CUKUROVA UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LISANSTEZi

M ostafa NOURIZADEH TAZEHKAND

REMERON (MIRTAZAPIN) UN INSAN PERIFERAL
LENFOSITLERINDE IN VITRO GENOTOKSIK ETKILERI

BIYOTEKNOLOJi ANABILIM DALI

ADANA, 2012



CUKUROVA UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

REMERON (MIRTAZAPIN) UN INSAN PERIFERAL
LENFOSITLERINDE IN VITRO GENOTOKSIK ETKILERI

Mostafa NOURIZADEH TAZEHKAND
YUKSEK LISANSTEZi

BiYOTEKNOLOJi ANABILiM DALI

Bu tez 06/7/2012 Tarihinde Asagidaki Juri Uyeleri Tarafindan
Oybirligi/Oyeoktugy Ile Kabul Edilmistir.

Prof. Dr. Mehmet TOPAKTAS P(_of. Dr. Ristii HATIPOGLU Dog. Dr. Hasan Basri ILA
DANISMAN UYE UYE

Bu tez Enstitimiz Biyoteknoloji Anabilim Dalinda hazirlanmstir.

Kod No:

Prof. Dr. M. Rifat ULUSOY
Enstiti Mudir

Bu Calisma C.U. Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi Tarafindan Desteklenmistir. Proje No:
FEF2012YL4

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve baska kaynaktan yapilan bildirislerin, cizelge, sekil ve fotograflarin
kaynak gosterilmeden kullanim, 5846 sayil1 Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hikimlere
tebidir.




Oz

YUKSEK LISANSTEZi

REMERON (MIRTAZAPINY UN INSAN PERIFERAL LENFOSITLERINDE
IN VITRO GENOTOKSIK ETKILERI

Mostafa NOURIZADEH TAZEHKAND

CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BiLiMLERI ENSTIiTUSU
BiYOTEKNOLOJi ANABILiM DALI

Damsman  : Prof. Dr. Mehmet TOPAKTAS
Yil: 2012, Sayfa: 80

Jari : Prof. Dr. Mehmet TOPAKTAS
Prof. Dr. Ristii HATIPOGLU
Dog. Dr. Hasan Basri ILA

Bu calismada antidepresanlar gurubundan olan Remeron (Mirtazapin)’ un
genotoksik etkiye sahip olup olmadigi insan periferal kan lenfositlerinde in vitro
kardes kromatid degisimi (KKD), kromozom anormalligi (KA) ve mikronukleus
(MN) testleri ile aragtirilmstir. Hicreler 24 ve 48 saat siire boyunca 10, 25, 40 ve
55ug/ml Remeron (Mirtazapin) ile muamele edilmistir.

Remeron (Mirtazapin), insan perifera kan lenfositlerinde 24 ve 48 saatlik
muamele suresinde KKD’yi, KA’y1 ve MN olusumunu uyarmamustir. Yani Remeron
(Mirtazapin), yaptigimiz testlerin sonucuna gore genotoksik degildir. Ayrica
kromozomlardaki yapisal kromozom aberasyonlarinin  hangi  kromozomlarda
oldugunu belirlemek amaciyla bazi metafaz plaklarinda karyotip yapilmistir. Fakat
Remeron (Mirtazapin) 24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde proliferasyon indeksinin
(PI) konsantrasyona bagli olarak diismesine neden olmustur. Ayrica Remeron her iki
muamele sliresinde de M1 ve NBI’'mn dusmesine yol acmistir. Bu sonuclara gore
Remeron *un sitotoksik etkiye sahip oldugunu sdyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Remeron (Mirtazapin), Insan Periferal Kan Lenfositi, Kardes
Kromatid Degisimi (KKD), Kromozom Anormalligi (KA),
Mikronukleus (MN)



ABSTRACT

MSc. THESIS

IN VITRO GENOTOXIC EFFECTS OF REMERON (MIRTAZAPIN) ON
HUMAN PERIPHERAL LYMPHOCYTES

Mostafa NOURIZADEH TAZEHKAND
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INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF BIOTECHNOLOGY

Supervisor  : Prof. Dr. Mehmet TOPAKTAS
Year: 2012, Pages. 80

Jury : Prof. Dr. Mehmet TOPAKTAS
Prof. Dr. Rustii HATIPOGLU
Assoc. Prof. Dr. Hasan Basri ILA

The present research is aimed to study of genotoxic effects of antidepressant
drug Remeron (Mirtazapin) on human peripheral blood lymphocytes by in vitro sister
chromatid exchange (SCE), chromosomal abnormalities (CA) and micronucleus
(MN) tests. The cells were treated with 10, 25, 40, and 55ug/ml Remeron for 24 and
48 hours.

Remeron did not induce the SCE, CA, and MN in human peripheral blood
lymphocytes in 24-h and 48-h treatment periods, showing that Remeron (Mirtazapin)
do not have any genotoxic effects on human peripheral blood lymphocytes. In
addition, the karyotype analysis carried out in order to detect the chromosomes
showing structural aberration. The result of the analysis showed that proliferation
index of the 24 and 48 hours treaded cells was decreased in a dose- dependent
manner. In addition, exposing to the Remeron (Mirtazapin) for 24 and 48 hours
caused to decrease M| and NDI in the cells. According to this study Remeron has
cytotoxic effects on human's cells.

Keywords. Remeron (Mirtazapin), Human Peripheral Blood Lymphocytes, Sister
Chromatid Exchange (SCE), Chromosom Aberration (CA),
Micronucleus (MN)
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1. GIRIS

GUnumuzde psikiyatrik sorunlar dikkat cekecek olglide artmustir. Bu hem
bireysel hem de toplumsal boyutta, 6nemli bir halk sagligi problemi haline gelmistir.
Psikiyatrik bozukluklardan en sk gordleni depresyondur. Sozlik anlamiyla
cokkunluk olarak Turkge' ye cevirebilecesimiz depresyon, anlik bir ruh hali, bir
sendrom veya bir hastalik olarak karsimiza cgikabilir. Yukarida da belirtildigi gibi
depresyon, sik gortlen, Kklinik gidisi sirasinda tekrarlayan ve yasam kalitesinde
azalmaya yol agan bir bozukluktur. 11242 hastamn yer adigi genis ¢apli izleme
calismasinda, depresyonun kisinin yasaminda yol actigi bozulma agisindan; yuksek
tansiyon, seker hastaligi, damar hastaliklari, akciger hastaliklari, mide ve barsak
sistem hastaliklarinda ortaya ¢ikan bozulmadan daha fazla ve kalp hastaliklariyla da
ayni diizeyde oldugu bildirilmistir (Wells ve ark. 1989).

Insanlarin yaklasik %20' sinin, hayatlariin  herhangi  bir  déneminde
depresyon gegirdigi saptanmistir. Depresyon bozukluklari, hastalarinin kendine 6zgu
psikolojik ve somatik belirtilerinden 6turd Kisiyi yasam sevincinden uzaklastiran, son
derece mutsuz, huzursuz ve verimsiz hale getiren, sosyal yasam olumsuz etkileyen
ruhsal bozukluklardir. Her iki bozuklugun bir arada bulunmasi, klinik tabloyu bir o
kadar daha guiclestirmektedir (Taneli ve ark. 2001).

Cagimizin bir hastaligi olarak kabul edilebilecek depresyon hastaligimin
tedavisin de antidepresan denilen ilaglar kullamlmaktadir.

Tarkiye' de de bu konu ile ilgili yaplmis arastirmalar vardir. TUrkiye deki
epidemiyolojik (hastaligin yayginligini) ¢alismalarim gozden gegiren bir ¢calismanin
sonuclarina gore toplum iginde klinik diizeyde depresyon sikligr %10 dolayindadir
(Kirli ve ark. 1997).

IMS-Turkiye (International Medicine Statistics) verilerine gore Turkiye' de
2003 yilinda 14 milyon 138 bin kutu antidepresan tiketilirken, bu rakam 2006 yil1
verilerine gore 22 milyon 651 bine, 2007 yilinda ise 26 milyon 246 bine ve 2010
yilinda 35 milyon kutuya yukseldigi bildirilmistir.  Tark Eczacilar Birligi'nin
rakamlarina gore 2007'de 26 milyon 246 bin kutu antidepresan tuketilirken, son Gg
yildaki yuzde 33,310k artis uzmanlarn endiselendirmektedir. Agri kesici ve
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antibiyotikten sonra Turkiye 'de en c¢ok antidepresan kullamimakta ve
antidepresanlar regetesiz de anabildigi icin hekimlerin disinda gevrenin onerileri
sonucunda da kullanlabilmektedir. Bu da antidepresanlarin kontrolstiz kullanimin
artirmaktadir (http://www.yeniaktuel.com.tr, 2012).

Bu calismada test maddesi olarak kullamilan remeron da uyku bozukluklar: ve
depresyon tedavisinde kullamilan bir ilagtir. Yan etki olarak istah agma, kilo ama
gibi etkiler gostermektedir. Asil etken maddesi Mirtazapin olup, tablet ve sivi formu
olarak satilmaktadir. Mirtazapin genelde uyku bozukluklarinda kullamlsa da temel
olarak kullamldigr hastalik major depresyondur (http://tr. wikipedia. org/wiki/
Remeron, 2011).

Kromozomlarda meydana gelen mutasyonlar ve kromozomlarn genetik
degisimi, insanlarda genetik hastaliklarina sebep olur. Somatik hiicrelerin onkogen
veya timor stipressor genlerinde degismelerin nedeni kromozomlardaki mutasyonlar
ve ilgili olaylarin insanlarda ve deney hayvanlarinda kanserin uyariimasinda rol
oynadigina dair cok sayida kanit bulunmustur (OECD TG 473. 1997).

Bugln kisa sireli genotoksisite testleri, bir kimyasal maddelerin insan
genomunda mutasyonlara sebep olup olmadigini  belirlemekte onemli  yer
tutmaktadir. Bir kimyasal maddenin genotoksik ve sitotoksik etkisinin olup
olmadiginin  belirlenmesi, kisa slreli genotoksisite testleri ile  mumkin
olabilmektedir. Bu metodlar; kardes kromatid degisimi (KKD) (Sister Chromatid
Exchange=SCE) (Tucker ve ark., 1993), kromozom aberasyonu (KA) (Chromosome
Aberration=CA) (Carrano ve ark., 1978) ve mikrontkleus (MN) (Fenech, 2002)
testleridir.

Mutajen ve kanserojenlerin genotoksik risklerini belirlemesinde kullamlan
yontemlerden biri, periferal kan lenfositlerindeki kromozom anormalligi (KA)
frekansinin  degerlendirilmesidir (Carrano ve Natargjan, 1988). Kromozom
anormallikleri DNA duzeyindeki hasarin bir sonucu olarak ortaya cikmaktadir.
Ornegin, kromozom kiriklart DNA’ daki onarilmams cift zincir kiriklarindan ve yeni
yapiya sahip kromozomlarin meydana gelmesi de, DNA  zincirindeki kiriklarin
yanlis onarilmasindan dolay: olabilir (Savage, 1993). KA olusum mekanizmasimn

farkli dokularda benzer olmasindan dolayi, lenfositlerdeki anormallik seviyesinin,
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kansere egilimli dokulardaki anormallik seviyesini gosterdigi ve bdylece kanserin
riskini de gosterges oldugu dustnilmektedir (Albertini ve ark., 2000). Y Uksek KA
miktar1 (gap hari¢), KA artisimi baslatan sebebe bakmaksizin yiksek kanser riski
oldugunu 6nceden gosterebilir. Hem kromatid tipi kirigi ve hem kromozom tipi
kiriklar kanser riskinin gostergesidir. Fakat kromozom tipi kiriklarin kromatid tipi
kiriklara gore daha iyi bir belirleyici olduguna dair kanitlar vardir (Norppa ve ark.
2006; Boffetta ve ark. 2006).

Antidepresanlar ile yapilan bir ¢cok genotoksisite ve sitotoksisite calismalar:
vardir. Bu calismalardan elde edilen sonuclarin bazilar1 sunlardir. Fu ve ark. (1978) ,
Imipramin ile tedavi olan hastalarda bu ilacin genotoksik ve sitotoksik olup
olmadigint kromozom aberasyonu (KA) yontemi ile arastirmiglardir. Sonucta
Imipramin ’in hicre proliferasyonunu dusurdigi, fakat kromozom aberasyonunu
arttirmadigr saptanmustir. Parkinson hastaligi ve depresyon tedavisinde kullamlan
Selgjinin hidroklorit ile yapilan in vivo bir ¢alismada sigan kemik iliginde MN testi
ile bu ilacin klastojenite ve sitotoksisite potansiyeli Subramanya ve ark. (1993)
tarafindan arastirllmis ve sonuclar bu ilacin test edilen dozlarda mikronukleus
olusumunu uyarmadigini ve sitotoksik olmadigim gostermistir. Hanna ve ark. (2002),
Escitalopram (Cipralex) ilacinin genotoksisite ve sitotoksisitesini sicanlarda KA ve
MN yontem ile arastirmiglardir ve Escitalopram (Cipralex)‘in genotoksik olmadigin
fakat doza bagli olarak 6nemli derecede sitotoksik etki gosterdigini bulmuslardir.
Dindar6z ve ark. (1999), Huoksetin kullanan bayan hastalann periferik
lenfositlerinde kardes kromatid degisimi (KKD) yontemi ile genotoksik riski
arastirmislar ve uzun stire Fluoksetin kullanan bayanlarda KKD sikligimn Fluoksetin
kullanmayan bayanlara nazaran anlamli derecede arttigim saptanmuglardir. Paniagua-
Pérez ve ark. (2002), Desipramin’in genotoksisitesini in vivo olarak fare kemik
iliginde KKD yontemi ile arastirmisglar ve sonucgta Desipramin’in doza bagli olarak
mitotik indeks dusUrdigt ve KKD'’yi kontrola nazaran 4 kat artirdigim ve bu
ilacin genotoksik oldugunu belirlemislerdir. Celik (2006), Karbamazepin'in
genotoksisitesini in vitro olarak insan periferal lenfositlerinde MN testi ile
arastirmistir. Sonug olarak genotoksik oldugunu ve doza bagli olarak MN’ i

arttirdigini ve konsantrasyonun artmasi ile proliferasyon indeksinin azaldigim
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saptamustir. Goruldugl gibi antidepresanlarla yapilan genotoksisite ve sitotoksisite
calismalarinda bazilarimin genotoksik oldugu, bazilarinin olmadigi, bazilarinin
sitotoksik etki gosterdigi, bazilarimn gostermedigi saptanmustir.

Bu calismada test maddesi olarak kullamlan Remeron major depresyona karsi
kullamlan bir antidepresandir. Bugiine kadar da Remeron’ un (Mirtazapin) genotoksik
etkiye sahip olup olmachgini arastiran bir calismaya rastlanmanustir. iste bu calisma,
Remeron (Mirtazapin)’un, insan periferal lenfositlerinde genotoksik etkiye sahip
olup olmadigint in vitro kardes kromatid degisimi (KKD), kromozom aberasyonu

(KA) ve mikronukleus (MN) testleri ile saptamak amaciyla yuritilmastdr.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Hayatta herkes zaman zaman depresyon gecirebilir. Depresyonun cesitli
tipleri vardir. DSM [V'e (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders,
Fourth Edition) gore tum depresyonlar su alt gruplar igeresinde degerlendirilmistir
(Mert-Savrun,1999).

1. Mg or depresif bozukluk

2. Distimik bozukluk

3. Bipolar bozukluktaki depresyon

4. Genel bir tibbi duruma bagli depresyon

5. Depresyonlu uyum bozuklugu

6. Baska turlU adlandirilamayan depresif bozukluk.

1960 'l1 yillarda ma6r depresyonun tedavisinde antidepresanlar (trisiklik
antidepresanlar: TSA) ilk secenek olarak kullarilmaya baslanmistir (Taneli ve ark.
2001). Bu durum, ilaglarin staflandirilmasina da yansimistir. 1970 'li yillar boyunca
ve 1980 'li yillarin baslarinda depresyon icin bazi TSA' lar ile monoamin oksidaz
inhibitorleri (MAOI), panik bozuklugun tedavisinde de Ozellikle TSA ‘'lardan
klomipramin kullamlmaya baslandi. Bu dénemde, antidepresanlar (TSA ve MAO) ile
anksiyolitikler (benzodiazepinler ve buspiron) gerek majér depresif bozukluklarda ve
gerekse anksiyete bozukluklarinda (asir1 endise duyma) giderek artarak kullamlimaya
baslanmistir (Taneli ve ark., 2001).

Antidepresan ilaglar enzim ya da reseptor inhibitorleri ve geri alim
engelleyicileri olarak etkilerini gosterirler. Antidepresanlar etki tarzlarna gore 8
gruba ayrilirlar (Orsel, 2004). Bunlar:

1. Monoamin Oksidaz Inhibitérleri (MAOI): MAOI (Isocarboxazid,
pfenelzine, selegiline) Ilk olarak gelistirilen antidepresanlar olup monoamin
oksidaz A ve B enzimlerini geri donisimsiiz olarak inhibe ederler. Diyetle
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alinan aminlerin kan basincinda tehlikeli yikselmelere neden olmasi sebebiyle
kullanimu sinirl olmustur.

2. Trisklik Antidepresanlar (TSA): Trisklik antidepresanlar (opipramol,
klomipramin, imipramin, amitriptilin, maprotilin) serotonin ve noradrenalin
geri aim pompalarini, ok az olarak da dopamin geri alim pompalarint inhibe
ederek etki gosterir.

3. Secici Serotonin Gerialm Inhibitorleri (SSRI): Norondaki serotonin
tasiyict pompayr secici  olarak inhibe ederler. Bu grupta sertralin,
fluoksetin, paroksetin, fluvoksamin, sitalopram yer almaktachr
( http://en.wikipedia. org/wiki /Antidepressant, 2011).

4. Secici Noradrenerjik Geri Alm Inhibitorleri (NRI): Noradrenalinin
salintmin inhibe ederler. Reboksetin bu grupta Turkiyede pazarlanan tek

ilagtir. Etkinlik agisindan diger antidepresanlarla benzerdir.

5. Noradrenalin ve Dopamin Geri Ahm Inhibitorleri (NDGI): Noradrenalin
ve Dopaminin salintmini inhibe ederler. Bupropion bu grubun tek ornegidir (
http://en. Wikipedia .org/ wiki/ Antidepressant,2011) .

6. Serotonin ve Noradrenalin Geri Ahlm Inhibitérleri (SNRI): ikili
serotonerjik ve noradrenerjik geri aim inhibitorleri olarak adlandirilan bu
sinmif, benzer klinik etki profili olan TSA'lardan farkl: olarak diger reseptor
sistemlerini etkilememektedirler. Dolaysiyla yan etkileri daha azdir. Bu sinifta
venlafaksin, milnasipran yer amaktadir.

7. Noradrenerjik (@2 antagonizmas  yoluyla) ve  Serotonerjik
Antidepresanlar (NaSSA): Diger antidepresanlardan farklar, serotonin ve
noradrenalin diizeylerini monoaminleri veya monoamin geri alim pompalarinm
inhibe etmeden arttirmalaridir. Bu simifta olan mirtazapinin, antidepresan
Ozelliklerine ek olarak serotonin 2c ve H1 antihistaminerjik 0Ozellikleri
anksiyolitik (asirn  endise durumu) ve sedatif-hipnotik (rahatlattirici-
uyusturucu) etkilerini  agiklayabilir. Mianserin de mirtazapin gibi a2
antagonistidir.

8. Serotonin 2A Antogonistleri/ Serotonin Gerialim Inhibitérleri (SGAI): Bu

grup hem serotonin 2A reseptorlerini hem de serotonin gerialimini inhibe
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eder. Nefazodon ve trazodon belirgin olarak bu ikili 6zellikleri tasimaktadir
(Orsel, 2004).

Bu calismada test maddesi olarak kullanilan Remeron (Mirtazapin) major
depresyon tedavisinde kullanilir ve bu siniflandirmaya gére 7. grupta yer almaktachr.

Antideprasanlar ile bir ¢ok genotoksisite, sitotoksisite ve kanserojenite
calismalar yapilmistir. Bu calismalardan pozitif ve negatif sonuclar ortaya gtkmustir.
Bu calismalardan elde edilen sonuglar su sekilde 6zetlenebilir.

2.1. Amitriptilin ile yapilan genotoksisite, sitotoksisite ve kanser ojenite

calismast

Saxena ve Ahuja (1988), TSA antidepresanlar grubundan olan Amitriptilin’
in sitotoksisitess ve genotoksisitesini  in vitro olarak insan periferal kan
lenfositlerinde arastirmuslardir. Bu calismada 50, 250, 1,000, ve 10,000 ng/ml
konsantrasyonlarindaki Amitriptilin ile hiicreler 24 ve 48 saat muamele edilmistir ve
sonugta Amitriptilin’ in genotoksik olmadigi agiklamus, fakat kromozom aberasyonu
(KA) ve kardes kromatid degisim (KKD) frekansimin yuksek dozlarda arttig:
belirlenmigtir. Mitotik indeks ise herhangi bir konsantrasyonda degisim
gbstermemistir.

Lawlor ve ark. (2003), bir calismada antidepresanlarin meme kanseri riskinini
arttinp arttirmachigini 31 ilag firmasinin veri bankasim taramiglar ve Amitriptilin’in
kanser riskini arttirmadigint agiklamislar, fakat bu verilerin yetersiz oldugunu

belirtmislerdir.
2.2. Desipramin ile yapilan genotoksisite calismas
Paniagua-Perez ve ark. (2002), TSA antidepresanlar grubundan olan

Desipramin’in genotoksisitesini in vivo olarak fare kemik iliginde KKD yontemi ile
arastirmisglar ve sonugta Desipramin’in doza bagli olarak mitotik indeks distrdigi
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ve KKD’yi kontrola nazaran 4 kat artirchigim ve bu ilacin genotoksik oldugunu
belirlemislerdir.

2.3. Duloksetin ile yapilan genotoksisite calismasi

Pereira ve ark. (2009), Duloksetin’in genotoksik olup olmacigim beyin
dokusundaki ve kandaki DNA hasarlarint comet testi ile arastirmislardir. Sonucta

Duloksetin’ nin genotoksik olmadig: ortaya konmustur.

2.4. Escitalopram ile yapilan genotoksisite ve sitotoksisite calismasi

Hanna ve ark. (2002), serotonin geri alim inhibitori olarak maor depresif
bozukluklarda kullanilan Escitalopram (cipraex) ilacimn genotoksisite ve
sitotoksisitesini sicanlarda KA ve MN yontem ile arastirmislardir ve Escitalopram
(Cipralex)'in genotoksik olmadigimi fakat doza bagli olarak Onemli derecede
sitotoksik etki gosterdigini bulmusglardir.

2.5. Fenelzin ile yapilan genotoksisite calismasi

Brambilla ve ark. (1982), 5 hidrazin antidepresanlardan Fenelzin’ in
genotoksisitesini in vivo olarak farelerde KKD ve akalin elisyon testleri ile
arastirmiglardir. Bu deneyde Fenelzin, intraperitonal (karin zarina) yolu ile farelere
verilmis, sonugta farenin karaciger ve akciger hicre’'sinde DNA kirilmasim ve

farenin kemik iligi htcrelerinde KKD olusumunu uyardigim gozlemislerdir.

2.6. Fluoksetin ile yapilan genotoksisite, sitotoksisite ve kanserojenite
calismalary

Tutton ve Barka (1982), serotonin geri alim inhibitori olarak kullanilan
Fluoksetin® in hiicre proliferasyonu ve timor gelisimi Uzerine etkisini siganlarda
arastirmiglar ve sonug olarak kolon timdrinde hicre bolinmesini baskilacigr ve

insan kolon tUmArdnin gelisimini 3'te 2 oramnda yavaslattigim saptamiglardir.
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Bendele ve ark. (1992), Fluoksetin hidroklorid™ in kanserojenik etkiye sahip
olup olmadigini in vivo bir calismada sicanlarda arastirmislardir. Sonugta Fluoksetin’
in timadr ve neoplazma olusumunda bir etkisi olmadig: belirlenmistir.

Abdul ve ark. (1995), Fluoksetin’ in prostat kanseri hicreleri Uzerindeki
etkilerini arastirmiglar ve sonucta Fluoksetin  konsantrasyona bagli olarak, prostat
kanser hticrelerinin proliferasyonunu engelledigini bulmuslardir.

Dindar6z ve ark. (1999), Fluoksetin kullanan bayan hastalarin periferik
lenfositlerinde kardes kromatid degisimi (KKD) yontem ile genotoksik riski
arastirmislar ve uzun sire Fluoksetin kullanan bayanlarda KKD sikligi Fluoksetin
kullanmayan bayanlara nazaran anlamli derecede arttigim saptanmuslardir.

Belowski ve ark. (2004), Fluoksetin' in dSitotoksik etkisini sicanlarin
makrofagjlarinda in vivo ve in vitro testlerle arastirmuslardir. /n vivo yapilan
calismada, arastiricilar Fluoksetin® in makrofagjlarda sitotoksik etki gosterdigini
saptamuglardir. Aym zamanda Fluoksetin alindiktan dort gin sonra makrofajlarda
sitotoksik etkisinin azaldigi gozlenmistir. 56 guin sonra ise herhangi bir sitotoksik
etkinin olmadig1 belirlenmistir. In vitro calismalarda makrofajlarda Fluoksetin’ in
sitotoksik etkisinin olmadigi gozlenmistir. Sonug olarak bu ilag, muamele siiresine ve
doz miktarina bagli olarak makrofajlarda sitotoksik etki gostermistir.

Arimochi ve Morita (2006), TSA’larn sitotoksik etkisini insan HT29 kolon
karsinoma hticrelerinde in vitro sartlarda arastirmislar ve bu antidepresamin muamele
siresine bagli olarak hicre canliliginin dismesine neden oldugunu gézlemislerdir.
Bu sonuclardan dolay: arastiricilar, TSA'min sitotoksik oldugunu ve hticre dongusti
ilerlemesini durdurarak insan HT29 kolon karsinoma huicrelerinde oksidatif olmayan

apoptik 6lima uyardigim aciklanmstir.

2.7. imipramin ile yapilan genotoksisite, sitotoksisite ve kanser oj enite

calismalari

Fu ve ark. (1978) , TSA grubundan olan Imipramin ile tedavi olan hastalarda
bu ilacin genotoksik ve sitotoksik olup olmadigini kromozom aberasyonu (KA)
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yontemi ile arastirmislardir. Sonucta Imipramin ’in hiicre proliferasyonunu
dusUrdigu, fakat kromozom aberasyonunu arttirmadigi saptanmustir.

Sauter (1987), imipramin’in sitotoksik olup olmadigini renal (bobrek) kanser
hiicrelerinde arastirmis ve sonugta Imipramin’ in renal kanser hiicrelerinde
boltinmeyi durdurdugunu saptamistir.

Saxena ve Ahuja (1988), Imipramin’ in insan periferal lenfositlerinde
genotoksik ve sitotoksik olup olmadigin in vitro bir calismada KA ve KKD testleri
ile 25, 500, ve 5000 ng/ml dozlarinda 24 ve 48 saatlik muamelelerde
arastirmiglardir. Sonugta bu ilacin mitoz bélinme Uzerinde etkisiz oldugu, fakat
yuksek dozlarda kromozom aberasyonu ve kardes kromatid degisimi (KKD)
frekansim arttigint saptamuslardir.

Slamon ve ark. (2001) sican C6 glioma hicre (sinir sistemi destek doku
hticrelerinde gelisen timor) kulturinde imipramin’ in DNA Uzerinde etkisini comet
testi ile arastirmislar ve sonugta imipramin’ in konsantrasyonunun artmasina bagl:
olarak C6 hucrelerinde DNA hasarlarinin arttigim belirlemislerdir.

Paniagua-Perez ve ark. (2002), Imipramin’ in genotoksik etkisini in vivo
olarak fare kemik iliginde KKD testi ile arastirmislar ve bu arastirmamn sonucunda
Imipramin’ in ikinci dozdan itibaren (20 ve 60mg/kg) KKD'yi uyarchigim
bulmuslardir.

Diindaréz ve ark. (1999), Imipramin ile tedavi olan istemsiz idrar kagiran
hastalarda imipramin’ in genotoksisitesini comet yontem ile arastirmislarchr. Bu
arastirmanin sonucunda Imipramin’ in DNA’ da kiriklara yol agtig: saptanmustr.

Madrigal ve ark. (2008), imipramin’in mikronukleus olusumunda etkisinin
olup olmadigim farelerde arastirmislar ve sonug olarak bu antidepresan’in
mikronukleuslu polikromatik eritrosit (MNPE) ve mikronukleuslu normokromatik
eritrosit (MNNE) olusumunu arttirdigini bulmuslardr.

Madrigal ve ark. (2010), farede Imipramin’in genotoksik etkisini kromozom
aberasyon (KA) testi ile arastirmiglar ve bu ilacin genotoksik oldugu belirlenmistir.

10



2. ONCEKI CALISMALAR Mostafa NOURIZADEH TAZEHKAND

2.8. Klomipramin ile yapilan kanser ojenite calismasi

Sauter (1987), trisiklik antidepresanlar  gurubunda olan Klomipramin’ in
sitotoksisitesini renal (bobrek) kanser hiicrelerinde arastirmislar ve  Klomipamin'in

renal kanser hiicrelerin’ in gelisimini inhibe ettigini belirlemislerdir.

2.9. Karbamazepin ile yapilan genotoksisite ve sitotoksisite calismalar

Sarikaya ve Yuksel (2008) Karbamazepin'in etkisini Drosophilal da kanat
nokta mutasyon testi ile arastirmislar ve kanatlarda olusan mutasyonlarin gorilmesi
ile Karbamazepin'in genotoksik oldugu ve Drosophila melanogaster larvalarinda da
toksik bir etki gosterdigini belirlemislerdir.

Celik (2006), Karbamazepin'in genotoksisitesini in vitro olarak insan
periferal lenfositlerinde MN testi ile arastirmistir. Sonug olarak sadece en distk
dozda (6 pg/mL) genotoksik olmadigin ve diger dozlarda genotoksik oldugunu ve
doza bagl1 olarak MN’ yi arttirdiginmi ve konsantrasyonun artmasi ile proliferasyon

indeksinin azal digint saptamustir.

2.10. Mianserin ile yapilan genotoksisite calismasi

Schwaninger ve ark. (1995), NaSSA grubundan olan Mianserin’in membran
depolarzasyonu ile stimule edilen CRE-baglantili (camp/Ca2+cevaplayici eleman)

gen transkripsiyonu -nu engelledigini bulmuslardir.

2.11. Methylphenidat ile yapilan genotoksisite calismalari

Suter ve ark. (2005), antidepresanlar gurubunda olan Methylphenidat’ 1n
genotoksik ve sitotoksik etkiye sahip olup olmadigint in vivo ve in vitro bir
calismada arastirmiglardir. Bu calismada in vitro olarak Methylphenidat’ 1n etkis
insan periferal lenfositlerinde KA testi ile arastirilmis ve sonugta bu ilacin KA™ yi

arttirmachgr gozlenmistir. Ayrica aynt arastiricilar Methylphenidat’ 1n genotoksik
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etkisini sican kemik iliginde arastirmislar ve sonu¢ olarak bu ilacin MN'yi
arttirmach@im saptamiglardir.

Ponsa ve ark. (2009), hiperaktif hastalarda Methylphenidat’ in KKD, MN ve
KA yontem ile genotoksik ve sitotoksik etkisini arastirmuslardir. 12 ¢ocuk ve 7
yetiskin hiperaktif hasta Gizerinde yapilan bu arastirmada , Methylphenidat ile tedavi
olmadan Once (kontrol olarak) ve tedavi sonrasindaki (li¢ ay boyunca) KA, KKD ve
MN sayilart saptanmistir. Sonu¢ olarak  methylphenidat’in KA, KKD ve MN

sayisint arttirmadig: belirlenmistir.

2.12. Noratiliptirin ile yapilan kanser ojenite calismas

Steingart ve Cotterechio (1995), antidepresanlar ile kanserin baglantisi veya
antidepresanlarin  neoplastik gelisim Uzerine olan etkisini insanlar ve deney
hayvanlar1 Uzerinde arastirmislar ve Nortiliptirin’in meme kanseri riskini arttigim

gbzlemislerdir.

2.13. Paroksetin ile yapilan kanser ojenite, sitotoksisite ve genotoksisite
calismalary

Rosetti ve ark. (2006) Paroksetin 'in  kanser hicreleri Uzerindeki
sitotoksisitesini arastirmislardir. Bu ¢alisma, Paroksetin'in gesitli - kemirici ve insan
kanser hicre kulturlerinin buylmesini engelleme yeteneklerini belirlemek igin
yapilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda Paroksetin'in kemirici ve insan orijinli timaor
hiicrelerinde sitotoksik oldugu ortaya gikmstir.

Spanova ve ark. (1997), sican glioblastoma (sinir destek hiicresi kanseri) ve
insan néroblastoma (sinir kok hiicre kanseri) hiicrelerinde Paroksetin’ in apoptozis
uyardigini saptamuslardir.

Green (2003), Paroksetin ilact ile yaptigi  calismada, Paroksetin’ in
genotoksik olup olmadigin in vivo olarak fare kemik iliginde ve in vitro olarak da
insan periferal lenfositlerinde kromozom aberasyonu yontem ile arastirmis ve bu

arastirmanmin sonucunda Paroksetinin’ in genotoksik olmadigim tespit etmistir.
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Chou ve ark. (2008), Paroksetin’in sitotoksik etkisini insan osteosarkoma
(kemik kanseri) hicrelerinde arastirmiglardir. Calismamn sonucunda Paroksetin,
konsantrasyon ve zamana bagli olarak hicrenin yasam sUresini  azaltmistir.
Paroksetin’in, apoptoza neden olup olmadigi propidium iodid boyama metoduyla
arastirllmis ve galisma sonucunda Paroksetin’in apoptoza neden oldugu ve kaspaz-3

aktivitesini artirdigi gozlenmistir.

2.14. Sdgilin ileyapilan klastojenite ve sitotoksisite calismasi

MOAI grubundan olan, Parkinson hastaligi ve depresyon tedavisinde
kullamlan Selgilin hidroklorit ile yapilan in vivo bir ¢alismada sican kemik iliginde
MN testi ile bu ilacin klastojenite ve sitotoksisite potansiyeli Subramanya ve ark.
(1993) tarafindan arastiriimis ve sonuclar bu ilacin test edilen dozlarda mikronukleus

olusumunu uyarmadigin ve sitotoksik olmadigim gostermistir.

2.15. Serotonin gerialim inhibitéri grubundaki antidepresanlar ile

yapilmis olan kanser ojinite calismalari

Moorman ve ark. (2003), 36 aydan fazla serotonin gerialim inhibitori
grubundaki antidepresanlart kullanan hastalarda, antidepresanlarin kullanmasi ile
meme  kanseri olusumu arasindaki iliskiyi arastirmiglarcir. Bu calismamn
sonucunda bu  gruptaki antidepresan  kullammi  ile meme kanseri olusumu
arasindabir iligski bulunamarmstir.

Fulton-Kehoe ve ark. (2006), secici serotonin geriaim inhibitéri grubundan
olan antidepresanlar: kullanan hastalarda antidepresan kullamm ile meme kanseri
olusmast arasinda iliski olup olmadigini arastirmislar ve sonug olarak segici
serotonin gerialim inhibitord kullanan hastalarda meme kanseri riskinin olmadigim

aciklamglardhr.
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2.16. Sertalin ile yapilan genotoksisite calismalari

Secici serotonin geri alim inhibitoéri grubundan olan antidepresanlardan biri
Sertralin’ dir. Davies ve Kluwe (1998), in vivo bir calismada Sertralin’ in farelerin
Uremesinde bir etkiye sahip olup olmadigini arastirmislar ve bu c¢alismanmn
sonucunda yeni dogan yavrularin sayisi ve yavrularin biyime hizlarimn azaldigi
ortaya ¢ikmstir.

Bozkurt ve ark. (2004), Sertralin’in genotoksisitesini arastirmslarcir. Bu
calismada major depresyon hastalarin (10 ay boyunca Sertralin kullanan hastalar) ve
saglikli insanlarin (Sertralin  kullanmayanlar) KKD sayisi saptanmustir. Sonugta bu
iki gurubun KKD sayilarn arasinda anlamli bir farkin oldugu aciklanmustir.
Kromozom aberasyonu (KA) frekans bakimindan ise istetistiksel farklar olmadig:
saptanmustir.

2.17. Trisiklik antidepresanlar ile yapilan genotoksisite ve kanser oj enite

calismalari

Tamim ve ark. (2006), son yirmi yildaki Trisiklik Antidepresan grubundan
olanilaglar kullanan bayanlarda meme kanseri riskini arastirmislar ve bu hastalarda
meme kanseri olusumundarisk artisimn olmadigin tespit etmislerdir.

Van Schaik ve Graf (1991) bes trisiklik antidepresan (Klomipramin,
Imipramin, Lofepramin, Miyanserin ve Protriptilin)’ 1n Drosophila melanogaster’ de
rekombinasyonu ve somatik kanat mutasyonu testleri ile genotoksisitesini
arastirmiglardir. Sonug olarak Protriptilin’® in genotoksik bir etkiye sahip olmadig:
ama lofepramin ve miyanserin’ in yiksek dozda (100 mM) genotoksik etkiye sahip
oldugu belirlenmistir.

2.18. Venlafaksin ileyapilan sitotoksisite calismalar

Rosetti ve ark. (2006), Serotonin ve Noradrenalin Geri Alim inhibitoru olan

Venflaksin' in sitotoksisitesini, ¢esitli kemirici ve insan kanser hicre kalturlerini

14



2. ONCEKI CALISMALAR Mostafa NOURIZADEH TAZEHKAND

arastirmiglar ve sonucglar  Venflaksin' in  kemirici  ve insan orijinli  tGmor

hicrelerinde sitotoksik olmadigini ortaya koymustur.
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3.MATERYAL VE METOT

Bu calismada test maddesi olarak antidepresanlar grubunda olan Remeron
(Mirtazapin), materyal olarak da sigara icmeyen yaslar1 birbirine yakin saglikli iki
erkek (23 ve 24 yaglarinda) ve iki bayandan (23 ve 26 yaslarinda) alinan periferik
kan kullanilmstar.

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlari

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.1.1.1. Remeron

Mirtazapin noradrenerjik ve spesifik serotonerjik antidepresan (NaSSA)
olarak bilinen yeni bir antidepresan ilactir. Presinaptik alfa2-otoresepttr ve alfaz-
heteroreseptor antagonisti olup, hem norepinefrin hem de serotonin salinimini artirir
ve aynm zamanda noradrenerjik ve serotonerjik ndrotransmisyonu guglendirir. Bunun
yansira, 5-HT2 ve 5- HT3 reseptorlerini giiclii bir sekilde bloke eder (Ozbek ve
Agargun, 2001).

Bu calismada test maddesi olarak kullandigimiz Remeron (Mirtazapin)
Schering-plough firmas: tarafindan Uretilmis olup, bir antidepresan olarak uyku
bozuklugu tedavisinde kullanilir. Remeron (Mirtazapin), tablet ve sivi olarak
satilmaktadir. Deneyde sivi olan kullamlmistir. Remeron (Mirtazapin) "un kimyasal
Ozellikleri asagida gorilmektedir.

ilacin ticari ach : Remeron

Kimyasal adi - 1,2,3,4,10,14b-hexahydro-2-[ 11C]methyl pyrazino
(2,1-a) pyrido (2,3-c) (2)benzazepine

Kapal Formala : Ca7H19N3

Molekul agir g : 265.35 g/mal

Y ogunlugu : 1.22 g/lcm?
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Erime Sicakhg : 114-116 °C (237-241 °F)
Kaynama Sicakhig : 432 °C (810 °F)

CasNo : 61337-67-5

Ureten firma . Schering-plough

Acik formalu:

3.1.1.2. Kromozom Medyumu

Bu ¢alismada Gibco firmasinin drettigi PB Max. kromozom medyumu (cat.
no. 12552-013) hucre kdltard icin kullamlmistir. PB Max medyumu tam
medyumdur. Fakat heparin icermemektedir.

Bu medyum her tipe 2.5 ml olacak sekilde paylastirilmis ve bu miktarlarda
kullanilmistir. Kaltar topleri (12 ml’lik vida kapakli, cellstar) steril olarak temin
edilmistir.

3.1.1.3. Koalsisin (Kolkisin) (Sigma)

Kromozom preparatlarimin  hazirlanmasinda mitotik zehir olarak Kolsisin
(Colchicine) (Sigma Cat. No. C9754) kullanilmustir. Kolsisin eriyigi saf su icerisinde
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hazirlanmis ve kromozom medyumunun her ml’sinde 0.06 ng olacak sekilde (0.06
ng/ml) 2.5 ml’lik kromozom medyumuna ilave edilmistir.

Casno : 64-86-8

Kapal formali : CxpHxsNOg

Acik formala:

3.1.1.4. Hipotonik Eriyik

Hipotonik eriyik olarak %00.4' |tk KCI (Merck) kullamlmustir. Eriyik bidestile
su icinde stok halinde hazirlamp agz1 kapali bir cam kapta buzdolabinda (+4 °C)
saklanmustir. Her preparasyondan yaklasik 2 saat Once yeteri kadar miktar alinip
37°C’ deki inkubatorde 1sitilip kullamilmistir.

3.1.1.5. Sitokalasin D (Sigma)
Sitokalasin D, MN testinde sitoplazma bdlinmesini engellemek icin

(sitokinez bloklayici) kullamlimistir. Sitokalasin D 6 pg/ml konsantrasyonda olacak
sekilde kulttrin bitimine 24 saat kala kilttre ilave edilmistir.

Kimyasal adi : Cytochaasin D
Kapal Formala : CaoH37NOg
Molekul agir g : 265.35 g/moal

Y ogunlugu : 507.62 g mol *
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Erime Sicakhg : 255-260°C
CAS number : 22144-77- 0
Acik formala:

3.1.1.6. Fiksatif

KKD ve KA igin kullanilan fiksatif, 1 kissm glasial asetik asit’in 3 kisim
metanol ile karstirilmast sonucu hazirlanmistir. MN icin ise iki farkl fiksatif
kullamlmustir.  Tlk fiksatif 1 kisim glasia asetik asit 5 kisim metanol ile
karistirildiktan sonra 1/1 oraminda % 0.9 NaCl ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir
(1:5:6). Diger fiksatifler ise NaCl ilave edilmeden kullamlmistir.

Fiksatif kullamlmadan iki saat dnce hazirlanmis ve buzdolabinda saklanmustir.
Her seferinde preparat yapim isleminden iki saat Once taze olarak hazirlanip

kullanmmistir.
3.1.1.7. 5-Bromo-2'-deoxyuridine (BrdUrd)

BrdUrd KKD’yi tespit etmek icin bir kromozomun kardes kromatidlerinin
farkli boyanmasim saglamak amaciyla hiicre kdltirinin baslangicinda kiltire ilave

edilmistir. BrdUrd Sigma firmasindan (Cat. No. B 5002) temin edilmistir. BrdUrd

eriyigi bidistile su icerisinde hazirlanmis, daha sonra por ¢apr 0.2 nm olan membran
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filtre (Sartorius marka) ile steril edilmistir. Bu eriyikten kiltdr tUpleri icerisindeki
kromozom medyumuna 10 ng BrdUrd/ml olacak sekilde ilave edilmistir.

3.1.1.8. Sorensen Tamponu (Sorensen Buffer)

KKD’ni incelemek amaciyla preparat yapim sirasinda preparatlar Sorensen
tamponu icerisinde UV lambas ile isinlandirilmistir. Ayrica bu tampon %5'lik
Giemsa boyasi hazirlanmasinda da kullanmlmstir.

Bu tampon eriyik, tampon A ve tampon B olmak Uzere iki stok ¢ozelti halinde
hazirlanmis olup bu ¢ozeltiler ¢calismanin amacina uygun olarak birbirleriyle degisik
miktarlarda karistirilarak kullanilmastir.

Hazirlanmast;

Tampon A: 11.34 gr KH,PO,4 250 ml saf su iginde eritilmistir (pH=4.8).
Tampon B: 14.83 gr NaoHPO,4.12H,0 250 ml saf su icinde eritilmistir
(pH=9.3).

3.1.1.9. Standart Saline Citrate (SSC) Eriyigi

Bu eriyik, preparatlarin isinlandiriimasindan  sonra kardes kromatidler
arasindaki kontrast farkini artirmak amaciyla kullanilmigtir. SSC eriyigini hazirlamak
icin 11.05 gr trisodyum sitrat (CgHsNagO7.2H,0) ve 21.9 gr NaCl kullamimistir. Bu
iki madde ayr1 ayr1 kaplarda belirtilen miktarlarda saf su igerisinde eritilmis, daha
sonra ayni kaba aktarilarak birbirleriyle karistirllmis ve tzerlerine 500 ml oluncaya
kadar saf su ilave edilmistir. Hazirlachgimmz bu stok eriyik 5xSSC'dir ve bu eriyik
buzdolabinda saklanmistir. Deneyimizde, bu stoktan 20 ml alip Uzeri 100 ml’ye saf
su ile tamamlanarak elde edilen 1x SSC kullanilmistir.
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3.1.1.10. Giemsa

Giemsa boyast Merck firmasindan (Cat. No. 9204) temin edilmis olup
deneylerimizde Sorensen tamponu iginde hazirlanmis olan %5'lik boya eriyigi

preparatlarin boyanmasinda kullanil mistir.

3.1.1.11. Entellan

Preparat kapatma solisyonudur (Merck, Cat. No. 7961). Preparatiar daimi hale
getirilirken lam ve lamelin birbirlerine yapistirilmasinda kullanil mistir.

3.1.1.12. Nitrik Asit (HNO3)

Lamlar: temizlemek amaciyla 1 N ¢ozelti olarak hazirlanmustir. Plastik sisede
saklanarak her defasinda tekrar tekrar kullanilmistir.

3.1.1.13. Mitomycin C (MM C) (Kyowa)

Bilinen bir mutgien olan Mitomycin C, bu calismada pozitif kontrol olarak
kullamlmigtir. MMC eriyigi MMC'nin steril saf suda eritiimesiyle hazirlanmistir.
Daha sonra 0.2 um por ¢capina sahip membran filtreden (Sartorius) gegirilerek eriyik
bakterilerden arindirilmstir (steril edilmistir).

Kimyasal adr: 6-Amino-1,1a,2,8,8a,8b-hexahydro-8-(hydroxymethyl)-8a-
methoxy-5-methyl-azirino[2',3:3,4] pyrrolo[1,2-a]indole-4,7-
dione carbamate (ester)

Kapali formali: CysH18N4Os

Acik formala:
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O
s._..NH2
Q

0

HaM

HsC

Molekul agirhgr: 334.33 g/mol
Erime noktasi: >360°C
CASNo: 50-07-2
3.1.2. Kullamlan Deney Ekipmanlari
3.1.2.1. Hassas Terazi
Hava akimlarina karsi 6zel cam paravanlarla korunan ve 0,0001 gr
hassasiyetindeki GEC AVERY maka terazi kimyasalann tartiimasinda
kullanmlmagtir.
3.1.2.2. Santrifij
Rotor ¢apr 21 cm olan ve 4000 rpm’ e kadar yukselebilen devir hizi, 99 dk.’ 11k
zaman ayarlayici, acilabilir bashga sahip ve 28 tip kapasiteli HETTICH
UNIVERSAL marka santrifilj calismalarda kullamlmistir.
3.1.2.3. Mikroskop
Koordinat cetveli ve immersiyon objektifi olan OLYMPUS marka binokuler

151k mikroskobu preparat incelemeleri sirasinda kullanilmistir. Fotograflar ise yine

Olympus marka mikroskopta dijital olarak ¢ekilmistir.
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3.1.2.4. inklibat6r

Hucrelerin 37°C’ de inklibe edilmesi icin Incacell marka inktbator kulland mistir.

3.1.2.5. pH Metre

Kimyasallarin pH degerlerini saptamak icin WTW 315i (Germany) marka pH

metre kullanilmistir.

3.1.2.6. Su Banyosu

Hucre kultarG preparatlarn hazirlandiktan sonra, kardes kromatidlierin farkl
boyanmasinda kullanilan SSC eriyiginin 58-60°C’de sabit kalmasim saglamak
amaciyla BM 302 NUVE marka 0-60°C ayarlanabilir su banyosu kullanlmistir.

3.1.2.7. Flow Kabin (Steril Kabin)

Hicre kudltarh tUplerine kromozom mediumu konulmasi, kan ekiminin
yapilmasi, test eriyiklerinin ve kultlr tUplerine ilave edilmes sirasinda steril bir
ortam olarak, % 99.9 partikil tutma ozellikli filtreye sahip, 1500 m*h emis
kapasiteli, UV ve floresan ampuli olan LABORMED marka flow kabin

kullanmlmagtir.

3.1.2.8. Karyotip mikroskopu

Normal hicrelere ait kromozomlarin ve yapisal kromozom anormalliklerinin
hangi kromozomlarda meydana geldigini belirlemek amaciyla metafaz plaklarindan
karyogram yapilmistir. Bunun icin Olympus BX51 marka mikroskop ve Cytovision
kromozom analiz sistemi kullanilmistir. Bu islemler Gniversitemizin Biyoteknoloji
Merkezi Genetik Laboratuvarinda yapil mistir.
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3.2. Lamlarin Temizlenmesi

Kulttr stresinin bitiminden iki gun once etiketli olan lamlar saleye dizilerek
Uzerlerini iyice Ortecek sekilde 1 N nitrik asit konmustur. Salenin agzi kapatilarak bu
sekilde 24 saat bekletilmistir. Stre bitiminde lamlar yarim saat akan ¢cesme suyunda
iyice yikanmistir. Lamlar 3-4 defa saf suyla yikandiktan sonra sale saf su ile
doldurularak buzdolabinda saklanmustir.

3.3. Sterilizasyon

3.3.1. BrdUrd Eriginin Sterilizasyonu

BrdUrd eriyigi steril bir erlen iginde bulunan ve steril olan saf su iginde 5'-
bromo-2'-deoxyuridine maddesinin eritiimesiyle hazirlanmistir. Bu eriyik steril
sartlarda por cap 0.2 pm olan bakteri filtresinden (Sartorius, membran filtre)
gecirilerek steril edilmistir. Sonra vida kapakl: steril cam kdltur tUplerine konulan bu
eriyik, etrafi aliminyum folyo ile kapatilarak buzdolabinda saklanmustir.

3.4. Kardes Kromatid Degisimini (KKD) (Sister Chromatid
Exchange=SCE) ve Kromozom Anormalliklerini (KA) (Chromosomal
Aberration=CA) Saptamak Amaciyla Hucre Kultirdndn Yapilmas,, Test
Maddesinin K iltire ilave Edilmesi, Preparatlarin Hazirlanmasi,

Boyanmasi ve Mikroskobik Incelemeler

Bir kimyasal maddenin insanlar igin genotoksik olup olmadigi  basta KKD,
KA ve MN testleri ile belirlenebilmektedir. Bu tir calismalar planlamirken,
uygulanirken ve yorumlanirken uluslararasi yonergelere uygun hareket edilmes

zorunlulugu bulunmaktadhr.
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3.4.1. Kromozom Aberasyonunu (KA) ve Kardes Kromatid Degisimini
(KKD) Saptamak icin Hucre Kaltarandn Yapilmas ve TestMaddesinin

Kulturellave Edilmes ve Preparatlarin Hazirlanmasi

Bu calismada KKD ve KA’'yr saptamak amaciyla birbirine yaslart yakin,
saglikli ve sigara igmeyen insanlardan alinan (23 ve 26 yaslarinda 2 bayan, 23 ve 24
yaslarinda 2 erkek) 1/10 heparinize edilmis periferik karun 0.2 ml’si (6 damla) steril
sartlarda 2.5 ml kromozom medyumuna (BP max, Gibco, cat.n0.12552-013) ilave
edilmistir (Renctizogullar1 ve Topaktas, 1991). Kanin ilavesinden hemen sonra son
konsantrasyonu 10 ug BrdUrd/ml olacak sekilde steril 5- bromo-2-deoksiuridin
(BrdUrd) eriyigi ilave edilerek periferik kan lenfositleri 37°C’deki inklbat6rde 72
saat inkibe edilmistir. On calisma sonucu belirlenen konsantrasyondaki (4
konsantrasyonda) (10, 25, 40 ve 55 pg/ml) test maddes kultir ortammina kadlttrin
baslangicindan 24 ve 48 saat sonra ilave edilmis ve hiicrelerin test maddesiyle 24 ve
48 saat boyunca muamele edilmeleri saglanmistir. Ayrica her deneyin bir kontrolu ve
bir de pozitif kontrolu (0.15 pg/ml mitomycin C: MMC) olmustur. Kdlttr stresinin
bitiminden 2 saat 6nce (yani kdltirin 70. saatinde) her tipe hazirlanan kolsisin
eriyiginden ilave edilmis (0.06 pg/ml) ve tupler hafifge sallanarak iyice
karistirlmustir. Hicreler 2 saat sire ile (37°C'de) kolsisin ile 6n muameleye tabi
tutulmustur. Kdltdr sires olan 72. saatin bitiminde kultdr tUpleri 1200 devir/dk
(rpm)’da 15 dk. santrif(j edilmis, stpernatant atilmistir. Dipte kalan ve hicreleri
ihtiva eden 0.5-0.7 ml’'lik sivi igerisinde hiicreler resuspanse edildikten sonra
37°C'lik hipotonik eriyik (% 0.4 10Uk KCL) tiplere damla damla ilave edilmistir.
Her tUpe 5 ml hipotonik eriyik ilave edilen tlpler, agz1 kapandiktan sonrainktbattre
konularak hicrelerin 10 dk. hipotonik eriyikte 37°C’ de muameleleri saglanmustir.
Slrenin sonunda ttpler 15 dk. 1200 devir/dk’ da santrifdj edilerek, tlpun Gstiindeki
supernatant alinmis ve tupin dibinde kalan 0.5-0.7 ml sivi igerisinde tekrar
restispanse edilen hiicreler tizerine damla damla soguk fiksatif (1 hacim glasial asetik
asit / 3 hacim metanol) ilave edilmstir. Oda sicakliginda 20 dk. fiksatif ile muamele
edilen hticreler 1200 devir/dk 'de 15 dk. santrifdjj edilmistir. Daha sonra siipernatant
uzaklastinlarak tekrar fiksatif ilave edilmistir. Fiksatifle muamele 3 defa
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tekrarlanmigtir. Son santrifijden sonra dipte 0.5-0.7 ml sivi kalacak sekilde
supernatant atildiktan sonra preparat yapma islemine gecilmistir. TUptn dibinde
toplanan hiicrelerin pastor pipeti ile homojen hale getirilmeleri saglanmus, bu hiicre
stispansiyonundan temizlenmis ve saf su igerisinde buzdolabinda saklanmis lamlarin
Uzerine 75 cm yukseklikten damlatma islemi yapilmistir (her lama 3-4 damla).
Boylece hicrelerin ve dolayistyla kromozomlarin  lam  Uzerinde yayilmast
saglanmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar kurumak (zere 24 saat oda
sicakliginda bekletilmistir.

3.4.2. Preparatlarin Boyanmasi

Bir kromozoma ait kardes kromatidlerin farkl: boyanmasin (Sister Chromatid
Differation= SCD/) saglamak amaciyla Speit ve Haupter (1985)'in gelistirdikleri
metod (Fluoresans Plus Giemsa= FPG) kullamlmistir. Bu amagla bir gunlik
preparatlar 1sinlama kabina konarak Uzeri bir film gibi oOrtllecek sekilde Sorensen
tamponu ile kapatilmistir. Isinlamaeriyigi, 5 ml tampon A, 5 ml tampon B’ den alinip
bu karisimin destile su ile 100 ml’ ye tamamlanmasiyla hazirlanmistir (pH=6.8).

Bu sekilde ince bir film tabakas olacak sekilde isinlama eriyigi ile Ortllen
preparatlar, karanlikta 15 cm ylUkseklikten 30 W’lik 254 nm dalga boyunda 1s1k
yayabilen tek ultraviyole lambasi ile 30 dk 1sinlanmistir.  Isinlama bittikten sonra
preparatlar 1XSSC eriyigi icerisinde 58-60 °C arasindaki sicakliklarda 60 dk. inkibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi bitmeden %5 ’lik Giemsa boyasi, 5 ml tampon A, 5 ml
tampon B ve 5 ml Giemsann kanstinlarak Gzerleri 85 ml saf su ile
tamamlanmasiyla hazirlanmistir (pH=6.8). Sonra bu boya filtre k&gitlari ile
stizllmustir. Inkbasyon siresinin sonunda preparatlar 1xSSC eriyiginden alinarak
boya icerisine konulmus ve yaklasik olarak 20 dk. boya icerisinde bekletilmistir. Bu
strenin sonunda preparatlar boyadan cikartildiktan sonra, U¢ ayrt kaptaki saf su
icerisinden gecirilerek preparatlar Uzerindeki fazla boyanin akmasi saglanmustir.
Bundan sonra preparatlar kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlar entellan ile
kapatilarak daimi hale getirilmistir. Entellan sertlestikten sonra bu daimi
preparatlarda mikroskobik incelemeler yapilmistir.
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3.4.3. Mikroskobik inceleme

Hazirlanmis olan daimi preparatlar Olympus marka binokdler 1sik

mikroskobunda immersiyon objektifi ile incelenmistir (10x100=1000 biyitmede).

3.4.3.1. KKD Sayismin ve Proliferasyon indeksinin (Pl) (Replikasyon indeksi
=RI) Saptanmasi

3.4.3.1.(1). KKD Sayisinin Saptanmasi

KKD sayisi, her kisinin kan kiltirtne ait preparatlardan iyi dagilmis ve ikinci
mitozu geciren 25 hiicrede (4 kisiden toplam 100 hticrede) saptanmistir. KKD sayisi
bir kromozomun agik boyanmis kromatidindeki koyu boyanmis parcalarin veya
koyu boyanmis kromatidindeki acik boyanmis parcalarin sayilmasiyla belirlenmistir
(Topaktas ve Speit, 1990). Ortadan bir parca degisimi olmus ise bu iki KKD olarak
degerlendirilmis (Sekil 3.1.a), uctan parga degisimi olmus ise bu da bir KKD olarak
sayilmistir (Sekil 3.1.b). Ancak bu incelemeler esnasinda kromatidlerin primer
bogum bolgelerinden donim yapip yapmadiklarina dikkat etmek gerekir. Bu
durumdaki kromozomlarda KKD yoktur (Sekil 3.1.c).

4

k C
2 EED 1 EED EED Tok

Sekil 3.1. Kardes kromatid degisiminin oldugu ve olmadigi durumun sematik olarak
gosterilmesi (Topaktas ve Speit, 1990).
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3.4.3.1.(2). Proliferasyon indeks (Pl) (Replikasyon indeksinin =RI) Saptanmasi

Remeron’ un DNA replikasyonu Uzerindeki etkilerini saptamak amac ile
proliferasyon indeksi (PI) bulunmustur. Bunun icin tesadifi secilmis alanlarda 100
hiicre incelenmistir. Bu incelemeler sirasinda gézlenen birinci, ikinci ve Gguncl
metafaz devresindeki hiicreler sayilmistir. Bu verilerden Pl su sekilde hesaplanmustr;

= (IxM1+2xM 2+3xM 3)/100

M1: 1. Mitozdaki hlicre sayisi;

M2: 2. Mitozdaki hiicre sayisi

M3: 3. Mitozdaki hiicre sayisi

Birinci, ikinci ve Uclncl metafazlar su sekilde ayirt edilmistir (Topaktas ve
Speit, 1990): BrdUrd, deoxytimidin (dT) ve deoxyuridin (dU) birbirlerinin analogu
olan bilesiklerdir (Sekil 3.2). BrdUrd, dT ve dU arasindaki tek fark tasidiklar: benzen
halkasindaki 5.C atomuna dT’de CHs, BrdUrd de Br ve dU’da H atomunun bagl

olmasindan kaynaklanmaktadir.

@) o @)
Il Il
CH
HN 3 Br HN
X X,
HO— c:H2 HO—CHZ HO—CH,
@)
OH
Deoxytlmdm (dT) Bromodeoxyurldln (BrdUrd) Deoxyuridin (dU)

Sekil 3.2. Deoxytimidin (dT), Bromodeoxyuridin (BrdUrd) ve Deoxyuridin
(dU)’in kimyasal yapilari.

BrdUrd, DNA’'min yapsinda bulunan timin bazlarimn analogu oldugundan
dolay: kiltir ortamina BrdUrd koydugumuzda hiicre DNA’ sini replike ettigi sirada

(1.S fazinda) yeni sentezlenen polintkleotid ipligi icine timinli nukleotid yerine
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ortamda bulunan BrdUrd'li nukleotidi aacaktir. Boyle hicrelerinin kromozomlar
boyandiginda bir kromozomun her iki kromatidi de (BrdUrd/dT:dT/BrdUrd)
homojen koyu renkte boyanacaktir. Bu hicreler 1. mitoz bolinmeyi gegiren
hicrelerdir (Sekil 3.3 A ve Sekil 3.4). Birinci mitoz bdlinmeyi geciren hiicrelerden
meydana gelen yavru hicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdUrd'lu ortamda 2.S
faz1) timin ihtiva eden polintkleotid ipligine komplementer olarak sentezlenen yeni
DNA ipliginde BrdUrd yer alacaktir. Bu iki polintkleotid ipligi bir kromozomun
koyu boyanan kromatidini (BrdUrd/dT) olusturacaktir. BrdUrd'lu iplige
komplementer olarak sentezlenen yeni iplige de BrdUrd girecektir ve bir kromatidi
olusturan iki polinukleotid ipligi de BrdUrd ihtiva ettiklerinden (BrdUrd/BrdUrd) bu
kromatid aymi kromozomun agik boyanan kromatidini olusturacaktir. iste bu
hiicrenin metafaz devresinde preparat yapildiginda hicrenin tim kromozomlarinin
(BrdUrd/dT:BrdUrd/BrdUrd) kromatidlerinden biri koyu digeri ise agik renkte
boyanacaktir. Bunlar da ikinci mitoz bolinmeyi gegiren hicrelerdir (Sekil 3.3.B ve
Sekil 3.5). Bu hicreler tekrar S fazina girdiginde (BrdUrd'lu ortamda 3.S fazi) ikinci
mitozda acik boyanan kromatidden tim polintkleotid ipliklerine BrdUrd girmis olan
bir kromozom meydana gelecektir ve bu kromozomun her iki kromatidi de acik
renkte boyanacaktir (BrdUrd/BrdUrd:BrdUrd/BrdUrd). ikinci mitozda koyu boyanan
kromatidden ise, bir kromatidin her iki ipligi BrdUrd'lu ve diger kromatidin bir ipligi
BrdUrd'lu diger ipligi timinli olan bir kromozom olusacaktir. Bu kromozom da
boyandiginda bir kromatidi koyu renkte, bir kromatidi de acik renkte boyanacaktir
(BrdUrd /dT:BrdUrd/BrdUrd). iste bdyle hiicrelerin metafaz devresinde preparat
yapildiginda bazi kromozomlarin her iki kromatidi acik renkte, bazi kromozomlarin
bir kromatidi acgik, diger kromatidi de koyu renkte boyanacaktir. Bu hiicrelerde 3.
mitoz boltnmeyi geciren hicrelerdir (Sekil 3.3.C ve Sekil 3.6). iste bu sekilde 1., 2.
ve 3. mitoz bolinmeyi gegiren hicreler ayirt edilmis, bu hicrelerin 100 htcre
icindeki sayisi saptanmis, bundan da yukarida belirtilen formile gore proliferasyon
indeks (PI) hesaplanmustir.
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Sekil 3.3. BrdUrd nin DNA yapisina girmesi ile 1., 2. ve 3. mitoz bolinmeyi gegiren
hicrelerin ayirt edilmesinin sematik olarak aciklanmasi (During 1985'e
gore Topaktas ve Rencuizogullari, 2010).
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10 um

Sekil 3.4. Birinci mitoz bolinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar.

D
. K
—— . S J‘
-
e O ..‘ ~
e e

: y T L

R '

10 ym
o "ﬁ

Sekil 3.5 Ikinci mitoz boliinmeyi gegiren hiicreye ait kromozomlar.
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Sekil 3.6. Uglincii mitoz boliinmeyi geciren hiicreye ait kromozomlar.

3. 4. 3. 2. Kromozomal Anormallikler (KA) ve Mitotik indeksin (M1)

Saptanmasi

3.4.3.2.(1). Kromozom Anor malliklerinin (KA) Saptanmas

KKD’yi saptamak amaciyla yapilan preparatlar KA incelemeleri amaciyla
kullamlmistir. Her bir kisiden hazirlanan preparatlardan iyi dagilmis kromozomlara
sahip toplam 100 hicre (4 kisiden toplam 400 hiicre) KA’y1 saptamak amac ile
incelenmistir. Bu hiicreler icinde gozledigimiz kromozom yapi ve sayr anormallikleri
Uludararasi insan Sitogenetik Adlandirma Sistemine (ISCN= International System
for Human Cytogenetic Nomenclature) uygun olarak degerlendirilendirilp ve
adlandiriimistir (Paz-y-Mino ve ark., 2002). incelenen bu 100 hiicre iginde hiicre
basina dusen yapsal kromozom anormalliklerinin (yapisal KA/hiucre) sayisi ile
anormallik iceren hiicrelerin ylzdes saptanmustir. Bu ¢alismada gap’ lar anormallik
olarak degerlendirilmemistir (Mace ve ark. 1978). Gap ile kromatid ve kromozom
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tipi kiriklar arasindaki fark su sekilde ayirt edilmistir (Preston ve ark. 1987’ e gore),
Gap'da kromatidin birinde (kromatid tipi gap) veya kromatidin her ikisinde
(kromozom tipi gap) gorulen boyanmamis bdlge bir kromatidin kalinligindan daha
azchr. Kiriklarda ise daha fazladir. iste bu olgiilere gore gap ile kromatid ve
kromozom tipi kiriklar birbirinden ayirt edilmistir. Mace ve ark. (1978) ise gap
bolgesinde DNA ipliginde kirik olmadigimi elektron mikroskobu fotograflarinda
gbstermislerdir.

Bu calismada kromatid kirig1 ve tek kol birlesmes gibi anormallikler kromatid
tipi anormallik olarak degerlendirilmistir. Ayrica kromozom kirigi, kardes kromatid
birlesmesi (sister union), kromatid degisimi, halka kromozom ve disentrik kromozom

olusumu gibi anormallikler de kromozom tipi anormallik olarak degerlendirilmistir.

3.4.3.2.(2). Mitotik indeksin (M1) Saptanmasi

Mitotik indeksin saptanmasi amaciyla her kisiye ait tesadifi secilmis
alanlarda toplam 3000 hiicre incelenmis ve bunlarin icerisinde metafaz devresindeki
hicrenin sayist  belirlenmistir. Bu verilerden de MI yilzde deger cinsinden

saptanmustir.

3.5. Mikronukleus (MN) Olusumunu Saptamak Amaciyla Hicre Kaltaranin
Yapilmasi, Test Maddesinin Kiltire ilave Edilmes, Preparatlarin

Hazirlanmasi, Boyanmasi ve Mikroskobik Incelemeler

3.5.1. Mikronukleus (MN) Olusumunu Saptamak Amacayla Hicre Kaltarinin
Yapilmas,, Test Maddesinin Kiiltire Ilave Edilmesi ve Preparatlarin

Hazir lanmasi

In vitro mikronukleus testi icin Rothfuss ve ark. (2000)" nin gelistirdikleri
yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Bu amacla KA ve KKD testi igin
kisilerden ainan 1/10 heparinize edilmis kan kromozom medyumlarina steril
sartlarda 6 damla (0.2 ml) ekilmistir (Renclizogullar1 ve Topaktas, 1991). Hucreler
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inkibatérde 37+1°C’'de 68 saat icin inkibe edilmistir. Remeron (mirtazapin)’ un
etkisini incelemek icin, KKD ve KA testinde kullamlan konsantrasyonlardaki test
maddes kiltir ortamina kultirdn baslangicindan 20 ve 44 saat sonrailave edilmis ve
hicrelerin test maddesiyle 24 ve 48 saat boyunca muamele edilmeleri saglanmustir.
Ayrica deneyin bir kontrolu ve bir pozitif kontrolu (MMC) olmustur. ki nukleuslu
hiicre olusumunu saglamak icin de kdltirin 44. saatinde butun tuplere 6 ug/ml
olacak sekilde sitokalasin D ilave edilmistir. Klltirin 68. saatinde kdltlr ttpleri
1200 rpm’'de 15 dk. santriflj edilmis ve slpernatant atilmistir. Dipte kalan ve
hiicreleri ihtiva eden 0.5-0.7 ml’lik sivi iyice karistirildiktan sonra tiplere, 37°C’ de
tutulan hipotonik eriyik (% 0.4 ‘luk KCL) ilave edilmistir. Bu eriyigin ilavesi damla
damla ve karistinlarak yapilmistir. Her tipe 5 ml hipotonik eriyik ilave edildikten
sonra tupler, agzi kapatilarak inkubatbre konulmustur. Hucreler 5 dk. hipotonik
eriyikte 37°C’ de muamele edilmistir. Strenin sonunda tupler 15 dk. 1200 rpm’de
santriflj edilip, slpernatant atilmistir. Bu sefer hipotonik eriyik ilavesi gibi yavas
yavas ve karistirarak her tipe 5 ml olacak sekilde soguk fiksatif ilave edilmistir. Tk
fiksatif 1 hacim glasia asetik asit, 5 hacim metanol karistminin 1/1 oramnda %0.9
NaCl ile seyreltilmesiyle hazirlanmistir (1/5/6 oraminda). Oda sicakliginda 20 dk.
fiksatif ile muamele edilen hicreler 1200 rpm’'de 15 dk. santrif(j edilmis ve
stipernatant atilmistir. Bu islemden sonrailk fiksatiften farkl: fiksatif kullamlmistir (1
kisim asetik asit 5 kissm metil alkol). Bu fiksatifle muamele iki kere tekrarlanmustir.
Her fiksatif ilavesinden sonra santrifjj edilerek Ustteki sivi atilip ve en son fiksatif
muamelesinden sonra preparat yapma islemi baglamistir.

TUpUn dibinde toplanan hiicreler pasteur pipeti ile kanstirilarak homojen
hale getirilmistir. Pasteur pipetine 4-5 damla olacak sekilde bu hicre
suspansiyonundan cekilmistir. Daha ©Once temizlenmis ve saf su icerisinde
buzdolabinda saklanan lamlarin Uzerine farkl: alanlara 1’ er damla olmak tzere hticre
stispansiyonu damlatilarak (her lama 4-5 damla) (yaklasik 5 cm yikseklikten)
hicrelerin lam Uzerinde yayilmas: saglanmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar
kurumak Uzere 24 saat oda sicakliginda bekletilmistir.
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3.5.2. Preparatlarin Boyanmasi

Hazirlanan preparatlar Sorensen tamponu ile hazirlanan %5'lik Giemsa
boyas: ile boyanmistir. 5 ml tampon A, 5 ml tampon B ve 5 ml Giemsa
karistinnlmasiyla tzerleri 100 ml oluncaya kadar saf su ile tamamlanarak %5'lik
Giemsa boyasi hazirlanmustir (pH=6.8). Sonra bu boya bir sale icine filtre kagitlar:
ile stizUlmustdr. Bir ginlUk preparatlar boya icerisine konulup ve yaklasik olarak 15
dk. boya icerisinde bekletilmistir. Bu stirenin sonunda preparatlar boyadan cikartilip
ve U¢ ayn kaptaki saf su iginden gecirilmistir. Bundan sonra preparatlar dik vaziyette
konularak ve kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlar entellan ile kapatilarak
dami hale getirilmistir. Entellan kuruduktan sonra bu daimi preparatlarda

mikroskobik incelemeler yapilmstir.

3.5.3. Mikroskobik incelemeler

Hazirlanmis olan daimi preparatlar 1sik mikroskobunda 40'l1ik objektif ile
incelenmistir (10x40=400 buylitmede). Bu incelemeler sirasinda her bir kisiden
hazirlanan preparatlardan 1000 iki nukleuslu (binlkleer) hiicre incelenmistir. Bu iki
nukleuslu hicreler icerisinden mikronukleuslu olanlari ve toplam mikronukleus
sayisi saptanmistir.  Bu inceleme sonucunda saptanan degerlerden mikronukleuslu
binukleer hiicre oram ve mikronukleus ylzdes hesaplanmistir. Ayrica aynm Kkisiden
hazirlanan preparatlardan 1000 hticre incelenmistir. Bu hiicreler arasindan bir, iki, U¢
ve dort nukleuslu olanlarin (Sekil 3.7 - Sekil 3.10) sayilar1 saptanmustir. Bu
sayilardan yola ¢ikarak Nukleus Bolinme Indeksi (NBI) (Nuclear Division Index =
NDI) hesaplanmistir (Fenech, 2002). Hesaplama asagidaki formule gore yapil mistir.

NBI= (IXN1+2xN2+3xN3+4xN4)/n

N1: 1 nukleuslu hiicre say1si

N2: 2 nukleuslu hiicre say1si

N3: 3 nukleuslu hticre sayisi

N4 4 nukleuslu hticre sayisi

N : Incelenen toplam hiicre sayist
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10 ym

Sekil 3.7. Bir nukleuslu hicre.

10 ym

Sekil 3.8. iki nukleuslu hiicre.
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10 um

Sekil 3.9. Ug nukleuslu hiicre.

10 pm

Sekil 3.10. Dort nukleuslu hiicre.
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3.6. Mikroskopta Fotograf Cekme

Fotograflar Olympus markali trinoktler mikroskoba bagli dijital fotograf
makines ile cekilmistir. Daha once 1., 2., ve 3. mitozu geciren hicrelerin
kromozomlarinin, bazi KA’lara ait 6rneklerin ( 1000 buyiltmede) , iki nukleuslu
hiicrelerden mikronukleusa sahip olanlar ve bir, iki, ¢ ve dort nukleuslu hiicrelerin
birkaginin (400 buyitmede) fotograflar gekilmistir (Olympus CX31RTSF; 7,1
Megapixel).

3.7. istatistik Analiz ve Sonuclarin Deger lendirilmesi

Muameleli kilttrlerden elde edilen KKD / hticre, KA’ 1 hiicre ylzdesi KA /
hiicre, MN’ |u binukleer hiicre yizdesi, MN ylzdesi, MI, Pl ve NBI degerleri ile
kontrol ve pozitif kontrolde elde edilen degerlerin arasindaki farkin énemli olup
olmadig: t-testi ile arastirilmig ve ayrica muameleli kilturlerde konsantrasyon etki
iliskisinin olup olmadig1 korelasyon kat sayist bulunarak ve regresyon egrisi
Gizilerek degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

Remeron'un kardes kromatid degisimi (KKD) ve kromozom aberasyonu
olusumu Uzerindeki etkisi insan perifera lenfositlerinin  kromozomlar: incelenerek
ortaya konmustur. Insan genomunda 22 cift avtozom ve bir ¢Gift gonozom olmak
Uzere 2n = 46 kromozom bulunmaktadir. Erkek fertte 22 cift avtozomla birlikte XY
gonozomlari, disisinde ise 22 cift avtozomla birlikte XX gonozomlari
bulunmaktadir. Erkek ve disi ferde ait karyotip ve metafaz plagindaki kromozomlar
Sekil 4.1 ve Sekil 4.2 ' de gortlmektedir.

Insan kromozomlar: Denver siniflandiriimasina (Denver Conferance, 1960) gore
avtozomlar blyudkten kiglge dogru 1-22'ye kadar numaralandirilir ve 7 gruba
ayrilirlar. Bu gruplar A (1-3. kromozomlar), B (4.ve5. kromozomlar), C (6.-
12.kromozomlar), D (13.-15. kromozomlar) , E (16.-18. kromozomlar ) , F (19. ve
20. kromozomlar) , G ( 21. ve 22. kromozomlar) grubu kromozomlar olmak Uzere 7
grup olustururlar. Karyotipte, gonozomlar ise (XX ve XY) ayr bir grubu olusturur ve
onlarin numaras: yoktur.

Remeron’un insan periferal lenfositlerindeki genotoksik etkiss KKD, KA ve MN
testleriyle arastirilmis ve bu testler icin yapilan calismalarda asagidaki sonuclar

alinmgtir.
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Sekil 4.1 A- Erkek ferde ait karyogram, B- Karyogramdaki kromozomlarin
metafaz plagindaki durumu. X1000.
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Sekil 4.2. A- Disi ferde ait karyogram, B- Karyogramdaki kromozomlarin

metafaz plagindaki durumu. X1000.
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4.1.1. Remeron (Mirtazapin) 'un Kardes Kromatid Degisimi (KK D) Uzerindeki
Etkisi

Dort farkli konsantrasyondaki Remeron (10, 25, 40 ve 55ug/ml) ile 24 ve 48
saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde saptanan ortalama kardes
kromatid sayilari (KKD/Hucre) Cizelge 4.1° de gosterilmektedir. Remeron
(Mirtazapin) "un, 24 ve 48 saat muamele slrelerinde kontrole gore KKD sayisint
Onemli derecede arttirmachigi gozlenmis olup (Sekil 4.3) pozitif kontrol olarak
kullandigimiz MMC ise KKD’ yi 6nemli derecede uyarmustir(Sekil 4.4) (Cizelge
4.1).

Cizelge 4.1. Farkli Dozlarda Remeron (Mirtazapin) ile 24 ve 48 Saat Muamele
Edilen Insan Periferal Kan Lenfositlerinde Hiicre Basina Diisen
Ortalama KKD (SCE) Sayisi.

Muamele Konsantrasyon | Min-Max
Test Maddes Siresi asy K K D/H ticr e£SH
(saat) (ng/ml) KKD
Kontrol -- -- 0-13 5.585 + 0.393
MMC (PK) * 24 0.15 5-80 44.63 + 3.25 &3
10 2-14 6.490 + 0.542 bs
25 1-14 6.140 +0.548 bs
Remeron 24
40 2-18 6.330 + 0.410 bs
55 1-13 6.120 +0.686 bs
MM C (PK) ** 48 0.15 14-143 87.41 + 3.89 a3
10 2-13 5.810 + 0.579 bs
25 1-15 6.082 + 0.658 b3
4
Remeron 8 40 115 | 7.050 +0.476 bs
55 2-14 6.61 + 0.417 bs

a Kontrol ile; b: Pozitif Kontrol ile aradaki fark dnemlidir.
b P<0.05 aho: P<0.01  agbs: P<0.001

*95 hiicre incelenmistir ** 75 hiicre incelenmi stir
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Sekil 4.3. 9 Kardes kromatid degisiminin oldugu metafaz plagi (10pug/ml Remeron
(Mirtazapin) 24 saatlik muamele, ). X1000.
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Sekil 4.4. .32 kardes kromatid degisimi bulunan metafaz plag1 ( 0.15ug/ml MMC, 24
saatlik muamele, &). X1000.
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4.1.2. Remeron (Mirtazapin) "un, Kromozom Aberasyonu (KA) nun Olusumu
Uzerindeki Etkisi

Dort farkli konsantrasyonda (10, 25, 40 ve 55ug/ml) Remeron (Mirtazapin)
ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde ortaya cikan
kromozom anormallik ¢esitleri, kromozom anormalligine sahip olan anormal hicre
ylzdes ve hticre basina disen kromozom aberasyonu (KA/Hicre) Cizelge 4.2.°de
gosterilmektedir.

Remeron (Mirtazapin), tim dozlarda ve muamele siirelerinde (24 ve 48 saat)
anormal hiicre (AH) %' sini kontrole gore artirmamustir (Cizelge 4.2). KA/HUcre
sayist da 24 ve 48 saatlik muamele sliresinde dozlarin higbirinde kontrola nazaran
istatistik olarak Onemli derecede fark gostermemistir (Cizelge 4.2.). Remeron
(Mirtazapin) kromozom aberasyonunu uyarmadigi halde pozitif kontrol olarak
kullandigimiz MMC 6nemli derecede uyarmustir.

Remeron (Mirtazapin) ile muamele edilen insan periferik kan lenfositlerinde
kromozom anormalliklerinden, kromatid kirig:r en ¢ok gorilen anormalliktir (Sekil
4.5). Ayrica kromozom aberasyonlarindan kromozom kirigr (Sekil 4.6), fragment
(Sekil 4.7.) ve (Sekil 4.8.), kardes kromatidlerin birlesmesi (sister union) (Sekil
4.9), kromatid degisimi (4.8) sik rastlanan anormallikleri olusturmaktadir. Ayrica
endoreduplikasyon ve poliploidi (Sekil 4.10) (Sekil 4.11) gibi sayisal kromozom
anormalliklerine de rastlanmustir.

En yuksek konsantrasyondaki (55 pg/ml) Remeron (Mirtazapin) ile muamele
edilen kilturlerde kromozom kontraksiyonunun 6nemli derecede artigi belirlenmistir
(Sekil 4.12). Kontraksiyonlu kromozoma sahip metafazlarin sayilarim saptamak icin
100 metafaz plagi incelenmistir. Kontrolde hi¢ kromozom kontraksiyonuna
rastlanmamasina karsilik, pozitif kontrolde kontraskiyonlu kromozoma sahip hiicre
oram 0,0075 iken 55 pg/ml konsantrasyonunda Remeron ile muameledeki
kiltirlerde kontraksiyonlu kromozoma sahip metafaz plagi oram 0.0775 olarak

bulunmustur.
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10um

Sekil 4.5. Kromatid kirigi (B') bulunan metafaz plag: (55 pg/ml Remeron
(Mirtazapin), 24 saatlik muamele, ¢). X1000.

Fa v = 10pm
N

Sekil 4.6. Kromozom king: (B") bulunan metafaz plagi (25 pg/ml Remeron
(Mirtazapin), 24 saatlik muamele, ¢). X1000.
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Sekil 4.7. Kromozom fragmenti (F) bulunan metafaz plagi (25 pg/ml Remeron
(Mirtazapin), 24 saatlik muamele, &'). X1000.
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Sekil 4.8. Kromatid tipi fragment (F) (&) ve kromatid degisimi (KD) (b) bulunan
metafaz plag: (20ug/ml Remeron (Mirtazapin), 24 saatlik muamele, ).
X1000.
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Sekil 4.9. Kardes kromatid birlesmesi (KKB= Sister Union) bulunan metafaz plag:
(40 pg/ml Remeron (Mirtazapin), 24 saatlik muamele, Q). X1000.

. " ‘ 10um
r

Sekil 4.10. Endoreduplikasyonlu kromozomlara sahip metafaz plag: (10 pg/ml
Remeron (Mirtazapin), 24 saatlik ~ muamele, &). X1000.
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Sekil 4.11. Poliploid hiicre kromozomlar: (40 pg/ml Remeron (Mirtazapin), 48
saatlik muamele, 4'). X1000.
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Sekil 4.12. Kontraksiyonlu kromozomlara sahip metafaz plagi (55 pg/ml Remeron
(Mirtazapin), 48 saatlik muamele, ¢). X1000.
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4.1.3. Kromozom Anor mallikleri Farkli Kromozomlara Ait Olup Olmadiginin
Karyogram Yapilarak Arastiriimas

Yaptigimiz bu arastirmada kromozomlardaki yapisal anormalliklerin  hangi
kromozomlarda olustugunu arastirmak icin bazi aberasyonlu metafazlarin
karyogrami yapilmistir. Karyogram sonucunda yapisal kromozom aberasyonlarinin
farkli kromozomlarda meydana geldigi saptanmistir (Sekil 4.13), (Sekil 4.14), (Sekil
4.15) ve (Sekil 4.16).
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Sekil 4.13. A- 6. kromozomun birinde kromatid kirigi, B- A’ daki
karyogramin metafaz plagi (40pg/ml Remeron (Mirtazapin), 48
saatlik muamele, ). X1000.
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Sekil 4. 14. A- 5. kromozomun birinde kromatid kirig1 (B'), B- A’ daki
karyogramin metafaz plagi (55 pg/ml Remeron (Mirtazapin), 48
saatlik muamele, Q). X1000.
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Sekil 4. 15. A- 4. Kromozomun birinde kromatid kirig1 (B"), B- A’ daki
karyogramin metafaz plag: (55 pg/ml Remeron (Mirtazapin), 48

saatlik muamele, ¢). X1000.
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Sekil 4. 16. A- Birinci kromozomun birinde kardes kromatid birlesmesi

(KKB), B-A’ daki karyogramin metafaz plagi (40 pg/ml Remeron
(Mirtazapin), 24 saatlik muamele, ¢). X1000.
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4. 1. 4. Remeron (Mirtazapin)'un DNA Replikasyonu ve Mitoz Bolinmesi
Uzerindeki Etkisi

Remeron (Mirtazapin)’ un, DNA replikasyonunda etkisi, proliferasyon indeksi
(P1) (replikasyon indeksi=RI) "nin, mitoz bolinme tzerindeki etkiside mitotik indeks
(M1)’in saptanmasiyla belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Dort farkli konsantrasyonda (10, 25, 40 ve 55ug/ml) Remeron ile 24 ve 48
saat muamele edilen insan periferal lenfositlerinde PI ve MI Cizelge 4.3.’de
gosterilmektedir.

Remeron (Mirtazapin) ile 24 saat muamele edilen kdltirlerde sadece 40 ve
55ug/ml konsantrasyonlarinda, 48 saatlik muamelede ise tim konsantrasyonlarda
proliferasyon indeksinin 6nemli derecede dustligli saptanmustir (Cizelge 4.3). 24 ve
48 saatlik Remeron ile muamele edilen kilttrlerde PI’ deki disis konsantrasyona
bagl1 bir durum gostermistir (Sekil 4.17 ve Sekil 4.18).

Ayrica Remeron (Mirtazapin)’ un mitoz bdltinme Uzerindeki etkis mitotik
indeksinin saptanmasiyla arastirilmistir.  Bizim arastirmamizin sonucunda 24 saatlik
muamelede bir konsantrasyon hari¢ (25pug/ml) diger ¢ konsantrasyonda ve 48
saatlik muamelelerde tim konsantrasyonlarda MI'mn  6nemli derecede distligu
saptanmistir (Cizelge 4.3 ). Bu disus 24 saatlik muamelede konsantrasyona bagli
durum gostermistir (Sekil 4.19).
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Cizelge 4.3. Farkli Dozlarda Remeron (Mirtazapin) ile 24 ve 48 Saat Muamele

Edilen Insan Periferal Lenfositlerinde Proliferasyon indeksi (PI) ve
Mitotik indeks (M1).

Test Muamele
. Sire | Kons. | M1 M2 M3 Pl+SH MI1+SH
Maddes
(saat) | (pg/ml)
Kontrol -- -- 76 110 214 | 2.345+0.138 5.957+0.495
MMC
24 0.15 167 180 53 | 1.715+0.113a; | 1.825+0.121 &
(PK)
10 88 146 166 | 2.195+0.062b2 | 4.905+0.257 asbs
Remeron ” 25 87 159 154 | 2.167+0.068b2 | 4.716+0.417 b,
40 96 208 96 | 2.000+0.058 & 4.300£0.424 a.b,
55 122 193 85 1.907+ 0.088 & 4.024+0.473 &b,
MMC
48 0.15 306 82 12 1.265+ 0.067 &g | 1.249+0.130 &g
(PK)
10 115 141 144 2.047+0.053 ayb; | 4.054+0.282 axb,
Remeron
48 25 129 162 109 1.95 +0.07 a4b; 3.700+0.394 a;b,
40 152 139 109 1.892+0.052 a,b, | 4.00+0.304 ab,
55 175 162 63 1.72+0.158 &y 3.489+0.192 &b
a Kontrol ile;  b: Pozitif Kontrol ile aradaki fark dnemlidir.
ab; : P<0.05 a&by: P<0.01  aghs: P<0.001
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Sekil 4.17. Farkl1 konsantrasyonlarda Remeron (Mirtazapin) ile 24 saat muamele
edilen insan periferal lenfositlerinde PI’nin konsantrasyona bagli
dustigunl gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi (P< 0.009).
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Sekil 4.18. Farkl1 konsantrasyonlarda Remeron (Mirtazapin) ile 48 saat muamele
edilen insan periferal lenfositlerinde PI’ nin konsantrasyona bagl

dustigunl gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayist
(P<0.032).
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Sekil 4.19. Farkli konsantrasyonlarda Remeron (Mirtazapin) ile 24 saat muamele
edilen insan periferal lenfositlerinde MI’ nin konsantrasyona bagl
dustiguni gosteren regresyon dogrusu ve korelasyon katsayisi
(P< 0.009).

4.1.5. Remeron (Mirtazapin)’ un Mikronukleus (MN) Olusumu ve Nukleus

Bolunmesine Etkis

Dort farkli konsantrasyondaki Remeron (Mirtazapin) (10, 25, 40 ve 55ug/ml)
ile 24 ve 48 saat muamele edilen insan periferal kan lenfositlerinde Remeron’ un
mikronukleus olusumu ve nukleus bdltinmes Uzerindeki etkisini agiklayan sonuclar
Cizelge 4.4." de gosterilmektedir.

Remeron (Mirtazapin), 24 ve48 saatlik muamele siirelerinde MN olusumunu
gendl olarak artirmis fakat bu artis istatistik olarak dnemli bulunmamstir. Ancak 24
saatlik muamelelerin 40 pg/ml konsantrasyonunda MN’lu hiicre olusumunda
istatistik bakimdan dnemli bir artis vardir. Remeron (Miratazapin) her ne kadar MN
olusumunu 6nemli derecede uyarmasa da Remeron (Mirtazapin) ile muamele edilen
kiltdrlerin bintkleer htcrelerinde degisik sayida mikronukleuslara rastlanmistir
(Sekil 4.20 ve Sekil 4.21).

Remeron (Mirtazapin)’ un nukleus bdlinmesindeki etkisi nikleus bolinme
indeksi (NBI) bulunarak saptanmistir. Remeron (Mirtazapin), 24 saatlik muamele
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siresinde en distk konsantrasyon haric , diger tim konsantrasyonlarda, 48 saatlik
muamelede ise tim konsantrasyonlarda NBI’ min énemli derecede dismesine yol
acmistir (Cizelge 4.4.).
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10pm

Sekil 4.20. Bir mikronukleus igeren iki nukleuslu hiicre (40 pg/ml Remeron
(Mirtazapin), 24 saatlik muamele, ¢). X1000.

i

i : L

10pm

Sekil 4. 21. iki mikronukleus igeren iki nukleuslu hiicre (40 ug/ml Remeron
(Mirtazapin), 24 saatlik muamele, 3'). X1000.

63



4. BULGULARVE TARTISMA Mostafa NOURIZADEHTAZEHKAND

4. 2. Tartisma

4. 2. 1. Remeron (Mirtazapin)’ un Insan Periferal Kan Lenfositlerinde Kardes
Kromatid Degisimi Uzerindeki (KKD) Etkisi

Buglne kadar test maddesi olarak kullarilan Remeron (Mirtazapin) ’un
genotoksik etkisini belirlemeileilgili herhangi bir KKD ¢alismasina rastlanmarmustir.
Bu calismada, Remeron (Mirtazapin), insan periferal kan lenfositlerinde KKD’ i
uyarmadigr belirlenmistir. Brambilla ve ark. (1982)' in vivo bir ¢alismada sigan
kemik iligi hicrelerinde Fluoksetin’ in KKD’ ye neden olmacigini saptarmislardir.
Baska bir ¢calismada Ponsa ve ark. (2009), hiperaktif hastalarda Methylphenidat’ 1in
genotoksik olup olmadigint KKD yontemi ile arastirmiglardir. Bu arastirmada 12
cocuk ve 7 vyetiskin hiperaktif hastamn (Methylphenidat kullananlarin ve
kullanmayanlarin) KKD’ s arasinda 6nemli derecede fark olmadig: belirlenmistir. Bu
arastirmacilarin adiklart sonuglar bizim sonuclarimiz ile uygunluk gostermektedir.

Dundar6z ve ark. (1999), Fluoksetin kullanan bayan hastalarin periferik kan
lenfositlerinde kardes kromatid degisimi (KKD) yontemi ile genotoksik riski
arastirmislar ve Fluoksetin'in  KKD’ yi  kontrol grubuna nazaran uyarcig
saptanmustir. Bu arastirmamin sonuclarimn bizim c¢alismadan farklilik gosterme
nedeni Fluoksetin *in uzun sireli (6-18 ay) kullamilmasindan dolay: olabilir. Farkli
bir calismada Saxena ve Ahuja (1988), Imipramin 'in insan lenfositlerinde
genotoksik olup olmadigimt KKD testi ile arastirmisglardir ve sonugta bu ilacin
yuksek dozlarda kardes kromatid degisimi (KKD) frekansim arttigint bulmuslardhr.
Bu sonuglarin bizim sonuclar ile farklilik gésterme nedeni Remeron (Mirtazapin)’ un
Imipramin ilacina gore farklh kimyasal yapiya sahip olmasindan kaynaklanabilir.
Baska bir caismada Bozkurt ve ark. (2004), Sertrain’ in KKD’ yi uyarp
uyarmadigim 10 ay boyunca Sertralin kullanan major depresyon’lu hastalarnn
periferik kan lenfositlerinde arastirmiglardir. Sonucta ilag kullanan hastalarda
saptanan ortalama KKD sayisi ile ilag kullanmayan kontrol grubundaki KKD sayilart

arasinda onemli bir farkin oldugu saptanmistir. Bu ¢alismamin sonucunun bizim
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calismamizin sonuglarindan farkli olmasinin nedeni test maddesinin farkli ve uzun

sure kullanilmasi ol abilir.

4. 2. 2. Remeron (Mirtazapin)’ un Insan Periferal Kan Lenfositlerinde

Kromozom Aberasyonu Olusumu Uzerinde Etkileri

Bu gine kadar test maddes olarak kullamlan Remeron (Mirtazapin)’ un
genotoksik etkisi ile ilgili olarak herhangi bir KA calismast bulunmamistir. Bu
calismada, Remeron (Mirtazapin), insan periferal lenfositlerinin kromozomlarinda
meydana gelen anormalliklerin ¢ogu kromatid tipi kirnk oldugu fakat bu
anormalliklerin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi tespit edilmistir. Fu ve ark.
(1978) , Imipramin ile tedavi olan hastalarda bu ilacin genotoksik olup olmadigin
kromozom aberasiyonu (KA) yontemi ile arastirmislarchr. Sonugta Imipramin ’in
kromozom aberasyonunu arttirmachg belirlenmistir. Baska bir calismada Green
(2003), Paroksetin’ in genetoksik etkisi olup olmadigin in vivo olarak fare kemik
iliginde ve in vitro olarak da insan perifera lenfositlerinde kromozom aberasyonu
testi ile arastirmis ve bu arastirmamn sonucunda Paroksetinin’ in genotoksik etkiye
sahip olmadhgini agiklamistir. Baska bir ¢alismada Bozkurt ve ark. (2004), Sertralin’
in genotoksik etkisini KA yontemi ile maj6ér depresyon hastalar (10 ay boyunca
Sertralin kullanan hastalar) ve saglikl insanlardan (Sertralin kullanmayanlar) alinan
sonuclart  karsilastirarak arastirmiglar ve bu ilacin  kromozom aberasyonunu
uyarmacigim belirlemislerdir. Baska bir  calismada Suter ve ark. (2005),
Methylphenidat’ 1n genotoksik etkiye sap olup olmadigim insan periferal
lenfositlerinde KA testi ile arastirmiglar ve sonugta bu ilacin KA’ y1 arttirmadigin
saptamiglardir. Ayrica Pereira ve ark. (2009) Duloksetin® in genotoksik olup
olmadigint beyin dokusundaki ve kandaki DNA hasarlarint comet testi ile
arastirmiglardir. Sonucta Duloksetin’ nin genotoksik etkisi olmadig: ortaya gikmustir.
Bu calismalarin sonuglari ile bizim calismalarin sonucu ayn yondedir.

Baska bir calismada Dundar6z ve ark. (1999), Imipramin ile tedavi olan
istemsiz idrar kagiran hastalarda Imipramin’ in genotoksisitesini comet testi ile

arastirmisglarchr. Bu arastirmanin sonucunda imipramin’ in DNA’ ya hasar verdigi
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tespit edilmistir. Bu sonucun bizim sonuglar ile farklilik gostermesinin nedeni
Imipramin’in bizim test maddesinden farkli kimyasal yapiya sahip olmasi ve
calismanin in vivo olarak yapilmasi olabilir.

Brambilla ve ark. (1982) baska bir calismada akalin elisyon testi ile
Fenelzin, 1zokarboksazid ve Nialamid ’in fare karaciger ve akciger hicrelerinde
DNA kirilmalarina neden olduklarini saptamislardir. Bu calismaile bizim ¢alismanin
sonuclariin farklilik gostermesinin nedeni kullandigimiz test maddesinin farkl
olmasindan kaynaklanmaktacir. Halbuki aym arastiricilar iproniazid’in  DNA
hasarini uyarmachgim belirlemislerdir.

Goruldugt gibi farkli antidepresanlarla yapilan ¢alismalarda farkli sonuglar
alinmigtir. Ancak bizim ve baska arastiricilarin sonuglarindanda anlasildig: gibi
antidepresanlar genel olarak kromozom aberasyonuna yol acmamaktadir. Fakat
bazilar1 da DNA’da kiriklara neden olmaktadirlar. Bu durum tedavi icin kullamlan
ilaglarin farkli genotoksisite testleri ile genotoksik olup olmadiklarinin saptanmasi
gerektigini ortaya koymaktadir.

4. 2. 3. Remeron (Mirtazapin)’ un Mikronukleus (MN) Olusumunda Etkileri

Bu calismada test maddes olarak kullamilan Remeron (Mirtazapin)’un MN
olusumu Uzerindeki etkilerini arastiran bir calismaya bugine kadar rastlanmamustir.
Remeron (Mitazapin) 24 ve 48 saatlik muamele sirelerinde insan periferal
lenfositlerinde genel olarak mikronukleus olusumunu uyarmamistir. Suter ve ark.
(2005), Methylphenidat ile yapmis olduklar: in vivo bir calismada Methylphenidat’in
genotoksik etkisini sican kemik iliginde arastirmislardir ve sonug olarak bu ilacin
MN’ yi artirmacigi saptanmistir. Baska bir calismada Ponsa ve ark. (2009),
hiperaktif hastalarda Methylphenidat’in genotoksik ve sitotoksik  etkisini
arastirmiglar ve arastinicilar Methylphenidat’in MN testinin sonuclarina gére her
hangi bir genotoksik etkiye sahip olmadigini belirlemiglerdir. Farkli bir ¢caligmada
Parkinson hastaligi ve depresyon tedavisinde kullamlan Selgjin hidroklorid ile
yapilan in vivo bir ¢alismada sigan kemik iliginde mikronukleus testi ile bu ilacin
klastojenik ve sitotoksik potansiyeli Subramanya ve ark. (1993) tarafindan
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arastinllmis ve sonuclar bu ilacin test edilen dozlarda mikronukleus olusumunu
uyarmacdigim gostermistir. Bu calismalarin sonuglart bizim ¢alismanin sonuglar ile
uygunluk gostermektedir.

Madrigal-Bujaidar ve ark. (2008), Imipramin’ in mikronukleus olusumunda
etkisinin olup olmadigim in vivo olarak farelerde arastirmiglar ve sonug olarak bu
calismada Imipramin’in  mikronukleuslu polikromatik eritrosit (MNPE) ve
mikronukleuslu normokromatik eritrosit (MNNE) olusumunu  arttirdigin
saptamiglardir. Bu calismamin sonuglari ile bizim sonuclarin farklilik gosterme
nedeni test maddesinin farkli olmasi ve in vivo c¢alisma yapilmasindan
kaynaklanmaktadir. Zira Dindar6z ve ark. (1999) ‘dain vivo calismada aym test
maddesinin DNA’da kirik meydana getirdigini comet testi ile belirlemislerdir. Bu
sonuglar test maddesinin DNA’ da kirik meydana getirmesi ile MN uyarmasi arasinda

da bir iligkinin oldugunu gostermektedir.

4. 2. 4. Remeron (Mirtazapin)’ un Hiucre Proliferasyonu, Mitoz Boélinmeve

Nukleus Boliinmesi Uzerindeki Etkileri

Bu calismada Remeron (Mirtazapim)’ un sitotoksik etkisi insan periferal kan
lenfositlerinde proliferasyon indeksi (Pl), mitotik indeksi (MI) ve nukleus bolinme
indeksi (NBI) nin saptanmasi ile belirlenmistir. Bu calismada Remeron (Mirtazapin)
24 ve 48 saatlik muamele siirelerinde PI’ y1 konsantrasyona bagli olarak distrmustdr.
Remeron 24 saatlik muamele siiresinde MI'nin konsantrasyona bagli olarak, 48
saatlik muamele sliresinde ise tim konsantrasyonlarda kontrola nazaran dismesine
neden olmustur. Nukleus bdltinme indeksindeki (NBI) dists de MI'deki dustse
benzemektedir. Sonug olarak Remeron insan periferal lenfositleri Uzerinde sitotoksik
etki gostermistir.

Tutton ve Barka (1982), Fluoksetin’ in hiicre proliferasyonu ve timor
gelisimi Uzerine etkisini arastirmislar ve kolon tumoértinde htcre  bolUnmesini
baskiladigit ve insan kolon tUmOrinin  gelisimini  3te 2 oramnda
yavaslattigini saptamislardir. Farkl: bir calismada Fu ve ark. (1978), Imipramin ile

tedavi olan hastalarda bu ilacin etkisini arastirmislardir. Sonugta Iimipramin *in hiicre
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proliferasyonunu dustrdugl saptanmustir. Bagka bir ¢alismada Abdul ve ark. (1995),
Fluoksetin'in etkisini prostat kanseri hiicrelerinde arastirmislar ve sonugta Fluoksetin
konsantrasyona bagli olarak prostat kanser htcrelerinin proliferasyonunu
engelledigini  belirlemislerdir. Farkli bir calismada Spanova ve ark. (1997),
Paroksetin’ in sican glioblastoma ve insan noéroblastoma hicrelerinde etkisini
calismiglar ve bu calismanin sonunda Paroksetin’ in  apoptozis uyardigi ortaya
cikmustir. Farkli bir calismada Moorman ve ark. (2003), antidepresanlarin
kullanmasi ile gogus kanseri arasindaki iliskiyi arastirmislardir. Bu ¢alisma segici
serotonin gerialim inhibitord kullanan hastalarda yapilmis olup bu  gruptaki
antidepresan  kullammu  ile gogls kanseri riski arasinda bir iliskinin olmadigi
saptanmustir. Baska bir ¢calismada Hanna ve ark. (2004), Escitalopram (cipralex)’ in
sitotoksisitesini sicanlarda arastirmisglardir ve Escitalopram (cipralex)’ in doza bagl
olarak Onemli derecede sitotoksik etkisinin oldugunu saptamislarcir. Baska bir
caismada Rosetti ve ark. (2006) Paroksetin' in kanser hicreleri Uzerindeki
sitotoksisitesini arastirmislardir. Bu calisma Paroksetin' in ¢esitli  kemirici ve insan
kanser hicre Kkultdrlerinin blytmesini engelleme yeteneklerini belirlemek icgin
yapilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda Paroksetin'in kemirici ve insan orijinli timor
hicrelerinde sitotoksik oldugu ortaya ¢ikmustir. Chou ve ark. (2008), farkli bir
calismada Paroksetin’ in etkisini insan osteosarkoma hiicrelerinde arastirmuslardir.
Calismanin sonucunda Paroksetin, konsantrasyon ve zamana bagli olarak hicrenin
yasam sUresini azaltmistir. Bu arastirmacilarin aldiklari sonuclar bizim sonuclar
desteklemektedir.

Saxena ve Ahuja (1988), Imipramin’in insan lenfosit hiicrelerinde sitotoksik
olup olmadigim arastirmiglardir. Sonugta bu ilacin mitotik indeksi dustrmedigini
belirlemislerdir. Bu calismamn sonuglart bizim calismamn sonuglarindan farklilik
gostermektedir. Bu farkin nedeni bu arastirmacilarin disik konsantrasyonlarda (50,
250, 1,000, and 10,000 ng/ml) yaptiklart deneyden dolayidir. Yine ayni arastiricilar,
Amitriptilin’ in sitotoksisitesini in vitro olarak insan perifera kan lenfositlerinde
calismiglardir. Arastiricilar mitotik indeksin  herhangi bir konsantrasyonda degisim
gostermedigini bulmuslardir. Bu ¢alismamn sonucunun bizim ¢alismanin sonucu ile
fark gostermesinin nedeni, bu deneyin de distik dozlarda (50, 250, 1,000, and 10,000
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ng/ml) yapilmasindan kaynaklanmaktadhr.

Bu caisma ve baska calismalardan aimnan sonucglar toplu olarak
degerlendirilecek olursa ¢ogu antidepresanlar sitotoksik etki gosterirken bazilar: ise
boyle bir etkiye sahip degillerdir.

Bu arastirmanmin sonuclarina gore de Remeron (Mirtazapin)' un nikleotid
sentezini veya DNA replikasyonunda rol oynayan enzimlerin aktivitelerini olumsuz
yonde etkileyerek sitotoksik etki gosterdigini soyleyebiliriz.
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5.S0ONUC VE ONERILER

Bizim yaptigimiz calismada antidepresanlar gurubundan olan, Remeron
(Mirtazapin)’ un 24 ve 48 saatlik muamelelerde KKD'yi ve KA'y1 uyarmadigi ve
MN olusumunu 6nemli derecede arttirmadigi saptanmistir. Remeron (Mirtazapin)’
un 6nemli derecede genotoksik risk tasimadigim aciklayabiliriz ama kesin bir sonuca
ulasabilmemiz ic¢in, bu ilacin baska genotoksisite testleri ile de genotoksik olup
olmadiginin arastirilmast gerekir.

Bu calismada Remeron (Mirtazapin)’ un sitotoksik etkisini insan periferal kan
lenfositlerinde proliferasyon indeksi (Pl), mitotik indeks (MI) ve nukleus bdlinme
indeksi (NBI)'nin saptanmasi ile belirlenmistir. P, MI ve NBI sonuglarina goére
Remeron (Mirtazapin) sitotoksiktir.

Baska arastiricilarin sonuclarina gore de bircok antidepresanlar sitototoksik
etkiye sahiptirler. Tum sonuclar géz 6ninde bulundurulacak olursa antidepresan
kullanmminda dikkatli olunmasi gerekir. Zira uzun sireli antidepresan kullamm
anemiye ve bagisiklik sisteminin de kismen baskilanmasina yol agabilir.

Remeron (Mirtazapin) en yiksek dozda 48 saatlik muamele siresinde
kromozom kontraksiyonuna neden olmustur. Bu sonugta Remeron’un C-mitotik
etkisinin olabileceginin isaretidir. Zira Kolsisin de kromozomlarda kontraksiyona
neden olmaktadir.
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