3.2. Ekzojen DNA Hasarlari
2.3.2.1. Baz Analoglan

Mutajenik kimyasallar olan baz analoglari, DNA bazlarina benzeyen ve replikasyon
sirasinda yeni zincirde onlarin yerine gegen piirin ve pirimidinlerdir. Ornegin; 5-
bromodeoksiiiridin bir timin analogudur ve yeni zincirde timin yerine gegerek yanlis

eslesmelere neden olur (Passarge, 2007, Klug vd., 2011).
2.3.2.2. Alkilleyici Ajanlar

Cesitli cevresel mutajen ve karsinojenlerin en genis grubu alkilleyici ajanlar olup
DNA ile etkilesime gecerek DNA’nin alkillenmesine neden olurlar. Alkilasyon, bir
molekiile metil veya etil grubunun eklenmesidir. Ornegin guaninin alkilasyonunda;
alkilleyici ajan, guaninin alti konumundaki keton grubu ile reaksiyona girerek 6-

metilguanin olusturur. Bu sekilde 6-metilguanin U¢ hidrojen bagindan birini olusturamaz



ve bu nedenle sitozin ile eslesemez, bunun yerine timin ile eslesir. Boylece, bir sonraki
replikasyondan sonra bu molekul guanin-sitozin yerine anormal bir guanin-timin gifti igerir
(Passarge, 2007, Klug vd., 2011).

2.3.2.3. Cesitli Kimyasallar

Kemoterapi ilaglari, mustard gazlari, aflatoksin, interkalasyon ajanlar1 ve sigara gibi
mutajenik maddeler; DNA baz ciftleri arasina girerek, serbest radikaller iireterek, bazlarin
yapisini degistirirerek ¢apraz baglanmalar, dimer olusumlari ve ¢ift ya da tek iplik kiriklar

gibi DNA hasarlarina neden olurlar (Ahluwalia, 2009, Klug vd., 2011).
2.3.2.4. Fiziksel Ajanlar

Iyonize radyasyon ve UV gibi ajanlar DNA ile etkileserek dimerler olustururlar ve

fosfodiester baglarini kirarlar (Dinger ve Akgay, 2000; Onur vd., 2009, Klug vd., 2011).
2.4. Genotoksisite

Genotoksisite; her tirden DNA hasar1 ve kromozom anormalliklerini tanimlayan
genel bir terimdir. Genotoksisite belirlenmesinde in vivo ve in vitro olmak iizere ¢esitli
testler yapilir. Bu testlere genotoksisite testleri denir ve bunlar; kimyasal maddelerin
verdigi zararlari, etki mekanizmalarini, ilaglarin genetik etkilerini ve UV, radyasyon ve
sigara gibi zararlilarin etkilerini incelemede kullanilirlar (Yiizbasioglu vd., 2014,

Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).
2.4.1. Genotoksisite Testleri
2.4.1.1. Kardes Kromatid Degisimi

[lk olarak 1950’lerde Taylor tarafindan trityum ve otoradyografi kullanilarak
gorsellestirilen kardes kromatid degisimi [SCE (Sister Chromatid Exchanges)], kardes
kromatidlerin kirilip birbiriyle yeniden birlestigi bir islemdir. SCE cesitli mutajenik ve
karsinojenik maddelerin etkilerini, 6zellikle de kromozomlardaki yapisal bozukluklar
arastiran bir testtir. SCE testinde DNA kiriklarini gorebilmek i¢in bir timidin baz anologu
olan bromodeoksitiridin (BrdU) kullanilir. BrdU, replikasyon sirasinda DNA ipliklerine
dahil edilir ve Resim 1°de goriildiigii gibi floresan boyama ile goriintiilenir. Bu sekilde
tamir edilen DNA kiriklar1 (normal kosullarda kardes kromatitler arasinda olmamasi
beklenen bu parca degisimleri) gorunttilenmis olur (Yiizbasioglu vd., 2014, Sekeroglu ve
Sekeroglu, 2011; Wilson III ve Thompson, 2007; Latt ve Schreck, 1980).



Resim 1. Floresan isaretli SCE’lerin tespiti, propidyum iyodir ile boyama (Pinkel vd.,
1985)

2.4.1.2. Ames Testi

Ames testi (Salmonella typhimurium testi/ mikrozom testi); gen mutasyonlarina yol
acan maddeleri tanimlamak icin kullanilan kisa sdreli, kolay ve ucuz bir testtir. Testte
Salmonella typhimurium bakterisinin histidin veya Escherichia coli bakterisinin triptofan
geni mutant olan suslar1 kullanilir. Mutant Salmonella susu histidin olmayan ortamda
iireyemezken, tekrar mutasyona ugrayan bu sus histidin olmayan ortamda liremeye baslar
yani mutasyon bakterinin esansiyel amino asiti liretme kabiliyetini geri kazandirir.
Histidin olmayan ortamda iireyemeyen mutant susa, test edilecek madde ile muamele
edildiginde tekrar bir mutasyon gecirip histidinsiz ortamda iireme yetenegine bakilarak
toksisite belirlenir (Sekil 1) (Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011; Doak vd., 2012; Mortelmans
ve Zeiger, 2000).
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Sekil 1. Ames testi uygulamasi (Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011)
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2.4.1.3. Mikronikleus Testi

1950’lerde kullanilmaya baslayan mikroniikleus testi, kemik iligi veya periferik
kandaki eritroblastlarin incelenmesi teknigine dayanan bir genotoksisite testidir.
Mikroniikleuslar; hiicre boliinmesi sirasinda olusan, hiicre ¢ekirdegi ile baglantis1 olmayan,
zarla cevrili sitoplazmadaki kromatin igeren yapilardir (Resim 2). Mikroniisleuslar ¢esitli
DNA boyalart kullanilarak tespit edilir ve mikroniikleuslarin sikligindan andjenik ve
klastojenik ajanlarin hiicrelerde neden oldugu bozukluklar degerlendirilir. Andjenik
ajanlar, andploidiyi uyaran ajanlardir ve sentromer boliinmelerinde ve ig iplikgiklerinde
hatalara neden olurlar; klastojenik ajanlar ise kromozom bozukluklarina neden olurlar.
Kromozom incelemesi gerekmedigi i¢in uygulama kolayligi saglamaktadir (Sekeroglu ve

Sekeroglu, 2011; Doak vd., 2012; Demirel ve Zamani, 2002; Stopper ve Miiller, 1997).

Resim 2. Mikroniikleus testinde mikroniikleuslarin gorintisu (Demirel ve Zamani, 2002)

2.4.1.4. Kromozomal Anomali Testi

Kromozomal anomaliler, ¢esitli mutajenlerin neden oldugu, kromozomlardaki
yapisal veya sayisal bozukluklardir. Kromozomal anomali testi bu bozukluklar1 incelemek
i¢cin kullanilan bir yontemdir. /n vivo ve in vitro olarak uygulanabilen bu testte in vivo igin
kemik iligi hiicreleri, in vitro igin ise genellikle periferik kan lenfositleri kullanilir. In vitro
kromozomal anomali testi i¢in hiicre kiiltiirii ortamina alinan periferik kan lenfositleri
mitoza tesvik edici maddenin (fitohemaglutinin) bulundugu besiyeri i¢inde 72 saat inkiibe
edilir. Hicreler toplanmadan iki saat 6nce ortama hucreleri metafaz evresinde durduracak
madde (kolsisin/kolsemid gibi) eklenir ve daha sonra toplanan hiicrelerin kromozomlari
boyanarak mikroskop altinda incelenir (Resim 3) (Yiizbasioglu vd., 2014; Sekeroglu ve
Sekeroglu, 2011).
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Resim 3. Kromozomal anomali drnekleri (Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011)

2.4.1.5. Comet Assay

Comet Assay ya da tek hiicre jel elektroforezi [Single Cell Gel Electrophoresis
(SCGE)] sade, duyarli, ¢ok yonlii, hizli ve ekonomik bir test olup DNA kiriklarini dlger.
Yontem, negatif yiike sahip DNA’daki kiriklarin elektrik alanda hareket ettirilmesi
prensibine dayanir. Periferik lenfositler veya kltir hiicreleri bir mikroskop laminda agaroz
icine gdmdlir, deterjan ve yiksek tuz ile denatlre edilerek DNA’nin siiper sarmal yapisi
acilir ve sonrasinda elektroforeze tabi tutularak kirtk DNA’larin anoda dogru go¢ etmesi
saglanir. Anoda go¢ eden DNA’lar kuyruklu yildiz (comet) seklinde goriildiigiinden
yonteme de bu ad verilir (Collins vd., 1997; Collins, 2004).

Spesifik hiicrelerde DNA hasari ilk olarak Rydberg ve Johanson (1975) tarafindan
belirlenmistir. Mikroskop laminda agaroz jel igine gomiilmiis hiicreler hafif alkali ortamda
bekletilerek membranlar1 parcalanir ve DNA sarmalinin kismi agilmasi saglanir. Daha
sonra notralize edilen hiicreler akridin turuncusu ile isaretlenir ve DNA hasari, yesil ve
kirmiz1 floresan oranini Olgerek belirlenir. Yesil floresan ¢ift iplikli DNA’y1, kirmizi
floresan ise tek iplikli DNA’y1 gosterir. Daha sonra Ostling ve Johanson (1984), DNA
hasar tespitinin hassasiyetini arttirmak i¢in mikro jel elektroforez teknigini gelistirdiler. Bu
teknikle mikroskop lamlarinin iizerine agaroz jel i¢cinde hiicreler gomiiliir, yogun tuz ve

deterjan iceren lizis cozeltisinde bekletilerek membranlar pargalanir. Notr pH ortaminda



kisa bir siire elektroforez uygulanir. Kirtk DNA, anoda dogru hizli bir sekilde goc eder.
Daha sonra da preperatlar etidyum bromir (EtBr) ile boyanarak DNA go¢ miktar
belirlenir. Ancak notral kosullarda proteinler DNA’dan ¢ok fazla uzaklastirilamadigi igin
elektroforez isleminde tek sarmal kiriklar1 tespit edilemez. Bu sorunu ortadan kaldirmak
icin Singh ve ark. (1988) elektroforezi alkali ortamda (pH>13) gerceklestirdiler. Bu sekilde
giniimiizde de uygulanan hem tek iplik kiriklarinin hem de ¢ift iplik kiriklarinin
incelendigi Comet Assay yontemi ortaya ¢ikmis oldu (Dincer ve Kankaya, 2010; Togay,
2015).

Comet Assay ile hem in vivo hem de in vitro genotoksisite ¢aligmalar1 yapmak
mimkiindiir. Bu yontemle genotoksik ve mutajenik ajanlarin etkisi, az miktarda hiicre
kullanilarak incelenmis olur. Comet Assay yontemi basit ve hizli olusundan dolay1 klinikte
birgok hastaligin tanisinda ve tedavi siirecinin takibinde, sperm Kkalitesinin incelenmesinde,
bazi ajanlarin etkilerinin incelenmesinde kullanilir. Bunun yaninda beslenme, yaslanma,
egzersiz gibi biyolojik sistemlerin incelenmesi, mesleki magduriyetin incelenmesi,
gevrenin canli sistemleri tizerinde etkisinin incelenmesi gibi pek cok alanda da Comet
Assay yontemi kullanilir (Collins vd., 1997; Collins, 2004; Dinger ve Kankaya, 2010).

Comet Assay’in temel asamalari:

Slaytlarin hazirlanmasi: Agaroz jellerin lama tutulmasi i¢in lamlar en az bir gece
Onceden %21-1.5’luk agaroz jel ile tamamen kaplanir. Daha sonra sandvig sistemi gibi
normal erime noktali agarozun, hiicreleri igceren diisiikk erime noktali agarozun, en {istte
tekrar normal erime noktali agarozun oldugu katmanlar olusturulur. Agarozlarin
konsantrasyonlart DNA’nin gogiinii etkileyecegi i¢in %0.5-1 arasinda olmalidir (yliksek
konsantrasyonlar smirli DNA gdocline neden olur). Diisiik erime noktali agarozun igine
gomiilen hiicrelerin gd¢ ederken iist iiste diigmemesi i¢in hiicre yogunlugunun fazla

olmamasi gerekir (Hartmann vd., 2003; Dinger ve Kankaya, 2010).

Lizis: Slaytlar ylksek tuz ve deterjan iceren ¢ozeltide en az bir saat bekletilerek
membranlar parcalanir ve DNA serbest kalir. Lizis c¢ozeltisi, jellerin stabilitesini
bozmamak i¢in soguk kullanilmalidir. Lizis isleminin ardindan hiicre kalintilarini, tuz ve
deterjani uzaklastirmak igin slaytlar bidistile su ile yikanir (Hartmann vd., 2003; Dinger ve
Kankaya, 2010).

DNA gevsemesi: Proteinlerin DNA’dan uzaklagmasi (kromatin yapinin agilmasi) ve
tek sarmal kiriklarmin agiga ¢ikmasi i¢in slaytlar alkali (ph>13) elektroforez tamponu
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icinde bekletilir. Jellerin stabilitesini korumak i¢in soguk elektroforez tamponu

kullanilmalidir (Hartmann vd., 2003; Dinger ve Kankaya, 2010).

Eletroforez: Alkali DNA gevsemesinin gergeklesmesinden sonra negatif yiiklii
DNA’daki kiriklar elektrik alan uygulanarak anoda dogru gog ettirilirler. Kirik olmayan
DNA’lar ¢ekirdekten ¢ikamaz ve elektroforez sonrasinda bir bas ve kirikk DNA’larin
olusturdugu kuyruk sekilli yap1 yani comet olusur (Hartmann vd., 2003; Dincer ve
Kankaya, 2010).

Notralizasyon: Alkali ortamda elektroforezden sonra slaytlar uygun bir tampon (ph

7.5) ile yikanarak jeller nétrlestirilir (Hartmann vd., 2003; Dinger ve Kankaya, 2010).

DNA boyanmasi: Cometlerin gorsellestirilmesi i¢cin DNA spesifik boyalar
kullanilir. En sik kullanilan boyalar EtBr, 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) ve
benzoksazolyum-4-kinolinum oksazol sari homodimer (YOYO-1)’dir (Hartmann vd.,
2003; Dincer ve Kankaya, 2010).

Mikroskopta inceleme ve analiz: Boyama isleminden sonra mikroskopta slayt
basina 100 comet incelenmelidir. Bir kafa ve DNA parcalar veya iplik¢ikleri iceren bir
cometin analiz edilmesinde kuyruk uzunlugu ve kuyruktaki DNA yiizdesi parametreleri
Olculir ve kuyruktaki DNA yiizdesi ve kuyruk uzunlugunun cgarpilmasi ile kuyruk
momenti hesaplanir (Resim 4). incelenen cometler kuyruk uzunluguna gére sifirdan dorde
kadar gruplandirilir. Sifir, kuyruk yok (DNA kirig1 yok); bir-dort arast DNA kirigiin
derecesini gosterir (Resim 5) ((Hartmann vd., 2003; Dincer ve Kankaya, 2010; Fidan,
2005, Boutet vd., 2013).

Kuyruk

Kuyruk Momenti

Resim 4. Comet analizi (Cell Biolabs Inc, 2019)
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Resim 5. Comet Assay, 0: DNA kirig1 yok; 1-4: DNA kiriklar1 (Dinger ve Kankaya,
2010)

2.5. Lityumun Genotoksisitesi

Bipolar bozukluk tedavisinde kullanilan lityumun genotoksisitesini arastiran bazi
caligmalar yapilmistir. 0.5 mg, 1.0 mg ve 1.5 mg dozlarda lityum Kklorir (LiCl),
kromozomlarda kiriklarmm, bosluklarin, satellit yapilarimin, delesyonlarin  ve
translokasyonlarin artmasina ve replikasyonda azalmalara neden olur (De La Torre vd.,
1976). Farkli dozlarda LiCl (0.212 mg/kg, 2.125 mg/kg ve 21.25 mg/kg), Li.COz (1.20
mg/kg, 12.0 mg/kg ve 120.0 mg/kg) ve lityum asetat (C2HsLiO2) (0.05 mg/kg, 0.5 mg/kg
ve 5.0 mg/kg) fare hicrelerinde kromozomal anomalilere (bosluk, kirik, halka ve
Robertsonian flizyon) ve lityum asetat ise SCE’ye neden olur (Sobti vd., 1989). 2.5 mM, 5
mM, 10 mM, 20 mM ve 50 mM LiCl, HL-60 promyelositik 16semi hiicrelerinde, kiltirde
dort glinden sonra hiicre sayisinda azalma olusturur, 10 mM’1 gegen dozlar canlilig azaltir
(Becker and Tyobeka, 1990). Li>COs ve LiCl 2-12 mM konsantrasyonlarda insan akciger
alveolar hicelerinde hiicre sayisinda ve canlilikta azalmaya neden olur; 5 ve 10 mM
dozlarda ise bazi genlerin [slperoksit dismutaz (SOD), peroksidaz 2 ve molekiler
saperonlarin1 kodlayan genler] ekspresyonunda azalma, bazi genlerin (p21, glutatyon
rediktaz) ekspresyonunda artma olusturur (Allagui vd., 2007). Chinese hamster ovary
(CHO) hiicrelerinde 1-5 mM Li,COs toksik olup letal dozun yarist (LDsg) 5 mM’dur;
LiCl’'in 6 mM’dan fazlas1 toksik olup LDso 15 mM’dir. Li2COz’in 2.2-10 mM, LiCl’in 5-
20 mM konsantrasyonlarinda mikronukleuslarda artma olur ve lityum ile muamele edilen
hicrelerde andploidi, ¢cok kutuplu anafazlar ve gecikmeli kromozomlar gozlenir (Pastor
vd., 2009).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasallar

Agaroz (Himedia, Hindistan, 9012-36-6)

Aseton (Isolab®, Tiirkiye, 901.027.2501)

Besiyeri (Gibco™ PB-MAX™ Karyotyping Medium, Amerika Birlesik Devletleri,
12557013)

Colcemid (Gibco™ KaryoMAX™ Colcemid™ Solution in PBS, Amerika Birlesik
Devletleri, 15210040)

Diisiik Erime Noktali Agaroz (Lonza SeaPlaque™ Agarose, isvicre, 50101)
Etilendiamin Tetraasetik Asit (EDTA) (Bio Basic Canada Inc., Kanada, 6381-92-
6)

EtBr (Sigma-Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri, 1239-45-8)

Entellan® (Merck, Almanya, 1079610100)

Formalin (Sigma-Aldrich, Almanya)

Giemsa Boyas1 (Gibco™ KaryoMAX™ Giemsa Stain Solution, Amerika Birlesik
Devletleri, 10092013)

Gurr Buffer Tablet (Gibco™ Gurr Buffer Tablet, Amerika Birlesik Devletleri,
10582013)

Hematoksilen&Eozin Boyama Kiti (Merck, Almanya)

Hidrojen Peroksit (H202) (Merck, Almanya, 107209)

Hidroklorik Asit (HCI) (Merck, Almanya, 100317)

Immersiyon Yag1 (Olympus Corpration, Japonya, Z-81211)

Lithuril 300 mg 100 Kapsul (Kocak Farma, Turkiye, 8699828150053)

Li>COz (Sigma-Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri, 554-13-2)

Masson-Goldner Trikrom Boyama Kiti (Merck, Almanya,100485)

Metanol (Isolab®, Istanbul, 947.043.2500)

Nevparin 25.000 IU/5ml (Mustafa Nevzat, Turkiye, 8699541770408)
Penisilin-Streptomisin (Biological Industries, Israil, 03-031-1C)

Potasyum Klortr (KCI) (BBI Life Sciences, Cin, 7447-40-7)

Tris (Fisher Scientific, Amerika Birlesik Devletleri, BP152-500)
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e Triton® X-100 (Sigma®-Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri, 9002-93-1)

e Tripsin (Gibco™ Trypsin (2.5 %), no phenol red, Amerika Birlesik Devletleri,
15090046)

e Sodyum Hidroksit (NaOH) (Himedia, Hindistan, 1310-73-2)

e Sodyum Klorir (NaCl) (Merck, Almanya, 106404)

3.1.2. Alet ve Cihazlar

e 1.5 mI’lik Mikrosantrifiij Tiipii (DNaz/ RNaz Free) (Isolab, Turkiye/ Istanbul)

e 15 ml’lik Steril Santrifiij Tiipii (Isolab, Tlrkiye/ Istanbul)

e Bidistile Su Cihaz1 (GFL/ 2104, Almanya/ Burgwedel)

e Buzdolab1 (Arcelik, Ttrkiye/ istanbul)

e Biyuk Santrif(j (Hanil/ Combi-514R, Kore/Gimpo)

e Comet Assay Tanki (Cleaver Scientific/ CSL-COMA40, Birlesik Krallik/ Rugby)

e (Calkalamal inkiibatér Sogutmali-Sogutmasiz (Termal, Tiirkiye/ Istanbul)

e Doku Boyama Cihaz1 (Leica/ ST5020, Almanya)

e Doku Takip Cihaz1 (ThermoScientific™/ Citadel 2000, Ingiltere)

e Floresan Mikroskop (BAB Gériintii Isleme ve Analizi Sistemi, Turkiye/ Ankara)

e Giig Kaynagi (Cleaver Scientific/ CS-300V, Birlesik Krallik/ Rugby)

e Hassas Terazi (Pioneer™/ Ohous, Filipinler/ Batangas)

e Is1i Blogu (Wealtec Corp./ HB-1, Amerika Birlesik Devetleri/ Sparks)

e Isik Mikroskobu (Olympus/ CX21, Japonya/ Tokyo)

e Isik Mikroskobu (Olympus/ DM6200, Japonya/ Tokyo)

e Isik Mikroskobu Kamera Sistemi (Olympus/ DP71, Japonya/ Tokyo)

e Lam (Isotherm, Tiirkiye/ Istanbul)

e Lamel (24 X 60 mm) (Isolab, Tiirkiye/ Istanbul)

e Manyetik Karistiric1 (Velp®. Scientifica/ ARE Heating Magnetic Stirrer, italya/
Usmate)

e Mikrodalga Firin (Vestel, Turkiye/ Manisa)

e Mikropipet Seti (Eppendorf Reference, Almanya/ Hamburg)

e Mikro Santrifij (NUve/ NF048, Turkiye/ Ankara)

e Otoklav (Nive/ OT40L, Tulrkiye/ Ankara)

e Parafin Bloklama Cihaz1 (Leica/ EG 1150 H, Almanya)
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pH metre (Hanna Insturements/ pH 211, Amerika Birlesik Devletleri/ Rhode
Adasi)

Rotary Mikrotom (Leica/ RM2255, Almanya)

Sinif II Giivenlik Kabineti (Metisafe, TUrkiye/ Ankara)

Steril Plastik Pastor Pipeti (Citotest, Cin/ Jiangsu)

Siringa Filtresi 0.22 pm (Isolab, Tirkiye/ Istanbul)

Tek Kullanimlik Siringa (Genject®, Tiirkiye/ Ankara)

Vortex ( Velp®. Scientifica/ ZX 3, Italya/ Usmate)

3.1.3. Deney Hayvanlarinin Temini ve Bakim

Toplamda 32 tane sekiz haftalik, 238 + 60 g agirhiginda Sprague Dawley (Rattus

norvegicus) cinsi erkek sican kullanildi. Siganlar Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Deney Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nden (RTEU DHUAM) temin edildi.

Hayvanlarin bakimi ve kullanimi, hayvan deneyleri prosediirleri ulusal kurallara uygun
olarak RTEU DHUAM’da gerceklestirildi. Sicanlar 12 saat aydinlik/ 12 saat karanlik
ortamda, 2241 °C’de, %60+10 nemde bekletildi. Yemleri ve sular1 ad libitum olarak verildi
(Resim 6).

Resim 6. Sigan gruplari. (&) Kontrol grubu ve grup 1. (b) Grup 2 ve grup 3.

3.1.4. In Vitro Calismalar icin Kan Ornekleri

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesinde goniillii olan

3 kadin ve 3 erkek bireyden heparinli enjektorlere yaklasik 5 ml kan alind1.
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3.1.5. Soliisyonlarin Hazirlanmasi
3.1.5.1. Lenfosit Kultlrd Soliisyonlari
Li2CO3 Cozeltisi

Kapsul igindeki 300 mg Li2CO3z 40 ml bidistile suda ¢ozuldi (7.5 mg/ml) ve
filtreden gegirildi.

0.01 M H202 Cozeltisi
9.8 M olan stok H202 ¢ozeltisinde 1 ul alind1 ve 999 ul bidistile su ile karistirildi.
Hipotonik Soltsyon (0.075 M KCI)

0.56 g KCI 100 ml bidistile suda ¢6ziildii. Taze olarak hazirlanip bir saat 37 °C’de
bekletildi.

Fiksatif Solisyonu (3: 1 Metanol: Asetik Asit)

525 ml metanol ve 125 ml asetik asit karistirildi. Taze olarak hazirlanip -20 °C’de

sogutulan ¢ozelti galisma Oncesinde ve ¢alisma aralarinda +4 °C’de bekletildi.
Fosfat Tamponu (PBS)

Bir tablet gurr buffer 1 L bidistile suda ¢6zuldu.
%0.9’luk NaCl Soliisyonu

9 g NaCl 1 L bidistile suda ¢ozuldu.
Giemsa Boyasi Soliisyonu

3 ml giemsa boyasi, 1 ml aseton ve 48.5 ml PBS tamponu karistirildi.
%2.5’lik Tripsin Soliisyonu

2.5 ml tripsin (stok: 10X) ve 49.5 ml %0.9’luk NaCl ¢6zeltisi karigtirildi.
3.1.5.2. Comet Assay Soliisyonlari
Lizis Solusyonu (pH: 10)

-2.5M NaCl

- 100 mM EDTA
- 10 mM Tris

- %1 Triton X-100
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1 L soliisyon hazirlamak i¢in 146.1 g NaCl (molekiiler agirligi 58.44 g/mol) tartildi.
0.5 M’lik EDTA ¢ozeltisinden 200 ml, 0.5 M’lik Tris ¢ozeltisinden 20 ml alindi. Biitiin
kimyasallar toplami 950 ml olacak sckilde bidistile suda manyetik karistiricida
kanistirilarak ¢oziildii. Soliisyonun pH’s1 3 M’lik NaOH kullanilarak 10’a ayarlandi ve son
hacim 1 L’ye tamamlanarak soliisyon otoklavlandi. %1 triton X-100 her kullanimda taze

olarak eklendi.
Elektroforez Tamponu

-1mMEDTA

- 300 mM NaOH

Soliisyon 0Once konsantre olarak hazirlandi. 1 L, 5X konsantre stok tampon
hazirlamak i¢in; 0.5 M’lik EDTA ¢ozeltisinden 10 ml alindi. Molekiiler agirligi 40 g/mol
olan NaOH’ten 60 g tartildi. Kimyasallar 900 ml bidistile suda manyetik karistiricida
karigtirilarak ¢oziildii. Son hacim 1 L’ye tamamlanarak tampon ¢ozelti otoklavlandi.

1X elektroforez tamponu hazirlamak i¢cin 100 ml 5X’lik tampon ¢ozeltiden alip 900

ml bidistile su ile 1 L’ye tamamlandi.
Notralizasyon Tamponu (pH: 7.5)

-0.4 M Tris
1 L tampon hazirlamak i¢in 1 M’lik Tris ¢ozeltisinden 200 ml alindi. 700 ml
bidistile suda manyetik karistiricida karistirilarak ¢oziildii. Tamponun pH’s1 1 M’lik HCl

kullanilarak 7.5’a ayarlandi. Son hacim 1 L’ye tamamland1 ve tampon ¢ozelti otoklavlandi.
PBS Tamponu
Bir tane Gurr Buffer Tablet 1 L bidistile suda ¢ozuldu.
%1.5°luk Agaroz
1.5 g agaroz 100 ml PBS i¢inde mikrodalgada ¢ozuldu.
%0.5lik Agaroz

0.5 g agaroz 100 ml PBS icinde ¢oziilerek hazirlandi. Islem sirasinda 65 °C 1s1
blogunda bekletildi.
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%0.5°lik Diisiik Erime Noktali Agaroz

0.5 g diisiik erime noktali agaroz 100 ml PBS icinde ¢oziilerek hazirlandi. Islem
sirasinda 37 °C 1s1 blogunda bekletildi.

EtBr Cozeltisi

20 pg/ml Et-Br ¢ozeltisi i¢in 5 mg/ml stok EtBr soliisyonundan 6 pl alinip saf su ile
1.5 ml’ye tamamlandi. Mikrosantriflj tlpd aliminyum folyaya sarildi ve +4 °C’de saklandi.

3.2. Yontem
3.2.1. Hayvan Deneyleri
3.2.1.1. Deney Diizenegi

Sicanlar her grupta 8 hayvan olacak sekilde kontol, terap6tik (grup 1), toksik (grup
2) ve iki kat toksik (grup 3) gruplari olmak iizere dort gruba ayrildi. Kontrol grubuna
bidistile su, grup 1’e 25 mg/kg Li>COs, grup 2’ye 50 mg/kg Li.CO3 ve grup 3’e 100 mg/kg
LioCO3 uyguland1 (Albayrak vd., 2013; Mwaheb, 2016). Tim uygulamalar 1 ml olacak
sekilde gavaj teknigi ile oral olarak yapildi (Resim 7). Siganlarin su tiiketimleri ve altlik

talaglarini kirletmeleri giinliik olarak izlendi.

Resim 7. Deney gruplar1 ve oral uygulama. (a) Kontrol grubu. (b) Grup 1. (c) Grup 2. (d)
Grup 3. (e) Oral uygulama.

Gruplardaki siganlar tartildi ve grubun agirlik ortalamasina gore Li2COs uygulama

miktarlar diizenlendi:
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Grup 1 Li2COs soltisyonu

Ortalama agirliklar1 265 g olarak tartilan hayvanlara 25 mg/kg Li2COs uygulamak
icin 6.625 mg Li>COs gerekmektedir. 300 mg olan bir kapsil Li2CO3 45.28 ml bidistile

suda ¢Ozlilerek soliisyon hazirlandi.
Grup 2 Li2COs soltisyonu

Ortalama agirliklar1 261 g olarak tartilan hayvanlara 50 mg/kg Li.COs uygulamak
icin 13.05 mg Li>COs gerekmektedir. 300 mg olan bir kapsil Li2COz 22.99 ml bidistile

suda ¢Ozlilerek soliisyon hazirlandi.
Grup 3 Li2COs soluisyonu

Ortalama agirliklart 251.25 g olarak tartilan hayvanlara 100 mg/kg Li2COs
uygulamak icin 25.125 mg Li>COs gerekmektedir. 300 mg olan bir kapsul Li.CO3 11.94 ml

bidistile suda ¢ozllerek soliisyon hazirlandi.

15. gln gruplardaki siganlar tekrar tartildi ve grubun agirlik ortalamasina gore

Li,CO3 uygulama miktarlari tekrar diizenlendi:
Grup 1 Li2COs soltisyonu

Ortalama agirliklari 300.625 g olarak tartilan hayvanlara 25 mg/kg Li2COs
uygulamak ic¢in 7.5 mg Li2CO3 gerekmektedir. 300 mg olan bir kapsul Li2CO3z 40 ml

bidistile suda ¢ozulerek soliisyon hazirlandi.
Grup 2 Li2COs solusyonu

Ortalama agirliklari 300.625 g olarak tartilan hayvanlara 50 mg/kg Li2COs
uygulamak igin 15 mg Li>COs gerekmektedir. 300 mg olan bir kapsiul Li>COz 20 ml

bidistile suda ¢ozullerek soliisyon hazirlandi.
Grup 3 Li2COs solusyonu

Ortalama agirliklart 271.25 g olarak tartilan hayvanlara 100 mg/kg Li2COs
uygulamak ic¢in 27.125 mg Li.CO3 gerekmektedir. 300 mg olan bir kapstl Li>CO311.06 ml

bidistile suda ¢ozllerek soliisyon hazirlandi.
3.2.1.2. Deney Siirecinde Sicanlardan Kan Ornegi Alinmasi

Comet Assay i¢in si¢anlardan, 1. giinde (Li2COs verilmeden 6nce) ve 15. gunde

kan alimi yapild. Insizyon ile siganlarin kuyruklarindan kan alindi. Oncelikle kuyruk 1lik
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suda bekletildi. Bistiiri ile kuyruga ince bir kesik atilip ¢ikan kan heparinli insulin
enjektoriine alindi. Daha sonra kesik bolgesi katater ile yakildi ve bolge batikon ile

temizlendi (Resim 8).

Resim 8. Insizyon ile kan alimi. (a) Kuyrugun 1lik suda bekletilmesi. (b) Bistiri ile kesik
atilmasi. (C) Cikan kanin heparinli enjektore alinmasi. (d) Kuyrugun kateter ile
yakilmasi.

3.2.1.3. Uygulama Sonu Kan ve Doku Ornekleri Alim

Deney uygulamasi sonu olan 30. giinde 50 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg ksilazin
kullanarak sicanlara anestezi uygulandi. Biyokimyasal o6l¢cimler igin siganlarin
kalplerinden enjektor ile yaklasik 10 ml kan iki tane sari kapakli serum tiipiine alindi.
Comet Assay icin 500 pl kan heparinli 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiplerine alindi. Siganlarin
mesanesinden idrarlari insulin ignesi ile ¢ekilerek 1.5 m1’lik mikrosantrifdj tiplerine alindi.
Organlar (kalp, karaciger, bobrek, beyin, testisler, troit) ileride baska ¢alismalar yapilabilir
diisincesiyle formaldehit i¢ine alindi (Resim 9).
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Resim 9. 30.giin 6rnek alimi. (a) Calisma ortami. (b) Anestezideki si¢an. (C) Siganin
kalbinden kan alinmasi. (d) Siganin bobreginin alinmasi. (€) Mesaneden idrarin
alinmasi.

3.2.1.4. Biyokimyasal ve Histolojik Calismalar

Serum tiiplerine alinan kan 6rneklerine ve idrar drneklerine ait bébrek fonksiyon
testleri olan kan ire azotu (BUN) ve kreatinin (CreaC) Recep Tayyip Erdogan Universite
Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Biyokimya Laboratuvarinda hizmet alimiyla

yaptirildi.

Sicanlarin bobreklerinin histolojik analizleri Recep Tayyip Erdogan Universitesi

Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dali laboratuvarinda yapildi.
Histolojik Analizler

Genel anestezi altinda uyutulan sicanlardan alinan bdbrek dokulari transvers
dizlemde 1.5 cm¥liik parcalara ayrildi. Bobrek dokusuna ait 6rneklerin tespit olmasi igin
%10’luk notral formalin soliisyonunda 36 saat bekletilerek fiksasyon islemi uygulandi.
Daha sonra bobrek dokusu ornekleri doku takipi cihazina yerlestirilip sirasi ile %50 (2
kez), %060, %70, %80, %96, %100 (2 kez)’lik ethanol serilerinden gecirilerek
dehidratasyon islemi, sonrasinda da ksilen serilerinde bekletilerek dokularin
seffaflagtirilma islemi gergeklestirildi. Son asamalarda ise dokular yumusak (1 saat) ve sert
(3 saat) parafinde bekletildi. Daha sonra sert parafin ile bloklama islemine hazirlik igin

doku takip kasetleri icinde doku takip cihazina, ardindan da dokularin parafine gémiilmesi
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icin parafin bloklama cihazindan kaliplar igine parafin aktarilarak bloklandi. BObrek
dokusuna ait parafin bloklardan rotary mikrotom ile 4-5 pum kalinliginda kesitler alindu.
Kesitler boyama islemlerine baslanmadan once 60°C sicaklikta 1 saat siireyle etiivde
inkiibe edildi. Ardindan kesitler Hematoksilen&Eozin (H&E) ve Masson-Goldner trikrom

boyama kiti ile boyama cihazinda boyandi.

H&E Boyama Yontemi

e [s1 maruziyetiyle baglatilan deparafinizasyon islemi ksilen serilerinden gecirilerek
tamamlandi.

e Rehidratasyon islemi igin %100, %96, %90, %80, %70’lik etanol serilerinden
gecirilen ve musluk suyuna tutulan kesitler distile suda bekletildi.

e Harris hematoksilen ile boyama isleminden gecirildi.

e Musluk suyunda tutuldu.

e FEozin Y ile boyandi.

e Musluk suyundan gegirildi.

e %70, %80, %90, %100’lik etanol serilerinden gecirilerek dehidratasyon islemi
gerceklestirildi.

e Ksilen serileri ile seffaflastirma yapildi.

e Kesitlerin iist kisimlarina entellan ile lamel kapatildi.
Masson-Goldner trikrom boyama yontemi

e Kesitler deparafinizasyon ve dehidratasyon islemlerinden gecirildi.

e Hematoksilen soliisyonu ile boyandi.

e Musluk suyu altinda yikand.

e %1 lik asetik asit maruziyeti sonrast Azophloxine soliisyonunda bekletildi.

e %1 lik asetik asit sollisyonu maruziyetinden sonra Tungstophosphoric acid orange
G solusyonunda bekletildi.

e %1’lik asetik asit sollisyonu maruziyeti sonrasi Light green SF soliisyonunda
bekletildi ve ardindan tekrar %1’lik asetik asit soliisyonunda bekletildi.

e %70, %96, %100 (2 kez) etanol serilerinden gecirilerek dehidratasyon saglandi

e Kiilen ile seffaflagtirma islemi gergeklestirildi.

e Kesitler tizerine entellan ile lamel kapatildi.
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Kantitatif ve Semikantitatif Olgtimler

H&E ile boyali bobrek dokusu kesitleri 151tk mikroskobunda, deney gruplari
bakiminda korlestirilmis iki histopatolog tarafindan, her bir preparatta rastgele 30 farkli
alanda DP2-BSW programi vasitasiyla Bowman kapsiilii, proksimal ve distal ylzey

alanlar1 ol¢iildi.

H&E ve Goldner’s masson trikrom ile boyali bobrek dokusu kesitlerinde
Histopatolojik Skorlama (HPS) metoduna gore atrofik Bowman kapsill ve intertibdler
alanlardaki fibrozis Tablo 1’de gosterildigi gibi, deney gruplari bakimindan korlestirilmis
iki kor histopatolog tarafindan, her bir preparatta rastgele olarak secilmis 20 farkli alanda

degerlendirildi.

Tablo 1. Bébrek HPS metodu

Skor Ylzde (%)
0 Hasar yok
1 0-25
P 25-50
3 50-75
4 >75

3.2.2. insan Lenfosit KUltiri
3.2.2.1. Deney Diizenegi

Lityumun tedavi ve toksik diizeylerdeki olas1 etkilerini degerlendirmek iizere insan
lenfosit kiiltiirii yapildi. Bu amag igin biri normal kontrol, biri pozitif kontrol ve t¢ adet de
ilag uygulanan (terapoétik, toksik ve iki kat toksik ) gruplar olmak Uzere bes grup
olusturuldu. Bireylerden alman kan &rnekleri gruplara dagitildi. ilag uygulamalar kiiltiir
basladiktan 24 saat sonra yapildi. Terapdtik gruba (grup 1) 1 mM Li>.COs, toksik gruba
(grup 2) 2.5 mM Li2COs, iki kat toksik gruba (grup 3) 5 mM Li.CO3 eklendi. Pozitif
kontrol grubuna ise kultir bitimine 10 dk kala 1 mM H2O; eklendi (Ozdin ve Sarisoy,
2013; Allagui vd., 2007; Rueff vd., 1993).

3.2.2.2. Lenfosit Kultiria Protokolt

Lenfosit hiicre kiiltiirinde ve preparatlarin hazirlanmasinda; Topaktas ve
Renciizogullari’nin (1995, 2010) ve Tastemir ve Demirhan’in (2008) uygulamalarindan ve

Perry ve Thompson’in (1984) protokoliinden faydalanildi.
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Hucre ekimi

e Kontrol, Grup 1, Grup 2, Grup 3 ve Pozitif Kontrol olarak ayarlanan deney gruplari
icin tuplere dorder ml tam lenfosit kiltur besiyeri eklendi.

o Kiltur tiplerine steriliteye dikkat edilerek beser damla heparinize kan ilave edildi.
Kapaklar1 kapatilan tiipler parmak darbeleriyle dikkatlice homojenize edildi.

o Kultur tapleri 37 °C’deki nemli etiiv igine 45°’lik egim olacak sekilde yerlestirildi.

e 72 saat siirecek olan kiiltiir islemi baglatild1 ve tiipler her giin bir defa dikkatli bir

sekilde karigtirilarak homojenize edildi.
Li2COsekleme

e Kultirin 24. saatinde kuiltur tlplerine Tablo 2’de gosterildigi gibi ti¢ farkli
konsanstrasyonda olacak sekilde daha once hazirlanip filtreden gegirilen LioCO3

cozeltisinden ilave edildi.

Tablo 2. Lio,COs dozlar

Grup Li.CO3; Dozu Eklenen Li,CO; Dozu
Grup 1 1 mM 40 pl
Grup 2 25mM 100 pl
Grup 3 5mM 200 pl

Kolsemid ekleme

e  Kultdr suresinin bitimine iki saat kala (70. saatte) her tiipe 0.5 pg/ml olacak sekilde
200 pl kolsemid ilave edildi. Tiipler hafif¢e sallanip karistirildiktan sonra

inkiibatore alind.
H20- ekleme

e Kilturun bitimine 10 dk kala Pozitif Kontrol grubuna 1 mM olacak sekilde 250 pl
H20: ilave edildi.
NOT: Bu islemlerin hepsi steril kabinde gerceklestirildi.
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Hasat

e 72 saatlik kaltur stresinin bitiminden sonra tiipler 500 g’de (gravite) 5 dk santrifij
edildi ve tiiplerde yaklasik 0.7 ml’lik kiiltiir ortam1 kalincaya kadar siipernatant
atild.

NOT: Tiipte kalan kisim iyice karistirildiktan sonra yaklagsik 50 pl ayrilarak Comet Assay
yapildi.

e Her tiipe tiipiin kenarindan, hafifce calkalanarak, damla damla 8 ml hipotonik
¢ozeltiden (0.075 M KCl) ilave edildi ve iyice karistirildi.

e Daha sonra agzi kapatilan tiipler inkiibatore (37 °C) alinarak 15 dk bekletildi.

e Inkiibatrden alman tiipler iizerine buzdolabinda sogutulmus olan fiksatiften (3: 1
Metanol: Asetik asit) 9 damla eklenerek hafifce karistirildi ve +4 °C’de 10 dk
bekletildi. Daha sonra 500 g’de 5 dk santrifujlendi.

e Yaklasik 0.7 ml kalacak sekilde siipernatant kismi atildi ve tiipiin dip kismina
hafifce vurularak htcre pelleti homojenize edildi.

e Tiiplere kenarindan yavas yavas 9 ml soguk fiksatif ilave edilerek dikkatli bir
sekilde homojenize edilip dnce buzdolabinda 10 dk daha sonra da inkiibatorde (37
°C) 15 dk bekletildikten sonra 500 g’de 5 dk santrifujlendi.

e Yaklasgik 0.7 ml kalacak sekilde siipernatant kismui atildi ve tiiplin dip kismina
hafifce vurularak hiicre pelleti homojenize edildi.

e Islem sivimin iyice berraklastigini goriinceye kadar ii¢ kez tekrarlandi.

e Santrifiij sonras tlipte yaklasik 1 ml siv1 birakilarak preparat hazirlama islemine

gecildi.
Preparat hazirlama

e Lamlar 1 N nitrik asit iginde bir gece bekletildi. Akan suda iyice yikanan lamlar saf
su iginde +4 °C’de bekletildi.

e Hiicre siispansiyonu pastor pipet ile dikkatli bir sekilde birkag¢ kez karistirilip
homojen hale getirildi.

e Pipete ¢ekilen siispansiyondan hafif egik bir sekilde tutulan 1slak lam {izerine 20-30
cm mesafeden farkli alanlara gelecek sekilde 4-5 damla hiicre slspansiyonu
damlatildi.

e Yaslandirmak igin ise inkiibatérde (37 °C'de) iki glin bekletilir.
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3.2.2.3. Boyama ve Bantlama

Thermo Fisher Scientifik KaryoMAX™ giemsa boyas: kullanildi ve &nerilen

protokol uygulanda.
Saleler hazirlandi:

- 1. sale: %2.5’lik tripsin
- 2. sale: 9%0.9’luk NaCl
- 3. sale: %0.9’luk NaCl
- 4. sale: Giemsa boyasi

- 5. sale: PBS tamponu

- 6. sale: PBS tamponu

Boyama ve bantlama

e inkiibatdrden ¢ikarilan preparatlar saleye dizildi ve iizerine tripsin soliisyonu ile
dolduruldu. 10 saniyeden 2 dakikaya kadar farkli siirelerde deneme yapildi ve
uygun inkiibasyon 40 saniye olarak belirlenip kalan preparatlara uygulandi.

e Preparatlar %0.9’luk NaCl igine alinarak 3 kez yikandi.

e Daha sonra saleye dizilen preparatlarin iizerine giemsa boyasi koyularak 5 dk’den
20 dk’ye kadar farkli siirelerde deneme yapildi ve uygun inkiibasyon 8 dk olarak
belirlenip kalan preparatlara uygulandi.

e Preparatlar PBS i¢ine alinarak 3 kez yikandi.

e 50 °C etiivde kurutulan preparatlarin tlizerine entellan ile lamel kapatildi.
3.2.2.4. Sitogenetik Analiz

Sitogenetik analizde her bir 6rnek i¢in en az 50 metafaz plagi sayisal ve yapisal

kromozom anomalileri agisindan 151k mikroskobunda incelendi.
3.2.3. Comet Assay

Hayvan deneylerinden ve insan lenfosit kiltirinden elde edilen Ornekler

kullanilarak Comet Assay yapildi. Cleaver Scientific Comet Assay protokolii uygulandi.
Lamlarin Hazirlanmast

e Lamlar 1 N nitrik asit i¢cinde bir gece bekletildi. Akan suda iyice yikanan lamlar saf
su icinde bir gece bekletildi.
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e Lamlar %1.5’luk agaroz ile kaplanip bir gece +4 °C’de bekletildi.

e 110 pl %0.5’lik agaroz lama koyulup iizerine lamel kapatildi. +4 °C’de 15 dk
bekletildi.

e Lamel dikkatlice kaldirildi.

e 5l 6rnek ve 65 pl %0.5’1ik diistik erime noktali agaroz 1.5 ml’lik mikrosantrifuj
tipinde mikropipet ile hafifce pipetaj yapilarak karistirildi ve lamda agaroz Uzerine
koyuldu, lamel kapatildi. +4 °C’de 15 dk bekletildi.

e Lamel dikkatlice kaldirildi.

e Uzerine 75 pl %0.5’lik agaroz koyuldu ve lamel kapatildi. +4 °C’de 15 dk
bekletildi.

e Lamel dikkatlice kaldirildi.

Lizis ve Elektroforez

e 100 ml +4 °C’de lizis soliisyonu igine 1 ml triton X-100 eklendi, iyice karistirildi.

e Preparatlar hazirlanan lizis soliisyonuna koyularak +4 °C’de bir saat bekletildi.

e Preparatlar elektroforez tankina yerlestirildi, dolacak sekilde 1X elektroforez
tamponu koyuldu. Karanlikta 30 dk bekletildi.

e 25V,300 mA’de 20 dk yiiriitildi.

e Preparatlar 100 ml nétralizasyon tamponunda dikkatlice yikandi.
Boyama

e 20 ug/ml EtBr’den 25 pl damlatilip lamel kapatildi.
Goruntuleme

Boyama yapilan preparatlar floresan mikroskop kullanilarak 20X biiyiitmede
gorintilendi. Goruntilemede G-filtre kullanilip 560 nm dalga boyunda inceleme yapildi.

Sayum ve Degerlendirme

Her bir ornek icin 100 comet incelenip BAB Bs200 Pro Plus programi ile
degerlendirdi ve hasar derecesi istatistiksel olarak analiz edildi. Bu analizde elektroforez
sonras1 hiicrelerin ¢ekirdeklerinin olusturdugu kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti ve

kuyruktaki % DNA miktar1 dikkate alinarak kontrol ve uygulama gruplari karsilastirildi.
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3.2.4. istatiksel Analiz

Istatiksel analizler SPSS 25.0 programi kullanilarak yapildi. Lityum uygulama
dozlar1 bakimindan olusturulan gruplarda aritmetik ortalamalarin, standart sapmalarin ve
gruplar arasindaki farklarin belirlenmesinde tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey
testi kullanildi. Histolojik verilerde gruplar arasindaki farklar Kruskal Wallis ve Tamhane
T2 testleri ile analiz edildi. p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Hayvan Deneyleri Sonuglari
4.1.1. Sicanlarin Agirhiklari

Siganlarin deney baslangici, 15. giin ve deneyin sonlandirildigi 30. giine ait
agirliklart Tablo 3’de verilmistir. Tablo 4’de g0sterilen 30 ginlik agirlik artig
ortalamalarinin istatistik sonuglarina gére Kontrol grubunun agirlik artig ortalamasinin

diger gruplara gore anlamli derecede fazla oldugu goriildii.

Tablo 3. Siganlarin agirliklar

ORNEK 1. Giin Agirhk 15. Giin Agirhk 30. Giin Agirhk
Kontrol
K1 2459 2809 3509
K2 1799 2374 3009
K3 230¢g 2974 3409
K4 2239 2729 310¢g
K5 2389 2699 325¢
K6 2289 2769 2829
K7 2259 290 ¢ 300¢
K8 2389 268 g 322¢g
ORTALAMA 225.27¢g 273.625¢g 316.125¢g
Grup 1 (25 mg/kg)
G1-1 250 ¢ 3349 3209
G1-2 2609 314 ¢ 322¢
G1-3 295¢ 311g 330¢g
Gl-4 2709 313¢g 340¢
G1-5 2779 272g 3409
G1-6 241g 2884 3649
G1-7 262 g 2839 3139
G1-8 260 g 290¢g 3049
ORTALAMA 264.375¢g 300.625 g 329.125¢g
Grup 2 (50 mg/kg)
G2-1 2549 2709 320¢
G2-2 2369 2844 3409
G2-3 255¢ 2869 2959
G2-4 2659 288¢ 3009
G2-5 2509 3169 335¢
G2-6 2629 310¢ 380¢
G2-7 2689 321¢g 360 ¢
G2-8 298¢ 330¢g *
ORTALAMA 261g 300.625 g 332.857¢g
Grup 3(100 mg/kg)
G3-1 244 ¢ 245¢g 292 ¢
G3-2 2369 2309 2959
G3-3 2669 303¢ 2709
G3-4 2539 2479 345¢
G3-5 2589 2779 325¢
G3-6 2689 310¢ 330¢g
G3-7 240 g 2769 3059
G3-8 2459 282¢g 3059
ORTALAMA 251.25 g 371.25¢ 371.25¢

*: Sigan deneyin 24. giiniinde d1dii
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Tablo 4. Siganlarin ortalama agirlik artiglar

Karsilastirilan Gruplar Ortalama Agirhik Artislar: p Degeri
Kontrol / Grup 1 90.38/64.75 0.0013
Kontrol / Grup 2 90.38/71.86 0.0095
Kontrol / Grup 3 90.38/57.13 0.0002
Grup 1/ Grup 2 64.75/71.86 0.3840
Grup 1/ Grup 3 64.75/57.13 0.3316
Grup 2/ Grup 3 71.86/57.13 0.0322

4.1.2. Su Tiiketimleri ve Althk Talas Durumlari

Siganlarin 22 gunlik su tiketimleri Tablo 5°de verilmistir. Tablo 6’de gosterilen su
tiiketim ortalamalarinin istatistik sonuglarina gore Grup 3’iin ortalamasinin diger gruplara

gore anlaml derecede fazla oldugu bulundu.

Tablo 5. Siganlarin su tiikketimleri

Gln Kontrol (mL) 1. Grup (mL) 2. Grup (mL) 3. Grup (mL)
1. giin 350 350 400 750
2.gun 400 400 450 725
3.gun 400 400 450 725
4. glin 400 400 450 725
5.glin 270 270 325 675
6. gun 350 325 425 450
7.gln 325 380 400 590
8. gun 300 280 375 500
9. gun 375 300 375 500
10. giin 335 300 390 490
11. giin 390 350 390 550
12. giin 325 330 360 405
13. giin 300 330 350 540
14. giin 350 300 430 500
15. giin 335 325 300 480
16. glin 275 275 350 450
17. glin 400 400 300 455
18. gin 400 350 400 525
19. giin 300 300 285 455
20. gun 300 300 300 350
21. gln 350 345 325 470
22. gun 350 355 390 280

ORTALAMA 344.54 334.77 373.63 526.81
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Tablo 6. Siganlarin 22 giinliik ortalama su tuketimleri (ml)

Karsilastirilan Gruplar Ortalamalar p Degeri
Kontrol / Grup 1 344.54 ] 334.77 0.9721
Kontrol / Grup 2 34454/ 373.63 0.5665
Kontrol / Grup 3 344.54 [ 526.81 <0.0001
Grup 1/ Grup 2 334.77 [ 373.63 0.3125
Grup 1/ Grup 3 334.77/526.81 <0.0001
Grup 2/ Grup 3 373.63/526.81 <0.0001

Siganlarin altlik talaglarinda Grup 3’de Kontrol grubuna oranla daha fazla kirlenme
gozlemlendi (Sekil 11).

/?7%/;
,/,‘,.,/,///////////Z
T

Resim 10. Grup 3 ve Kontrol grubunun talaglari. (G3) Grup 3 (100 mg/kg). (K) Kontrol
grubu.

4.1.3. Biyokimyasal Sonuclar

Sicanlarin biyokimyasal degerleri Tablo 7°da verilmistir.
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Tablo 7. Siganlarin biyokimyasal degerleri

ORNEK Serum Lityum Idrar Lityum CreaC (mg/dl) Bun (Ure/2,14)
(mmol/L) (mmol/L)
Kontrol
K1 <0.101 <0.101 0.51 21.495
K2 <0.101 <0.101 0.47 18.691
K3 <0.101 <0.101 0.50 18.224
K4 <0.101 <0.101 0.48 20.093
K5 <0.101 <0.101 0.53 21.962
K6 <0.101 <0.101 0.51 25.701
K7 <0.101 <0.101 0.50 19.626
K8 <0.101 <0.101 0.47 18.691
ORTALAMA <0.101 <0.101 0.496 20.56
Grup 1 (25 mg/kg)
Gl-1 0.240 4.29 0.46 13.551
G1-2 0.284 1.38 0.45 19.626
G1-3 0.300 4.674 0.48 14.439
Gl-4 0.246 >6.891 0.51 17.29
G1l-5 0.284 >6.891 0.49 17.29
G1-6 0.276 1.166 0.57 18.691
G1-7 0.196 >6.891 0.54 18.224
G1-8 0.275 * 0.51 15.888
ORTALAMA 0.263 4.597 0.501 16.875
Grup 2 (50 mg/kg)
G2-1 0.185 2.238 0.44 18.691
G2-2 0.317 3.16 0.47 17.757
G2-3 0.455 4.063 0.49 16.822
G2-4 0.482 6.784 0.51 17.689
G2-5 0.310 >6.891 0.56 18.691
G2-6 0.414 6.761 0.51 15.888
G2-7 0.345 >6.891 0.52 18.224
62_8 ** ** ** **x
ORTALAMA 0.358 5.255 0.5 17.689
Grup 3 (100 mg/kg)
G3-1 0.573 >6.891 0.44 17.757
G3-2 0.520 6.432 0.47 18.691
G3-3 0.804 >6.891 0.48 18.691
G3-4 0.800 4521 0.54 19.626
G3-5 Hkk * 0.48 15.888
G3-6 0.812 * 0.51 18.691
G3-7 0.604 * 0.48 16.355
G3-8 0.313 * 0.46 14.019
ORTALAMA 0.632 6.184 0.482 17.465

*: Siganlarin mezhanesi bostu, idrar alinamadi
**: Sican deneyin 24. giiniinde 6ldi
***: Sonug alinamadi

Tablo 8’de gosterilen ortalama serum lityum seviyelerinin istatistik sonuglarina
gore Kontrol grubunun diger gruplara gore anlamli derecede diisiik oldugu ve Grup 3’lin

Grup 1 ve Grup 2’ye gore anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu.
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Tablo 8. Siganlarin ortalama serum lityum seviyeleri

Karsilastirilan Gruplar Ortalamalar p Degeri
Kontrol / Grup 1 <0101/0.263 0.0213
Kontrol / Grup 2 <0.101/0.358 0.0003
Kontrol / Grup 3 <0.101/0.632 <0.0001
Grup 1/ Grup 2 0.263/0.358 0.3028
Grup 1/ Grup 3 0.263/0.632 <0.0001
Grup 2/ Grup 3 0.0358/0.632 0.0002

Tablo 9’de gosterilen ortalama idrar lityum seviyelerinin istatistik sonuglarina gore

Kontrol grubunun diger gruplara gore anlamli derecede diisiik oldugu bulundu.

Tablo 9. Siganlarin ortalama idrar lityum seviyeleri

Karsilastirilan Gruplar Ortalamalar p Degeri
Kontrol / Grup 1 <0.101/4.597 0.0003
Kontrol / Grup 2 <0.101/5.255 <0.0001
Kontrol / Grup 3 <0.101/6.184 <0.0001
Grup 1/ Grup 2 4.597 / 5.255 0.8933
Grup 1/ Grup 3 4.597/6.184 0.4812
Grup 2/ Grup 3 5.255/6.184 0.8297

Tablo 10°da gosterilen ortalama serum CreaC degerlerinin istatistik sonuglarina

gore anlamli bir fark bulunamada.

Tablo 10. Siganlarin ortalama CreaC seviyeleri

Karsilastirilan Gruplar Ortalamalar p Degeri
Kontrol / Grup 1 0.496 /0.501 0.9903
Kontrol / Grup 2 0.496/0.5 0.9903
Kontrol / Grup 3 0.496 / 0.482 0.8410
Grup 1/ Grup 2 0.501/0.5 0.9999
Grup 1/ Grup 3 0.501/0.482 0.6756
Grup 2/ Grup 3 0.5/0.482 0.7408

Tablo 11°de gosterilen ortalama BUN degerlerinin istatistik sonuglarina goére
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Tablo 11. Siganlar1 ortalama BUN degerleri

Karsilastirilan Gruplar Ortalamalar p Degeri
Kontrol / Grup 1 20.56/16.875 0.0046
Kontrol / Grup 2 20.56 / 17.689 0.0412
Kontrol / Grup 3 20.56 / 17.465 0.0199
Grup 1/ Grup 2 16.875/17.689 0.8593
Grup 1/ Grup 3 16.875/17.465 0.9317
Grup 2/ Grup 3 17.689/17.465 0.9967

4.1.4. Histolojik Sonuclar

Kontrol grubu bdbrek dokusuna ait kesitler 151k mikroskobu altinda incelendiginde
normal yapidaki glomerul igerigine sahip Bowman kapsuli ve tibuller gozlemlendi.
Bununla beraber proksimal tiibiillerin firgams1 kenar yapilart oldukga belirgin olarak
izlenmekteydi (Resim 1la-b; Resim 12a-b). Grup 1 bobrek dokusu kesitlerinde ise
Bowman kapsuli, proksimal tibil ve distal tabdllerin tipik yapida oldugu gézlemlendi
(Resim 1l1c-d; Resim 12c-d). Bunun aksine Grup 2 bobrek dokusu kesitleri 11k
mikroskobu altinda incelendiginde ise Bowman kapsillerinde biizilme, proksimal ve distal
tibdllerde dilatasyonlar saptandi. Bunun yaninda intertiibiiler alanlarda vaskiiler konjesyon
gozlemlendi (Resim 1le-f; Resim 12e-f). Benzer olarak Grup 3’e ait bobrek dokusu
kesitlerinde Bowman kapstllerinde blziilme, proksimal ve distal tibillerde dilatasyonlar
saptandi (Resim 11g-h; Resim 12g-h).

Kontrol grubu ve Grup 1 bobrek kesitlerinde HPS skoru arasinda herhangi bir fark
gozlemlenmedi. Bunun aksine Grup 2 ve Grup 3’de kontrol grubuna kiyasla atipik
glomerul sayisinda ve intertlibiiler alanlardaki fibrozisdeki artisa bagli olarak HPS

skorunun artt1g1 saptandi (Tablo 12).

Tablo 12. HPS’ye ait veriler

Grup Atipik glomerul Fibrozis HPS skoru
Kontrol 0.00 (0-0,5) 0.00 (0-0) 0.00 (0-1)
Grup 1 1.00 (0-1)2 0.00 (0-1)* 1.00 (1-1,5)2
Grup 2 2.00 (2-2)3° 2.00 (2-2)3° 4.00 (3,5-4)2P
Grup 3 2.00 (2-2)° 1.00 (1-1)¢¢ 3.00 (3-3)°

ap=0.000 kontrol grubuna kiyasla
bp=0.000 Grup 1 grubuna kiyasla
°p=0.0038 Grup 1 grubuna kiyasla
dp=0.001 Grup 2 grubuna kiyasla
p=0.046 Grup 2 grubuna kiyasla
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Resim 11. Bobrek dokusuna ait 151k mikroskop goriintiisii, H&E boyamasi. p: proksimal
tibdl. d: distal tibul. g: glomerul. ok: firgamsi kenar. *: Bowman kapsullerinde
bizulme. c: vaskuler konjesyon. (A)(x20)- (B)(x40) Kontrol grubuna ait
kesitler. (C)(x20)- (D)(x40) Grup 1’e ait kesitler. (E)(x10)- (F)(x20) Grup 2’ye
ait kesitler. (G)(x10)- (H)(x20) Grup 3’e ait kesitler.
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Resim 12. Bbbrek dokusuna ait 11k mikroskop goriintiisii, Masson-Goldner boyamasi. p:
proksimal tubul. d: distal tubdl. g: glomerul. ok: firgamsi kenar. *: Bowman
kapsullerinde bizulme. c: vaskiler konjesyon. x: interstisyal alanda fibrozis.
(A)(x20)-(B)(x40) Kontrol grubuna ait kesitler. (C)(x20)-(D)(x20) Grup 1’¢ ait

kesitler. (E)(x20)-(F)(x40) Grup 2’ye ait kesitler. (G)(x20)-(H)(x40) Grup 3’e
ait kesitler.
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Tablo 13’da gorildiigii gibi Kontrol grubunun ve Grup 1’in Bowman kapusulu,
proksimal ve distal tibullerinin yilizey alanlar1 arasinda herhangi bir fark gézlemlenmedi.
Bunun aksine Grup 2 de, Kontrol grubuna kiyasla Bowman kapsiiliiniin yiizey alaninda
azalma, proksimal ve distal tiibiillerin yilizey alanlarinda ise artis gézlemlendi. Benzer

olarak Grup 3 proksimal ve distal tiibiillerin yiizey alanlarinda ise artis gézlemlendi.

Tablo 13. Kantitatif analiz sonucuna ait veriler (Aritmetik ortalama + Standart sapma)

Gruplar Bowman kapsulii Proksimal tubul Distal tibil yuzeysel
yiizeysel anali (um?)  yiizeysel anali (um?) alam (um®)
Kontrol 5351.68+2263.86 568.53+149 711.38+122.47
Grup 1 6454.28+1742.95° 1034.52+265.03 1053.27+149.01
Grup 2 4191.10+810.882° 3391.21+2833.14%"  3349.23+3796.18%
Grup 3 7066.66+1342.20¢ 3592.40+3017" 1224.94+298.27'

8p =0.028 Kontrol grubuna kiyasla
®p =0.07 Grup 1 grubuna kiyasla
°p =0.07 Grup 2 grubuna kiyasla
9 =0.01 Grup 2 grubuna kiyasla
ép =0.009 Kontrol grubuna kiyasla
p =0.005 Kontrol grubuna kiyasla
Pp =0.038 Grup 1 grubuna kiyasla
'p=0.021 Grup 1 grubuna kiyasla
Ip =0.008 Kontrol grubuna kiyasla
K0 =0.025 Grup 1 grubuna kiyasla
'p =0.043 Grup 1 grubuna kiyasla

4.1.5. Comet Assay Sonuclari

Tiim gruplardan deneyin ilk giinii alinan kanlarla yapilan Comet Assay sonuglarina
ait ornek alanlar Resim 13’de verildi. Hazirlanan preparatlarda her grupta 100 adet
cekirdek incelendi ve gorsel olarak comet goruntisu tespit edilmedi. Pozitif Kontrol grubu
olan H2O: ile muamele edilen preparatlarda olusan cometler Resim 14’de gosterildi.
Cekirdeklerin analiz programi ile degerlendirilmesi sonucunda elde edilen ortalama
degerler Tablo 14’de verildi. Pozitif Kontrol grubu diger gruplarla kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli bir artig gorulirken (p<0.0001), Kontrol, Grup 1, Grup 2 ve
Grup 3 arasinda anlamli bir fark goériilmedi (p>0.05).
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Resim 13. Uygulama 6ncesi gruplara ait comet goérintileri. (K) Kontrol. (G1) 1. Grup.
(G2) 2. Grup. (G3) 3. Grup.

Resim 14. Uygulama 6ncesi Pozitif Kontrol grubu comet goriintisu
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Tablo 14. Uygulama 6ncesi gruplara ait Comet Assay sonuglari (SS: Standart Sapma)

Gruplar Kuyruk Uzunlugu  Kuyruk Momenti  Kuyruktaki % DNA
Ortalama £ SS Ortalama £ SS Ortalama + SS
Kontrol 3.125+2.687 1.219+1.138 37.25+7.317
Grup 1 1.206+0.6308? 0.4375+0.32072 29.08+16.332
Grup 2 1.369+0.4256°¢ 0.5303+0.2406°¢ 40.13+19.240¢
Grup 3 1.650+0.3522%2f 0.5504+0.3299% " 32.40+18.34%¢f
Pozitif Kontrol 113.9+35.71&h 107.9+46.78%M1 83.96+28.882 "

4p>0.05 Kontrol grubuna kiyasla
®p>0.05 Kontrol grubuna kiyasla
°p>0.05 Grup 1’e kiyasla

99>0.05 Kontrol grubuna kiyasla
€p>0.05 Grup 1’¢ kiyasla

1p>0.05 Grup 2’¢ kiyasla
9p<0.0001 Kontrol grubuna kiyasla
Pp<0.0001 Grup 1’¢ kiyasla
'p<0.0001 Grup 2’e kiyasla
1p<0.0001 Grup 3’¢ kiyasla

Tim gruplardan 15. ginde alinan kanlarla yapilan Comet Assay sonuglarina ait

ornek alanlar Resim 15°de verildi. Hazirlanan preparatlarda her grupta 100 adet gekirdek

incelendi ve gorsel olarak comet gorintlsu tespit edilmedi. Pozitif Kontrol grubu olan

H20. ile muamele edilen preparatlarda olusan cometler Resim 16’da gosterildi.

Cekirdeklerin analiz programi ile degerlendirilmesi sonucunda elde edilen ortalama

degerler Tablo 15°de verildi. Pozitif Kontrol grubu diger gruplarla kiyaslandiginda

istatistiksel olarak anlamli bir artig gorulirken (p<0.0001), Kontrol, Grup 1, Grup 2 ve

Grup 3 arasinda anlamli bir fark gérilmedi (p>0.05).
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Resim 15. 15. gun comet goruntuleri. (K) Kontrol. (G1) 1. Grup. (G2) 2. Grup. (G3) 3.

Grup.

Resim 16. 15. giin Pozitif Kontrol grubu comet gorintisu
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Tablo 15. 15. giin Comet Assay sonuglar1 (SS: Standart Sapma)

Gruplar Kuyruk Uzunlugu  Kuyruk Momenti Kuyruktaki % DNA
Ortalama £ SS Ortalama £ SS Ortalama £ SS
Kontrol 0.519+0.99 0.045+0.021 7.672+2.163
Grup 1 0.493+0.090? 0.042+0.0162 7.442+1.5342
Grup 2 0.479+0.049°¢ 0.03620.008"¢ 6.834+1.164"¢
Grup 3 0.458+0.075%¢f 0.0350.0119¢f 6.791+1.285%¢f
Pozitif Kontrol ~ 142.7+99.79h4i 141.6+33.61&M 99.24+0.4228"1i

4p>0.05 Kontrol grubuna kiyasla
®p>0.05 Kontrol grubuna kiyasla
°p>0.05 Grup 1’e kiyasla

99>0.05 Kontrol grubuna kiyasla
¢p>0.05 Grup 1’e kiyasla

p>0.05 Grup 2’¢ kiyasla
9p<0.0001 Kontrol grubuna kiyasla
Pp<0.0001 Grup 1’¢ kiyasla
'p<0.0001 Grup 2’e kiyasla
1p<0.0001 Grup 3’¢ kiyasla

Tim gruplardan 30. ginde alinan kanlarla yapilan Comet Assay sonuglarina ait
ornek alanlar Resim 17°de verildi. Hazirlanan preparatlarda her grupta 100 adet ¢ekirdek
incelendi ve gorsel olarak comet goruntlsu tespit edilmedi. Pozitif Kontrol grubu olan
H20. ile muamele edilen preparatlarda olusan cometler Resim 18’de gosterildi.
Cekirdeklerin analiz programi ile degerlendirilmesi sonucunda elde edilen ortalama
degerler Tablo 16°da verildi. Pozitif Kontrol grubu diger gruplarla kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli bir artig gorulirken (p<0.0001), Kontrol, Grup 1, Grup 2 ve

Grup 3 arasinda anlamli bir fark gérilmedi (p>0.05).
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Resim 17. 30. gun comet goruntuleri. (K) Kontrol. (G1) 1. Grup. (G2) 2. Grup. (G3) 3.
Grup.

Resim 18. 30. giin Pozitif Kontrol grubu comet gorintisu
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Tablo 16. 30. giin Comet Assay sonuglar1 (SS: Standart Sapma)

Gruplar Kuyruk Uzunlugu  Kuyruk Momenti Kuyruktaki % DNA
Ortalama £ SS Ortalama £ SS Ortalama £ SS
Kontrol 0.509+0.073 0.036+0.004 6.406+0.909
Grup 1 0.487+0.060% 0.033+0.0102 6.064+1.2622
Grup 2 0.508+0.034°¢ 0.031+0.005°¢ 5.717+1.060°¢
Grup 3 0.549+0.066% 0.333+0.008%¢f 5.590+1.587%¢f
Pozitif Kontrol ~ 116.0+36.282h-4i 109.7+47.32&0 87.82+27.76%M

4p>0.05 Kontrol grubuna kiyasla
®p>0.05 Kontrol grubuna kiyasla
°p>0.05 Grup 1’e kiyasla

99>0.05 Kontrol grubuna kiyasla
¢p>0.05 Grup 1’e kiyasla

p>0.05 Grup 2’¢ kiyasla
9p<0.0001 Kontrol grubuna kiyasla
Pp<0.0001 Grup 1’¢ kiyasla
'p<0.0001 Grup 2’e kiyasla
1p<0.0001 Grup 3’¢ kiyasla

4.2. Insan Lenfosit Kiiltiirii Sonuclari

4.2.1. Comet Assay Sonuglari

Goniillillerden alinan kan hiicreleri ile kiltur Oncesinde yapilan Comet Assay
sonuglarina ait 6rnek alanlar Resim 19’de verildi. Hazirlanan preparatlarda her grupta 100
adet cekirdek incelendi ve gorsel olarak comet goruntusi tespit edilmedi. Pozitif Kontrol
grubu olan H20: ile muamele edilen preparatlarda olusan cometler Resim 20’de gosterildi.
Cekirdeklerin analiz programi ile degerlendirilmesi sonucunda elde edilen ortalama
degerler Tablo 17’de verildi. Pozitif Kontrol grubu diger gruplarla kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli bir artig gorulirken (p<0.0001), Kontrol, Grup 1, Grup 2 ve

Grup 3 arasinda anlamli bir fark goriilmedi (p>0.05).
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-
Resim 19. Kltlr éncesi kan hiicrelerinin comet géruntileri. (1) 1. birey. (2) 2. birey. (3) 3.
birey. (4) 4. birey. (5) 5. birey. (6) 6. birey.
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Resim 20. Kultlr dncesi Pozitif Kontrol grubu comet goriintiisu

Tablo 17. Kilttr 6ncesi Comet Assay sonuclari (SS: Standart Sapma)

Gruplar Kuyruk Uzunlugu = Kuyruk Momenti  Kuyruktaki % DNA
Ortalama + SS Ortalama £ SS Ortalama + SS
Kontrol 0.552+0.062 0.131+0.011 23.89+1.914
Grup 1 0.542+0.095? 0.145+0.0422 25.98+5.3232
Grup 2 0.579+0.155P¢ 0.170+0.141°¢ 26.57+12.20°¢
Grup 3 0.551+0.156¢f 0.119+0.028¢¢f 21.94+2.563%¢f
Pozitif Kontrol ~ 101.9+18.70%" 101.4+18.97%04 99.53+0.5162"

ap>0.05 Kontrol grubuna kiyasla
®p>0.05 Kontrol grubuna kiyasla
°p>0.05 Grup 1’e kiyasla

9p>0.05 Kontrol grubuna kiyasla
¢p>0.05 Grup 1’e kiyasla

1p>0.05 Grup 2’e kiyasla
9p<0.0001 Kontrol grubuna kiyasla
Pp<0.0001 Grup 1’¢ kiyasla
'p<0.0001 Grup 2’e kiyasla
Ip<0.0001 Grup 3’¢ kiyasla

Lenfosit kaltiri hacreleri ile yapilan Comet Assay sonuglarina ait 6rnek alanlar

Resim 21’de verildi. Hazirlanan preparatlarda her grupta 100 adet ¢ekirdek incelendi ve

gorsel olarak comet gorlntlsu tespit edilmedi. Pozitif Kontrol grubu olan H20: ile

muamele edilen preparatlarda olusan cometler Resim 22°de gosterildi. Cekirdeklerin analiz

programi ile degerlendirilmesi sonucunda elde edilen ortalama degerler Tablo 18’da

verildi. Pozitif Kontrol grubu diger gruplarla kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlaml bir

artig gorilirken (p<0.0001), Kontrol, Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 arasinda anlamli bir fark

gorilmedi (p>0.05).

45



Resim 21. Lenfosit kilturi sonrasi comet goruntileri. (K) Kontrol. (G1) 1. Grup. (G2) 2.
Grup. (G3) 3. Grup.

Resim 22. Lenfosit kilturd sonrasi Pozitif Kontrol grubu comet gorintisi

46



Tablo 18. Lenfosit kilturi sonras1t Comet Assay sonuglari (SS: Standart Sapma)

Gruplar Kuyruk Uzunlugu  Kuyruk Momenti  Kuyruktaki % DNA
Ortalama £ SS Ortalama £ SS Ortalama £ SS
Kontrol 0.485+0.131 0.035+0.013 6.456+0.932
Grup 1 0.507+0.080% 0.036+0.0162 6.265+1.7972
Grup 2 0.514+0.076°¢ 0.033+0.009°¢ 5.784+1.081°¢
Grup 3 0.500+0.050%¢ 0.030+0.006%¢ 5.456+0.927%¢f

Pozitif Kontrol ~ 90.506+26.172¢0  86.978+27.25284 86.367+9.477&h1

4p>0.05 Kontrol grubuna kiyasla
®p>0.05 Kontrol grubuna kiyasla
°p>0.05 Grup 1’e kiyasla

99>0.05 Kontrol grubuna kiyasla
¢p>0.05 Grup 1’e kiyasla

p>0.05 Grup 2’¢ kiyasla
9p<0.0001 Kontrol grubuna kiyasla
Pp<0.0001 Grup 1’¢ kiyasla
'p<0.0001 Grup 2’e kiyasla
1p<0.0001 Grup 3’¢ kiyasla

4.2.2. Sitogenetik Sonuclar:

Her bir grup icin incelenen preparatlarda (Kontrol: 196, Grup 1: 249, Grup 2: 154,
Grup 3: 200) gozlenen anomaliler ve bunlarin toplam metafaz plagina gore yiizdelik
degerleri Tablo 19°da verilmistir. Kromozomal anomalilerini gosteren 6rnek bolgeler

Resim 23’de gosterilmistir.

Tablo 19. Tespit edilen kromozomal anomaliler

Anomaliler
Frajil Tek Kromozom Inversiyon Asentrik Diger %
Gruplar Bolge Kromatid Kirig (inv) Kromozom Anomali
(fra) Kirgi (chb) (ace) Sayisi
(chtb)
chtb1g25 Endoreduplikasyon
Kontrol frabp21 chtb19q13 47 XY +18 25
Grup 1 fra2pter chtb1p22 Endoreduplikasyon 1.2
frabq31
fralg21l . .
inv7p22q11.2  50,XX,+4ace Endoreduplikasyon
Grup 2 fralpcent  chtb9qll chb12p12 iV7p22q11.2  47.XX,+ace 7.8
fralg21l
fralg2l
fra14q24 Endoredgpllkasyon
fralOpter Multi Kirik
Grup 3 47 XY ,+19 45
fralp34
fra2p23 47 XXY
P Anéploidi
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Resim 23. Kromozomal anomali ornek alanlari. (&) chtb1g25 ve chtb19913. (b)
Endoreduplikasyon. (c) inv(7)(p22q11.2) ve ctb12p12. (d) ace. (e) fralOpter.

(f) 47,XXY.
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5. TARTISMA

Mani ve depresyon durumlarindan olusan bipolar bozukluk, goriilme sikligr %3
oldugu ve yaklasik 25 yaslarinda ortaya ¢iktigr icin toplumu sosyoekonomik agidan
etkilemektedir. Toplumu ve bireyin kendini olumsuz etkileyen bipolar bozuklugun
tedavisinde ilk tercih olarak lityum kullanilmaktadir. FDA onayl lityumun etkilerini
arastiran bazi ¢alismalar yapilmistir ancak etki mekanizmasi hala tam olarak anlasilabilmis
degildir. Lityumun gilivenle kullanilabilmesi icin konsantrasyonunun 0.6-1.2 mEg/L
araliginda olmasi gerekmektedir. Yapilan ¢alismalarla konsantrasyonun 1.5 mEq/L oldugu

durumlarda toksik etki gdsterdigi bulunmustur (Ozdin ve Sarisoy, 2013).

Lityumun terapotik ve toksik dozlarda etkisini arastiran gesitli ¢aligmalar yapilmis
olsa da literatirde DNA (zerindeki etkisini godsteren smirli sayida in vitro g¢alisma
bulunmaktadir. Yapilan bu tez galismasinda, normal, toksik ve iki kat toksik Li>COs
dozlarinin, genotoksisite ¢aligmalarinda hassas oldugu bilinen Comet Assay yontemi ile in
vivo ve in vitro DNA hasar1 olusturup olusturmadigini arastirmak ve ayni zamanda

biyokimyasal, histolojik ve sitogenetik etkilerini belirlemek amaglandi.

In vivo degerlendirmeler igin Sprague Dawley cinsi siganlardan Li;CO3 uygulamasi
Oncesi, 15. giin ve deneyin son giind olan 30. ginde kan alinarak Comet Assay yapildi. Her
bir érnek icin 100 hiicre incelendi ve hiicrelerde olusan kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti
ve kuyruktaki % DNA miktart dlgiilerek deney gruplarinda hasar olup olmadigi pozitif
kontrole (H202 uygulamasi ile olusan DNA hasarmna) oranla istatiktiksel olarak
degerlendirildi. Deney sonunda serum ve idrar drneklerinde biyokimyasal degerlere bakildi
ve bobrek dokusunda histopatolojik incelemeler yapildi. Ayrica benzer sekilde planlanan
in vitro ¢alismada ise insan lenfosit kiltlrlerindeki hiicrelere yapilan lityum uygulamalari

sonrast hem Comet Assay hem de sitogenetik incelemeler yapildi.

Lityumun diyabet insipidus olusturdugunu arastiran ¢alismalarda, siganlara ilk 10
gun boyunca 40 mmol/kg, sonrasinda 60 mmol/kg LiCl uygulanmis ve kontrol grubuna
oranla lityum uygulama gruplarinda su ihtiyaglarinin ve idrar atiliminin daha fazla; kilo
artiglarinin daha az oldugu goriilmiistiir (Christensen vd., 1985; Marples vd., 1995). Benzer
bir ¢alismada da, lityumun sican bobreklerindeki aquaporin-2 proteinine ve sodyum,
potasyum-ATPase mMRNA ekspresyonuna etkileri incelenmis; kontrol grubuna oranla LiCl
uygulanan siganlarin su ihtiyaglarinin daha fazla oldugu goriilmiistiir (Laursen vd, 2004).

Yapilan bu tez c¢aligmasinda da, tum gruplardaki siganlarin deneyin baslangicinda, 15.
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ginde ve deneyin sonunda agirliklar tartilarak 30 giin sonundaki agirlik artislari
hesaplandi. Buna gore yapilan c¢alismalara benzer olarak, kontrol grubundaki siganlarin
agirhik artisinin terapotik (25 mg/kg), toksik (50 mg/kg) ve iki kat toksik (100 mg/kg)
gruplara oranla daha fazla oldugu tespit edildi. Ayn1 zamanda si¢anlarin gunlik su tiiketim
miktarlar1 Olgiilerek, iki kat toksik grubun diger gruplara oranla daha fazla su tiikettigi
belirlendi (p<0.0001). Su tiiketiminin fazla oldugu iki kat toksik grubunda es zamanli
olarak altlik talaslarinin daha hizli kirlendiginin gézlenmesi idrar atilimimin da fazla
oldugunu gosterdi. Yiksek dozlarda lityumun, su tiketiminin ve idrar atiliminin fazla,
agirlik artiginin ise az olmasi ile karakterize olan diyabet insipidusa neden oldugunun tespit

edilmesi benzer ¢alismalar1 destekler niteliktedir.

Kisa ve uzun siireli lityum tedavisinin bobrek fonksiyonlar1 iizerine -etkileri
arastirildiginda, Turan vd. (2002) serum BUN ve CreaC seviyelerinin normal araliklarda
oldugunu ve gruplar arasinda istatiksel bir fark olmadigini bulmuslardir. Tasg1 (2018)
yaptig1 ¢alismasinda saglikli bireylerden aldigi serum orneklerine subterap6tik (0.3 mM),
terapotik (0.8 mM) ve toksik (3.5 mM) dozlarda lityum uygulayarak CreaC ve dre
seviyelerini 6lgmils ve gruplar arasinda anlamli bir fark bulamamistir. Yapilan bu tez
caligmasinda da benzer olarak lityumun bobrek fonksiyonlarina etkisini gormek i¢in serum
CreaC ve BUN seviyelerine bakildi. CreaC seviyesinde anlamli bir fark gézlenmezken
(p>0.05); BUN seviyesinde kontrol grubundan iki kat toksik grubuna dogru anlamli bir
azalis oldugu gortildii (p<0.05). BUN seviyesindeki bu azalma terapdtik ve toksik dozlarda

lityum kullaniminin bdbrek fonksiyonlarini bozdugunu gosterdi.

Fogo vd. (2016) yaptiklar1 ¢alismada, lityumun proksimal tubiller Gzerinde
patolojik etki yaptigin1 ve proksimal tubulerde atrofiye ve interstisyel fibrozise neden
oldugunu bulmuslardir. Yapilan bu tez ¢alismasinda da benzer sekilde, Siganlarin bobrek
dokular1 incelendiginde toksik doz gruplarinda terapotik ve kontrol grubuna kiyasla
bowman kapstllerinde biiziilme, proksimal ve distal tibullerde dilatasyon ve intertubtler
alanda vaskiler konjesyon; yiizey alanlar1 incelendiginde bowman kapsillerinde daralma,

distal ve peroksimal tiibiillerde genisleme gézlemlendi.

Lityumun literaturdeki toksik etkilerini destekleyen bu tez ¢alismasinin sonuglari,
toksik (50 mg/kg) ve iki kat toksik (100 mg/kg) doz uygulamalarmin siganlarda
biyokimyasal ve histolojik olarak toksisite olusturdugunu kanitlamaktadir.

50



Lityumun, oksidatif stresten kaynakli degisiklikleri Onledigini inceleyen
caligmalarda, Albayrak vd. (2013) Wistar cinsi si¢anlara 25 ve 50 mg/kg LioCOz (Lithuril-
Kocak farma) uygulayarak lityumun timaor nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin 6 (IL-6)
ve interlokin 1 beta (IL-1B) gibi enflamatuar sitokinlerini azaltma ve SOD’un, glutatyonun
(GSH) ve 8-iso-prostaglandin F2 alfa’nin (8-1SO) dokulardaki negatif degisimini
lyilestirme kabiliyetini gostermislerdir. Andreazza vd. (2008) ise lityumun, mani modeli
olusturduklar1 siganlarda, oksidatif stresin neden oldugu DNA hasarin1 diizelttigini
gozlemlemislerdir. D-amfetamin (AMPH) ile indikledikleri oksidatif stresin gunlik iki
doz olarak 47.5 mg/kg Li.CO3 uygulanan deney gruplarinda modiile edildigini ve buna
bagli olusacak DNA hasarinin da bu sekilde 6niine gegildigini tespit etmislerdir. Yapilan
bu tez calismasinda, terapotik, toksik ve iki kat toksik dozlarda LioCOsz uygulanan
sicanlarda Comet Assay ile DNA kiriklari tespit edilmemis olmasi lityumun benzer
sekilde, olustugunu diisiindiigiimiiz oksidatif stresi modiile etme 6zelliginden kaynakli

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Weiner vd. (1990) yaptiklart ¢alismada lityum hipokloridin  (LiOCI)
genotoksisitesini arastirmislardir. Ames testi ile histidin revertantlarinda (histidin
mutantlariin geriye mutasyonla normale donenlerinde) Onemli bir artis olmadigini;
programlanmamis DNA testinde tanecik/nukleus oraninda herhangi bir fark
bulunmadigini; in vivo sitogenetik testte dnemli kromozomal anomalilere rastlanmadigini
gozlemlemislerdir. Ancak CHO/HGPRT testinde HGPRT lokusunda gen mutasyonu
olustugunu; in vitro sitogenetik testte LiOCI’nin dozu yiikseldikge kromozomal kiriklar ve
bosluklar olustugunu; yuksek dozlarda LiOCI uygulanan farelerin oldiginu tespit

etmislerdir.

Lityum terapisi alan bipolar bozukluk hastalarinda kromozomal anomalilerin
incelendigi c¢alismalarda, Matsushima vd. (1986) sitogenetik incelemeler sonucunda
kromozomal anomalinin yok denecek kadar az bulunmusken, Bigatti vd. (1998) uzun
doénemli tedavi gruplarinda kontrole oranla yiiksek oranda SCE ve kromozomal anomaliler

tespit etmislerdir.

Sobti vd. (1989) yaptiklart caligmalarinda farelere LiCl, Li2CO3z ve CzHsLiO:
uygulayarak yiksek dozlarda lityumun kromozomal anormalilere neden oldugunu;

Li>COs’in farede toksisite olusturdugunu; doza bagh olarak CoH3zLiO2’in SCE’ye neden
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oldugunu tespit etmislerdir. Smithberg ve Dixit (1982) ise lityumun farelerde teratojenik

etki yaptigini belirlemislerdir.

Weiner vd. (1990), Matsushima vd. (1986), Bigatti vd. (1998), Sobti vd. (1989) ve
Smithberg ve Dixit (1982) tarafindan yapilan ¢alismalara dikkat edildiginde sitogenetik
agirlikli olduklar1 ancak DNA kiriklarini incelemeye yonelik testler yapilmamis oldugu
gorulmektedir. Yapilan bu tez g¢alismasinda ise lityumun DNA hasari {izerine etkileri

siganlarda Comet Assay ile incelendi ve Li,CO3z’iin DNA’da hasar olusturmadigi goriildii.

Lityumun toksik ve genotoksik etkilerini arastiran g¢esitli in vitro c¢alismalar

bulunmakta olup bunlardan bazilar1 asagida 6zetlendi.

Pastor vd. (2009), CHO hicre kiltirine 1-30 mM araliginda Li.COs ve LiCl
ekleyerek Siilforamidin B (SRB) testi yaptiklarinda Li2CO3’lin 1-5 mM’da toksik oldugunu
ve LDsp’nin 5 mM oldugunu; LiCl’nin ise 6 mM iistii toksik oldugunu ve LDsp’nin 15 mM
oldugunu tespit etmislerdir. Mikroniikleus testi ile Li>CO3 igin 2.2-10 mM’da, LiCl igin 5-
20 mM’da mikroniikleuslarda artma oldugunu ve anti-kinetekor testi ile de kinetekor-
pozitif oldugunu bularak andploidi gdstermislerdir. Sitogenetik analiz yaparak kontrole
gore fark olmadigini belirlemislerdir. Ayrica Comet Assay ile 10 mM Li>COz’iin ve 20

mM LiCl’nin kuyruk momentinde kontrole gore artis olusturmadigini1 gérmiislerdir.

De La Torre vd. (1976) saglikli bireylerden kan alarak yaptiklar kiiltiir ¢alismasina
LiCl (0.5 mg, 1.0 mg ve 1.5 mg) uygulamislar ve kontrole oranla diger gruplarda
kromozomal anomalilerde artis belirlemislerdir. Kiiltiire *H isaretli timidin eklediklerinde
kontrol grubuna kiyasla tedavi grubunda replikasyonun azaldigini tespit etmislerdir.
Lityum tedavisi alan hastalardan alinan kanlarla yaptiklar1 sitogenetik calismada ise

kontrol olan saglikli bireylere gore kromozomal anomaliler belirlemislerdir.

Adar (2015) yaptig1 ¢alismada, 1 kisiden aldigi kanla kiiltiir ortaminda olusturdugu
gruplara 1 mM’den 16 mM’ye kadar LioCOgz, pozitif kontrol grubuna da 100 pM H20:
ekleyerek 3-(4,5-dimetil tiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromid (MTT), total oksidan
seviyesi (TOS), total antioksidan seviyesi (TAS), oksidatif stres indeksi (OSI) ve Comet
Assay testleri yapmistir. Calismasinin sonucunda Li,COz3’iin oksidatif hasar ve DNA hasar1

olusturmadigini ancak yuksek dozlarda Li2CO3’iin canlilig etkiledigini bulmustur.

DNA hasarinin arastirilmasi ile diger genotoksisite ¢aligmalarindan ayrilan bu tezin

in vitro ¢aligmasinda, normal ve toksik doz uygulamalarinda DNA kiriklarina rastlanmadi
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ancak yapilan ¢aligmalara benzer olarak toksik lityum dozlarinda kromozomal anomaliler

olustugu gozlemlendi.

Sonug¢ olarak, in vivo ve in vitro uygulamalari igeren ve DNA kiriklarinin
incelenmesi ile de diger genotoksisite c¢alismalarindan ayrilan bu tez ¢alismasinda,
lityumun terap6tik ve toksik dozlarda Comet Assay ile gozlenebilecek derecede DNA
kirigr olusturmadigi ancak literaturle uyumlu olarak toksik dozlarda lityumun in vivo
kosullarda diyabet insipidus olusumuna ve histopatolojik bozukluklara neden olarak
toksisite olusturdugu ve in vitro kosullarda ise kromozomal anomalilere neden oldugu
tespit edildi. Bu sonuglar dikkate alinarak, Li»CO3’in toksik dozlara ulagsmadigi siirece

klinikte kullaniminin genotoksisite agisindan giivenli olacagi sdylenebilir.
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6. SONUC ve ONERILER

1)

2)

3)

4)

5)

Yiksek dozlarda Li2COs, siganlarda toksisite olustururak diyabet insipidus
olusmuna, biyokimyasal ve histopatolojik bozukluklara neden olur.

Yuksek dozlarda Li.COs, insan lenfosit kultirinde kromozomal anomaliler
gorulmesine neden olur.

LioCOs, siganlarda ve insan lenfosit kiiltiirinde Comet Assay ile gozlenebilecek
derecede DNA hasarina neden olmaz.

Li>COs kullaniminda serum lityum konsatrasyonunun toksik diizeye ulasmamasina
(0.6-1.2 mEq/L araliginda kalmasina) dikkat edilmelidir.

Terapotik doz araliginda Li2COs’in kullanim giivenliginden emin olabilmek igin
uzun slreli tedavi altindaki hastalardan en az yilda bir kere alinacak kan

orneklerinin genotoksisite agisindan incelenmesi Onerilir.
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