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OZET

LiTYUM KARBONATIN IN VITRO ORTAMDA INSAN LENFOSITLERINDEKI
SITOTOKSISITE, GENOTOKSISITE VE OKSIDATIF DURUM UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Dr. Biilent ADAR
Tibbi Biyokimya Anabilim Dah Uzmanhk Tezi

Giris ve Amag¢: Lityum en disik yogunluga sahip metaldir ve c¢ok c¢esitli
endiistrilerde kullanim alanina sahiptir. Seramik, cam, aliiminyum, yag, eczacilik ve pil
sektorii bunlar icerisinde en Onemlilerindendir. Lityum halen diinya genelinde mani,
depresyon ve manik depresif hastalik tedavi ve profilaksisinde de kullanilan 6nemli bir ilagtir.
Lityum tedavisi sonucu olusan yan etkileri dermatolojik, gastrointestinal, oftalmolojik ve
endokrinal etkileriyle iliskilidir. Uzun siireli tedavisinde ise nefrolojik ve kardiyovaskiiler yan
etkiler olusmaktadwr. Lityumun dar bir terapotik tedavi araligi bulunmakta ve yan etki

potansiyeli ¢cok fazladir.

Bu ¢alismamizda lityumun farkli konsantrasyonlarinda in vitro ortamda lenfosit
hiicrelerindeki, sitotoksisite, genotoksite ve oksidatif durum iizerine etkilerini arastirmay1

amagcladik.

Gere¢ ve Yontem: /n vitro lenfosit hiicre Kkiiltiiri ortaminda son LiCOs3
konsantrasyonlari; 16 mM, 8§ mM, 5 mM, 4 mM, 3 mM, 2 mM, 1 mM olan ¢ozeltiler
hazirlandi. LiCO; igermeyen hiicre kiiltiir ¢6zeltisinden (-) negatif kontrol grubu, son
konsantrasyonu 100 uM (mikromolar) H,O, iceren ¢ozelti ile (+) pozitif kontrol grubu
olusturuldu. 24 saat inkiibasyondan sonra MTT hiicre canlilig1 testi yapildi. 36 saat sonra ise
Comet Assay yontemi ile lityum karbonatin genotoksisitesi arastirildi, kolorimetrik yontemle

de oksidatif-antioksidatif etkileri arastirildi.

Bulgular ve Tartisma: MTT testine gére 1 mM lityumun hiicreler iizerinde sitotoksik

etkisi nerdeyse hi¢ yokken artan konsantrasyonlariyla beraber bu etkinin artmis oldugu tespit
X



edildi. Gruplar TAS diizeyi acisindan karsilastirildiginda 1mM lityum karbonat bulunduran
grup diger gruplara gore yliksek ve negatif kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulundu (p<0.05). DNA hasar1 ve TOS acisindan karsilastirildiginda lityum verilen gruplar
negatif kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

Sonug¢: Lityum karbonat ImM konsantrasyonda yiliksek bir antioksidan kapasiteye
sahiptir ve ImM den daha yiiksek konsatrasyonlarda lenfositler {izerinde belirgin sitotoksik
etki gostermektedir. 16 mM konsantrasyona kadar in vitro ortamda oksidatif etkilerin artisina
neden olmamaktadir ve lenfositlerde kromozom kirigma bagli genotoksik etki

gostermemektedir.

Anahtar kelimeler: Genotoksisite lityum, sitotoksisite, OSI, TAS, TOS
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SUMMARY

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF LITHIUM CARBONATE’S UPON
CYTOTOXICTY, GENOTOXICITY AND OXIDATIVE STATUS ON HUMAN
BLOOD LYMPHOCYTES IN IN VITRO ENVIRONMENT

Bulent ADAR MD,

Specialty Thesis, Deparment of Medical Biochemistry

Purpose: Lithium is a metal with the lowest density and has many usage areas in
various industries. Ceramics, glass, aluminum, oil, pharmaceutical and battery industries are
the most important ones among them. Lithium is still an important drug which is used in the
treatment and prophylaxis of mania, depression and manic-depressive illness in the
worldwide. Lithium treatment side effects are associated with dermatological, gastrointestinal,
ophthalmologic and endocrine effects. Long-term therapy consists nephrological and
cardiovascular side effects. Lithium has the narrow therapeutic treatment range and it has too

much potential side effects.

In this study we aimed to investigate cytotoxicity, genotoxicity and oxidative-
antioxidative effects of lithium at different concentrations on lymphocytes in in vitro

environment.

Material and Method: /n vitro lymphocytes cell culture medium solution were
prepared containing at last 16 mM, 8§ mM, 5 mM, 4 mM, 3 mM, 2 mM, 1 mM concentrations
of LiCO;. Negative control group was prepared without LiCOs, positive control group was
prepared with a solution containing final concentration of 100 uM (micromolar) H,O,. After
24 hours of incubation MTT cell viability assay was performed. After 36 hours the
genotoxicity of lithium carbonate investigated with the comet assay method, the oxidative-

antioxidative effects were investigated with a colorimetric method.

XII



Results and Discussion: 1 mM lithium almost had no cytotoxic effect on cells by the
MTT assay but with increasing concentrations of lithium this cytotoxic effect found to be
increased. When groups were compared in terms of TAS levels; 1 mM Lithium carbonate
containing group was higher than the other groups and significantly higher than negative
control group (p<0.05). When groups were compared in terms of the DNA damage and TOS
level, lithium-treated groups had no significant difference compared with the negative control

group (p> 0.05).

Conclusion: Lithium carbonate has a high antioxidant capacity at I mM concentration
and at concentrations higher than 1 mM show significant cytotoxic effect on lymphocytes. in
in vitro environment. Up to 16 mM concentration of lithium carbonate does not cause increase
on oxidative effects and does not show genotoxic effects depend on the chromosome breakage

on lymphocytes.

Keywords: Cytotoxicity, genotoxicity, lithium, OSlI, TAS, TOS
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1. GIRIS VE AMAC

Lityum en diisik yogunluga sahip metal olup, periyodik tabloda hidrojen ve
helyumdan sonra gelmektedir. Atom numarasi 3 olup, atom agirlig: 6.941'dir. Lityum; admni
Yunancada tas anlamimna gelen "lithos" kelimesinden almaktadir. Yaklagik 150'den fazla
lityum mineralinin varlig1 bilinmekte ve gollerden direk olarak elde edilen lityum karbonat
cesitli endiistri sektdrlerinde hammadde olarak kullanilmaktadir. Lityumun endiistriyel

alandaki baslica kullanim alanlari; seramik, cam, aliminyum, yag, eczacilik ve pil

sektorleridir (1-6).

Lityum, tipta ilk kez 1800’li yillarin ortalarinda A. Lipowitz ve Alexander Ure
tarafindan in vitro olarak lityum c¢ozeltilerinin trik asit kristallerini ¢6zme yeteneginin
kesfinden sonra, mesanenin {irik asit taglarinin tedavisi ve gut hastalarinda iirik asit ¢okelti

tedavisi i¢in kullanilmaya baslanmistir (8-9).

19. ylizyilin ikinci yarisindan itibaren, iirik asit dengesindeki bozulmanin birgok
hastaligin nedeni olabilecegi gorilisliniin yaygimlasmasiyla lityumun kullanim alani hizla
genislemistir. Romatizmal hastaliklar, dispepsi, bobrek taglari, mesanenin yangisi,

hipertansiyon, astim, angina, bas agrist gibi pek ¢cok durumda da kullanilmaya baslanmistir.

Lityumun psikiyatri alaninda kullanimi ise Ingiltere’de Alexander Haig ve Fransa’da
Armand Trousseau depresif hastalarda lityumun etkin bir segenek olabilecegini ileri
stirmiislerdir daha sonra Amerikali William A. Hammond lityumun manik hastalarda da etkin
oldugunu gézlemlemistir. Boylece lityum depresyonun hem akut hem de koruyucu tedavisi ve
akut manik ataklarin kontrolii i¢in kullanilmaya baslanmistir. Ancak, tedavi edici etkileri ile
birlikte, titreme, bulanti, kusma, ishal ve halsizlik gibi yan etkiler goriilmiis ayn1 zamanda
lityuma bagh toksik etkiler ve 6liimler de kisa siirede dikkati ¢ekmistir (10). Lityum halen
diinya genelinde mani, depresyon ve manik depresif hastalik tedavi ve profilaksisinde

kullanilan 6nemli bir ilagtir.

Lityum ve bilesiklerinin ilag, kurutma ve klima initeleri, seramik ve metaliirjik

islemler gibi cok cesitli kullanim alanlarmna sahip olmasi insanlarm lityumla yakin temasta



bulunmasina neden olmaktadir. Tedavide kullanilan lityumun serum diizeyi takip

edilmektedir ancak dokulardaki dagilimi serumdan ¢ok farkli olabilmektedir.

Yaglilarda ve bobrek fonksiyonu azalan kisilerde yarilanma omrii oldukca uzar ve
uygulanan dozun azaltilmasi gerekebilir. Lityum plazma proteinlerine baglanmayip once
ekstraseliiler siviya daha sonra intraseliiler siviya dagilir. Lityumun hiicre i¢ine girisi sodyum
elementi gibi basit transport seklindedir. Hiicre disma c¢ikist ise aktif transport seklinde
oldugundan ve lityumun tasima sistemlerinden ayrilmasi ¢ok yavas oldugu icin hiicre digina
cikist olduk¢a zordur. Lityumun eliminasyonu %95 oraninda bdbreklerden ve glomertiler
filtrasyon yoluyla olmaktadir. Terleme ve feges yoluyla atilimi1 % S5'ten daha azdir. Hiicre
membranlarindaki dokuya spesifik yapilar, hiicre i¢i lityum tasmmasi ve atilimindaki farklar
nedeni ile viicut i¢indeki dagilimi farklidir (36-37).

Norotransmitter reseptdr sinyaller, sinyal iletim kaskadi, hormonal ve sirkadiyan
diizenleme, iyon transportu ve gen ifadesi iizerine birden ¢ok biyokimyasal ve molekiiler
etkileri bulunmaktadir (20-35). Lityum tedavisi sonucu olusan yan etkileri dermatolojik,
gastrointestinal, oftalmolojik ve endokrinal etkileriyle iliskilidir. Uzun siireli tedavisinde ise

nefrolojik ve kardiyovaskiiler yan etkiler olusmaktadir (55-63).

Bu ¢alismamizda dar bir terapdtik tedavi araligi bulunan ve yan etki potansiyeli ¢ok
fazla olan lityumun farkli konsantrasyonlarinda in vitro ortamda lenfosit hiicrelerindeki,

sitotoksisite, genotoksite ve oksidatif durum {izerine etkilerini arastirmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Lityum

Lityum en diisik yogunluga sahip metal olup, periyodik tabloda hidrojen ve
helyumdan sonra gelmektedir. Atom numarasi 3 olup, atom agirligi 6.941'dir. Lityum; admni
Yunanca'da tas anlamina gelen "lithos" kelimesinden almaktadir. Bu ismin verilme nedeni
lityumun bir mineral kaynaginda kesfedilmesi, ancak diger 6nemli IA grubu elementleri olan
sodyum ve potasyumun bitkisel kaynaklarda kesfedilmis olmasidir. Lityumun ilk
tanimlanmas1 19. ylizyilda Johan August Arfvedson'un daha sonra spodiimen [LiAl(Si,06)]

olarak adlandirilan mineral tizerinde yaptigi ¢aligmalar sonucu olmustur (1).

Arvfedson, caligmasi sirasinda mineralin 6nemli bir kismmi tanimlayamadigmi fark
edip, daha sonra bu bilesigin farkli bir kimyasal 6zellige sahip oldugunu gdérmiistiir. Ancak
1855 yila kadar lityumun metal olarak sentezi gerceklestirilememistir. Robert Bunsen ve
Augustus Matthienson LiCl'nin elektrolizi sonucu lityum metali elde etmislerdir. Lityumun
yiiksek miktarlarda tretimi ise 1900'lu yillarda [LiAl(S1206)] minerali olarak Giiney
Dakota'daki Etta ocagindan ¢ikarilmasi ile baslamistir. Lityum ve bilesiklerinin yiiksek
miktarlarda tiiketimi ise 1950'li yillarda baslaylp 1960'a kadar siiren Atom Enerji
Komisyonun (AEC) termoniikleer programi i¢in yarattigi talep sonucu olmustur. Ancak, bu
proje tamamlandiktan sonra Amerikan lityum {ireticileri fazla kapasite sorunuyla kars1 karsiya
kalmigtir. 1960'l1 yillardan sonra ise lityumun seramik, cam, metaliirji, eczacilik, yag ve pil

sektoriinde yaygin kullanim alan1 bulmasiyla bu a¢ik dengelenmeye ¢alisilmistir (2).

2.1.1. Lityumun Fiziksel Ozellikleri:

Yogunlugu : 0.535 g/ml

Erime noktasi : 180. 54 °C (453.69K)
Kaynama noktas1 : 1342 °C (1615K)
Molar hacmi : 13.02 ml/mol

Is1 iletkenligi (300K): 0.85 W cm-1 K-1
Ozgiil 11 :3.582 ) g-1K-1



Buharlasma Entalpisi: 147 kJ mol-1
Atomlasma Entalpisi: 159 kJ mol-1 (3).

Sekil-1: Lityum

2.1.2. Lityumun Kimyasal Ozellikleri:

Elektronik konfigiirasyonu : [He]. 2sl
Kabuk yapisi : 2.1
Elektron ilgisi : 59.6 kJ/mol-1
Elektronegatiflik : 0.98 (Pauling birimi) 0.89 (Sanderson
elektronegatifligine gore)
Atomik Yaricapi : 145 pm (167 pm hesaplama ile),
Iyonlasma enerjileri:
I. iyonlasma Enerjisi : 520. 2kJ/mol
II. iyonlasma Enerjisi : 7298. 1kJ/mol

I11. iyonlasma Enerjisi : 11815 kJ/mol
Oksidasyon sayisi : 1, indirgenme Potansiyeli: EO= -3.040 volt (3).

2.1.3. Dogada Bulunusu

Lityumun yeryiiziindeki ortalama konsantrasyonu yaklasik % 0,006 oraninda olup,
deniz suyunda da yaklasik 0,1 ppm lityum oldugu sanilmaktadir. Lityumun dogadaki ana
kaynaklar1 killer, mineraller ve salamuralar (tuzlu yer alt1 sular1) olup, ticari 6l¢ekte iiretim

mineraller ve salamuralardan yapilmaktadir.



Yaklasik 150'den fazla lityum mineralinin varlig1 bilinmesine ragmen, bunlarin ¢ok
azinin ticari olarak onemi bulunmaktadir. Ticari olarak 6neme sahip lityum mineralleri Tablo

1’de gosterildigi gibi spodiimen, lepidolit, petalit ve amblygonit'tir (4).

Tablo-1: Onemli lityum mineralleri

MNMimeral

Spodiimen EENEIESIH] 5.0 ;S %
Lepidolit Kol Li.A1s ([Sia - Degisken 3 .0-4.0
Adn Ol OELLF),])

Petalit 1 iAWSi O ) = s 2 0-4.5
Aaambliyveonit BEENTE e TN el =5 10.1 B8.0-9.0

2.1.4. Uretim Yontemleri ve Degerleri

Lityum mineralleri ile bunlarmn iglenmesi ve gdllerden direk olarak elde edilen Li,COs
(lityum karbonat) cesitli endiistri sektorlerinde hammadde olarak kullanilmaktadir. Lityum
mineralleri liretiminde Avustralya (Sons of Gwalia), Zimbabve (Bikita) ve Kanada (Tanco)
sirastyla 150.000 ton, 55.000 ton ve 21.000 ton iiretim kapasiteleriyle diinyada en onemli

iiretici konumunda yer almaktadirlar (5).

Li,COs tiretiminde ise Salar de Atacama'daki salamuralardan iiretimi gergeklestiren

SQM Chemicals ilk sirada yer almaktadir.

Spodiimen minerali ocaktan ¢ikarilip kirildiktan sonra fiotasyon yontemiyle
zenginlestirilerek konsantre cevher elde edilmektedir. Konsantre cevher 1100°C'de
kavrularak, mineralin kristal yapis1 degistirilmekte ve bdylece siilflirik aside karsi daha reaktif
hale gelmektedir. Doniismiis spodiimen ile siilflirik asit 250°C'ye 1sitilarak, lityum siilfat elde
edilmektedir.

Su ile li¢ islemiyle ¢ozeltiye alman lityum soda kiilii (NayCO0s3) ile reaksiyona
sokularak Li;CO; ¢oktiiriilmektedir (3).



2.1.5. Kullanim Alanlan

Lityumun cok cesitli endiistrilerde kullanim alani bulunmakta olup; seramik, cam,
aliminyum, yag, eczacilik ve pil sektorii bunlar igerisinde en 6nemlilerindendir. Ayrica ¢esitli
metallerle alasimlar da olusturmaktadir (Li-Al, Li-Mg alagimlar1). Seramik sektoriinde lityum
karbonat ya da mineral olarak kullanilan lityum, erime sicakligmmin ve 1s11 genlesme
katsayismnin diismesini saglarken, akiskanligi da artwrmaktadir. Ayrica lityum kullanilmasi ile
daha toksik bilesiklerin kullanilmasimin oniine ge¢ilmektedir. Amerika'da piroseramik sektorii

lityum talebinin biiyiik cogunlugunu olusturmaktadir.

Diislik demir igerikli spodiimen ile petalit camin fiziksel 6zelliklerini artirmaktadir.
Cam ftreticileri, beher ve sise cam iiretimlerinde lityumu kullanarak daha hafif ve daha ince

kalinliga sahip {tirtinler elde etmektedirler.

Lityum karbonat ya da lityum florit aliiminyum potalara katilarak verimin artmasini
saglamaktadir. Ucuz olmasi dolayisiyla lityum karbonat daha cok tercih edilmektedir.
Hiicreye eklenen lityum karbonat, kriyolit ile reaksiyona girerek daha az yakit tiikketimini ve
daha 1y1 akim verimini saglamaktadir. Ayrica flor emisyonlarinin da %20-30 kadar azalmasini

saglamaktadir.

Gres yag1 sektoriinde kullanilan lityum bilesikleri, yiiksek sicaklik araliklarinda bile
calisma imkani saglamakta olup, suya karsi direncin artmasini da saglamaktadir. Yiiksek
enerji yogunlugu, disiik kiitle ve diger ¢evresel ve performans Ozellikleri lityumun, ikincil
(sarj edilebilen) pil sektoriinde tasinabilir elektronik cihazlardan araglar i¢in gii¢ saglayici
olmasina kadar genis bir aralikta kullanimmi saglamaktadir. Lityum-metal anotlarin kullanimi
kolayca yanici hale gelmesinden dolay1 zamanla durdurulmasina ragmen polimerik Li iyon
elektrolitleri kullanilarak bu problemin ortadan kaldirilmasi saglanmistir. Pil sektoriinde
lityumun kullaniminin artacagi diisiiniilmektedir. Lityum-Aliiminyum alasimlart diisiik
yogunluklar1 ve elastik modiillerinin daha yiiksek olmasindan dolay:r diger aliiminyum

alasimlarina gore ucak govdesinde daha yaygin olarak kullanilmaktadir (6).



2.1.6. Su Ortamindaki Lityum

Lityum esas olarak su i¢inde iyonik formda bulunmaktadir. Lityum, lityum hidroksit
ve hidrojen olusturmak iizere su ile reaksiyona girmektedir. Lityumun deniz suyu ve dogal

sulardaki konsantransyonlar1 ug/L diizeylerindedir.

Literatiire gore ylizeydeki sularda bulunan lityum konsantrasyonlar1 1 ve 10 ug/L
arasindadir. Deniz suyu yaklasik olarak 0,17 mg/L igerir, yeraltindaki sularda lityum
konsantrasyonlart 0,5 mg/L dolaylarindadir. Kuzey Sili’de lityumdan zengin bdlgelerde
bulunan nehirlerde bu oran 3 ug/L’dir. Yiizeydeki sularda bulunan en yiiksek lityum igerigi
5,2 mg/L’dir. Diinya genelinde maden suyunda lityum 0,05—-1 mg/L diizeylerinde bulunurken

en yiiksek orani 100 mg/L dolaylarinda baz1 maden sularinda bulunmaktadir.

Pimephales promelas (Sazan yavrusu), Ceriodaphnia dubia ve bir tath su salyangozu
(Elimia clavaeformis) lizerinde lityum toksisitesi ile ilgili yapilan bir ¢alismada bir¢ok dogal

suda bulunan sodyum igeriginin lityum toksisitesini dnledigini bulunmustur.

Etkin konsantrasyon (EC50), test edilen hayvanlarin % 50’si {izerinde biyolojik etki
olusturan bir maddenin sudaki konsantrasyonudur. Letal konsantrasyon (LD50) ise eger
inahalsyonla veriliyorsa tanimlanan hayvan populasyonunun % 50’sini Oldiiren havada

bulunan madde miktaridir.

Daphnia magna iizerinde akut etki konsantrasyonu (EC50) 33-197 mg/L olarak

belirlenmistir. Bu tath sularda bulunan konsantrasyondan 1000 kat daha fazladir.

Lityum klorid ve lityum siilfat suda yiiksek ¢oziiniirliige sahiptir ve bilesikleri de sulu
ortamda ¢ozlinmektedir. Olumsuz ortam etkileri gosteren lityum bilesikleri gosterilememistir.

Lityumun partikiillere afinitesi az oldugundan biyolojik birikimi beklenmemektedir.



2.1.7. Kara Ortamindaki Lityum

Karada lityum, lityum karbonat (Li,CO3), lityum klorid (LiCl) veya lityum oksit
(L1,0) seklinde bulunur. Lityum daha ¢ok kil fraksiyonunda ve tiim topraklarda eser miktarda
bulunur ve daha az olmakla beraber toprakta organik halde degisen miktarlarda bulunmaktadir

(7-200 ug/g).

Lityum kaynag1 genellikle tortul kayaglardir. Ornegin, 19 ppm miktari ile lityumun &lii
deniz aragonitinde gosterildigi gibi buharlastirilan g6l suyundan elde edilen c¢okelmis

karbonatlar ytiksek lityum konsantrasyonu igerebilir.

Lityum biitiin bitkiler tarafindan alinmaktadir ancak biiylime gelisimleri i¢in gerekli
degil gibi goriinmektedir. Yapilan bitki gézlemlerinde lityum alimu bitkilerde 0,2 ile 300 ppm
arasinda degismektedir. Cirsium arvense ve Solanum dulcamera gibi bitkilerde lityum

konsantrasyonu diger bitkilere gore 3-6 kat daha fazladir.

Kenger arvense ve Holoschoenus vulgaris gibi tuz-toleranslh bitkilerin lityum igerigi

99,6-226,4 mg/g’a ulasabilir.

Bitkilerde lityumun aliminin artmasit bazi asidik topraklarda artmustir. Toprak
asiditesinin artmasi bazi agir metallerin 6rnegin, demir, nikel, kobalt, manganez gibi metalik
elementler, bakir ve bir dereceye kadar aliiminyum, kursun ve kadmiyumun ¢oziiniirligiinii
arttirmaktadir. Bitki lityum diizeyleri direk ve onemli bir sekilde bu elementlere baghdir.
Lityum bitki ve hayvanlarda potasyum ve sodyum ile ayni zamanda magnezyuma ihtiyag
duyan enzimlerle etkilesime girmektedir. Lityumun kompleks olusturma 6zellikleri Na' ve

K"’ dan daha giiclidiir ancak Mg*"den daha zayiftrr.

Tedavi sirasinda ulasilan konsantrasyonlar: Li” ve Mg>" benzer konsantrasyonlarda
bulunurlar, lityumun baglandig1 taraflar Mg2+ tarafindan isgal edilmemistir. Mg2+ bolgeleri
Na“ ve K yerine Li" tarafindan doldurulmustur. Biitiin alkali metal iyonlar1 Mg*" den 1000
kat daha hizli yer degistirir, bu Li"’nin tercihen neden Mg2+ iceren enzimlerin aktivitelerini

etkiledigini agiklamaktadir.



Australian Capital Territory Environment Protection Regulation (EPA, 2005)’ya gére
lityum bir kirleticidir ve sulama i¢in kullanilan su kaynaklarinda c¢evresel zarar
olusturmaktadir bu nedenle su yollarinda verilen lityum konsantrasyonlar1 2.5 mg/L’ye esit

veya daha az olmalidir (7).

2.1.8. Lityumun Tipta Kullanim

Lityum, tipta ilk kez 1800’li yillarin ortalarinda A. Lipowitz ve Alexander Ure
tarafindan in vitro olarak lityum c¢ozeltilerinin tirik asit kristallerini ¢6zme yeteneginin
kesfinde sonra, mesanenin iirik asit taglarinin tedavisi ve gut hastalarinda iirik asit ¢okelti

tedavisi i¢in kullanilmaya baslanmistir (8-9).

19. ylizyilin ikinci yarisindan itibaren, iirik asit dengesindeki bozulmanin birgok
hastaligin nedeni olabilece§i goriisliniin yayginlagsmasiyla lityumun kullanim alan hizla
genislemistir. Romatizmal hastaliklar, dispepsi, bobrek taglari, mesanenin yangisi,

hipertansiyon, astim, angina, bas agris1 gibi pek ¢cok durumda da kullanilmaya baglanmistir.

Lityumun psikiyatri alaninda kullanimi ise Ingiltere’de Alexander Haig ve Fransa’da
Armand Trousseau depresif hastalarda lityumun etkin bir segenek olabilecegini ileri
stirmiislerdir daha sonra Amerikali William A. Hammond lityumun manik hastalarda da etkin
oldugunu gézlemlemistir. Boylece lityum depresyonun hem akut hem de koruyucu tedavisi ile

akut manik ataklarm kontrolii icin kullanilmaya baglanmustir.

Ancak, tedavi edici etkileri ile birlikte, titreme, bulanti, kusma, ishal ve halsizlik gibi
yan etkiler goriilmiis ayn1 zamanda lityuma bagh toksik etkiler ve oliimler de kisa siirede

dikkati cekmistir.

1900’1i yillara gelindiginde ise lityum; gut, romatizma, kabizlik, obezite, gebelikte
ortaya ¢ikan albiiminiiri, astim, idrar inkontinansi, sistit, iirogenital hastaliklar, bas agrisi,

nevralji, bel agris1, sitma gibi pek ¢ok hastalikta kullanilmistir.



Bir¢ok hastaliga deva oldugu ileri siiriilen lityum, soda ve bira i¢inde de pazarlanmaya
baslanmistir. 1940’larda lityum klorid tuzu hipertansif ve konjestif kalp yetmezligi olan
hastalarin diisiik sodyum igeren diyetlerinin bir parcasi olarak sofra tuzu seklinde
kullanilmaya baglanmistir. Fakat akut ve 6liimciil zehirlenme olgularinin goriilmesi bu amagla

lityum kullanimini sinirlamastir (10).

1949 yilinda Avustralyali psikiyatrist John F.J. Cade; 10 manik hastada lityum
tedavisinin etkin oldugunu bildirmis ardindan lityumun hem akut antimanik etkinligi hem de

manik depresif bozuklukta koruyucu amacgh kullanimi1 kontrollii calismalar ile desteklenmistir

(11).

1960’l1 yillarin sonuna dogru bu amagla kullanimi giderek yaygimnlagmistir. 1970
yilinda ise Amerika Birlesik Devletlerinde Gida ve Ilag Dairesi (Food and Drug
Administration; FDA) tarafindan mani tedavisinde kullanimi, dort yil sonra ise mani 6ykiisii

olan hastalarda idame tedavisi olarak kullanimi onaylanmastir.

FDA tarafindan Valproatin akut manide kullanimmimn onaylandigi 1995 yilma kadar
bipolar bozuklugun tedavisinde FDA onayli tek ila¢ olan lityumun kullanim1 yaygin bir
sekilde devam etmistir (9).

Lityum, bipolar bozuklugun manik atak tedavisinde etkinligi kanitlanmis bir ilactir.
Lityumun ilk kullanildig1 yillarda yapilan calismalarda saptanan ilaca yanit orani % 78
dolaymnda iken, son yillarda bu oranin daha az olduguna dair ¢alismalarin arttigi
goriilmektedir (12-14). Ozellikle karma (mikst) atak, hizli dongiilii ataklarda, eslik eden
madde kullannmi ya da organisitenin oldugu durumlarda yanit azalmaktadir. Lityumun
antimanik etkisini antipsikotiklerle karsilastiran calismalarin degerlendirilmesinde; bu tiir

olgularin ortalama olarak %89’unun lityum ile tedaviye yanit verdigi saptanmistir (12, 13,
15).

Lityumun bipolar depresyondaki etkinligi major depresyona gore fazladir. Plasebo
kontrollii caligmalarda bipolar depresyonda yanit oram1 %79 iken, major depresif hastalikta

%36’dir. Ancak, bipolar depresyonda ¢ogu zaman ek bir antidepresana gerek duyulmaktadir.
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Boyle durumlarda lityumun manik kayma ve hizli dongii riskini azalttig1 da diisiiniilmektedir
(13).

Lityumun bipolar bozuklugun koruyucu tedavisindeki yeri de oldukca Onemlidir.
Ataklarm sikligmi, siddetini ve siirelerini azalttigi kanitlanmistir. Yaygin kullanimla birlikte
yapilan ¢ift kor plasebo kontrollii calismalarda lityumun % 79 oraninda tekrarlamay1 6nledigi
gosterilmistir. Sonraki yillarda yapilan calismalarda bu oranmn %50-60’lara diistiigii
goriilmiistiir (14). Bu durum lityuma yanit1 etkileyen faktorlere dikkati ¢ekmistir. Karma
mani, hizli siklus, ataklar arasinda islevselligin bozuk olusu, atak Oriintiisiiniin depresyon-
mani-6timi seklinde olusu, eslik eden madde kullanimi ve kisilik bozukluklarinda lityuma

yanit verme oranmi diisiirdiigii belirtilmistir (13, 14, 16).

Lityum psikiyatri alaninda bipolar bozukluklarin disinda Tablo 2’de gosterildigi gibi
genis bir kullanim alanina sahiptir. Yineleyici veya direngli unipolar depresyonda
antidepresanlarla birlikte giiclendirme tedavisi olarak, sizoaffektif bozukluk ve sizofrenide
affektif komponent belirgin ise antipsikotiklerle birlikte 6zkiyim davranisinin engellenmesi
amactyla, agresyonun 0nlenmesi amaciyla davranig bozuklugu ve diirtii kontrol bozuklugu
olanlarda, obsesif kompulsif bozuklukta kullanimi, lityumun kullanim alanlarmna 6rnek olarak

verilebilir.

Psikiyatrik hastaliklar disinda da kullanilabilmektedir. Lityumun, kemik iliginde
graniilosit yapimini1 uyarmasi nedeniyle ndtropenik hastalarda (aplastik anemi veya kanser,
immunsupresifler ile indiiklenen notropeni), amiyotrofik lateral sklerozda bulgulardaki
ilerlemenin geciktirilmesi amaciyla, uygunsuz antidiliretik hormon iiretiminin varliginda,
tiroid kanserlerine radyoaktif iyot tedavisine ekleme tedavisi olarak, kronik veya epizodik

kiime bas agrilarinin tedavisinde ve genital herpes enfeksiyonlarinda kullanimi bildirilmistir

9).
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Tablo-2: Lityumun psikiyatride kullanim alanlar1 (17-18).

YAYGIN KABUL GOREN | Bipolar I bozukluk ( manik atak ve koruyucu tedavisinde )
KULLANIM ALANLARI | Bipolar I bozukluk (depresif atak )

Bipolar II bozukluk

Siklotimik bozukluk

Yineleyici major depresif bozukluk

Akut depresyonda etkiiy giiclendirmek igin

Sizoaffektif bozukluk

YARARLI OLDUGU Duygulanim belirtileri bulunan sizofrenik bozukluk
DUSUNULEN DURUMLAR | impulsif agresif davranisla giden durumlar

Dongiisel 6zellik gosteren paranoid bozukluk

DENENEBILECEK Duygulanim belirtileri bulunmayan sizofreni
DURUMLAR Alkol ve madde kullanim bozukluklari

Obsesif-kompulsif bozukluk

Posttravmatik stres bozuklugu

Premenstrual disforik bozukluk

Yeme bozukluklari

Kisilik bozukluklar1

Diirtii kontrol bozukluklar1

Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu

Periyodik katatoni

Tardif diskinezi
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2.1.9. Lityumun Etki Mekanizmalarn

Lityumla ilgili birgok mekanizma tanimlanmistir (19).

2.1.9.1. Fosfoinozitol-3-Kinaz Aktivasyonu (PI3K)

Kronik lityum ve sodyum valproat tedavilerinin rat beyninde miyoinozitol diizeyini
azalttig1 ve inozitolmonofosfati arttirdig1 goriilmiistiir (20). PI3K’nin glikojen sentazt GSK3f3
fosforile ederek inhbe ettigi, (21-22) PI3K inhibisyonun néron azalmasini, aktivasyonunun ise
cogalmasimi sagladigi aynit zamanda PI3K’nin hiicreler arasi baglantidaki gap junctionlar:
diizenledigi belirtilmistir (23).

2.1.9.2. Serin Treonin Protein Kinaz B (Akt-1) Aktivasyonu

Lityum Akt-1°1 aktiflestirir, Akt-1 de GSK3B’y1 inhibe eder. Akt-1 apoptotik ve
yasamsal yolaklarda 6nemli bir protein kinazdir (24-25).

2.1.9.3. Diisiik K (potasyum)-uyarilms fosfataz
Lityum diistiik K’ya bagli fosfotaz da dahil bir¢ok sitozolik fosfatazi inhibe eder. Lityum rat
beyincik graniil hiicrelerini diisiik ekstraseliiler K diizeylerinde apopitozise karst korudugu
tespit edilmistir (26).

2.1.9.4. Inozitol Monofosfataz (IMP)

Lityumun inozitol fosfat1 serbest inozitole enzimatik olarak c¢evirerek IMP
inhibisyonuna katkida bulundugu 150 yil 6nce kesfedilmistir (27). Kronik lityum tedavisinin

IMP sentezini beyinde paradoksal olarak arttirdigi bulunmustur (28).

Arastirmacilar yillarca fosfoinozitol azalmasinin lityumun etki mekanizmalarmin

nedeni oldugunu diisiinmiislerdir. Bunun yani1 sira en son yapilan ¢alismalar bunun lityumun
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mekanizmalarindan olmadigr ileri siiriilmiistiir (29). IMP santral sinir sisteminde

mitokondriyal biyogenezi uyaran otofajide 6nemli bir rol oynar (30).

2.1.9.5. Glikojen Sentaz Kinaz 3p (GSK3p)

Lityumun IMP inhibisyonu GSK3p etkinlesmesini Onler ayrica yiiksek lityum
konsantrasyonlart GSK3f’yi direk inhibe eder. Ayrica lityum GSK3f’yi bunun disinda bir
cok yolakla daha inhibe eder. GSK3p transkripsiyon faktorlerini fosforile ederek hiicre

biiylimesi, inflamasyon, ndrokoruma ve farklilagsma i¢in genleri aktiflestirir (31-32).

2.1.9.6. Diger Mekanizmalar

Lityum insan lenfositlerinde guanilat siklaz enziminin gii¢lii bir inhibitoriidiir. Insan
lenfosit hiicrelerinin 72 saat boyunca lityumla muamele edilmesi Na/K pompa sayisini

belirgin bir sekilde arttirmistir (33). Bu etki miyoinozitoliin eklenmesiyle 6nlenebilir.

Lityum G proteini iligskili adenilat siklaz enzimini inhibe eder bdylece GSK3f

diizeylerini etkiler (34). Lityum insan lenfositlerinde cGMP’nin birikmesini 6nler (35).

Jope, lityumun bipolar hastaliktaki etki mekanizmasinin ii¢ etkili sistem oldugunu
sOylemistir. Birincisi; lityum eksitator ve inhibitdr sistemleri yeniden diizenleyerek eksitator
glutamaterjik ndrotransmiter diizeyini azaltir. Ikincisi ise GSK3B, cAMP bagimli kinaz ve
protein kinaz C gibi haberci sistemlerini diizenler bunlarda noral plastisiteye katkida bulunur
ve duygudurum diizenlenmesi ile dengelenmesini saglar. Uciincii olarak; sinyal diizenleyici

ikincil mesajcilary, transkripsiyon faktorlerini ve gen ifadesini diizenler.
Lityumun bir¢ok etkisinin GSK3f tizerinde birlestigi goriilmektedir (Sekil 2). Lityum

Akt serin treonin protein kinaz B (Akt-PKB) ve fosfoinozitol-3-kinaz (PI3K)’1 aktiflestirir,

diisiik potasyum bagimli fosfatazi ve inozitol monofosfatazi inhibe eder (31).
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Sekil-2: Lityum etki mekanizmas1 (31).

UTHUM

LiCl i . '_ o
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Akt-1 serine- Phosphoinositol Low-K-induced Inositol mono-
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kinase B (PKB) (PI-3-K) (LKP) (IMP)
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APOPTOSIS NUCLEAR FACTORS GENES
FACTORS Wntbeta catenin complex, Growth: cyclins, neurotrophins. IGF-1
annexin Lef/Tef (T-cell factor) »| Protective: COX-2, HSF1, HIF-1, Bel-2
caspase Nuclear factor of activated Inflammation: cMyc. ¢-fos, c-jun. AP-1
bax 1-cells (NFAT) Difierentiate: leukemia inhibiting factor

Bu aktivitelerin toplami GSK3B’nin inhibisyonudur, Wnt B-katenin, T-cell faktér,
NFAT ve diger niikleer faktorleri fosforile eder. Boylece bu niikleer faktorler hiicre icine
giremez. Bunun yani sira inflamasyon, stres ve diger sinyallerle defosforile edildigi zaman

cekirdege girip inflamasyon, biiyiime, farklilasma ve korumay1 aktiflestirir (31).

2.1.10. Lityumun Farmakokinetigi

Yaglilarda ve bobrek fonksiyonu azalan kisilerde yarilanma omrii oldukca uzar ve
uygulanan dozun azaltilmasi gerekebilir. Lityum plazma proteinlerine baglanmayip oOnce
ekstraseliiler siviya daha sonra intraseliiller siviya dagilir. Lityumun hiicre i¢ine girisi Na
elementi gibi basit transport seklindedir. Hiicre disma ¢ikista ise aktif transport seklinde

oldugundan ve lityumun tasima sistemlerinden ayrilmasi ¢ok yavas oldugu icin hiicre digina
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cikist olduk¢a zordur. Lityumun eliminasyonu %95 oraninda bdbreklerden ve glomertiler

filtrasyon yoluyla olmaktadir. Terleme ve feges yoluyla atilimi1 % 5'ten daha azdir (36).

Hiicre membranlarindaki dokuya 0zgii yapilar, hiicre i¢i lityum tasinmasi ve

atilimindaki farklar nedeni ile viicut i¢indeki dagilimi farklidir (36-37).

Lityum, gastrointestinal kanaldan hizla emilir ve alimindan 2-4 saat sonra plazmadaki
en yliksek miktarna ulagir. Lityumun dagilimi viicuttaki toplam su miktarma baghdir fakat

kan beyin bariyerine ge¢isi yavas ve dengelidir.

Lityum plazma proteinlerine baglanmayip plazmada dagildiktan sonra hiicre i¢i siviya
gecer. Lityumun hiicre i¢gine girisi sodyumunkine benzer olarak basit bir transport seklindedir.
Hiicre disina aktif transportla ¢iktigindan ve ¢ok yavas tasima sistemlerinden ayrildigi icin
hiicre disina ¢ikist oldukga zordur. Lityumun her dokuya 6zgii hiicresel transportundan dolay1

viicut i¢indeki dagilimi farkhidir.

Lityum konsantrasyonu bazi dokularda serum konsantrasyonundan daha yiiksek bazi
dokularda ise daha diisiiktlir. Lityumun beyindeki konsantrasyonu serum konsantrasyonu
kadardwr. Tiroid bezinde ise serum konsantrasyonunun 4-5 katma kadar ulasabilir.

Alyuvardaki lityum miktar1 plazmadaki lityum miktarindan daha azdir.

Lityumun eliminasyon yar1 dmrii yaklagik 24-48 saattir. Yash ve bobrek fonksiyonu
bozuk olan kisilerde bu siirenin sirasiyla 36 ve 40-50 saate kadar ¢iktig1 rapor edilmistir.
Lityum atilimi genel olarak idrar yoluyla olur %1 kadar1 ise fegesle olur. Lityumun %80°1
muhtemelen sodyum reabsorbsiyonundan sorumlu olan ayni mekanizma ile proksimal
tubullerden reabsorbe olur. Lityumun bobrek yoluyla viicuttan temizlenmesi plazma
konsantrasyonuyla orantilidir. Tek doz lityumun yaklasik %50°si 24 saatte atilir. Diisiik tuz
alimi tiibtillerdeki sodyum miktarmin azalmasma neden olur. Bu da lityumun tubullerden

daha fazla geri alinmasina ve sonug olarak intoksikasyona neden olabilir.

Renal lityum klirensi normal sartlar altinda ayni1 bireyde oldukc¢a sabittir ancak yasla

birlikte ve sodyum alimi diistiigii zaman atilimi azalir. Verilmesi gereken serum miktari
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lityumun bobreklerden atilim diizeyine baglidir. Bu nedenle bdbreklerden lityum atilimi
bireyler arasindan farklilik gosterebildigi i¢in verilmesi gereken lityum dozu kisiye gore
ayarlanmalidir. Klinik raporlarda, serum lityum serum lityum diizeyi 300 mg alindiktan sonra
yaklasik 0.2-0.4 mmol/L, 600 mg alindiktan sonra ise 0.3-0.6 mmol/L diizeyine ulagsmaktadir
(38). Tablo 3’te Lityumun genel farmakokinetik 6zellikleri gosterilmistir.

Tablo-3: Lityumun farmakokinetik 6zellikleri (39).

Hizli (oral)
Emilim 2-4 saatte en yiiksek konsantrasyona ulasir.

6-8 saatte tamami emilir.

Plazma proteinlerine baglanmaz.

Dagilim Tim viicut sivilarma dagilir.

Intraseliiler kompartman sivisma girisi yavastir.
Dolasima girisi hizli beyine girisi yavastir

Tiroid dokusunda birikir.

Sanal dagihm hacmi 0.5-0.9 L/kg'dir

12 saattir.

Plazma yar 6mrii Kararli durum 2 haftada olusur.

Eliminasyonun yar1 6mrii 24 saattir.
Eliminasyon %95 bobrekler (Na'un proksimal klirensine
esdegerdir.)

Bu nedenle atilim1 serum Na diizeyinden etkilenir.

2.1.11. Notrofillere EtKisi

Hematolojik olarak normal deneklerde kullanilan lityum artmis kemik iligi nétrofil
iretimi ile (40-41) G-CSF (graniilosit koloni stimiile edici faktdr) stimiilasyonunu takiben

kanda artmis nétrofillerle iligkilidir.
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Doymamis vitamin B-12 baglama kapasitesi toplam viicut notrofil havuzu i¢in indirek
bir gostergedir ve lityum alan manik-depresif hastalarda arttigi goriilmiistiir (42). Bu sonug

daha sonralar1 izotop kapl graniilositlerin kinetik dl¢iimii ile dogrulanmustir (43).

Insanlarda lityum kullanimi1 G-CSF nin iiriner miktarin1 arttrnustir (44). Bu, lityumun
graniilopoezi uyaran bir humoral stimiilator iiretimini arttiran temel bir eylemi oldugunu

diistindiirmektedir.

Gr1 Collie cinsi bir kopegin nétropenik doneminde lityum verilmis ve notrofil,
trombosit ve retikiilosit sayilar1 dongiisiindeki kusur oldugu diisliniilen pluripotent kok
hiicrelerdeki durum ve anormal denetim mekanizmalar1 netlestirilmistir (45). Ayrica, Levitt
ve Quesenberry fare kemik iligi kiiltiir ortamina ekledikleri lityumun pluripotent kok
hiicrelerini ve grantilosit iliskili progenitor hiicreleri arttirdigini gézlemlemislerdir. Lityumun
boylece hematopoezi iki sekilde etkiledigi goriilmiistiir. G-CSF {iretimini arttrmakta ve

pluripotent kok hiicreleri direk olarak cogaltmaktadir (46).

Insanlarda lityum tedavisi siiresince notrofil elastaz diizeyi artmistir (47).

Lityum 0,5-5 mM diizeyde intraperitoneal olarak farelere verildiginde pluripotent kok
hiicre populasyonunu arttirmistir. Kemik iliginde; koloni olusturan birimlerde (CFUs), kemik
ilig1 seliilaritesinde ve periferal (WBC) beyaz kiirelerde anlamli bir artig goriilmiistiir. Kemik
iligi CFUs diizey1 lityum verilmesinden 4 giin sonra ImM verilen grupta en yiiksek diizeye
ulagmustir (p<0.001). 5 mM lityum diizeyinde (insanlarda ulasilabilen doz diizeyi degildir)
CFUs diizeyi normal diizeylere inmistir (48). In vitro ortamda uygulan 1mM lityum
(psikiyatrik hastalarin kaninda bulunan en yiiksek doz diizeyi) kemik iligindeki ve hiicre
kiiltiiriindeki CFU diizeyleri artmustir. Kemik iligi eritroid CFUs diizeyr > 0.5 mM’de
azaldigi tespit edilmistir. In vivo (0.5-5.0 mM 1.p.) ve in vitro lityum verildikten sonra CFU
diizeylerindeki artista benzer sonuglar alinmistir. Lityumla tedavi edilen farelerdeki serumda

G-CSF diizeyi artmistir (49).
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2.1.12. Lenfositlere Etkisi

Lityumun in vitro ortamda ¢esitli lenfosit islevlerini etkiledigi bilinmektedir. Bunlar; E
rozet formasyonu olusturma, mitojen indiiklenmis timidin inkorporasyonu ve cAMP bagimli

plak olusturucu hiicre (PFC) baskilanmasidir (50-51).

Wetman ve ark. 1982’de lityum varliginda lenfosit kiiltiiriindeki IgG diizeyini 10*~10°
mM konsantrasyonlarina anlamli derecede ytikseltmistir. 1-10 mM dozlarda lityum verilmis
kiiltlirlerde IgG ve 1gM sentezi artis1 olmustur. Bununla uyumlu olarak kontrol grubuna gére
lityum alan hastalarin kanmdaki IgM PFC diizeyinin anlamli derecede artmis oldugu
goriilmiistiir (52). Bipolar hastalarda enfeksiyoda artis ve asilama sonrasi diisiik antikor titresi

sistematik olarak goriilmemistir.

2.1.13. Lityum Toksisitesi

Lityum karbonat yan etkileri fazla ve giivenirlilik indeksi diisiik olan bir ilactir (53).
Lityum 0,6-1,5 mEq/L arasinda dar bir terapdtik araliga sahip oldugundan toksisite olusturma
thtimali yiiksektir (54).

Yapilan bir ¢aligmada lityumun serumdaki dozu 1,5 mM’den yiiksek oldugunda toksik
etkiler olusturabilecegi, serum lityum seviyesinin 1,5-2,0 mM oldugunda bdbrekte,
karacigerde, kalpte ve bir¢ok dokuda geri doniisiimlii toksik etki olusturabilecegi, serum
lityum diizeyi 2 mM’den yiiksek oldugunda ise, ndrolojik semptomlara neden olabilecegi ve
uzamis lityum toksisitesinin bu konsantrasyonda gergeklesip kalic1 beyin hasarina sebep

olabilecegi belirtilmistir (55).

Lityum birgok metabolik degisiklige de neden olabilir. Lityum sirasiyla sodyum,
potasyum, magnezyum ve kalsiyumla yarisir. BOylece intraseliiler alanda ve kemiklerde
minerallerle yer degistirir. Eser elementler ve toksik metallerle etkilesimi sonucu bobreklerde

biyolojik ve toksik yonleri gosterilmistir.
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Yapilan bir caligmada serum ve idrar lityum konsantrasyonunun doza baglimlh oldugu
tespit edilmis ve nefrotoksisiteyle ilgili baz1 biyokimyasal gostergelerin erken asamada

saptanabilecegi tahmin edilmistir.

Ratlara oral lityum karbonat giinde bes kere 10 mg Likg (group I), 20 mg Likg
(group II) dozlarinda verilmis. Ayni1 donem boyunca kontrol ratlara % 0.9 NaCl (group III)
verilmistir (56). Deney sirasinda ratlara verilen lityum dozu kontrol ratlariyla kiyaslandiginda
serum ve idrardaki konsantrasyonlarin giinliik verilen dozlara bagli oldugu gézlemlenmistir.
Bir hafta sonunda 10 mg Likg intragastrik doz alan grupta idrarda kayda deger bir bakir
atillmi1  oldugu goriilmiis ayn1 zamanda kontrol grubuyla kiyaslandiginda N-asetil-f3-
glukoaminidaz (NAG) aktivitesinde artis goriilmiistiir. Artan iiriner protein konsantrasyonu da
bir hafta sonunda giinliik 20 mg Li/kg olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada lityum karbonatin
nefrotoksisitesinin oral alim sonrasi dogrudan serum ve liriner konsantrasyonuna baglh oldugu
bulunmustur. Lityumun yaklasik %80’si proksimal tubulden geri emilir ve % 20’si ise
bobreklerden atilir. Beyindeki lityum konsantrasyonlar1 serumdakine benzerdir. Lityum
intoksikasyonu sonucu bobrek fonksiyonlarmda bozulmalar ile proteiniiri ve diiirez

saptanmuistir.

Lityumun renal eliminasyonu su ve sodyum dengesi ile beraber birka¢ faktorden
etkilenir. Lityumun renal tubuller diizeyinde sodyum ve potasyum ile yaristig1 bilinmektedir.
Bunun yanm sira sodyum ve su dengesi lityumun serum diizeyi ile birlikte toksisitesini de
etkilemektedir. Lityum toksisitesi i¢in en Onemli sey dehidratasyon sodyum ve su

dengesizligine neden olacaktir (56).

Lityum intoksikasyonu hem insanlarda hem de deney hayvanlarinda yavas seyreder.
Kronik alimi takiben gastrointestinal tahris, titreme, susuzluk ve poliiiri gibi semptomlar
baslar. Yiiksek dozlarda birikimi atilimindan daha fazladir ve fazla miktarda sodyum ve
potasyum atilir bu da kardiyak aritmi ve bobrek fonksiyonlarmnin ¢okmesine neden olur. Fazla
miktarda sodyum alimi bdbrek tiibiillerinde lityum reabsorbsiyonuyla yarisacagindan

intoksisiteyi azaltabilir (57).
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Lityum vazopressin, aldosteron ve paratiroid hormonu gibi hormonlara verdigi yanit1
degistirerek bobrek fonksiyonlari iizerinde etki gosterebilir. Histolojik olarak bobrek iizerinde
tiibiiler lezyonlar, tiibliler atrofi, glomeriiloskleroz, interstisyel fibrozis ve kreatininin

klirensinde azalma yapabilir (58-59).

Lityum kullannminin tiroid bezine de etkisi yiiksektir. Lityuma bagl en sik gelisen
durumlar; guatr, subklinik ve klinik hipotiroidizm, nadiren hipertiroididir. Lityum, tiroid
hormon sentezi ve salinimini bir kag mekanizma ile 6nler. Lityum tiroid islevlerine hormonal
ve hormonal olmayan iyot salimimini azaltarak baskilayic1 etki gosterir ve tiroid bezinde
tiroglobulin iyodizasyonunu ve tiroid bezinin iyot tutabilmesini azaltir (60). Terapdtik
dozlarda lityum kullaniminin da guatr olusturabilecegi belirtilmis ve tedavi kesildiginde guatr
gerilemistir. Bu etki de lityumun direk etkisinden ¢ok iyotun renal klirensini azaltip sekonder

etki olarak meydana getirdigi diistiniilmektedir.

Kardiyak  belirtiler = genellikle elektrokardiyografi (EKG)’de  saptanabilir.
Kardiyovaskiiler sistem {lizerine olan yan etkisi EKG'de T dalgasinda diizlesme ters T dalgasi,
iletimde yavaslama, QT araliginda uzama ve atrioventrikiiler blok gibi degisikliklere sebep
olabilmektedir. Bu durum lityumun hiicre i¢i K iyonu ile yerini degistirmesi ile ac¢iklanabilir
(61-62). 3-4 mM serum Lityum diizeyinde kardiyak aritmi, hipotansiyon ve periferik vaskiiler
kollaps gibi yasami tehdit edici etkiler ortaya ¢ikabilmektedir (63). Lityum hematopoetik
sistemde de lokositleri etkileyebilmektedir. Notrofil diizeyini belirgin  bir sekilde
arttirabilmektedir (64-65)

Lityum hiicre membran fizyolojisini etkileyen Ca, Na, K, Mg metabolizmasmi da
etkiler, hiperkalsemi ile hiperparatiroidizme yol acar. Lityuma bagli gelisen hiperkalsemi
nadir de olsa bobrek taslari, osteopeni ve osteoporoz, dispeptik yakinmalar ile peptik iilser,
kardiyak aritmiler, hipertansiyon, dehidratasyon, kas giigsiizliigli ve bobrek islevlerinde

bozulmaya yol agabilir (66).

Lityumun ayrica yapilan arastirmalarda belirlenen yan etkilerinden birisi de cinsel
islev ve erkek fertilitesine olan toksik etkisidir (67). Depresyon tanisi almis hastalarda 3

haftalik lityum uygulanmasiyla spermlerin yasam siirelerinde anlamli bir azalma oldugu
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saptanmistir (68). Tablo 4’te lityum tedavisi nedeniyle olusabilecek baslica yan etkileri

belirtilmistir.

Tablo-4: Lityumun yan etkileri (53)

BASLICA YAN ETKILER

Norolojik ve

Psikiyatrik

Ekstremitelerde titremeler

Hafiza bozukluklar1

Kas zayiflamasi

Komaya varan biling bozukluklar1
Epilepsi ndbetleri

Bas donmesi, libido bozukluklar1

Kardiyovaskiiler

EKG degisiklikleri
T dalgasinda yassilagma, ters donme
Frekans bozukluklari

Aritmiler

Gastro-intestinal

Bulanti, kusma, diyare

Karm agrisi

Siv1 ve elektrolit

Kilo artis1

Odem

poliiiri
Hematolojik Lokositoz, lenfopeni
Endokrinolojik Guatr, hipotiroidi
Deri Akne

Psoriyazis
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2.2. Genotoksisite ve Lityum

Genetik bilginin nesilden nesile saglikli olarak aktarilabilmesi i¢in DNA yapisiin
korunmas1 son derece onemlidir. Genetik materyalin molekiiler biitiinliiglinde ekzojen veya
endojen faktorlerin etkisiyle meydana gelen tiim degisiklikler ‘DNA hasar’’ olarak

adlandirilir.

Genom, DNA hasar1 olusturabilecek bir¢ok faktore maruz kalir. DNA hasari ilk basta
tamir edilmeye calisilir ancak bu gerceklestirilemiyorsa programli hiicre 6liimii veya hiicresel
diizeydeki cesitli mekanizmalar devreye girer (69). Dinamik bir yapiya sahip olan DNA

molekiilii, onarilabilen tek biyomolekiil olmas1 bakimindan 6nemlidir (70).

DNA hasarlar1 fizyolojik olaylar sonucu meydana gelebilmektedir. Bunlar, DNA
replikasyonu esnasinda olusabilen yanlis niikletotid eslesmeleri ve topoizomeraz 1 ile
topoizomeraz Il enzimlerindeki islev bozuklugu nedeniyle DNA zincir kiriklar1 gibi iglemler

sonucu olusur.

Bununla birlikte hidrolitik reaksiyonlar ve non enzimatik metilasyonlar sonucu bir
hiicrede bir giin igerisinde binlerce DNA baz hasar1 olusmaktadir. Oksidatif solunumun, agir
metaller aracili1 ile gerceklesen Fenton reaksiyonlarinin veya g¢evresel toksik ajanlarin yer
aldig1 redoks reaksiyonlarinin yan {iriinii olan reaktif oksijen bilesikleri de DNA hasarina

neden olmaktadir (71).

Enfeksiyon veya inflamasyona yanit olarak makrofaj ve nétrofillerin artmis say1 ve

aktivitesi sonucu oksijen radikalleri ve azot bilesikleri iiretilir (72).

Bu bilesikler; yanlis baz eslesmelerine neden olabilir, DNA replikasyonu ve

transkripsiyonunu engelleyen delesyonlara veya DNA zincir kiriklarina neden olabilirler.

Nadir goriilmekle beraber birbirine yakin bolgelerde bulunan iki adet tek zincir kirigi
olustugu zaman DNA ¢ift zincir kiriklar1 olusur. DNA ¢ift zincir kiriklar1 diger DNA hasarlar1

kadar sik goriilmese de onarilmalar1 zordur (73).
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DNA’da meydana gelen hasarlar malignite ve hiicresel yaslanmada da biiyiik rol oynar

(74).

Endojen veya cevresel etkenler sonucu olusabilecek DNA hasarlar1 genomun
replikasyonunu ve transkripsiyonu engelleyebilecegi gibi onarilmadiklarinda ya da dogru
onarilmadiklarinda mutasyonlara veya genomda hiicrenin ya da organizmanin canliligini
tehdit eden delesyonlar, translokasyonlar ve andploidi gibi daha biiyiik anomalilere neden

olmaktadir (Sekil 3, 75).

Endojen etkenlerin neden oldugu DNA hasar1 miktar1 c¢evresel etkenlerin neden
oldugu DNA hasarindan daha fazladir. Bununla birlikte normal hiicresel aktiviteler sonucu
olusan DNA hasarlar1 ile bazi ¢evresel etkenlere maruziyeti sonucu olusan DNA hasarlar1

aynidir ya da birbirlerine ¢ok benzemektedir (76).

Ekzojen faktorlerden kaynaklanan DNA hasarlarinin neden oldugu mutasyonlar ve gen
ekspresyonundaki degisiklikler ile ekzojen faktorlerle beraber etkinligi artan endojen DNA
hasarlar1 ¢ogu kanser vakasinda birlikte rol almaktadir. Bu nedenle olusan endojen DNA
hasarlarmin ekzojen DNA hasarlar1 ile etkilesimini bilmek kanser ve diger hastaliklarin

gelisimini anlamak i¢in 6nemlidir (74).
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Sekil-3: DNA hasar1 olusumu ve sonuglar1 (77).

2.2.1. DNA Hasan Tipleri

2.2.1.1. Endojen Kaynakh DNA Hasarlar

Endojen kaynakli DNA hasarlar1 genellikle enzimler ve enzim iiriinleri tarafindan
olusturulur. Oksidasyon-rediiksiyon dongiileri sonucu olusan protonlar, mitokondrilerden
salinan serbest oksijen radikalleri, lipitlerin oksidasyonu sonucu iiretilen etoksi grubu igeren
bilesikler endojen biyokimyasal reaksiyonlarin {riinlerinden bazilaridir. Bu iriinler
depurinasyon, depirimidinasyon, baz hasarlari, eklentiler veya zincir kiriklar1 olusturarak
DNA’ya hasar verebilirler. Bununla birlikte metabolik aktivitenin fazla oldugu hiicre
boliinmesi sirasinda DNA’nin yapisini ve aktivitesini devam ettirmekle gorevli enzimlerdeki

bozukluklar da DNA’ya hasar verebilmektedir (78).
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2.2.1.1.1. DNA Replikasyonu Sirasinda Ortaya Cikan Yanhs Eslesmeler

DNA sentezi sirasinda DNA polimerazlar dogru niikleotidleri segerek polimerizasyonu
saglarlar. Ancak DNA replikasyonu sirasinda hatalar olusabilmektedir. Replikasyon
sonrasinda olusan hatalar1 diizeltmekle gérevli DNA polimerazin hata okuma (proofreading)
3’-5" ekzoniikleaz aktivitesindeki bozukluklar mutasyonlarla birlikte kalitsal ve sporadik

kanserlere neden olabilmektedir (79).

2.2.1.1.2. DNA’da Varolan Kararsizliklar Sonucu Olusan Hasarlar

Deaminasyon: Sitozin ve adeninin spontan olarak deaminasyona ugramasi sonucu
strastyla urasil ve hipoksantin olugsmaktadir. DNA yapisindaki hipoksantin potansiyel olarak
mutajeniktir. Replikasyon sirasinda hipoksantin sitozin ile eslesir ve A:T G:C mutasyonuna

neden olur.

Daha nadir olarak guaninin deaminasyonu ile de ksantin olugsmaktadir. Ksantin sitozin

ve timin ile eslesemedigi icin DNA sentezi durur.

Adeninin deaminasyonu ile olusan hipoksantin, guaninin deaminasyonu ile olusan
ksantin ve sitozinin deaminasyonu ile olusan urasil DNA onarim sistemleri tarafindan
onarilirken, DNA metilasyonu ile olusan 5-metil sitozinin deaminasyona ugramasi sonucu
olusan timin normal bir DNA baz1 oldugu i¢in onarim sistemleri tarafindan gézden kagirilir.

Sonucta G:C T:A mutasyonu meydana gelir.

Baz Kaybi: DNA yapisinda bulunan piirin ve pirimidin bazlarmin termal
dayanikliligina bagli olarak hidrolitik baz kaybi olur ve sonugta piirin veya pirimidinleri
uzaklastirilmis bolgeler olusur. Baz kaybi1 replikasyonu etkileyecegi gibi piirin veya
pirimidinleri uzaklastirilmis bolgede 3’ fosfodiester baginin kolayca hidroliz olmasiyla zincir

kiriklar1 da olusur (80).

Metilasyon: Bir metil grubunun sitozin halkasmin 5 numarali karbonundan yapiya

eklenmesi ile meydana gelir. Bu reaksiyon CpG diniikleotit olarak da adlandirilan 5'-CG-3’
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dizisinin igerisinde DNA metiltransferaz katalizinde gergeklesir. DNA’nin metilasyonu
Okaryotik hiicrelerde en c¢ok goriilen epigenetik (DNA niikleotit dizisinde bir degisiklik

olmaksizin gen anlatiminda meydana gelen degisiklik) olaylardan biridir (81).

Oksidatif Hasar: Oksidatif hasarlar en sik gorilen DNA hasarlaridir. Hiicrede
metabolik ve diger biyokimyasal reaksiyonlar sonucu ve ¢evresel faktorler nedeni ile siirekli
olarak reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusur. Siiperoksit anyon radikali (O2 ), hidroksil radikali
(OH?e), hidrojen peroksit (H,O,) gibi reaktif oksijen tiirleri DNA hasarlarina yol agar (74).
Hidroksil radikali (OHe) biyolojik molekiiller i¢in en reaktif oksijen {irtiniidiir. DNA’da baz
hasarlar1 ve DNA-protein ¢apraz baglar1 gibi bir cok degisiklige neden olur (82).

2.2.1.2. Cevresel Nedenlerden Kaynaklanan Hasarlar

Iyonize radyasyon, UV 1smlar1 ve dogal ya da insan yapimi kimyasallar DNA’ya hasar

vermektedir.

Ultraviyole Isinlar: 240-400 nm dalga boyunda olan UV 1sinlar1 DNA {izerinde iki tip

hasar olusturabilir.

I- Pirimidin dimerlerinin olusumu: UV i1sinlarma maruz kalan DNA’da komsu
pirimidinler arasinda kovalent baglar olusur ve en ¢ok siklobiitan pirimidin dimerleri

olugmaktadir (Sekil 4, 83).
2- DNA c¢apraz baglar1 ve zincir kiriklari: UV radyasyon DNA-protein ve daha az

olmak iizere DNA-DNA ¢apraz baglarinin olusumuna neden olur. Ayrica UV’ye maruz kalan

DNA’da zincir kiriklar1 olustugu bilinmektedir (80).
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Sekil-4: UV 15181 etkisi sonucu olusan baglica DNA hasarlar1 (84).

Iyonize Radyasyon (IR): IR’nin hiicre iizerine etkisi 2 sekilde olabilir. IR’nin
dogrudan etkisi, radyasyon enerjisinin dogrudan DNA ile etkilesimi sonucu olusurken, dolayli
etki radyasyonla aciga ¢ikan enerji ile uyarilan molekiillerin DNA ile etkilesimi sonucu ortaya

cikar (85).

IR etkisiyle, DNA’y1 ¢evreleyen suyun O-H baglarinin hidrolitik ayrilmasiyla olusan
hidroksil radikali (OH*) DNA ile etkilesir. Sonugta baz hasar1 ve zincir kiriklari meydana
gelir.

Oksijen varliginda IR sonucu doymus halkali baz tiirevleri olusur. Bunlarin en
onemlileri timin glikol, metil tetranil iire, 5-OH hidantoin, 5-OH-metil urasil, 8-OH guanin,
4,6 diamino S5-formamido pirimidin’dir. Bu hasarli bazlarin bir kismi replikasyon sirasinda
eslenmez ve transkripsiyon sirasinda da ¢er¢eve kayma mutasyonuna neden olurken, bir kismi
ise yanlis esleserek nokta mutasyonuna yol acar (86). Diger taraftan IR dogrudan zincir

kiriklar1 olusturmak yoluyla da replikasyonu durdurabilir (87).

Alkilleyici Maddeler: Alkilasyon, niikleotidlerdeki amino ve keto gruplarma metil
(CH3 — ) ya da etil (CH3 — CH2 ) gibi bir alkil grubu eklenmesi igslemidir. Nitrozaminler,
etilmetilsiilffonat ve Nmetil- N1-nitrosoguanidin en onemli alkilleyici ajanlardir. En 6nemli

alkilasyon bdlgesi, guaninin 6. karbon atomundaki oksijendir (88).
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Cevresel mutajen ve karsinojenlerin en genis grubu olup, pek ¢ogu anti-kanser ilag
olarak kullanilmaktadir (80). Cesitli gida maddelerinde, bazi ilaglarda ve tiitiinde bulunan
alkilleyici maddelerin bir kismi insanda sitokrom P450 sistemi tarafindan metabolik
aktivasyona ugrayarak, bir kismi da enzimatik olmayan yolla elektrofilik bir yap1 kazanirlar.
Cok kisa yasam siiresi olan bu aktif ara {irtinler DNA yapisindaki niikleofilik merkezlere atak

yaparak DNA alkilasyonuna neden olurlar.

Alkilleyici maddeler organizmada endojen olarak ta sentezlenebilirler. Endojen
alkilleyiciler, organizmada bulunan pirimer aminlerin nitrik oksitten tiireyen nitroz anhidrit,

nitrat gibi nitrozlayici bilesikler tarafindan olusurlar (89).

2.2.2. DNA Hasarimna Hiicre Yaniti

Hiicrede DNA hasar1t meydana geldiginde dort 6nemli yanit olusur (90).

1. DNA hasar1 kontrol noktalarmin aktivasyonu ile hiicre dongiisiiniin ilerlemesinin
engellenmesi, bu sekilde hasarli genetik materyalin onarimma imkan saglanmasi ve hasarli
kromozomlarm genetik gegisinin dnlenmesi,

2. Hasarli DNA’nin ¢ikarilarak DNA ¢ift zincirinin dogru bir sekilde yeniden
yapilandirilmas1 (DNA onarimi),

3. Hiicredeki bazi genlerin transkripsiyon diizeylerinin hiicrenin yararma olacak
sekilde degismesi (transkripsiyonel cevap),

4. Ciddi olarak hasar gormiis hiicrelerin elenmesi (programli hiicre 6liimii, apopitoz).

Bu yanitlardan herhangi birinin islev gérmemesi hiicre diizeyinde genomik
kararsizlikla, organizma diizeyinde ise genetik hastaliklar, kanser veya yaslanma ile

sonuglanir (91).
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2.2.3. DNA Tamir Mekanizmalarn

2.2.3.1 Direkt Tamir Mekanizmalari

A- Fotoreaktivasyon: Bakteri ve diger bazi organizmalar UV hasarmi onarmak i¢in
fotoreaktivasyon denen bir mekanizmaya sahiptir. Bu yonteme cogunlukla 1sik onarimi
denmektedir ¢iinkii ger¢eklesebilmesi i¢in 151k gereklidir. Fotoreaktivasyon sirasinda fotoliyaz
enzimi pirimidin dimer hasarli bolgeye baglanir daha sonra ikinci bir molekiil olan kromofor
151k enerjisini kimyasal enerjiye doniistiirerek DNA onarimi i¢in gerekli enerjiyi saglar. Bu
tamir mekanizmasi bitki, mantar, meyve sinekleri ve bazi kurbagalarda goriilmiistiir ancak
insanlarda yoktur (92). Sekil 5’te fotoreaktivasyon yontemiyle DNA onarim mekanizmasi

goriilmektedir.

{ FADH
Photolyase

7
b

Sekil-5: Fotoreaktivasyon mekanizmasi

B- O6-Metilguanin Tamiri: O6-Metilguanin (mG) alkilleyici ajanlar varliginda
olusur ve yiiksek oranda mutajeniktir. O6 Metilguanin-DNA metil transferaz enzimi,
DNA’daki yanlis metillenen bazlarin CH3 gruplarimi kendi sistein rezidiilerine transfer ederek
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normal Guanin olusumunu saglar. Bunu yaparken enzim de geri doniisiimsiiz olarak
baskilanmis olur ve islev dis1 kalir. Boylece bu onarimda enzimin 6zgiinliigii kadar sayis1 da

Onem kazanmaktadir.

C- Basit Tek Zincir Kirklarimin Ligasyonu: X 15in1 ya da peroksitler gibi bazi
ajanlar DNA zincirinde basit kiriklara neden olabilmektedir. Bir zincirde olan basit kiriklar
DNA ligaz enzimi ile hemen tamir edilmektedir. DNA ligaz; enerji gerektiren bir reaksiyon

ile 5' fosfat grubu ile 3'OH grubu arasindaki fosfodiester bagini olusturur.

2.2.3.2.Eksizyon (Kesip-Cikarma) Tamiri

DNA’daki hasarli bazin oligoniikleotid parcalar1 olarak ¢ikartilip bu bdlgenin dogru

bazlarla doldurulmasi ve olusan ¢entigin ligasyonla kapatilmas1 ana prensiptir.

Tamir sistemi 3 temel basamak igerir:

1- Hasar veya hata taninir ve enzimatik olarak bir niikleaz tarafindan kesip ¢ikarilir.
2- DNA polimeraz olusan bosluklar1 doldurur.
3- DNA ligaz son bagi kurar ve bosluk tamamen kapanir (93).

A. Baz Eksizyon Tamiri (BER): DNA bazlarinin spontan hidrolizi veya kimyasal

ajanlar nedeni ile olugan uygun olmayan bazlarin tamiri ile ilgilidir.

Bu sistem DNA glikozilazlar tarafindan yiriitiilir (Sekil 6). Enzim seker baz
arasindaki bagi keser ve apurinik ya da apirimidinik bdlge olusturur. AP endoniikleaz denilen

baska bir enzim, bazini kaybeden bolgede seker-P arasindaki bagi keser.
Deoksiribofosfodiesteraz denilen bagka bir enzim bazin kaybedildigi yerin ¢evresini

temizleyerek DNA polimeraz enziminin rahat ¢alismasma olanak verir. Bu enzim de boslugu

kalip zinciri kullanarak doldurur.
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Zarara ugramis DNA ipliginin kusurlu bdlgenin iki tarafinda kesen bir endonukleaz
tarafindan iplikte bir kirik meydana gelir. 5'-3" eksonukleazin iplikteki kusurlu bolgeyi yok

edilir.

Boslugun bir tarafinda olusan 3'-OH grubunu primer olarak, tamamlayict dizileri
tastyan zinciri de kalip gibi kullanan DNA polimeraz tarafindan yeni bir iplik sentez edilir ve

DNA ligazin yeni sentez edilen parcanin 3'ucunu eski iplige kovalent bicimde baglanir (94).

I I I 8 8 0 0 0N 0N B 0 0 0 0 0 R B O U B

l DMNA giycosylasa

I I 1 0§ 0 ¥ 7 07 ¥ " 0 7 07 7 7 0 § U A J + 0

l AP endonucleases

1

i 1 1 8 0 0 1 f 8 " B 0 0 0 0 R 0B 0 J 0 +

l DMA polymerase |

]]lIITI!lIlIIl[iIIIII

Mick l DMNA ligase

Sekil-6: Baz eksizyon tamiri (BER) mekanizmasi

B. Niikleotid Cikarma Onarim (Nucleotide Excision Repair / NER): DNA bazlar1
iizerinde bilyiik eklentiler olusturan bircok farkli hasar1 taniyabilen bir onarim

mekanizmasidir (95).

Bircok DNA hasarinin 6zelliklede heliks distorsiyonuna neden olanlarin onariminda
etkindir. Insanlarda giinesten gelen UV’ nin karsinojenik etkilerine (dimerler) ve sisplatin, 4-
nitrokuinolin oksid gibi etkenlerle reaksiyon sonucu olusan biiyiik eklentili hasarlara karsi

onemli bir savunma mekanizmasidir (90, 96).

C. Yanhs Eslesme Onarnmi: Bu onarim mekanizmasi, DNA replikasyonu sirasinda
meydana gelen yanlis eslesme hatalarini diizeltir (97). Replikasyondan sonra gorev alan bu

onarim sistemi DNA replikasyonu dogrulugunun en son kontrol noktasidir (98, 91).
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2.2.3.3. Rekombinasyonel Onarim

DNA’nin zarar gormiis pargasinin degistirilmesinde kalip olarak kullanilacak
tamamlayici zincirin bulunmadigi durumda kullanilan ve replikasyondan sonra aktif olan bir

onarim mekanizmasidir.

Timin dimeri gibi bir lezyonu igeren DNA replike olurken DNA polimeraz once
lezyonda duraklar ve yeni sentezlenen zincir boyunca bir bosluk birakarak lezyonun
iizerinden atlar. Bu bosluga bir yanit olarak RecA proteini rekombinasyonel bir degis-tokus
islemi ile baslangicta hasarsiz tamamlayici dizide bulunan bir segmenti bu bosluga sokup onu

tamamlar. Bu islem "verici" zincirde bir bosluk birakir. Bu bosluk daha sonra doldurulur.

2.2.3.4. SOS Onarimi

DNA hasarinin yiiksek oranda oldugu ve diger onarim mekanizmalarinin basarili

olamadig1 durumlarda devreye giren acil cevap sistemidir.

Hiicrelerde c¢ok ciddi DNA hasarlarina karsi acil yanit DNA onarim enzimlerinin
miktarinin artmasidir. DNA sentezi sirasinda, bir lezyonun iizerinden atlamak yerine, sistem,
DNA polimerazin lezyon karsisinda replikasyonu devam ettirmesini saglar. Fakat
replikasyonun dogrulugundan fedakarlik edilir. Bu nedenle hataya egilimli onarim sistem de

denir (99-100).

2.2.3.5. Cift Zincir Kiriklarinin Tamiri

Cift zincir kiriklar1 spontan olusur ve genellikle hiicrenin reaktif oksijene yanit1 olarak

ortaya ¢ikar ve iki ayr1 mekanizma bu potansiyel 6liim lezyonlarini diizeltir.

Cift zincir kiriklar1 diizeltilmediginde kromozom aberasyonlarma ve kanser dncesi
evreye gegise neden olabilir. DNA c¢ift zincir kiriklar1 iki sekilde tamir edilir. Bunlar serbest
uglarm homolog olmayan sekilde baglanmasi (non-homolog end joining) (NHEJ) ve homolog

rekombinasyon olmak tizere iki farkli mekanizma ile gergeklesebilir (101).
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2.2.4. Lityumun Genotoksisite Uzerine Etkileri

Lityumun insan ve insan olmayan sistemlerde genetik toksisitesiyle ilgili yapilan
calismalarda uzun donem lityum tedavisi alan hastalarin lenfositlerinde yapilan kardes

kromatid degisimini arttirmadig1 gézlemlenmistir.

Weiner ve ark. 5 Salmonella susu, CHO, HGPRT hiicreleri ve primer hepatosit
hiicrelerinde programsiz DNA c¢ogalmasini ve erkek ratlarda da kemik iligi iizerine olan
sitogenetik etkilerini arastirmiglardir. Lityumun higbir sistemde genetik toksisite etkisi

gostermedigini saptamiglardir (102-103).

Daha once lityumun genotoksik etkisi oldugu belirtilen g¢alismalarla ilgili olarak
Nordic Uzman Grubunun yiiksek lityum konsantrasyonlarinda belirgin genotoksisitesinin
olas1 bir aciklamasinin ikincil bir etkisi olarak GSK3’ii inhibe etmesine bagli hiicre sagkalim
stiresini arttirmasi olabilecegini belirtmislerdir. Ancak ayni aragtirmacilar lityum bilesiklerinin
kimyasal Ozellikleri goz alindiginda onlarin mutajen olmasmin pek olast olmadiginit da

belirtmislerdir (104).

Son zamanlarda yaymlanan Avrupa Istihdam ve Toplumsal Iliskiler Komisyonu
tarafindan yapilan arastirmada da; lityum ile ilgili insan, hayvan ve genotoksisite ¢aligmalar1
ile ilgili tiim verilere bakildiginda agirlikli olarak lityum iyonunun DNA’ya zarar vermedigini
ve mutajenik olmadigini ayrica literatiirde kanser ile ilgili herhangi bir bilginin de mevcut

olmadigmi belirtmislerdir (105).

2.2.5. Lityumun Teratojenitesi

Lityumla ilgili olabilecek esas teratojenik etkiler kardiyak malformasyonlar ve artmis

dogum agirhigidir. Ozellikle Ebstein anomalisi ile iliskisi olabilmektedir.

Insanlarda terapotik amacla kullanilan lityum dozlarmm hayvanlara verilmesiyle

yapilan deneylerde herhangi bir anomali saptanmamistir. Bununla birlikte yliksek dozlarda
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anensefali, kraniofasial ve iskelet anomalileri ile kan damar1 gelisim anomalileri meydana

gelmistir.

Diger omurgalilar ilizerinde yapilan deneylerde lityumun dorsoventral ozellikleri
etkiledigi ve damar olusumunu engelledigi goriilmiistiir. Her iki etkinin de miyoinozitol 6n
tedavisi ile Onlenebilir olmasi lityumun fosfatidilinositol dongiisiinii engelledigini

gostermektedir.

Son yapilan calismalar lityumun omurgasizlar {izerindeki etkisinin Wnt-GSK-3

yolagindaki GSK-3f’y1 engellemesine bagli oldugu diisiiniilmektedir (106).

2.3. Oksidatif Durum, Sitotoksisite ve Lityum

2.3.1. Serbest Redikaller

Serbest radikaller, en dig yoriingelerinde bir ya da daha fazla ¢iftlesmemis elektron
iceren reaktif molekiillerdir. Oksijen tiirevi radikaller, biyolojik sistemin en iyi bilinen serbest
radikalleridir ve canli hiicrelerde, normal siiregte fizyolojik miktarlarda iretilirler. Cok
miktarda {Uretildiklerinde hiicre ve doku hasarma neden olabilirler. Yapilarindaki
ortaklanmamis elektrolitlerden dolay1 oldukga reaktiftirler ve tiim hiicre bilesenleri ile kolayca

etkilesebilme 6zelligi gosterirler (107-108).

Serbest radikaller ii¢ yolla meydana gelirler:

1- Kovalent bagl radikal olmayan bir molekiiliin baglarmmn koparilmasi ile iki ayri
radikal olusumu ile,

2- Normal bir molekiilden tek bir elektronun kayb1 veya bir molekiiliin b6 iinmesi ile,

3- Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile.

Organik veya inorganik molekiiller, elektriksel olarak pozitif yiikli, negatif yiikli,

notral sekilde olabilirler.
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Oksijen, atom numarast 8 olan, dogada dioksijen olarak bulunan kararsiz bir

elementtir. Bu kararsiz konumu, enerji diizeylerinde bulunan elektronlarinin yapisiyla

iliskilidir. Oksijen molekiiliindeki ayni1 yone donen iki elektrona sahip 2P son orbitali

onemlidir. Bu orbitallerden herhangi birindeki elektron, bir orbitali birakip digerine

gectiginde veya farkli yonde dondiigiinde “singlet oksijen” olusur. Orbitallerden birine ters

doniislii iki elektron veya ikisine ters doniislii iki elektron daha gelirse “oksijen radikali” elde

edilir (107).

Olusan radikal eslesmemis tek elektronu nedeniyle ¢cok dengesizdir ve hizla ortamdan

kaybolur. Bu yiizden bu radikaller tek elektronlarini bir bagka molekiile verebilir (rediiksiyon)

ya da bir baska molekiilden elektron alarak elektron ¢ifti olusturabilirler (oksidasyon).

Sonugta non radikal yapiy1 radikal bir sekle doniistiirebilirler. Oksijenden tiireyen ¢esitli

radikal ve non radikal bilesikler Tablo 5’te gosterilmistir.

Tablo-5: Radikal ve radikal olmayan oksijen tiirevi bilesikler

OKSIJEN TUREVI BILESIKLER
RADIKALLER RADIKAL OLMAYANLAR
Hidroksil (HO) Hidrojen Peroksit (H,0;)
Alkoksil (RO") Singlet Oksijen (0,
Peroksil (ROO) Ozon (O3)
Stiperoksit (O) Hipoklorid (HOCI)
Nitrik Oksit (NO") Lipidhidroperoksit (LOOH)
Azot Dioksit (NOy) Peroksinitrit (ONOO")
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2.3.1.1. Siiperoksit Radikali (O, ")

Canlilarda olustugu ilk gosterilen radikal olan siiperoksit radikali hasarlandirici
ozelligi fazla olmayan bir serbest radikal tiirevi olup H>O, kaynagidir. Oksitleyici ve metal

iyonlar rediikleyici etkisi vardir.

Mitokondrideki enerji metabolizmas1 swasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen
oksijenin % 1-5 kadar1 siliperoksit yapimi ile sonlanmaktadiwr. Aktive edilen fagositik
l6kositlerden bol miktarda siiperoksit tiretilir. Antibakteriyel etki i¢in gerekli olan bu radikal
yapimi, daha reaktif tiirlerin olusumunu da baslatmaktadr (108, 109). Daha sonra bu
radikaller, hidrojen peroksit (H,0O,) doniisiir. H,O,’in kendisi serbest radikal olmasa da en

reaktif serbest radikal tiirlerinden hidroksil radikaline otooksidasyon yolu ile doniisebilir.

2.3.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da
siiperoksitlerin enzimatik ve enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucunda

olusmaktadir.

Dismutasyon spontan olarak veya siiperoksit dismutaz enzimi aracigiyla olabilir. H,O,
membranlardan kolaylikla gecip hiicreler lizerinde bazi fizyolojik rollere sahip olabilir. H,O,
ozellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek, yiiksek
oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturabilmektedir. Bu formdaki demir ¢ok
giiclii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipit peroksidasyonu gibi radikal

tepkimeleri baslatabilmektedir (108, 110).

2.3.1.3. Hidroksil Radikali (HO ")

H-O-H - H + OH "(Hidroksil radikali)
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Hidroksil radikali, biyolojik sistemlerde bulunan en giiclii serbest radikaldir. Dokular
radyasyona maruz kaldiklarinda, enerjinin ¢ogu hiicre icindeki su tarafindan emilir ve
radyasyon oksijen ve hidrojen arasinda kovalent baga neden olur. Sonugta iki radikal

meydana gelir. Bu radikallerden biri hidrojen (H °) ve digeri ise hidroksil radikalidir (OH ).

Yine OH’ radikalleri aromatik halkaya katilma o6zelligi gosterdiklerinden DNA ve
RNA’da bulunan piirin ve pirimidin bazlarina katilarak radikal olusumuna neden olurlar. Bir
dizi reaksiyona katilabilen OH ° radikalleri DNA’nin baz ve sekerlerinde ciddi hasarlar
olusturarak DNA iplik kirilmalarima neden olurlar. Hasar ¢ok kapsamli olursa hiicresel
koruyucu sistemler tarafindan tamir edilemeyebilir ve bunun sonucunda c¢esitli mutasyonlar

ve hiicre 6liimleri meydana gelir (111).

2.3.1.4. Serbest Oksijen Radikallerinin Hiicreye Zararh Etkileri

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim

onemli bilesenlerine etki ederler (Sekil 7).

Mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller gecirgenligi bozarak, bir yandan
hiicrenin potasyum kaybima neden olurken 6te yandan trombosit agregasyonunu arttirirlar

(112).

2.3.1.4.1. Membran Lipidlerine Etkisi (Lipid Peroksidasyonu)

Lipidler, serbest oksijen radikallerine karsi en hassas olan viicut bilesenleridir.
Membrandaki kolesterol ve doymamis yag asitleri, serbest radikaller tarafindan kolayca
perokside edilirler ki bu hasar geri doniisiimsiizdiir. Hasar ile membran gegirgenliginin
degismesi, anormal kalsiyum iyonu girigine yol acgarak hiicresel fonksiyonlarin bozulmasina
ve oksidasyon ile fosforilasyonun ayrilmasma neden olur. Ayrica ortamdaki demir ve bakir

gibi metal iyonlar, lipid peroksitlerinin sitotoksik iiriinlere doniigiimiinii hizlandirir.
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Serbest Radikaller

\
/ \ DMNA hasan
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Hucre igi Fe  artigi Poli(ADP)riboz

NAD(H) yikimi _____ Sentetaz aktivasyonu

Zar peroksidasyonu ve hasan

v

DNA, protein ve lipidierde Dokularda metal iyonlarinin serbestiegsmesi
bhasarin artisi ve yakin hicrelerde hasar

Sekil-7: Serbest radikallerin hasar olusturma mekanizmalar1

Lipid hiperoksidleri yikimi ile biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur ki bu
maddeler, hiicre i¢ine yayilarak, hasarin hiicrenin diger boliimlerine de yansimasina neden
olurlar. Lipid peroksidasyonun sonunda MDA olusur. Olusan MDA, iyon transportu, enzim
aktivitesi ve hiicre ylizey bilesenlerinin agregasyonu gibi membran 6zelliklerini degistirerek

mutajenik, genotoksik ve karsinojenik etkilere yol acabilir (113).

2.3.1.4.2. Proteinlere Etkisi

Serbest radikallerin proteinlere etkisi proteinlerin aminoasit igerigine gore degisir.
Protein molekiilleri iizerindeki siilfthidril veya amino gruplartyla serbest radikallerin
etkilesmesi sonucu proteinlerde olusan yapisal degisiklikler tice ayrilir:

1- Aminoasitlerin modifikasyonu,

2- Proteinlerin fragmantasyonu,

3- Proteinlerin agregasyonu veya ¢apraz baglanmalardir (114).
Proteinin temel yapisindaki degisme, antijenitesindeki degismeye ve proteolize

hassasiyete yol acabilir. Radikaller, membran proteinleri ile reaksiyona girebilirler ve enzim,

norotransmitter ve reseptor proteinlerinin fonksiyonlarinin bozulmasina neden olabilirler.
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Serbest radikallerin etkisiyle IgG ve albiimin gibi fazla sayida distilfit bagi bulunduran
proteinlerin ii¢ boyutlu yapilar1 bozulur. Boylece normal fonksiyonlarini yerine getiremezler.
Hem proteinleri de serbest radikallerden 6nemli oranda zarar goriirler. Ozellikle okside olmus
hemoglobinin O, veya H;0O; ile reaksiyonu methemoglobin olusumuna sebep olmaktadir

(113).

2.3.1.4.3. Niikleik asitlere Etkileri

Niikleik asitler, serbest radikallere bagh degisikliklere duyarhidir. Hidroksil
radikallerin DNA ile tepkimesi sonucunda baz modifikasyonlari, baz delesyonlari, zincir
kirilmalar1 gerceklesebilmektedir. Oksijen radikalleri, oksidatif yarilma ile DNA hasarina yol
acabilmektedir. Ozellikle pirimidinlerden olan timin en hassas yapidir. DNA halatlarmn
kopmasi, DNA ¢ift sarmali ayrilmasi sonucu hiicrede mutasyonlar ve 6liim gelisebilmektedir.
8-hydroxydeoxyguanosine (8-OhdG), oksidatif DNA hasarinin  bir gostergesidir.
Yenidoganlarda ve hipokside kalan bebeklerde bu oranin yiiksek oldugu bildirilmektedir
(115).

2.3.1.4.4. Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelmektedir. Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu katarakt,
diyabet ve sigara i¢cimi ile iligkili kronik hastaliklarin, inflamatuar eklem hastaliklarmin

olusumuna katkida bulunabilirler (116).

2.3.2. Antioksidan Mekanizmalar

Yiikseltgenebilir bir substratla (protein, lipid, karbonhidrat ve niikleik asitler)
karsilastirildiginda daha diisiik konsantrasyonlarda bulundugu zaman o substratin
oksidasyonunu belirgin bicimde geciktiren/6nleyen maddeye antioksidan denir (117). Ikinci
bir tanima gore diyetsel antioksidan normal fizyolojik fonksiyonlarmm varliginda reaktif
oksijen ve nitrojen tiirleri gibi reaktif tiirlerin yan etkilerini belirgin bi¢imde azaltan ve

yiyeceklerde var olan maddeler olarak tanimlanir (118). Ancak bu tanim yeniden gdzden
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gecirilmis  ve genisletilerek membran stabilitesini devam ettirme Ozelli§inin  de

antioksidanlarin fonksiyonlarindan biri oldugu belirtilmistir (119).

Antioksidan savunma mekanizmalar1 etkilerini asagidaki yollarla gdsterebilirler (Sekil
8).

1- Hasarli hedef molekiillerin yerini alarak,

2- Reaktif oksijen tiirleri olusumunu minimumda tutarak,

3- Hasarli hedef molekiilleri onararak,

4- Yiksek derecede reaktif tiirlerin olusumunda gorev alan metal iyonlarini
baglayarak,

5- Reaktif tiirleri enzim kullanarak yahut bizzat kendisinin yer aldig1 reaksiyonlarla

temizleyerek (120).

Aerobik hiicrelerde pek ¢ok antioksidan sistem bulunmaktadir. Bu antioksidanlar

endojen ve eksojen kaynakli olarak ikiye ayrilmaktadir.

Endojen antioksidanlar, enzim olarak gorev yapanlar ve enzim olmayan

antioksidanlar olarak iki grupta incelenmektedir.

Enzim olan antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-
Px), katalaz, glutatyon-S- transferaz (GST), glutatyon rediiktaz ve mitokondrial oksidaz

sistemidir.

Enzim olmayanlar ise; bilirubin, alblimin, iirik asit, a-tokoferol, askorbik asit,
seruloplazmin, transferrin, ferritin ve glutatyon gibi maddelerdir. Bunlar oksijen radikallerine
karst ilk savunma sistemini olusturmaktadirlar (121-122). Eksojen antioksidan olarak da
allopurinol, folik asit, C vitamini, E vitamini, asetilsistein, mannitol, adenozin, kalsiyum kanal

blokerleri, non steroid antiinflamatuar ilaglar ve demir selatorleri sayilabilir (123).
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Sekil-8: Antioksidan gruplar ve gorevleri (124).

2.3.2.1. Enzim Olan Antioksidanlar

2.3.2.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD enziminin bakir-¢inko, mangan ve demir igeren li¢ tip izoenzimi bulunur. Bakir
ve ¢inko igeren Cu-Zn-SOD sitoplazmada, mangan igeren Mn-SOD mitokondride aktivite
gosterir. Cu-Zn-SOD ve Mn-SOD ayni1 mekanizma {lizerinden etki gosterirler ancak Mn-SOD
pH 7’nin iizerinde aktivitesini kaybederken Cu-Zn-SOD’un aktivitesi pH 5.5-10 araliginda

degismez.

SOD, substrat olarak serbest oksijen radikallerini kullanan ve siiperoksiti hidrojen
peroksite ¢eviren bir metalloenzimdir. Bu reaksiyon “oksidatif strese karsi ilk savunma”
olarak da adlandirilmaktadir. Ciinkii stiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarmimn giiclii bir
baslaticisidir. Bu sistem sayesinde hiicresel kompartmanlardaki siiperoksit diizeyleri kontrol

altinda tutulmaktadur.

Losemi, iskemi, hepatit, miiskiiler distrofi, respiratuar distres sendromu, bdbrek

yetmezligi, Fankoni anemisi, akciger enfeksiyonlar1 ve motor ndron hastaliklar1 gibi serbest
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radikal aci8a ¢ikaran olaylarda ve hastaliklarda koruyucu rol oynadigi diistiniilmektedir. Ayn1
zamanda SOD, lipid peroksidasyonunu da inhibe etmektedir. SOD aktivitesi yiiksek oksijen
kullanan dokularda fazladir. SOD’un ekstraselliiler aktivitesi cok diistiktiir (125).

2.3.2.1.2. Katalaz (CAT)

H,O, + H,0, - 2H,0 + 1/20,

Katalaz enzimi hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene cevrildigi reaksiyonu
katalizler. Enzim hiicre i¢inde peroksizomlarda yerlesmistir ve bir hemoproteindir. Dort tane

hem grubu icerir. Katalaz’in etkisi de SOD’a benzerdir.

Bu reaksiyon H,O; konsantrasyonlar1 yilikseldiginde 6nem kazanirken diisik H,O,
konsantrasyonlarinda diger peroksidazlar H,O;‘lerin daha az reaktif olan alkollere ve suya
parcalanmasimi katalizler. Kanda, bobrek ve karacigerde ayrica mukoz membranlarda

bulunur. Granulomatoz hiicreleri solunumsal patlamaya kars1 korur (120).

2.3.2.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

GSH-Px, pek cok hiicrenin sitozollerinde bulunan bir enzimdir ve hidroperoksitlerin
indirgenmesinden sorumludur. Sitozol ve mitokondrilerde SOD tarafindan olusturulan H,O,
ve yag asidi hidroperoksitlerini ortadan kaldirmaktadir. Diisiik H,O, konsantrasyonunda

calismaktadir. Kofaktor olarak selenyum elementinin kullanir.

GSH-Px

H,0,+2GSH -  GSSG+2H,0

GSH-Px

ROOH + 2 GSH - GSSG+ ROH + H20
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Hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin indirgenmesiyle oksitlenen glutatyon,
glutatyon rediiktaz enzimi ve baslica pentoz fosfat yolundan saglanan NADPH yardimiyla

indirgenerek reaksiyonlarin devamini saglar (125).

GSH-Px, fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlara sahiptir. Diger antioksidanlarla
birlikte GSH-Px, solunum patlamasi srrasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu,
fagositik hiicrelerin zarar gérmesini engeller. Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese karsi en
etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma, H,O;‘in artmasina ve siddetli hiicre

hasarma yol acar.

Yapilan caligmalarda kord kani GSH-Px ve total antioksidan diisiikliigii olan
bebeklerde DNA hasarmin yiiksek oldugu gosterilmis ve dogumda oksijen radikallerinin
olusumunun artt1g1 ifade edilmistir (126).

2.3.2.1.4. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Lipid peroksitlerine karsi selenyumdan bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi

gostermektedir.

GST

ROOH+2GSH - GSSG+ROH+H20

Antioksidan aktivitesine ek olarak baska biyokimyasal fonksiyonlara da sahip olup
bilirubin, hem ve baz1 kortikosteroidler gibi endojen maddelere geri doniigsiiz olarak

baglanarak bunlarin hiicre i¢i transportunda da gorev almaktadir (125).

2.3.2.1.5. Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rd)

H,0, indirgenmesi esnasinda GSH oksitlenir. GSH-Px’infonksiyonunun devamliligi
icin okside glutatyon tekrar indirgenmelidir. Reaksiyon GSH rediiktaz tarafindan katalizlenir.

Enzim NADPH bagiml bir flavoproteindir (125).
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GSH

GSSG+NADPH'H" - 2 GSH+NADP"

2.3.2.1.6. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Siiperoksit anyonunun suya doniistiigii reaksiyonu katalizler, bakir igerir.

Mitokondrideki elektron tagima zincirinin son basamaginda yer alir.

2.3.2.2. Enzim Olmayan Antioksidanlar

2.3.2.2.1. Glutatyon (GSH)

Glutamat, sistein ve glisin aminoasitlerinden sentezlenen ve hiicrede en fazla tiyol
iceren bilesiktir. GSH sentezinde kullanilan sisteinin kaynagi N- asetilsisteindir. Glutaminin
glutaminaz ile hidrolizi ve a-ketoglutarat ile dalli zincirli aminoasitlerin transaminasyonu

GSH sentezinde kullanilan glutamatin temel kaynaklaridir.

GSH’dan kaynaklanan glutatyon radikali (GS-) bir prooksidandir. Ancak iki GS-
birleserek okside glutatyonu (GSSG) olustururlar bu da GSH-Rd tarafindan GSH’ya
indirgenir. Dogrudan veya dolayli yollarla reaktif oksijen tiirlerini temizler. Hiicresel
oksidasyon-rediiksiyon dengesinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan tiyol proteinleriyle

etkilesime girer (127).

2.3.2.2.2. Vitamin C (Askorbik Asit)

C vitamini pek c¢ok biyolojik fonksiyon i¢in gerekli suda ¢6ziinebilen bir
mikronutrienttir. Bircok enzimin kofaktorii olarak gorev yapar. Bunlar; kollajenin

posttranslasyonal hidroksilasyonu, karnitin biyosentezi, dopaminin norepinefrine dénmesi,

peptid amidasyonu ve tirozin metabolizmasinda gorev alan enzimlerdir.
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Anti-skorbutik fonksiyonu yaninda C vitamini potent bir indirgeyici ajan ve biyolojik
sistemlerde serbest radikal toplayicisidir (128). Biyolojik sivilarda en ¢ok bulunan ve suda
coziinen bir antioksidandir. Siiperoksit, hidroperoksit radikalleri ve singlet oksijen ile
peroksinitrit, nitrojen dioksit ve nitroksit radikallerini toplayabilme Ozelligine sahiptir.
Paradoksik olarak C vitamini in vitro kosullarda bir prooksidan gibi davranabilir. C
vitamininin demir ve bakir ile birlikteligi lipidlerin, proteinlerin ve DNA’nin oksidatif
modifikasyonunu indiiklemek i¢in kullanilmaktadir (118). C vitamini oksidatif strese ferrik
demiri ferroz demire indirgeyerek ve sonrasinda H»O;’in hidroksil radikaline doniistimiinii
saglayarak neden olabilir. Ancak genel olarak bu C vitamini aracili Fenton reaksiyonlar1
insanda ferritin ve transferin gibi metal baglayici proteinlerin etkin demir sekestrasyonu
sayesinde kontrol edilir. Prooksidan etkinin in vivo kosullarda gerceklesip gerceklesmedigi
net degildir (118, 129). Insan plazmasmin in vitro inkiibasyonu yontemiyle yapilan ¢alismalar
C vitamininin aktive redoks gecis metalleri ve H,O, eklenmesi durumunda bile lipid

peroksidasyonunu engelledigini gostermistir (130).

Plazma askorbik asit havuzunda sigara kullanimiyla iligkili diisiis ilk olarak 1930’larda
tanimlanmistir  (131). Sonraki ¢alismalarda da sigara igenlerde i¢cmeyenlere gore
plazma/serum/16kosit C vitamini konsantrasyonlarmin yaklasik olarak % 40 daha diisiik olma

egiliminde oldugu gozlenmistir.

Aksoy N. ve ark. yaptiklar1 bir ¢calismada streptozosin verilerek diyabet olusturulan
ratlarda vitamin C ve E’nin oksidatif stres iizerine etkilerini arastirmiglardir. 10 tane rat 3
gruba ayrilmis, 1. Grup; kontrol grubu (diyabet olusturulmayan grup), 2. Grup; tedavi
verilemeyen diyabet olusturulan grup, 3. Grup ise; vitamin C ve E ile tedavi edilen diyabet
olusturulan gruplar olarak belirlenmistir. 6 hafta sonra Grup 1°e gore, Grup 2 ve 3’teki glukoz
diizeyinin anlamli olarak yiiksek, viicut agwhigmnin ise anlamli olarak diisiik oldugu
belirlenmistir (p<0,001). Grup 1 ve 3’e gore, Grup 2’deki malondialdehitd diizeyi anlamli
olarak diistik, SOD, GSH-Px ve GSH-Rd diizeyleri anlamli olarak yiiksek ol¢iilmiistiir (p
<0.01, p<0.01, p<0.001, ve p<0.01). Vitamin C ve E ile tedavinin kontrol grubuna goére
malondialdehiti diisiirdiigii ve antioksidan diizeyi arttirdig1 belirlenmistir. Bu sonuglara gore
de kombine vitamin C ve E tedavisinin oksidatif stres diizeyinin arttig1 diyabette yararl

etkilerinin oldugu séylenmistir. (132).
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2.3.2.2.3. Vitamin E (Tokoferol)

Alfa tokoferol yagda ¢oziinen lipit zincirini kiran bir antioksidandir. Mitokondri ve
endoplazmik retikulum gibi membrandan zengin hiicre kisimlarinda vitamin E
konsantrasyonu artmustir. Cok giiclii bir antioksidan olan alfa tokoferol hiicre membran
fosfolipitlerinde bulunan ¢coklu doymamis yag asitlerini serbest radikal ataklarina kars1 korur,

olusan radikalleri temizler, lipid peroksidasyonunu inhibe eder. (133).

Selenyum ve E vitamininin ve GSH-Px ve SOD gibi antioksidan enzimlerin
diizeylerini arttirdig1 bunun da oksidatif diizeyin arttig1 kolon kanseri gibi bazi hastaliklar1

onleyebilecegi belirtilmistir (134).

2.3.2.2.4. Seruloplazmin

Plazma antioksidan aktivitesinin 6nemli bir kismi, bakir igeren ve tasiyan akut faz
proteini seruloplazminden kaynaklanir. Demir ve bakir bagimli lipid peroksidasyonu inhibe

eder. Daha az 6nemli olmakla birlikte siiperoksit radikali ile reaksiyona da girer.

2.3.3. Lityum ve Sitotoksisite

Birgok g¢alismada lityumun hiicreler iizerinde koruyucu etkisi oldugu belirtilmistir.
Lityumun bu koruyucu etkisinin mekanizmasi tam olarak bilinmemesine karsin bazi
calismalarda bu etki GSK-3 inhibisyonuna baglanmistir. Bunun nedeni de bir¢cok kosulda
GSK-3 iin apopitozisi indiiklemesi lityumun da bunu inhibe etmesine baglanmistir. Onceki
calismalara gore de TNFa veya TRAIL gibi mediatorleri aktiflestirerek apoptozisi
gliclendirdigi belirtilmistir. Lityumun intrinsik apoptozisi Onleyerek hiicre o6liimii {lizerine
koruyucu etkisine karsi hiicre 6liimii reseptorleri araciligiyla ekstrinsik apoptotik uyariyi
kolaylastirdigr da belirtilmistir. Bu temel farklilik GSK3’lin uyar1 yolaklarinda 6zellikle
ekstrinsik apoptotik etkiyi onleyici rolii olan NF«xB’yi inhibe etmesine ve intrinsik yolakta

apopitozisi 0nlemesine baglanmistir (135).
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Song ve ark. yaptiklar1 ¢calismada ise 20 mM lityumun anlamh bir sekilde Jurkat
hiicreleri ( T lenfoblastik hiicreleri) ve hipokampal hiicrelerde Fas’1 aktive ederek apoptotik
sinyali 6nemli Olciide arttrdigimi belirtmislerdir. Diger GSK3 inhibitorleri olan 20 uM
indirubin-3'-monoxime, 5 uM kenpaullone ve 5 puM rottlerin’in de Fas-bagimli apopitotik
uyariy1 indiikledigi gosterilmis ve bu da apopitozisin uyarilmasmin GSK3 inhibisyonuna bagli
oldugu belirtilmistir. Bu sonuglara gore lityumun sadece norokoruyucu olmadigi ayni
zamanda buna zit olarak Sliim-aracili reseptdrleri de uyararak apopitozisi kolaylastirdigini

belirtmislerdir (136).

2.3.4. Lityum ve Oksidatif Durum

Yapilan ¢alismalarda terapotik konsantrasyonlardaki lityumun neden oldugu oksidatif
stresin antioksidan sistemler tarafindan dengelendigi i¢in antioksidan defansin ytiksekligi ile

sonuglandig belirtilmistir (137-139).

Oksidatif diizeyin major belirtecleri tiobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS),
SOD, katalaz ve GSH Px gibi enzimlerdir. Lityumun DNA hasari, serbest radikal olusumu ve
lipid peroksidasyonunu onleyici-geri dondiiriicii etkisinin oldugunu gdésteren c¢esitli calismalar

daha 6nce yapilmistir.

Rushaniya ve ark. yaptiklar1 caligmada saglikli kisilere 2-4 hafta boyunca terapotik
dozlarda (0,6-1 mM) lityum vermislerdir. Saglikli goniilliilerde lityum tedavisi sonucu tiim
deneklerin SOD seviyeleri degismistir. Lityum tedavisinden sonra SOD/CAT oraninda
belirgin bir azalma olmus, oksidan seviyenin azalmasinin hidirojen peroksit diizeyindeki
diismeye bagli oldugunu sdylemislerdir. Genel olarak mevcut bulgularla lityumun saglikl
bireylerde antioksidan etkilerinin olmast onun bipolar hastalardaki noroprotektif etkiyi

destekledigini belirtmislerdir (140).
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2.4. Total Antioksidan Kapasite

Antioksidan savunma sistemleri, 6zgiil etkiler disinda bir ortak etkiler ve iligkiler ag1
olusturur. Ornegin; vitamin C ve glutatyon, vitamin E’nin rejenerasyonunu saglayarak; iirik
asit, vitamin C’nin otooksidasyonunu engelleyerek sinerjistik etki gosterirler. Boylece
antioksidan durumu gostermede tek tek antioksidan Ol¢iimii yaninda degisik antioksidanlari
ortak etkilerinin dl¢limiine yani ‘‘total antioksidan kapasite’’nin bilinmesine ihtiya¢ dogar.
Sonugta plazmanin total antioksidan kapasitesinin her antioksidanin tek basina etkilerine ek

olarak degisik antioksidanlar arasindaki iliskilere bagli oldugu sdylenebilir (141).

2.5. Oksidatif Stres

Organizmada normal sartlarda da olusan serbest radikal iiretimi, degisik savunma
mekanizmalar1 ile ortadan kaldirilir. Bu nedenle patolojik bir durum olusmaz. Serbest radikal
olusum hiz1 ve serbest radikal miktar1 savunma mekanizmalarinin giiciinii astig1 zaman
oksidan stres ortaya cikar. Sonug olarak serbest radikallerinin hiicre fonksiyonlarina net etkisi,

radikal tirtinleri ile koruyucu sistemler arasindaki dengeye baglhdir (142).

2.6. Commet Assay ile DNA Hasarinin Belirlenmesi

Spesifik hiicrelerde DNA zincir kiriklar: ilk kez 1978 yilinda Rydberg ve Johanson
(143) tarafindan belirlenmistir.

Mikroskop lami iizerinde agaroz jel icine gOmiilmiis hiicreler hafif alkali ortamda
bekletilerek membranlarin parcalanip DNA sarmallarinin kismi a¢ilmasi saglanir. Daha sonra
notralize edilen hiicreler akridin turuncusu ile isaretlenir ve DNA hasarmin diizeyi yesil
floresansin kirmizi floresansa oraninin fotometrik Slgiimii ile belirlenir.(yesil floresans ¢ift
sarmal DNA’y1, kirmizi floresans ise tek sarmal DNA’y1 belirtir). Giiniimiizde bu teknik ¢ok
sayida kritik basamak icerdiginden tamamen terk edilmistir. Daha sonraki yillarda izole
edilmis hiicrelerde DNA hasar tespitinin hassasiyetini arttrmak i¢in Ostling ve Johanson

(144) mikro jel elektroforez teknigini gelistirmislerdir.
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Mikro jel elektroforez tekniginde mikroskop lamlarinin iizerine agaroz jel i¢inde
hiicreler gomiiliir, yogun tuz ve deterjan iceren lizis ¢ozeltisinde bekletilerek membranlar
parcalanir. Notr pH ortaminda kisa bir siire elektroforez uygulanir. Yiiksek oranda zincir
kirig1 iceren DNA, saglam DNA’ya gore daha hizli bir sekilde anoda dogru gocer. DNA
gociliniin  miktar1 preperatlarin etidyum bromiir ile boyanmasiyla olusan floresansin

yogunlugunun floresans mikroskobu ile dl¢iilmesi sonucu belirlenir.

Ancak burada elektroforezin noétral kosullarda uygulanmasi yontemin kullanimini
sinirlamaktadir. Notral kosullarda ¢ift sarmal kiriklart tespit edilirken tek sarmal kiriklart
tespit edilemez. 1988 yilinda Singh ve ark. (145) elektroforezi kuvvetli alkali ortamda (pH

>13) uygulayarak bu sorunu ¢ézmiislerdir.

Gilinitimiizde uygulanan ‘‘Comet Assay’’ Singh ve ark. tarafindan gelistirilmis olan, tek ve
cift zincir kiriklarin tamaminin tanimlanmasina olanak saglayan metodolojidir. Bu teknik
goreceli olarak kolay, ucuz, hizli ve non-invaziv bir teknoloji oldugu ve 10-20 mikrolitre kan
orneginde uygulanabildiginden beslenme, yaslanma, egzersiz gibi biyolojik siireclerin
izlenmesinde, cevresel degisikliklerin canli sistemlerdeki etkisinin belirlenmesinde, hipoksi,
ozon ve kemoterapi etkilerinin izlenmesinde, sperm kalitesinin degerlendirilmesinde ve

genotoksisite ¢caligmalarinda siklikla tercih edilmektedir (146-147).

“COMET ASSAY’’ BASAMAKLARI

1. Mikroskop lamlarmin hazirlanmasi

. Hiicresel materyalin hazirlanmasi

. Lizis

. Alkali ortamda DNA ¢ift sarmal yapisinin acilmas1 (Alkali unwinding)
. Elektroforez

. Notralizasyon

. DNA’nin boyanmasi ve “comet”lerin goriintiilenmesi

e BN BN Y e NS I S ]

. Comet sayimi ve DNA hasarmin belirlenmesi
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1. Mikroskop lamlarimin hazirlanmasi: Lam hazirlamada en onemli hedef tiim
islemler tamamlanincaya kadar jelin bozulmadan kalabilmesi ve mikroskobik inceleme

sirasinda temiz, net bir goriintii verebilmesidir.

Deneyden bir giin 6nce normal erime noktali agaroz jel mikroskop lamlarma bastan
sona yayilir. Bu isleme &n kaplama denir. On kaplama yapilan lamlar kurumasi i¢in en az bir
gece bekletilir. Ertesi giin diisiik erime noktali ikinci bir agaroz jel icinde siispansiye edilmis
hiicreler 6n kaplama yapilmis olan lamlarin {izerine yayilir. Béylece iki jel tabakasi arasinda

gomiili hiicreleri igeren sandvig benzeri bir sistem olusturulur.

Saglikli sonuclar elde edilmesinde agaroz jelin konsantrasyonu ve jel i¢indeki
hiicrelerin konsantrasyonlar1 ¢ok énemlidir. Optimal hiicre sayis1 her gézlem alaninda birkag
taneden fazla olmamalidir. Yiiksek hiicre yogunluklar1 6zellikle DNA gociiniin hizli oldugu
preparatlarda comet’lerin iist iiste gelmesine neden olur. Yiiksek agaroz konsantrasyonu ise

DNA go¢ hizin1 ve diger islem basamaklarini etkiler.

Bazi1 arastirma protokollerinde hiicreler lizerinde in vitro hasar olusturularak inceleme
yapilmaktadir. DNA {izerinde hasar olusturmak amaciyla UV, iyonizan radyasyon veya
ksantin/ksantin oksidaz, H,O, gibi radikal olusturan ajanlar kullanilmaktadwr. Bu tip
calismalarda hiicreler belirli konsantrasyon ve dozajdaki hasar yapici madde ile kisa siire

soguk ortamda muamele edildikten sonra lizis islemine gegilir.

2. Hiicresel materyalin hazirlanmasi: ‘‘Comet Assay’’in sonuglarinin dogrulugu test
materyalinin hassas bir sekilde hazirlanmasma baghdir. Kiiltiire edilmis hiicreler, tam kan
ornekleri (polimorf 16kositler, mononiikleer hiicre fraksiyonlar1), pirimer insan fibroblastlar1

doku 6rnekleri materyal olarak kullanilabilir ve bunlarin her birinin hazirlanmas spesifiktir.

Tam kan 6rneklerinde DNA hasar ¢alismasinda heparinize kan kiiltiir ortamma alinir,
diisiik erime noktali agaroz ile karistirilarak kullanilir. Lenfosit ve monontikleer hiicrelerde
DNA hasar ¢alismalarinda, bu hiicre fraksiyonlar1 histopak ile izole edildikten sonra

kullanilir.
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Fibroblast ve ¢esitli doku orneklerinde ise tripsin-EDTA ile muamele edilerek once
proteinler uzaklastirilir. Bu tip 6n islemlerle serbestlesen hiicreler daha 6nce agaroz jel ile 6n

kaplama yapilmis ve numaralandirilmis lamlar {izerine uygulanirlar.

3. Lizis: Agaroz jel donduktan sonra yiiksek konsantrasyonda tuz ve deterjan iceren
lizis ¢ozeltisinde bir saat bekletilir. Lizis sirasinda kan ve doku oOrneklerinde mevcut olan
eritrositlerin parcalanmasiyla a¢iga ¢ikan demire bagl serbest radikal aracili DNA hasarini
onlemek icin lizis ¢ozeltisine % 10 oraninda dimetil siilfoksid eklenir. Lizis islemi sirasinda
membranlar parcalanir ve hiicre igerigi cekirdekten uzaklastirilir. DNA kiigiik bir miktar
nonhiston proteinlerle birlikte yiliksek ¢ift sarmal yapisinda kalir. Lamlar birkag defa uygun
bir tampon ile yikanarak hiicresel artiklar, kalan deterjan ve tuzlar uzaklastirilir. Artik

preparatlar bir sonraki asamaya hazirdir (148).

4. Alkali ortamda DNA ¢ift sarmal yapisinin acilmasi: Hazirlanmis olan preparatlar
cift sarmal DNA yapisinin acilmasi i¢in elektroforez dncesinde yliksek alkali 6zellikteki
(pH>13) elektroforez tamponunda inkiibe edilir. Alkali tampon icersinde cekirdekteki ¢ift

sarmal DNA, zincir kiriklarmin bulundugu noktalardan agilmaya baglar (149).

5. Elektroforez: Alkali ortamda DNA sarmalinin agilmasindan sonra jel iginde olusan
tek zincir DNA alkali kosullarda elektroforeze tabi tutularak comet olusumu saglanir. Elektrik
akimi uygulandigi zaman, anoda dogru hareket eden DNA parcalart bir kuyruklu yildiz
goriintiisi  verir. Yontemin ismi olan ‘comet’ bu kuyruklu yildiz goriintiisiinden
kaynaklanmistir. Hasarsiz DNA ise ¢ekirdekten ¢cikamaz. Elektroforez 25 V, 300 mA akim ve
25 dk. siire icinde gerceklestirilir (149).

6. Notralizasyon: Alkali ortamda elektroforezden sonra, jel pH’sinin nétralizasyonu
icin lamlar uygun bir tamponla (pH 7.5) ii¢ defa yikanir. Notralizasyondan sonra lamlar
boyanarak cometler sayilabilir veya jeller kurutularak lamlar daha sonra incelenmek iizere

saklanabilir (148).

7. DNA’min boyanmasi ve ‘‘Comet’’lerin goriintillenmesi: ‘‘Comet’’in

goriintiilenmesi i¢in kullanilan DNA spesifik boyalar ve mikroskopta secilen uygun biiyiitme,
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uygulayicimin spesifik ihtiyaclarina baglidir ve yontemin giivenilirligine ile hassasiyetine fazla
bir etkisi yoktur. Isaretleme i¢in yaygm olarak kullanilan floresan boya etidyum bromiirdiir.
Boyama sonrasinda floresan mikroskobunda anoda dogru go¢ eden DNA fragmanlari

kuyruklu y1ldiz goriintiisii verir, hasarsiz DNA ise spot seklinde goriiliir (148, 150).

8. ‘““Comet” saymimi ve DNA hasarimin belirlenmesi: Giivenilir sonuclar elde
edebilmek i¢in mikroskobik degerlendirme ayni kisi tarafindan yapilmali ve bu isi yapan kisi
degerlendirme sirasinda lamlarmm numarasmi veya hangi calisma grubuna ait oldugunu

bilmemelidir. ‘‘Comet’’lerin sayilmasinda iki farkli yol izlenebilir:

a) Gorsel analiz: Farkli derecelerdeki hasar1 goOsteren ‘‘comet’’leri insan gozii
kolaylikla ayirt eder. Gorsel degerlendirmeye gore ‘‘comet’’ler DNA go¢ uzunluguna gore 5

kategoride tanimlanir (0-4).

Smiflandirma ‘‘comet’’lerin goriiniimiine gore asagidaki gibi gergeklestirilir: Parlak
bash objeler ve goriinmeyen kuyruklar 0 kategorisine girer (kuyruksuz spot seklindeki
gortntiiler), cok kiiclik baglh cometler ve uzun daginik kuyruklar 4. Kategoriye girer, 0-4
kategorileri arasinda yer alan ‘‘comet’’ler kolaylikla ayirt edilebilir.

Sayma islemi i¢in her lamdan rastgele 100 ‘‘comet’ se¢ilir ve her birine i¢inde
bulunduklar1 kategoriye gore bir deger verilir (0, 1, 2, 3 veya 4). Her bir kategorideki

““‘comet’’ sayis1 belirlenerek DNA hasar1 matematiksel olarak hesaplanir (148,150).

b) Bilgisayarh goriintii analizi: Mikroskop iizerine monte edilen kapali sistem dijital
kamera baglantis1 ile otomatik olarak karakteristik ‘‘comet’’lerin goriintiileri imaj analiz
sistemi ile analiz edilir. Bu analizlerin yapilabilmesi i¢in bir¢ok sirket tarafindan gelistirilmis

olan yazilimlar kullanilir.

Programlar comet basini kuyruktan ayirt edebilecek ve kuyruk uzunlugu, bas ve
kuyruktaki floresans yilizdesi, kuyruk momenti gibi ¢esitli parametreleri belirleyebilecek
sekilde tasarlanmistir. Kuyruktaki % DNA floresansi, DNA zincir kirigi sikligr ile dogru
orantilidir. Kuyruk momenti kuyruk uzunlugu ve goreceli kuyruk yogunlugunu igeren
formiillerle hesaplanan bir parametredir (149). Lamlar analiz edildiginde gorsel
hesaplamalarla bilgisayar goriintii analizleri paralellik gosterir ve bu sonuclar arasindaki

eslesme mitkemmeldir (151).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Demirbas Malzemeler

9.

10

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

. Laminar flow giivenlik kabini (Heracus®)

. CO2 inkiibatérii (%5 CO2, %95 nem ve 37 °C) (LaboTect™)
. Sogutmali santrifiij (Hettich Universal® 30 RF)

. Biyokimya otoanalizorii (Abbott™ C4000)

. Floresan invert mikroskop (Olympus®™)

. Isik mikroskobu (Olympus® CK X41)

. Dijital fotograf makinesi (Olympus® C 5050 Z)

. (4 °C) Buzdolabi (Profilo®™

-20°C derin dondurucu (New Brunswick Scientific®, C54285 model)
. -80°C derin dondurucu (Revco®)

Manyetik karistirict (Hangping®, Variomag™)

Vorteks (Niive”, NM 110 model, Tiirkiye)

Pipetler (0,5-2 pl, 0,5-100 pl, 50-200 pl, 200-1000 pl, 1-5 ml) (Gilson®)
Hassas terazi (Sartorius® marka 0,0001 g’a duyarli)

Deiyonize su cihazi (Easypure” RF)

Distile su cihazi (Niive™)

Elektroforez cihazi (Biolab® Midi Cell)

Hot plate (Thermolyne®)

pH metre (Hanna®, pH 211 model Japon)

Lam (Isolab®)

Pipet ucu (Beyaz, 0.1-10 pL), (Sar1, 1-200 pL), (Mavi, 100-1000 pL)
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22. Kurutma kagidi

23. Cam malzemeler (Meziir, Beher, Erlen, Sale)

24. Eppendorf tiipii

3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

8.

9.

10

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

. Normal erime noktasia sahip (NMP, 65 °C) agaroz jel (Sigma®)
. Diisiik erime noktasia sahip (NMP, 37 °C) agaroz jel (Sigma®)
. Sodyum-EDTA (Carlo Erba®)

. Sodyum kloriir (Merck™)

. Potasyum kloriir (KCI) (Merck®)

. Tris baz (Sigma®™)

. Triton X—100 (Sigma®)

Sodyum hidroksid (Merck®)

Disodyum hidrojen fosfat (Merck™)

. Sodyum dihidrojen fosfat (Merck™)

. Etidyum bromit (Sigma®™)

Hidrojen peroksit (Merck®)

Tris HCI (Sigma®)

Histopaque—1077 (Sigma®)

Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Carlo Erba®)
RPMI 1640 Medium

Lityum karbonat (Merck®)

MTT (Metil Tiyazol Tetrazolyum)( Sigma®™)
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3.3. Hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasi

Bu caligmada saglikli, goniillii ve sigara igmeyen bir kisiden caligmalarin yapildigi
giinlerde 10 ml’lik heparinize edilmis tiiplere kan 6rnegi alindi. Bos steril bir tiip i¢cine 1 ml
Histopaque-1077 soliisyonu eklendi. Bunun {izerine 1 ml taze heparinize kan yavasca konuldu
ve bu islem 10 ayr1 tiipe uygulandi. Tiipler 25°C ve 2100 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi ii¢ ayr1 tabaka meydana geldi. En alt tabakada lokositler eritrositler,
trombositler ve diger sekilli elemanlar, orta tabakada lenfositlerin i¢inde yilizdiigii histopaque
soliisyonu ve en {ist tabakada ise plazma bulunur. Santrifligasyon sonrasi orta tabakada
biriken lenfositler pipetle ¢ekilerek bos bir tiipe alindi. Histopaque soliisyonunu uzaklagtirmak
icin 10kosit-histopaque ¢ozeltist 1 ml, 1 M (pH=7.4) PBS (fosfat tampon soliisyonu) ile
karstirildiktan sonra 25°C, 1600 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Ustteki siipernatan atild1
ve lokosit pelleti elde edildi. Elde edilen 16kosit pelleti hiicre kiiltiir flaskina aktarilarak 10 ml
(%80 RPMI 1640 medium ve %20 fetal bovine serum (FBS) ve 5 ng/mL gentamisin) hiicre

kiiltiir sispansiyonu olusturuldu.

3.4. Cahisma gruplarimin olusturulmasi

LiCO; konsantrasyonlar1 hazirlamak icin MERCK firmasindan satin alman LiCOj;
kimyasali kullanildi. 1 M (pH=7.4) PBS icinde c¢ozdiiriildii. Hazirlanan hiicre kiiltiirti
ortaminda son LiCOs konsantrasyonlari; 16 mM, 8 mM, SmM, 4mM, 3mM, 2mM, 1mM,
olan ¢ozeltiler hazirlandi. LiCOs icermeyen hiicre kiiltiir ¢ozeltisinden (-) negatif kontrol
grubu, son konsantrasyonu 100 uM (mikromolar) olan H,0O, ¢ozeltisi ile (+) pozitif kontrol

grubu olusturuldu.

3.5. Hiicrelerin inkiibasyonu

Inkiibasyon i¢in 3 ml’lik 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir flasklar1 kullanildi. Her kuyucuga
3 ml kiiltiir Cozeltisi (%80 RPMI 1640 Medium, %20 Fetal Bovine Serum (FBS), 5 ig/mL
Gentamisin ) ve 3x10°/ml olacak sekilde lenfosit ilave edildi.
Daha once belirtilen konsantrasyonlardaki LiCOs; ve kontrol gruplar: hiicre kiiltiir flasklarina

ikiser tekrar haline eklendi. Hazirlanan hiicre kiiltiir flasklar1 37 °C’de %5 CO, ortaminda 36
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saat siireyle inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra hiicreler 1600 rpm de 10 dk.
santrifiij edilerek siipernatant1 TAS, TOS ve OSI 6l¢iimii i¢in ayrildu.

3.6. Kullanilan Yontemler ve Calisma Prensipleri

3.6.1. Metil Tiyazol Tetrazolyum (MTT) Hiicre Canhhlk Testi

MTT hiicre canlilik testi, Mosman T. tarafindan gelistirilen modifiye bir yontem ile
calisildi. MTT (3-(4,5-dimetildiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolyum bromiir) metodunda canli
hiicrelerdeki mitokondriyal rediiktaz enziminin, sar1 renkli bir ¢6zelti olan MTT ¢ozeltisini,
suda ¢oziinmeyen mor renkli formazan kristallerine doniistiirmesi ve olusan renkli kristallerin
DMSO ile ¢oziilerek, ¢ozeltinin 570 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesi prensibine

dayanmaktadir (152).

LiCOs; ve negatif kontrolden olusan hiicre kiiltiir ¢ozeltileri ikiser tekrar halinde hiicre
kiiltiir flasklarina eklendi, 37 °C’de ve %5 CO; ortaminda 24 saat inkiibasyona birakildi. PBS
tamponu icerisinde 5 mg/ml olacak sekilde MTT stok ¢ozeltisi hazirlandi. Stok ¢ozeltisi bir
filtreden gecirilip sterilize edildi ve ¢oziinmeyen MTT partikiillerinden arindirildi. Hazirlanan
MTT ¢ozeltisinden, son konsantrasyonu 100 pul/ml olacak sekilde lenfosit siispansiyonuna
eklenerek 4 saat 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Daha sonra {istte kalan siipernatant atild1.
Her bir kuyucuga 1 ml DMSO eklenip 10 dakika karistirilarak mor renkli kristallerin
coziinmesi saglandi. Sonuclar 570 nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢iildii ve negatif kontrol

grubuyla karsilastirilarak % olarak hesaplandi.

3.6.2. Comet Assay Yontemi ile DNA Hasarmn Olgiilmesi

Yontemin Prensibi: Mononiikleer 16kosit DNA hasar1 Sigh ve ark. tarafindan
gelistirilen Alkali Tek Hiicre Elektroforez (Comet Assay) yontemi modifiye edilerek calisildi
(153). Yontemin prensibi, alkali pH’da farkli molekiil agirliklarma ve farklh elektrik yiikiine
sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli uzakliklara gd¢ etmeleri esasina
dayanmaktadir. Tek hiicreler agaroz jele yerlestirilir ve lizisten sonra zarar gormemis DNA'lar

tasinma sirasinda comet (kuyruk) olusturmayacak sekilde yiiriirler. Oysa DNA zincirinde
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herhangi bir nedenle kirilmalar olugsmussa farkli molekiiler agirliklara ve farkli elektrik
yiiklerine sahip olacaklarindan, elektriksel alanda farkli hizlarda hareket ederek kuyruk
seklinde bir goriintii olustururlar. Elektroforezden sonra DNA molekiilleri, DNA spesifik
floresan boyalar ile boyanip floresan mikroskopla incelendiginde boyanmigs DNA’lar gozle

veya kinetik okuma programlari ile degerlendirilebilir.

Slaytlarin Hazirlanmasi: %1'lik normal melting point (NMP) agaroz jel hazirlanip
eritildikten sonra 80 ul alinarak kenarlar1 buzlanmig lamlar {izerine damlatildi. Lamlarm tizeri
lamel ile kapatilarak buzdolabinda (2-4 °C) 5 dakika bekletildikten sonra lameller kaldir1ldu.
Hazirlanan lamlar nemli kutularda bekletildi. PBS tamponu ile mm’®’ te 10* hiicre olacak
sekilde diliie edilmis mononiikleer hiicrelerden 10 pl alinarak 80 pl %0,6'lik low melting point
(LMP) agaroz jel (37 °C) ile karstirilarak birinci tabaka iizerine tabakalandirildi. Daha sonra
lamel ile kapatilarak buzdolabinda donmasi i¢in 5 dakika bekletildi. Ardindan lameller

kaldirilarak slaytlarin hazirlanma iglemi tamamlandi.

Lizis asamasi: Hiicre zarlarinin pargalanmasi i¢in 6énce 2,5 M Sodyum kloriir, 100
mM EDTA ve 10 mM trizma base distile suda ¢oziilerek stok lizing soliisyonu hazirlandi
(pH=10). Calismadan hemen Once stok lizing soliisyonuna %1 oraninda triton X-100 ve %10

oraninda DMSO eklendikten sonra slaytlar 50 dakika soguk lizing soliisyonunda bekletildi.

Elektroforez tamponu: Elektroforezde yiiriitilmeden once DNA zincirlerinin
ayrilmasi i¢in slaytlar alkali elektroforez tamponunda 30 dakika bekletildi. Alkali elektroforez
tamponu 1mM Na,EDTA ve 300 mM NaOH’tan olugsmaktadir (pH >13).

Elektroforezde yiiriitme: Alkali elektroforez  tamponunda  inkiibasyon
tamamlandiktan sonra DNA’lar bu tampon ¢ozeltisi icerisinde 300 mA elektriksel akimda ve

5-25°C’de 25 dakika yiiriitiildi.
Notralizasyon: Elektoroforezde yiirlitme islemi tamamlandiktan sonra alkali

elektroforez tampon ¢ozeltisini ortamdan uzaklastirmak i¢in slaytlar 3 dakika stire ile 3 kez

noétralizasyon tamponu (0.4 M Tris-HCI, pH 7.4) ile yikand1.
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Boyama: Notralizasyon isleminden sonra boyama yapilarak cometler sayilir veya jel
oda sicakliginda kurutularak slaytlar nemli ortamda en fazla bir hafta depolanabilir. Boyama

islemi i¢in floresan bir boya olan etidyum bromiir boyasi (5 pg/ml) kullanild.

Her bir slaytin iizerine 80 pL boya damlatildiktan sonra lamel ile iizeri kapatilarak 20
biiylitmeli floresan mikroskop ile (Eksitasyon DB: 546 nm, Emisyon DB: 580 nm) 100 adet
DNA goriintiisii degerlendirildi. Degerlendirme islemi icin DNA’lar hasar diizeyine gore 5

evreye (0, 1, 2, 3 ve 4) ayrildi (Sekil 9).

Sekil-9: 0-4. evrelerdeki comet assay goriintiileri

3.6.3. Total Oksidan Seviye (TOS) Ol¢iimii

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir.

Total Oksidan Seviye Ol¢iimiinde Kullamlan Ayiraclar

Reaktif 1: 140 mM NaCl ¢ozeltisi igerisinde 25 mM H,SOy4 ¢oziilerek ana soliisyon

hazirlanir. Ana soliisyonda once % 10 oraninda glycerol ¢oziiliip daha sonra 250 uM ksylenol
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orange ¢oziilerek hazirlanir.

Reaktif 2: Ana soliisyon igerisinde dnce 10 mM o-dianisidine dihydrochloride
cozdiiriilip sonra 5 mM Amonyum ferréz siilfat c¢oziilerek hazirlanir. 560 nm’de

spektrofotometrik olarak End-Point 6l¢tim yapilir.

Prensip: Ornekte bulunan oksidanlar ferrdz iyon-o-dianisidine kompleksini ferrik
iyona oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklasik ii¢ katma
cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda ksylenol orange ile renkli bir kompleks
olustururlar. Ornekte bulunan oksidanlarmm miktariyla iliskili olan rengin siddeti
spektrofotometrik olarak olciilmektedir. Standart olarak H,O, kullanilir. Sonuglar umol H,O,
equivalent/L olarak ifade edilir (154).

3.6.4. Total Antioksidan Seviye veya Kapasite (TAS) Ol¢iimii

Erel tarafindan gelistirilen tam otomatik bir yontem olup, giiclii serbest radikallere

kars1 viicudun total antioksidan kapasitesini 6l¢en bir metottur

Total Antioksidan Seviye Ol¢ciimiinde Kullanilan Ayiraclar

Reaktif 1: 75 mM Clark tamponu (pH:1,8) igerisinde 10 mM o-dianisidine

dihydrochloride ve 45 uM Amonyum ferroz siilfat ¢oziilerek hazirlanir.

Reaktif 2: Clark tamponu (pH:1,8) igerisinde 7,5 mM Hidrojen peroksit (H,O;)

cozdiiriilerek hazirlanir. 240 nm’de spektrofotometrik olarak End-Point dl¢iim yapilir.

Prensip: Fe’"—o-dianisidine kompleksi hidrojen peroksid ile Fenton tipi reaksiyon
olusturarak OH radikalini olusturur. Bu giiclii reaktif oksijen tiirii indirgen diisilk pH’da
renksiz odianisidine molekiilii ile reaksiyona girerek sari-kahverengi dianisidyl radikallerini
olustururlar. Dianisidyl radikalleri ileri oksidasyon reaksiyonlarina katilarak renk olusumu
artrmaktadir. Ancak Orneklerdeki antioksidanlar bu oksidasyon reaksiyonlarini bastirarak

renk olusumunu durdurmaktadirlar. Bu reaksiyon otomatik analizérde 240 nm’de
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spektrofotometrik olarak oOlciilerek sonug verilmektedir. Kalibrator olarak E vitamininin suda
¢Oziiniir bir analogu olan Trolox kullanilir. Sonu¢lar mmol Trolox Equivalent/L olarak ifade

edilir (155).

3.6.5. Oksidatif Stres indeksi (OSI) Hesaplanmasi

Orneklerin oksidatif stres indekslrinin (OSI) hesaplanmasi i¢in oncelikle TOS ve
TAS’in birimleri umol seklinde hesaplandi. Daha sonra, OSI(AU)=[(TOS pmol/L)/(TAS
umol/L)]x100 formiiliine gére OSI hesaplandi.

3.7. Yapilan istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler SPSS Versiyon 11.5 (SPSS Inc. Chicago USA) bilgisayar
programi kullanilarak  gerceklestirilmistir. Coklu karsilagtirmalar i¢in  parametrik
varsayimlarin gergeklestigi verilerde tek yonlii varyans analizi (ANOV A) uygulandi. Sonuglar
ortalama + standart sapma (SD) olarak elde edildi. Gruplar birbirileriyle non parametrik T

testi kullanilarak karsilastirildi.
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4. BULGULAR

Lityum karbonat igeren gruplar, negatif kontrol grubu ve pozitif kontrol grubundan
(100 uM H;,0,) olusan ¢alismamizda MTT, TAS, TOS, OSI ve DNA hasar1 6l¢timleri daha

once belirtilen sekillerde ve en az ti¢ tekrar yapilarak ¢aligildi.

Lityumun lenfositler iizerindeki sitotoksik etkilerini belirlemek amaciyla MTT testi
yapildi. MTT testine gére 1 mM lityumun hiicreler iizerinde sitotoksik etkisi neredeyse hig
yokken artan konsantrasyonlariyla beraber bu etkinin arttig1 goriilmektedir (Sekil 10). 5 mM
konsantrasyondan sonra ise kontrol grubuna gore hiicrelerin yaklagik % 50’si canli

kalmaktadir. Bu nedenle lityum i¢in LD 50 (lethal doz 50) 5 mM olarak belirlendi.

120
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Sekil-10: MTT ile yapilan canlilik testinde artan Lityum karbonat

konsantrasyonlarinin lenfositler tizerindeki sitotoksik etkileri
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Belirlenen konsantrasyonlarda hazirlanan lityum karbonatin, Negatif ve Pozitif kontrol

(H20,) gruplarinm in vitro lenfosit hiicre kiiltiirii ortaminda TAS, TOS, OSI ve DNA hasar1

iizerine olan etkilerinin istatistiksel analizi Tablo 6 da gosterilmektedir.

GRUPLAR TAS

Kontrol

2 mM

3 mM

4 mM

5 mM

8 mM

16 mM

H,0,

0,32 £ 0,003

0,34 + 0,002

0,32+ 0,014

0,32 + 0,006

0,31 £ 0,019

0,30 + 0,046

0,31 £ 0,007

0,31 +£0,068

0,29 + 0,098

0,006

TOS

8,08 = 0,007

8,03+0,014

8,04 + 0,049

8,02 £ 0,056

8,06 + 0,028

8,00 = 0,007

8,04 + 0,049

8,04 £ 0,035

8,90 +£ 0,120

<0,001

OSI

2,46 + 0,026

2,33+0,012

2,49+0,13

2,44 + 0,062

2,54 + 0,006

2,53 +£0,035

2,49 £ 0,014

2,55+ 0,044

3,00 + 0,059

< 0,001

DNA HASARI

7,0 £2,78

6,2 2,57

7.4+211

7,8 +2,74

7,6 3,23

8,4+2,06

8,0+23

8,0+ 1,63

118,6 + 24,58

<0,001

Tablo-6: Lityum karbonat verilen gruplar, Negatif kontrol grubu ve Pozitif kontrol (H,0,)

gruplarmin TAS, TOS, OSI ve DNA Hasar1 Diizeylerinin Istatistiksel Analizi
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Gruplar TAS diizeyi agisindan karsilastirildiginda 1mM lityum karbonat verilen grup
diger gruplara gore yiiksek fakat istatistiksel olarak anlamli degildi, negatif kontrol grubuna
gore ise istatistiksel olarak yliksek ve anlamli bulundu (p<0.05). Pozitif kontrol olarak
kullanilan 100 uM H,O, ise diger gruplara ve negatif kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

diisiik ve anlamli bulundu (p<0.05) (Sekil 11).

TOS agisindan karsilastirildiginda pozitif kontrol diger gruplara gore istatistiksel
olarak yiiksek ve anlamli bulundu (p<0.001). Lityum verilen gruplar negatif kontrol grubuyla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05) (Sekil 12).

OSI agisindan karsilagtirildiginda 1mM  lityum kullanilan grup, negatif kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak diisiik ve anlamli bulundu (p<0.05). Pozitif kontrol diger
gruplara ve negatif kontrol grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek ve anlamli bulundu

(p<0.001) (Sekil 13).

DNA hasar1 agisindan karsilastirdiginda pozitif kontrol grubu diger gruplara gore
istatistiksel olarak yiiksek ve anlamli bulundu (p< 0,001). Ancak lityum karbonat verilen
gruplar birbirileriyle ve negatif kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark yoktu ( p>0.05).

Total Antioksidan Seviye (nmol trolox equiv./L)

Sekil-11: Farkli konsantrasyonlardaki Lityum karbonat ile pozitif ve negatif kontrol gruplar1

kullanilarak yapilan TAS 6l¢timii.
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Sekil-12: Farkli konsantrasyonlardaki Lityum karbonat ile Pozitif ve Negatif kontrol gruplar1
kullanilarak yapilan TOS 6l¢timii.

2

Sekil-13: Farkli konsantrasyonlardaki Lityum karbonat ile Pozitif ve Negatif kontrol gruplar1
kullanilarak yapilan OSI 6l¢timii.
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5. SONUC VE TARTISMA

Lityum yaklasik 100 yildr manik-depresif hastalik tedavisinde kullanilmaktadir ve
1970’11 yillarin baginda U.S. FDA tarafindan onaylanmis ilk ilaglardandir. Lityumun beyin ve
kanda bir¢ok etkisi bulunmasina ragmen yillar boyunca bu etkilerin nasil gergeklestigi
bilinmemekteydi. Son donemlerde yapilan calismalarla lityumun ozellikle psikiyatrik
hastalarda hangi mekanizmalarla tedavi edici etkisini gergeklestirdigi ve artan
konsantrasyonlardaki sitotoksik etki mekanizmalar1 agiklanmaya calisilmistir, ancak halen

tam olarak ¢6zlilememistir.

Lityum 0.6-1.5 mEq/L arasinda dar bir terapdtik araliga sahip oldugundan toksisite
olusturma ihtimali yiiksektir (54, 156). Yapilan bir calismada lityumun serumdaki dozu 1.5
mM’den yiiksek oldugunda toksik etkiler olusturabilecegi, serum lityum seviyesinin 1.5-2.0
mM oldugunda bobrekte, karacigerde, kalpte ve bir cok dokuda geri doniisiimlii toksik etki
olusturabilecegi, serum lityum diizeyi 2 mM’den yiiksek oldugunda ise, ndrolojik
semptomlara neden olabilecegi ve uzamis lityum toksisitesinin bu konsantrasyonda

gerceklesip kalic1 beyin hasarina sebep olabilecegi belirtilmistir (55).

Bu nedenle lityum toksisitesinin altinda yatan mekanizmalarin agiga kavusturulmasi

icin ¢esitli caligmalar yapilmastir.

Biz de bu calismamizda lityum karbonatin olusturabilecegi muhtemel genotoksik,
sitotoksik ve oksidatif etkileri lenfosit hicre kultiriinde analiz ederek kullanilan tedavi

dozlarm ne kadar saglikli oldugunu ortaya ¢ikarmaya caligtik.

Lityum tuzlarinin in vivo ve in vitro olarak mutasyonlar iizerindeki etkisini gostermek
amaciyla DNA hasari, kromozom anomalileri ve kardes kromatid degisimini inceleyen c¢esitli
calismalar yapilmistir. Lityumun genotoksik etkilerini inceleyen asagida belirtilen bazi
calismalar lityum bilesiklerinin yiiksek dozlarda genotoksisiteye neden oldugunu rapor

ederken diger bir¢ok c¢alisma ise bu etkiyi gostermede basarisiz olmustur (105).

Yaptigimiz literatiir taramasinda lityumun genotoksik etkisinin oldugunu belirten

sinirl sayidaki ¢aligmalar sunlardir;
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Slamenova ve ark. yaptiklar1 ¢alismada; LiCO;’lin yiiksek konsantransyonlarda (3
mg/mL) V79 Cin hamster hiicrelerinde ve insan EUE fibroblastlarinda DNA sentezini az
miktarda inhibe ettigini ve bu etkinin S9 fraksiyonu (tedavi sirasinda memeli metabolizmasimni
uyarmasi i¢in post-mitokondriyal supernatant fraksyion bazi kimyasallarla hiicre kiiltiiriine
eklendi) eklenmesiyle azaltildigin1 belirtmislerdir. Ayni yazarlar V79 Cin hamster
hiicrelerinde S9 fraksiyonu yoklugunda DNA tek zincir kirig1 ve gen mutasyonunda da hafif
bir artis oldugunu belirtmislerdir. Anlamli klastojenik bulgu goriilmedigini ve lityumun

siipheli mutajenik etki gosterdigini sdylemislerdir (157).

King ve ark. yaptiklar1 caligmada; intraperitoneal enjeksiyon ile 2 X 1,1 g/kg lityum
verilen NMRI farelerinde mikroniikleusu olan polikromatik eritrositlerde artis oldugu
goriilmiistiir. Bu calismada lityumun kromozom dagilimiyla etkilesebilecegi belirtilmistir

(158).

Sram ve ark.; 6 aylk ratlarin icme suyuna 3, 6 ve 12 ay boyunca lityum karbonat
0,05% (500 ppm-0,7 mg/L) eklenmesi ile N-methyl-NO-nitro-Nnitrosoguanidine’i alkillemesi
sonucu lenfositlerdeki DNA sentezini hafifce azalttigini belirtilmislerdir (159).

Yapilan bir baska ¢caligmada ti¢ farkli lityum tuzu ii¢ doz diizeyinde su veya zeytinyagi
icinde farelere verilerek kardes kromatid de§isimi ve kromozom anomalileri incelenmistir.
0,2-21 mg/kg lityum kloriir, 1,2-120 mg/kg lityum karbonat zeytinyagi i¢inde ve 0,05-5
mg/kg lityum asetat ise su i¢inde verilmis kromozom anomalilerinin verilen ii¢ doz diizeyinde
de kontrol grubuna goére artmis oldugu belirtilmistir. Kardes kromatid degisiminin az bir

oranda artt1g1 gozlemlenmistir (anlamli bir artis yoktu) (160).

Lityumun genotoksik olmadigini gésteren calismalardan bazilari sunlardir;

Kanematsu ve ark. LiCl’nin Bacillus aluminium suslar1 iizerinde herhangi bir
genotoksik etkisinin olmadigmi belirtmislerdir. Lityum karbonatin 72 saatlik kiiltiir
periyodunda 0,1, 1 ve 10 gram konsantrasyonlarinda 70 kg’lik bir kiginin viicudunda periferal

lenfositlerde yapisal kromozom bozukluklarina neden olmadigi belirtilmistir (161).
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Bu sonuglar1 dogrulayan bir baska caligmada ise hayvanlara verilen toksik dozlardaki

lityum tuzlarmin lenfositlerde sitogenetik degisikliklere neden olmadigi s6ylenmistir (162).

Lityum ile tedavi edilen 19 manik-depresif hasta 23 kontrolle kiyaslandiginda
herhangi bir kromozom anomalisi saptanmamis ancak mitotik aktivite anlamli derece

azalmistir (163).

Benzer sekilde Banduhn ve ark. lityumun lenfositler lizerindeki gonotoksik etkisini

arastirdiklar1 ¢alismada kromozom anomalisi saptamamiglardir (164).

50’si lityum siilfat, 17°si lityum karbonat ve 10’u lityum asetat ile tedavi edilen toplam
77 hastada ve ayn1 zamanda 2 haftadan 2 yila kadar lityum karbonat verilen 16 manik depresif

hastanin da lizerinde yapilan ¢calismada lenfositlerde anomali goériilmemistir (165).

Yapilan bir bagka caligmada da lityum, 8,4, 12,6 ve 16,8 mg/L konsantrasyonlarmda

lenfositler ile kiiltiire edilmis ve yapisal anomaliyi arttirmadigi gézlemlenmistir (166).

Psikiyatrik hastaliklar1 i¢cin uzun donem ve devamli lityum terapisi alan 23 hastada
kardes kromatid degisim analizi de iceren kromozom ¢aligmalar1 yapilmistir. Yaglart uyumlu
olan 90 saglikli kisi kontrol grubu olarak se¢ilmis, lityum alan grup kontrol grubuyla

kiyaslandiginda herhangi bir kromozom hasarina rastlanmadigi belirtilmistir (167).

Pastor ve ark., lityum tuzlar1 tarafindan olusturulabilecek DNA tek veya cift zincir
kiriklarini alkali comet assay yontemiyle 6l¢gmiislerdir. Cin AA8 hamster fibroblast hiicreleri
LiCO; veya LiCl ile 3 veya 24 saat siire inkiibe edilmis ve uygulanan en yiiksek
konsantrasyon olan 10 mM lityum karbonatin DNA hasar1 indiiklenmesinde etkisiz oldugu
goriilmiistiir, lityum uygulanmayan kontrollerle kiyaslandiginda kuyruk momenti arasinda bir
fark olmadig1 gozlemlenmistir (168).

Andreazza Ana Cristina ve ark., duygudurum diizenleyicileri olarak kullanilan lityum,
valproat ve amfetaminin ratlara verilip DNA hasarma etkilerini inceledigi bir c¢aligma
yapmislardir. Bu calismada lityum 47,5 mg/kg dozlarinda erkek ratlara giinde iki kez verilmis
ve hem hipokampus hiicreleri hem de periferik kan hiicreleri lizerinde olusturdugu DNA

hasarma comet assay yontemiyle bakilmistir. Lityum ile tedavi sonrasi periferik kan
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hiicrelerinde DNA hasarin1 sirasiyla onleyici ve geri dondiiriicii (p=0,233, p= 0,025),

hipokampus hiicrelerinde ise hasar1 geri dondiirticti (p=0.345 ) oldugu goriilmiistiir (169).

Yaptigimiz c¢alismada lityum karbonati PBS icinde ¢ozdiiriip lenfositlerle 36 saat
boyunca inkiibe ettik. Lityum karbonatin son konsantrasyonu 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4mM, 5
mM, 8 mM ve 16 mM olacak sekilde hiicre kiiltiir ortamina ekledik. Negatif kontrol grubunda
ise lenfositlere lityum karbonat uygulamadik. Comet assay yontemiyle DNA hasari
olgtildiigiinde negatif kontrol grubu ile farkli konsantrasyonlarda lityum karbonat uygulanan

gruplar arasinda anlamli bir fark bulmadik (p>0,05).

Daha o6nce lityumun genotoksik etkisinin oldugunu belirten ¢aligmalarla ilgili olarak
Nordic Uzman Grubunun yiiksek lityum konsantrasyonlarinda belirgin genotoksisitesinin
olas1 bir aciklamasinin ikincil bir etkisi olarak GSK’ii inhibe etmesine bagli hiicre sagkalim
stiresini arttirmasi olabilecegini belirtmislerdir. Ancak ayni aragtirmacilar lityum bilesiklerinin
kimyasal Ozellikleri g6z alindiginda onlarin mutajen olmasmin pek olast olmadiginit da

belirtmiglerdir (104).

Son zamanlarda yaymlanan Avrupa Istihdam ve Toplumsal Iliskiler Komisyonu
tarafindan yapilan arastirmada da yaptigimiz ¢alismanin sonucunu destekler bicimde; lityum
ile ilgili insan, hayvan ve genotoksisite ¢aligmalar ile ilgili tiim verilere bakildiginda agirlikl
olarak lityum iyonunun DNA’ya zarar vermedigini ve mutajenik olmadigini ayrica literatiirde

kanser ile ilgili herhangi bir bilginin de mevcut olmadigini belirtmislerdir (105).

Yapilan ¢alismalarda terapotik konsantrasyonlardaki lityumun neden oldugu oksidatif
stresin antioksidan sistemler tarafindan dengelendigi i¢in antioksidan defansin ytiksekligi ile

sonuglandig belirtilmistir (137-139).

Oksidatif diizeyin major belirtecleri TBARS, SOD, CAT ve GSH-Px gibi enzimlerdir.
Lityumun DNA hasari, serbest radikal olusumu ve lipid peroksidasyonunu onleyici-geri
dondiiriicii etkisinin oldugunu gosteren ¢aligsmalardan bazilar1 sunlardir; Rushaniya ve ark.
yaptiklar1 calismada saglikl kisilere 2-4 hafta boyunca terapétik dozlarda (0,6 - I1mM) lityum
vermiglerdir. Saglikli goniilliilerde lityum tedavisi sonucu tiim deneklerin SOD seviyeleri

degismistir. Lityum tedavisinden sonra SOD/CAT oraninda belirgin bir azalma olmus,
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oksidan seviyenin azalmasinin hidrojen peroksit diizeyindeki diismeye bagli oldugunu
sOylemislerdir. Genel olarak mevcut bulgularla lityumun saglikli bireylerde antioksidan
etkilerinin olmas1 onun bipolar hastalardaki noroprotektif etkiyi destekledigini belirtmislerdir

(140).

Ana Paula ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada Wistar tipi erkek ratlar kontrol grubu ve kronik
degisken strese tabi tutulan grup olmak {izere iki gruba ayrilmis, bu gruplar LiCl verilen ve
verilmeyen gruplar olarak alt gruplara ayrilmistir. 40 giin sonra LiCl verilen gruptaki son
lityum konsantrasyonu 0,6 ve 1,2 mM olarak dlgiilmiistiir. Oldiiriilen ratlarm hipokampus,
hipotalamus ve frontal kortekslerindeki lipoperoksidasyon iiretimi, serbest radikal miktari,
total antioksidan reaktivitesi (TAR), SOD ve GSH-Px enzim diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Lityumun
hipokampiiste; serbest radikal miktarmi azalttigi, SOD, GSH-Px ve TAR’1 arttirdigi
hipotalamusta TAR, ve SOD’u arttirdig1 belirtilmistir. Bu sonuglara dayanarak lityumun
antioksidan ozellikleri oldugunu fakat strese tabi tutulan gruptaki oksidan diizeyi 6nlemede

etkisiz oldugunu belirtmislerdir (170).

Yaptigimiz c¢alismada da belirtilen calismalara benzer sekilde terapotik
konsantrasyonda  (ImM)  kullandigimiz  LiCOj’tin = diger  kullandigimiz  lityum
konsantrasyonlarma gore yiiksek ve lityum verilmeyen negatif kontrol grubuna gore TAS
diizeyinin istatistiksel olarak anlaml sekilde yiiksek oldugunu (p<0,05) ve lityum karbonat
verilen gruplardaki TOS sonuglarmin negatif kontrol grubuna gore diisiik ancak istatistiksel
olarak anlamli olmadigini bulduk (p>0,05). Bu sonuglara gore cesitli hastaliklarin tedavisinde
kullanilan lityumun terapotik dozlarda antioksidan kapasiteyi arttirdigimi, oksidatif durumu ise
baskiladigini sdyleyebiliriz. Dolayisiyla gerek yalniz basina gerekse diger tedavilere kombine
olarak kullanilmakta olan lityumun tedavi dozlarinda kullaniminin viicudumuz ag¢isindan bir
mahsuru olmadig1 gibi oksidatif hasara karsi doku ve hiicrelerimizi korumak, oksidan-

antioksidan dengemizin idamesine katkida bulunmak gibi avantajlar1 da bulunmaktadir.

Gilintimiizde MTT testi (ayn1 zamanda hiicresel canlilik testi olarak da bilinmektedir)
hem medikal hem paramedikal pek cok ilag ve kimyasal maddenin letal dozlarinin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (152). Biz de bu c¢alismamizda lityumun
tedavi dozlar1 bilinmesine ragmen hiicresel canlilik testi MTT ile letal dozlarini tekrar

degerlendirerek farkli konsantrasyonlarinda, doz artimlarinda karsilasilabilecek sitotoksik
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etkilerini arastirdik. Yaptigimiz MTT testine gore lenfosit hiicre konsantrasyonu artan lityum
konsantrasyonlariyla orantili olarak azalmaktaydi. Artan lityum konsantrasyonlarinda dl¢iilen
TOS, negatif kontrol grubuna gore diisiiktii fakat istatistiksel olarak bulunan fark anlamli
degildi. Buna gore artan lityum konsantrasyonlarinda MTT testi ile tespit edilen canli hiicre
sayisindaki azalmanin yalnizca oksidatif hasara bagh ger¢eklesmemis olabilecegini tetikleyici

baska nedenlerinde bulunma ihtimalini diigiinmemiz gerekmektedir.

Calismamizda Comet Assay yontemiyle DNA hasarmi arastirarak terapdtik ve artan
lityum konsantrasyonlarinda ortaya ¢ikabilecek genotoksik etkileri de arastirmay1 amacladik.
Buldugumuz sonuglarimiza gore lityum verilen grupla negatif kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktu. Negatif kontrol grubuna gore lityum grubunda
TOS degerlerinde de anlamli bir ylikseklik olmamasi lityumun oksidatif strese bagli DNA
hasar1 olusturma ihtimalinin diisiik oldugunu diisiindiirmektedir. Comet Assay ile artan lityum
konsantrasyonlarinda lenfositlerde dlciilen DNA hasar1 agisindan anlamli bir fark olmamasi
veya anlamli bir oksidatif hasarin tespit edilmemesi de azalan hiicresel yogunlugun yalnizca

oksidatif strese bagh gerceklesmedigi fikrini desteklemektedir.

Yapilan bazi ¢alismalarda ise lityumun toksik etksinin oksidatif hasara bagl oldugu
belirtilmistir. Ornegin; Toplan ve ark. lityum karbonatmn farkli dozlarda eritrosit oksidan-
antioksidan durumu, ozmotik frajilite ve tiroid fonksiyonlari iizerine olas1 etkilerini incelemek
amaciyla bir ¢alisma yapmislardir. Bu calismada, 24 tane Wistar tipi erkek ratlar esit {ic gruba
ayrilmig, 30 giin boyunca birinci gruba % 0,1, ikinci gruba % 0,2 lityum karbonat igtikleri
suya katilmis Tgilincli grup kontrol grubu olarak belirlenmis ve igtikleri suya lityum
konmamuistir. Deney siiresi sonunda eritrosit ozmotik frajilitesi, triityiodotironin (T3), tiroksin
(T4), tiroid stimiilan hormon (TSH), malondialdehit (MDA), SOD ve GSH diizeyleri kanda
Olciilmiistiir. 2. gruptaki SOD ve MDA diizeyleri kontrole gére anlamli bir sekilde yiiksekken
GSH diizeyi anlamli olarak diisiik bulunmustur (171). Aym arastirmacilar bir 6nceki
calismalarinda ratlarda deneysel olarak olusturduklari hipotiroidiye bagli oksidatif stres ve
oksidatif defansta bir degisiklik gézlemlemediklerini belirtmiglerdir (172). Oksdatif diizeyin
artmasimin ve antioksidan kapasitenin azalmasmin hipertiroidizm sonucu gelistigi daha 6nce
belirtilmistir (173). Bu nedenle yiliksek konsantrasyon lityum (5-7 mM) verilen ikinci grupta
yiiksek MDA ve diisilk GSH nedeniyle oksidatif stresin arttigini belirtmislerdir ancak artmig

oksidatif diizeyin tiroiddeki bozukluga m1 ya da eritrositlerde artmis ozmotik frajiliteye mi
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bagli bunun daha acikliga kavusturulamadigini belirtmiglerdir. Bu ¢alismanin (172)
sonuclarina gore lityum karbonatin eritrosit membran iizerindeki etkisinden veya tiroid

fonksiyon bozukluguna bagli oksidatif stresin artmis olabilecegini belirtmislerdir.

Yapilan baska bir calismada 2 mM lityum 5 ml tam kana verilmis ve Ellman
metoduyla 180 dakika boyunca hem plazma hem de eritrositlerin sitozolik fraksiyonlarindaki
GSH diizeyi ol¢iilmiistiir. Plazmadaki ve sitozolik fraksiyondaki GSH miktarinin kontrole
gore zamanla giderek azaldigi tespit edimis ve GSH’m muhtemelen oksidatif strese bagli
okside glutatyona doniistiigii i¢in azaldigini belirtmislerdir. Calismanin sonuglarma gore de
lityumun eritrosit membranindan gegerek burada birikmesine bagli olarak oksidan diizeyi
arttirdigin1 ve buna bagh olarak GSH’nin distiiglinii bu nedenle lityuma bagli sitotoksik
etkilerin buna bagl olabilecegini soylemislerdir. Ancak eritrositlerde artmis oksidatif stresin

hangi mekanizmalara bagh olarak gerceklestigi agiklanamamustir (174).

Calismamizda kullandigimiz biitiin lityum konsantrasyonlarnda TOS diizeyinin
negatif kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir yiliksekliginin olmamasi lityumun lenfosit
hiicre kiiltiirii ortaminda oksidatif diizeyi arttrmadigmi gostermektedir. Lityumun oksidan
diizeyi arttirdigmi belirten yukarda calismalara bakildiginda bu durum GSH diizeyindeki
azalmaya baglanmistir. Bu nedenle toksik konsantrasyonlardaki lityumun eritrositlerdeki
antioksidan molekiillerde azalmaya neden olarak oksidan molekiillere daha savunmasiz hale

getirdigini ancak lenfositlerde boyle bir etkisinin olmadigimi diisiinmekteyiz.

Bizim mevcut ¢alismamizda lityum verilen ¢alisma gruplarinda negatif kontrole gore,
TOS degerlerinin anlamli olmasa da diisiikk olmasi, TAS degerlerinin yliksek olmasi ve
anlamlt DNA hasarinin tespit edilmemesi lityumun lenfositler lizerinde oksidatif diizeyde bir
hasar yapmadig1 fikrini vermektedir. Lityumun hiicresel diizeydeki etki mekanizmalar1

yapilan ¢alismalarla anlasilmaya calisilmis ancak halen tam olarak netlestirilememistir.

Birgok g¢alismada lityumun hiicreler iizerinde koruyucu etkisi oldugu belirtilmistir.
Lityumun bu koruyucu etkisinin mekanizmast tam olarak bilinmemesine karsin bazi
calismalarda bu etki GSK-3 inhibisyonuna baglanmistir. Bunun nedeni de bir¢cok kosulda
GSK-3 iin apoptozisi indiiklemesi lityumun da bunu inhibe etmesine baglanmistir. Onceki

calismalara gore de TNF-a veya TRAIL gibi mediatorleri aktiflestirerek apoptozisi
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gliclendirdigi belirtilmistir (175-176). Lityumun intrinsik apoptozisi dnleyerek hiicre 6limii
iizerine koruyucu etkisine karsi hiicre oliimii reseptorleri araciligiyla ekstrinsik apoptotik
uyarty1 kolaylastirdigr da belirtilmistir. Bu temel farklilik GSK-3’iin uyar1 yolaklarinda
ozellikle ekstrinsik apoptotik etkiyi dnleyici rolii olan NF«xB’yi inhibe etmesine ve intrinsik

yolakta apoptozisi 6nlemesine baglanmistir (135).

Song ve ark. yaptiklar1 ¢calismada ise 20 mM lityumun anlamh bir sekilde Jurkat
hiicreleri (T lenfoblastik hiicreleri) ve hipokampal hiicrelerde Fas’1 aktive ederek apoptotik
sinyali 6nemli Olciide arttirdigimi belirtmislerdir. Diger GSK-3 inhibitorleri olan 20 uM
indirubin-3'-monoxime, 5 M kenpaullone ve 5 pM rottlerin’in de Fas-bagimli apoptotik
uyarty1 indiikledigi gosterilmis ve apopitozisin uyarilmasmin GSK-3 inhibisyonuna bagl
oldugu belirtilmistir. Bu sonuglara gore lityumun sadece norokoruyucu olmadigi ayni
zamanda buna zit olarak Sliim-aracili reseptdrleri de uyararak apopitozisi kolaylastirdigini

belirtmislerdir (136).

Yaptigimiz calismada da lityumun artan konsantrasyonlarma bagli olarak canli lenfosit
hiicre yogunlugu azalmaktaydi. Daha Once yapilan bazi caligmalarda oksidatif diizeyin
artisina bagl hiicresel hasarin olustugu belirtilmistir. TOS diizeyinin lityum karbonat verilen
gruplarda negatif kontrole gore istatistiksel olarak anlamsiz fakat diisiik olmasi oksidatif
hasara bagli sitotoksisitenin olusmadigin1 gostermektedir. Bu nedenle lityumun yiiksek
dozlarda oksidatif strese bagli olmaksizin apopitozisi indiiklemesine bagl veya daha 6nceki
calismalarda belirtilen yolak veya reseptorler ya da bilinmeyen daha bagska mekanizmalarla

hiicreler tizerine toksik etki olugturdugunu diisiinebiliriz.

Sonug olarak, lenfosit hiicre kiiltiiriinde 16 mM lityum konsantrasyonuna kadar negatif
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir DNA kromozom kirig1 tespit edilmedi. Bu
acidan lityum karbonatin genotoksik bir etki gdstermedigini sdyleyebiliriz. Fakat yapilan
sinirli sayidaki ¢calismada lityumun mutajen olabilecegi belirtilmistir (157-160). Bunun yani
sira bircok calismada da mutajen olmadigi belirtilmektedir (161-169). Yaptigimiz ¢alisma da

genel kani olan lityumun mutajen olmadig: fikrini daha ¢ok desteklemektedir.

Kullandigimiz biitiin lityum konsantrasyonlarinda oksidan diizey negatif kontrol

grubuna gore yiiksek degildi. Lityumun sitotoksik etki mekanizmasi halen tam olarak
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coziilememistir. Yapilan bir¢ok calismada bu etki oksidatif hasara baglanmistir, ancak bizim
sonuclarimiza gdre lityum oksidatif hasar olusturacak kadar oksidatif stres
olusturmamaktadir. Ayrica daha once de belirttigimiz gibi farkli mekanizmalarla sitotoksik
etki olusturdugunu gosteren ¢alismalar da yapilmistir. Yaptigimiz ¢alismada TOS diizeyi
acisindan lityum karbonat verilen gruplar ile negatif kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
olmadig1 i¢in lityumun artan konsantrasyonlariyla orantili olarak lenfositlerde olusturdugu
toksik etkinin oksidatif hasara bagli olmadigmmi farkli bir mekanizmaya bagli olarak
gerceklestigini diisiinmekteyiz. Ozellikle 1mM lityum verilen grupta antioksidan diizeyin
kontrol grubuna gore anlamli oranda yiiksek, oksidan diizeyin ise diisiik olmas1 ve bu dozun
genellikle tercih edilen terapotik doz olmasi lityumun bu dozlarda gilivenilir bir sekilde
kullanilabilecegini gostermektedir. Fakat MTT calismamizda 1 mM’dan sonra sitotoksik etki
dozun arttirilmasiyla birlikte artis gostermektedir. Bu nedenle lityumun tedavi dozunun

artirilmasi gerektigi durumlarda hususen bu sitotoksik etkiye dikkat edilmesi gerekmektedir.

Glinlimiizde lityum karbonat en fazla psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir ve ortalama 0,6-1,2 mM konsantrasyon diizeylerinde hastalara verilmektedir.
Artan konsantrasyonlariyla beraber ¢esitli doku ve sistemlerde sitotoksik etkiler olusturdugu
bilinmektedir. Ancak hem tedavi edici etkisini nasil ger¢eklestirdigi hem de sitotoksik etkisini
hangi mekanizmalara bagl olusturdugu halen tam olarak ¢oziilememistir ve gliniimiize kadar

bu mekanizmalarin agiga kavusturulmasi i¢in birgok ¢alisma yapilmstir.

Calismamizda 1mM konsantrasyonda lityum en yiiksek antioksidan kapasiteye, en
diisiik oksidatif durum ve oksidatif stres indeksi ve ayrica en diisiik sitotoksik etkiye sahipti.
Antioksidan aktivitenin doku ve hiicreler iizerinde koruyucu, tedavi edici etkiler olusturdugu
g0z Oniine almirsa lityumun terapotik dozlarda oksidatif hasara ve sitotoksisiteye karsi
koruyucu etkiye sahip oldugu sdylenebilir. Calismamizda lityumun artan konsantrasyonlariyla
beraber bu koruyucu etkisinin azalmakta, sitotoksik etkisinin ise artmakta oldugunu tespit
ettik. Kullandigimiz lityum karbonatin biitiin konsantrasyonlarinda negatif kontrol grubuna

gore anlamli genotoksik etkisi bulunmamaktayda.

Bulgularimiz 1s1gmsa lityum karbonatin ortalama terapotik konsantrasyonu olan 1 mM
diizeyde gilivenilir bir ilag olarak kullanilabilecegini, bu dozlarda sahip oldugu antioksidan

ozelliginden dolayr da oksidatif hasar ve sitotoksik etkiye karst koruyucu etkisinin
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olabilecegini ve tedavi edici etkisinin de bu antioksidan ozelligiyle ilgili olabilecegini
sOyleyebiliriz. Bu tedavi dozlarinin iizerine c¢ikildi§i zaman ise antioksidan aktivitenin
azaldigy, sitotoksik etkisinin ise doz artigina paralel olarak artis gosterdigini ve dolayisiyla doz
ayarlamasi gereken durumlarda bu durumun goz Oniine alinmasi gerektigini vurgulamak
gerekir. Bununla birlikte, bu bulgularimizin daha detayli molekiiler ve klinik in vitro ve in
vivo c¢aligsmalarla teyit edilmesi lityumun sitotoksik etki mekanizmalar1 konusunda bilinmeyen

hususlarm aydinlatilmasi bakimmdan 6nem tagimaktadir.
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