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OZET

Depresyon ve anksiyete giinimiizde ¢ok sik ve genellikle birlikte goriilen rahatsizliklardir. Bu
calismada tedavi goren depresyon ve anksiyete bozuklugu tanili hastalarda olas1 genotoksik hasari
belirlemek amaciyla dort farkli genotoksisite testi (Mikroniikleus (MN), Kardes kromatid degisimi
(KKD), Kromozomal anormallik (KA) ve komet testleri) ve gercek zamanli Kantitatif polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-gPCR) kullanilmistir. Mental Hastaliklarin Tanisal ve Istatistiksel El Kitab1
(DSM 1V) tan kriterlerine gore depresyon ve anksiyete bozuklugu tanis1 konulan ve farmakolojik
tedavi (secici serotonin geri alim inhibitorleri-SSRI'lar, segici norepinefrin geri alim inhibitorleri-
SNRI'lar ve antipsikotikler) alan kirk yedi hasta ¢alismaya dahil edilmistir. Ayrica yirmi sekiz
saglikli goniillii kontrol grubu olarak se¢ilmistir. Caligma sonucunda MN ve KKD frekansinda hasta
grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamigstir. KA testinde ve
komet testinde ise hasta grubunda kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek
DNA hasar1 (p<0,01) ve KA siklig1 oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte niikleer boliinme indeksi
(NBI), replikasyon indeksi (RI) ve mitotik indeks (MI) sonuglarinda kontrole kiyasla fark olmadig:
belirlenmistir. Hasta grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda incelenen tiim gen ifade diizeylerinde
(bcl-2, hoxal3, hoxbl3 ve cyplAl) anlamh fark olmadigi bulunmustur. Ancak tek veya kombine
fluoksetin kullananlarda hoxal3 gen ifade diizeyinin fluoksetin kullanmayan hastalara oranla
istatistiksel olarak anlamli seviyede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica KKD testinde ilk tani
alanlar ile tekrarlayan tani alan hasta grubu kiyaslandiginda ilk tan1 alan hastalarda KKD frekansinin
fazla oldugu bulunmustur. Komet testinde tek ilag tedavisi alan hastalar ile kombine ilag tedavisi
alanlar kiyaslandiginda DNA hasar1 tek ilag kullananlarda yiiksek oldugu belirlenmistir. Bunlarin
disinda hasta grubunda yas, cinsiyet, ilk veya tekrarlayan tani, SNRI veya SSRI kullanimi, kombine
tedavi veya monoterapi ve fluoksetin kullanimi gibi faktorlerin istatistiksel olarak anlamli bir
farkliliga neden olmadigi bulunmustur. Bu ¢alisma, KA ve komet test sonuglarina gére depresyon
ve anksiyete hastaligimin ve/veya hastaligin tedavisinin genetik agidan bir risk faktorii
olusturabilecegini gostermektedir. Hasta grubunun tedavi Oncesi ve sonrasinda genotoksisite
degerlendirmesinin yapilmasiyla daha detayli sonuglara ulasilabilecegi diisiiniilmektedir.
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ABSTRACT

Nowadays depression and anxiety are very common disorders that often seen together. In this study,
four different genotoxicity tests (chromosomal aberration (CA), sister chromatid exchange (SCE),
micronucleus (MN), comet tests) and real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-gPCR)
were used to determine the possible genotoxic damage in patients with depression and anxiety
disorder under therapy. Forty-seven patients who were diagnosed with depression and anxiety
disorders according to the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Diseases (DSM 1V)
diagnostic criteria and received pharmacological treatment (selective serotonin-reuptake inhibitors
(SSRIs), selective norepinephrine reuptake inhibitors-SNRIs, and antipsychotics) were included in
the study. In this study, no statsitically significant difference in both MN and SCE frequencies was
found between the patient and the control groups. Also twenty-eight healthy volunteers were selected
as a control group. As a result of the study, MN and SCE frequencies were not different significantly
between the patient and the control groups. In CA and comet tests, it was determined that the patient
group had statistically significantly higher DNA damage and CA frequency compared to the control
group. There was no significant difference between the patient and the control groups in terms of
mitotic (M), replication (RI), and nuclear division (NDI) indices. When the patient group and the
control group were compared, it was found that there was no significant relationship in the expression
of investigated genes (bcl-2, hoxal3, hoxb13 and cyplAl). However, hoxal3 gene expression was
found to be significantly higher in patients who used single or combined fluoxetine compared to
patients who did not use fluoxetine. In addition, it was found that the frequency of SCE was higher
in patients with the initial diagnosis compared to the group of patients with recurrent diagnoses.
When patients under monotherapy and combined treatment were compared, DNA damage was
higher in patients used a single medication. Furthermore, it was determined that factors such as age,
gender, initial or recurrent diagnosis, SNRI or SSRI use, combined therapy or monotherapy, and
fluoxetine use did not cause a significant difference in the patient group. This study showed that
depression and anxiety disease and/or treatment of the disease may constitute a risk factor for genetic
according to the results of the CA and comet tests. It is thought that detailed results may be obtained
by performing genotoxicity assessment of the patient group before and after treatment.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Xiv

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
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mg
mg/L
mg/kg
mL
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%
rpm
\%
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Volt
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Adenozin trifosfat

bcl-2 antagonisti 6ldiirtici 1

bcl-2 ile iliskili X proteini

B hiicreli lenfoma proteini 2

bcl-2 benzeri 1

bcl-2 ile ilgili protein uzun Bcl-x formu

bcl-2 benzeri 2 protein

Bintikleat

Bromodeoksitridin



Kisaltmalar
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dNTP
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XV
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Sitokrom-p450
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1. GIRIS

Depresyon, hisleri, diisiinceyi ve davraniglart olumsuz etkileyen, tedavi edilebilen, siklikla
karsilagilan ciddi bir hastalik olup bireyleri ve toplumu etkileyen 6nemli bir halk sagligi
problemidir (Alshawwa, Elkahlout, El-Mashharawi ve Abu-Naser, 2019; DSO, 2017;
Goktasg, 2021; Smith, Armour, Lee, Wang ve Hay, 2018). Biyolojik bir korunma sistemi
olan, olasi1 bir tehlike algilandiginda ortaya ¢ikan ve hayatin idamesini saglayan anksiyete
ise; kaygi, tasa, sikintili olma gibi ifadelere karsilik gelmektedir (Arkonag, 1999: 36, 37;
Yilmaz, 2019; Yiksel, 2001: 168, 207).

Depresyon, bir yilda her 15 yetiskinden (%6,7) birini etkilemektedir. Ayrica alt1 kisiden biri
(%16,6) yasamlarinin bir doneminde depresyonla karsilasmaktadir. Depresyon herhangi bir
zamanda goriilebilir, ancak ilk olarak ortalama 20'li yaslarin ortalarinda goériilmektedir.
Depresyona kadinlarda erkeklerden daha fazla rastlanmakta ve hastalik yikim1 agisindan 4.
sirada yer almaktadir. Iskemik kalp hastalig1 ve serebrovaskiiler hastaliklardan daha fazla
yeti yitimine neden olmaktadir. Ilerleyen yillarda yeti yitimi siralamasinda en iist siralara
yiikselebilecegi tahmin edilmektedir (Akdeniz, 2017: 39, 58; Alshawwa ve ark., 2019; DSO,
2017; H. Y1ldiz, 2021). Yeti yitim orani depresyon i¢in %7,5 ve anksiyete i¢in %3,4 olarak
bildirilmistir (DSO, 2017). Depresif bozukluklar, saglik harcamalar1 ve tedavi maliyetinin
artmasina, sosyal ve is giicii yoniinden belirgin kayiplara sebep olmakta ve hastalarin yasam
kalitelerini olumsuz etkilemektedir (Cakir, 2009; DSO, 2017; Sarikaya, 2020).

Goriilme orani depresyonla bezerlik gosteren aksiyete bozuklugunun prevalansi %3,6 olarak
bildirilmektedir. Diinyada anksiyete bozukluklari ile yasayan tahmini toplam insan sayisinin
264 milyon oldugu belirtilmektedir. Depresyon gibi anksiyeteye de diinya capinda
kadimlarda (%4,6) erkeklerden (%2,6) daha sik rastlanmaktadir (DSO, 2017). Yaygin
goriilen anksiyete ve depresif bozukluklar, siklikla birlikte ortaya ¢ikan durumlardir (Ingunn,
Stian, Tricia ve Bernhard, 2018; Karamustafalioglu ve Yumrukca, 2011; Kessler, Berglund
ve Demler, 2005).

Depresyon ve anksiyete bozuklugunun tedavisinde farmakolojik tedavi, yapilandirilmis
psikoterapi ve relaksasyon egitimi bagvurulan tedavi yontemleri arasindadir. Hafif siddetteki

depresyonda psikoterapi, biligsel-davranigc1 psikoterapi ya da sorun ¢ozme terapileri



kullanilirken orta ve agir siddetteki depresyonda antidepresan ilag¢ tedavisi gereklidir.
Antidepresan ila¢ gruplarindan olan SSRI (selektif serotonin geri alim inhibitorleri) ve
SNRI'lar (serotonin noradrenalin geri alim inhibitorleri), trisiklik antidepresanlar ve
trazodon gibi antidepresanlar hastaligin seyrine gore tedavide kullanilmaktadir (Andrews ve
ark., 2018; Apaydin, 2020; Baldwin, 2018; Cakir, 2009; Saatgioglu, 2001). Antidepresan
ilaglarin tamamina yakini 1-3 hafta i¢cinde etkinlik gostermeye baglamaktadir. Akut donem
tedavisi 6-12 haftalik siireyi, daha uzun siire tedaviler ise 6 ay ve daha uzun donemi
kapsamaktadir. Tedavide kullanilan antidepresan ilaglarin tedavi dozunun miktar1 ve
tedavinin stiresi ¢gok 6nemlidir (Apaydin, 2020; Aykag, 2012; Katerndahl ve Ferrer, 2004).
Tiim diinyada yaygin goriilen depresyon ve anksiyete hastaliginin tedavi edilmesi, tedavinin
ve kullanilan ilaglarin genotoksik etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi 6nemlidir. Ancak bu konuda
genotoksisite {izerine yapilan ¢alismalar olduk¢a sinirli ve tartismalidir. Depresyon ve
anksiyete tedavisinde kullanilan ilaglarin genotoksik risklerini belirlemek amaci ile yapilan
in vivo ve in vitro galismalar ile kanserojenite ¢alismalar1 mevcuttur. Ancak yapilan literatiir

taramasinda tez ¢alismast ile bire bir ortiisen bir ¢alismaya rastlanmamaistir.

Bu calismada, tedavi goren depresyon ve anksiyete bozuklugu tanili hastalarda olasi
genotoksik hasar ve hastalara verilen farmakolojik tedavinin genotoksik etkisi yaygin
kullanilan genotoksisite testleri olan mikroniikleus (MN), kardes kromatid degisimi (KKD),
kromozomal anormallik (KA) ve komet testleri ile ve ayrica RT-qPCR analizi ile
incelenmistir. Kromozomal anormallik ve mikronukleus frekanslarindaki artis ile kanser
olusumu arasinda dogrusal bir orant1 oldugu bilinmektedir. KKD ve komet testleri, DNA
hasar ve tamirinin tespitini saglamaktadir. Farkli kanser tiirlerinde gen ifade diizeylerinin
degistigi bilinmektedir. Markir olarak degisen gen ifadeleri RT-qPCR yontemi ile
belirlenebilmektedir. Tedavi amaci ile kullanilan ilag etken maddelerinin genotoksikolojik
acidan giivenli bir sekilde regete edilip hastalarca kullanilmasi, kullanim orani ¢ok yiiksek
olan antidepresan ilaglarin olasit genotoksik hasarinin belirlenmesi, insan sagligina zarar
verme potansiyeli olan etken maddelerinin piyasadan kaldirilmasi veya onerilen dozlarda
kullanilmasina miisaade edilmesi hastalar i¢in 6nemlidir. Calisma sonuglarimiz depresyon
ve anksiyete bozuklugu tanist konulan hastalarin tedavi planina farkli bir bakis agisi
getirebilecektir. Bu ¢alismada depresyon ve anksiyete hastaliginin ve kullanilan ilaglarin
insan periferal lenfositlerinde herhangi bir genotoksik etkiye sebep olup olmadiginin

belirlenmesi amag¢lanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Depresyon ve Anksiyete

2.1.1. Depresyon

Depresyon Latince “depressus” kelimesinden koken alir. Depressus alcakta olmak,
bastirmak, asagi ¢ekmek anlamlarmi tasimaktadir (Sarikaya, 2020; Yasamali, 2021).
Depresyona ait sistematik tammlar M.O. 5. yiizyila dayanmaktadir (Yasamali, 2021). 16.
yiizyilda kullanilmaya baglayan depresyon ifadesi duygusal bir yasanti hali olup yasamsal,
fonksiyonel aktivitenin azalmasi, mutsuzluk, keyifsizlik, hiiziinlii ve ¢6kmiis ruh hali ile
karakterize edilen hastaligt tanmimlamaktadir (Sarikaya, 2020; Yasamali, 2021).
Depresyonun normal yasamda saglikli insanlarin karsilagtiklart sikinti, keder igeren
duygusal tepkilerden ¢ok daha siddetli oldugu, yeme, uyku gibi yasamsal aktiviteleri
olumsuz etkiledigi belirtilmektedir (Apaydin, 2020; Celik ve Hocaoglu, 2016; Sarikaya,
2020). Bireyler ve toplum iizerinde dnemli etkisi olan bir halk sagligi sorunu olarak kabul
edilen depresyon (Smith ve ark., 2018), hisleri, diisiinceyi ve davranislar1 olumsuz etkileyen,
tedavi edilebilir yaygin ve ciddi bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (Alshawwa ve ark.,
2019; DSO, 2017). Depresyonun siddeti hafiften agira, siiresi ise aylar ile yillar arasinda
degiskenlik gostermektedir (DSO, 2017). Depresyon en yaygin mental hastalik olup en sik
tan1 konulan hastaliklar arasinda oldugu bilinmektedir (Apaydin, 2020; Martinsen, 1994;
Goktas, 2021; Tasc1, 2017).

2.1.2. Anksiyete

Hint Germen kokenli ‘angh’ kelimesinden koken alan anksiyete, endise, korku, bunalti,
kaygi, tasa, sikintili olma, sikica bastirmak, bogazini sikmak gibi anlamlara karsilik
gelmektedir (Arkonag, 1999: 36, 37; Cetin, 2021; Y1lmaz, 2019). Kalp ritminde diizensizlik,
titreme, korku, sikinti ile kendini gosteren anksiyetenin korkudan farki bu duruma sebep
olan kaynagin belli olmamasidir (Arkonag, 1999: 36, 37; Yilmaz, 2019). Kaygida subjektif
bir tehlike mevcutken korkuda nesnel bir gergeklik bulunmaktadir ve korku var olan tehlike

ile korelasyon i¢inde ortaya ¢ikmaktadir (Yilmaz, 2019).



Tehlike durumunda organizmanin kendini sakinmasi sonucu hayatin devam etmesini
saglayan normal anksiyete biyolojik bir korunma sistemi olarak goriilebilir. Sayet anksiyete
objektif bir tehlike durumu olmaksizin ortaya ¢ikiyor ve bu kaygi bitirilemeyip uzun siire
devam ediyor, bireyin yasamina olumsuz etkileyerek bir felaketin yaklastigi duygusu ile
kendini gosteriyorsa patolojik anksiyete olarak degerlendirilmektedir. Patolojik anksiyetenin
mutlaka tedavi edilmesi gerektigi belirtilmektedir. Patolojik anksiyetenin siddeti ve seyri
onemli Ol¢tide degiskenlik gostermektedir. Hastaligin saniyeler i¢inde gegebilecegi gibi bu
zamanin aylar hatta yillar alabilecegi bildirilmektedir. Beklenmedik bigimde ani olarak
ortaya ¢ikan, kisa siireli yogun anksiyete panik atak olarak isimlendirilirken, o6zel
durumlarda ortaya c¢ikan anksiyete ise fobi wveya durumsal anksiyete olarak
adlandirilmaktadir. Fobiler 6zgiil olabilecegi gibi sosyal nitelikli de olabilmektedir
(Karamustafalioglu ve Yumrukca, 2011; Uzbay, 2002; Yilmaz, 2019; Yiiksel, 2001: 168-
207). Anksiyetenin ne kadar zaman siirdiigii, hastaligin siddeti ve kisinin hayatin1 etkileme
derecesi gibi dzelliklere bagl olarak patolojik anksiyete tanimlanabilmektedir (Oztiirk ve
Ulusahin, 2015: 261, 296; Yilmaz, 2019).

2.2. Epidemiyoloji

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerinde kiiresel diizeyde, 300 milyondan fazla insanin
depresyondan muzdarip oldugu ve bu saymin diinya niifusunun %4,4" {ine esit oldugu
belirtilmektedir (Sekil 2.1). Depresyona kadinlarda (%5,1) erkeklere (%3,6) oranla daha sik
rastlanmaktadir. 15 yas altt addlesanlarda ve cocuklarda yasi daha biiyiik olanlarla
kiyaslandiginda daha az oranda depresyon goriildiigii aciklanmistir. Goriilme siklig1 yasla
beraber artmaktadir. Her yasta gorlilmesine ragmen en sik 25-44 yas araliginda
rastlanmaktadir (DSO, 2017; Yasamali, 2021). Majér depresyonunun 60 yas ve daha ileri
yaslarda gortilme siklig1 18-29 yas araligindaki kisiler ile kiyaslandiginda ti¢ kat daha az
oldugu bildirilmistir (Tasg1, 2017).

2005 ve 2015 yillart arasinda depresyon ile yasayan kisi sayist %18,4 oraninda artmistir
(DSO, 2017). Depresyon ve anksiyeteden miizdarip hasta sayis1 2013 yilinda 615 milyon
olarak belirlenmistir. Kadinlarin %10-25’inde, erkeklerin %5-12’sinde yasamlarinin bir
doneminde goriilen depresyonun yasam boyu prevalanst %4,9 ile %17,1 arasinda
degismektedir (Kessler ve ark., 2005; Sarikaya, 2020; Yasamali, 2021). Avrupa’da hastalik
yukii olarak, kardiyovaskiiler hastaliklar %26,6 ve kanserler %15,4 oraninda iken,



noropsikiyatrik hastaliklar %15,2 ile tgilincii sirada yer almaktadir (Sarikaya, 2020).
Hastalarin hemen hemen {igte birinde kroniklesen depresyonun klinik diizeyde prevalansi
Tiirkiye’de yaklasik %10 oldugu bildirilmistir. Depresyondan niifusun yaklasik %21°1 diinya
genelinde etkilenmistir (Kotan, Sarandol, Eker ve Akkaya, 2009; Moéller ve ark., 2012).

Ulkemizde birinci basamaga basvuran hastalarda hastaliklarin uluslararas: istatistiksel
smiflandiriimasia (ICD-10) gore %11,6 oraninda depresyon saptanmistir (Akdeniz, 2017:
39, 58; H. Yildiz, 2021). Ulkemizde major depresif bozuklugun (MDB) yasam boyu
yayginlik oranlar1 %8 ile %20 arasinda degismektedir (Celik ve Hocaoglu, 2016; Yalvag,
2012). Tirkiye ruh sagligi profili aragtirmasinda depresyon ve anksiyete rahatsizliklarinin
en yaygin karsilasilan ruhsal bozukluk oldugu belirlenmistir (Kaya ve Kaya, 2007; Sarikaya,
2020). Saglik Bakanligi on bes yas ve iizeri bireylerin son 12 ay iginde gecirdigi baslica
hastalik veya saglik problemleri arasinda depresyonun goriilme sikliginin erkeklerde %5,7,
kadmlarda %12,2 oldugunu, genelde ise %9,0 oldugunu bildirmistir (Saglik Bakanlig
Saglik Istatistikleri Y1llig1, 2019).

Diinya Saghk Orgiitii bolgelerine gore
depresyon hastalig vakalari (milyon)

66.21

21%

milyon

29.19
9%

40.27
12%

85.67
27%

48.16
15%

Sekil 2.1. Depreyon gériilme orani (DSO, 2017).

Diinyada neredeyse depresyon hastasi kadar anksiyete hastasi bulunmaktadir. Zihinsel
hastaliklarin toplamina ulagmak icin basitge depresyon ve anksiyeteye sahip hasta sayilarin
toplamak bu iki hastaligin yaygin olarak beraber goriilmesi nedeni ile yaniltict olacaktir.
Aksiyete bozuklugunun prevalanst %3,6 olarak bildirilmektedir. Diinyada anksiyete

bozukluklar ile yasayan tahmini toplam insan sayisinin 264 milyon oldugu bildirilmistir.



Depresyon gibi anksiyeteye de diinya ¢apinda kadinlarda (%4,6) erkeklerden (%2,6) daha
sik rastlanmaktadir. Aksiyete goriilme siklig1 yash gruplar arasinda azalmasina ragmen yas
gruplar1 arasinda ciddi fark olmadig1 belirlenmistir. Anksiyete goriilme siklig1 popiilasyonun
biliylime ve yaslanmasinin bir sonucu olarak 2005 yilindan 2015 yilina %14,9 oraninda

artmistir (DSO, 2017) (Sekil 2.2).

Saglik Bakanlig1 verilerine gore anksiyeteden miizdarip kisi sayis1 2002 yilinda 305.615 iken
2019 yilinda 375.857ye (% degisim 22,98) ulasmistir. 2019 yilinda 6liime neden olmayan
ancak ideal olmayan saglik kosullarinda yasanilmasina sebep olan hastaliklar arasinda
anksiyete bozukluklari, bel agrisi, depresif bozukluklar, bas agrisi, jinekolojik hastaliklar,
diyabet, diger kas-iskelet sistemi bozukluklarinin ardinda yedinci sirada yer almaktadir

(Saglik Bakanlig1 Saglik Istatistikleri Y1llig1, 2019).

Diinya Saghk Orgiitii bolgelerine gore
anksiyete bozuklugu vakalari (milyon)

54.08 31.36

20% 12%
25.91
10%
36.17

264
milyon
1%

21%

60.05
23%

Sekil 2.2. Anksiyete goriilme oran1 (DSO, 2017).

Depresyon, her yastan ve hayatin her kesiminden insani1 etkileyebilmektedir. Ancak depresif
olma riski yoksulluk, issizlik, karsilagilan 6lim veya ayrilik gibi olaylar, fiziksel hastaliklar,
alkol ve madde kullanimima bagli nedenlerin etkisiyle artmaktadir (DSO, 2017).

Depresyon ve anksiyete icin yas, cinsiyet, ¢alisma durumu, sosyo ekonomik diizey, egitim,
medeni durum, sigara kullanimi1 ve bedensel hastalik risk faktorleri arasinda sayilabilir.
Depresyon ve anksiyete goriilme olasilig1 yasla dogru, egitim ile ters orantili oldugu ve

kadinlarda erkeklerden daha fazla goriildiigii bildirilmistir. Depresyon issizlikle, 6zellikle



kalp, kanser, bedensel hastalik, diyabet hastaligi gibi hastaliklarin varliginda, sosyo-
ekonomik diizey dusiikliigii ile artmakta iken evlilerde, dul ve bekarlara kiyasla ruhsal
hastaliklar daha az goriilmektedir (Sarikaya, 2020). Diger 6nemli risk faktorii genetik
yatkinliktir. Bireyin biyolojik ailesinde depresyon Oykiisiiniin varligi depresyonun goriilme

riskini 1,5-3 kat arttirmaktadir (Kéroglu, 1997:389-428; Yasamali, 2021).

2.3. Belirtileri

Depresif bozukluklarin belirtileri arasinda iizilintii, ilgi veya zevk kaybi, sugluluk duygusu,
0z saygisinin azalmasi, uyku bozuklugu, istah diizensizligi, yorgunluk hissi, konsantrasyon
eksikligi, halsizlik ve giinliik hayatta karsilagilan is gérme becerilerinde azalma sayilabilir.
Agir depresyon intihara neden olabilir (Goktas, 2021; DSO, 2017; Yalcin ve Oztiirk, 2017;
H. Yildiz, 2021). ilaveten depresif kisilerde belirginlesen alin gizgileri, iizgiin yiiz ifadesi,
kisinin yerinde duramayip ileri geri yiiriimesi, unutkanlik, tirnak yeme, parmaklarin1 masaya
ritmik bir bicimde vurma, depresyonun siddetinin artig1 durumlarda yavas ve diisiik sesle
konusma hatta hi¢ konusmama ve tiim giine yayilmis kendini kotii hissetme durumu

goriilebilir (Tasc1, 2017).

Siklikla depresyonla beraber goriilen anksiyete klinik pratikte genel olarak isteksizlik, zevk
alamama olarak tanimlanan anhedoniden sonra iigiincii siklikla goriilmektedir. Endise,
kaygi, sikint1 ve bunalti i¢inde bulunan anksiyeteli hastalarda gerginlik ve huzursuzluk hali
hakim olmaktadir (Cetin, 2021; Tasci, 2017). Anksiyetenin fizyolojik belirtileri arasinda
kalp ritminde diizensizlik, titreme, nefes almada zorluk, carpinti, hizli nefes alip verme ve
asir1 terleme, psikolojik belirtileri arasinda ise korku, sikinti, heyecan ve koétii bir sey

olacakmuis hissi siralanabilir (Arkonag, 1999: 36, 37; Yilmaz, 2019).

2.4. Tam

Depresyon ve anksiyete tanisinin konulabilmesi amaci ile klinik goriiniimiin, belirtilerin
seyrinin, sayisinin ve tedaviye yamitin etkili oldugu c¢esitli smiflama sistemleri
kullanilmaktadir. Hastaliklarin uluslararasi istatistiksel siniflandirmasinin (ICD-6) ruh
hastaliklar1 boliimiine bir alternatif gelistirilmesi amaci ile ilk kez 1951 yilinda ABD Kamu
Saghigr Hizmetleri, Amerikan Psikiyatri Birligi (American Psychiartic Association-

APA)’nin de bulundugu komisyon ¢alismalarina baglamigtir. Mental Hastaliklarin Tanisal
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ve Istatistiksel El Kitab1 (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders | = DSM-
[) ismi ile ilk kez 1952 yilinda APA tarafindan yayinlanmistir. Burada depresyon, disforik
duygu durum ve ilgi kaybiyla seyreden mental bozukluk olarak yer almistir. Depresyonun
norotik ve psikotik basliklar altinda incelendigi DSM- II 1968'de yaymlanmistir. DSM-I ve
IT belirtilere dayanilarak yapilan siniflandirmalardir ve ¢ocukluk ve ergenlik déneminin
davranig bozukluklarina ilk olarak DSM-II"de yer verilmistir (Ulas, 2013: 23, 30; Yasamali,
2021; Yaylaci, 2015). Melankolik, melankolik olmayan ve psikotik olmak {izere ii¢ alt
tipinin belirtildigi DSM- 111 ise 1980 yilinda yayinlanmis ve depresyonun belirti ve siire

oOlgiitleri tanimlanmistir (Yasamali, 2021).

DSM- 1V 1994 yilinda revize hali ise DSM- IV — R 2000 yilinda yayinlanmis ve depresyon
tanisinin  konulabilmesi i¢in hastaligin siiresine ve belirti sayisina bu revizyonda yer
verilmistir. Kisilik bozukluklar1 DSM-IV’de ii¢ kiimede yer almaktadir. Bunlardan A
kiimesinde, sizotipal, sizoid ve paranoid kisilik bozukluklar1 bulunmakta ve tuhaf olarak
nitelendirilmektedir. B kiimesinde, antisosyal, 6z denetim yetersizligi, histrionik, narsistik
kisilik bozuklar1 yer almaktadir ve dramatik/dengesiz olarak nitelendirilmektedir. C
kiimesinde ise ¢ekingen, bagimli ve obsesif kompulsif kisilik bozukluklar1 bulunmakta ve
anksiy0z olarak belirtilmektedir (APA, 1994; Kara, 2019; Yasamali, 2021).

Klinik 6zelliklerin, belirtilerin varligina gore hastaligin tanisinin konuldugu DSM-1V-TR’de
her ruhsal hastalik i¢in 6zgiil tan1 kriterleri mevcuttur. Hastanin degerlendirilmesi herhangi
bir klinik taniyr koymaya yeterli gelmiyorsa atipik, rezidiiel veya baska tiirli
adlandirilamayan olarak isimlendirilebilir (Ulas, 2013: 23, 30; Yaylaci, 2015).

2.4.1. Major depresif epizod tani dl¢iitleri

Major depresif epizod tani kriterleri, iki haftalik bir donemde bireyin 6nceki islevsellik
diizeyinde bir degisiklik olmast durumuna, hemen her giin yaklasik giin boyu siiren depresif
duygudurum, etkinliklere kars1 ilgide belirgin azalma ya da artik bunlardan eskisi gibi zevk
alamiyor olma, kilo kayb1 ya da kilo alma, uyku durumunun bozulmasi, psikomotor ajitasyon
ya da retardasyonun olmasi, yorgunluk-bitkinlik ya da enerji kaybinin olmasi, degersizlik,
asir1 sugluluk duygularinin olmasi, yogunlasamama ve kararsizlik halinin hakim olmasi,
oliim -intihar etme diigiinceleri belirtilerinden besinin ya da daha fazlasinin var olmasi olarak

belirtilebilir. Bu semptomlardan en az birinin ya depresif duygudurum ya da ilgi kaybi ya da



artik zevk alamama olmasi gerekmektedir. Bu semptomlar kétiiye kullanilabilen bir ilag gibi
madde kullaniminin ya da genel tibbi bir durumun (6rn. hipotiroidizm) dogrudan fizyolojik
etkilerine bagli olmamasi, toplumsal ve mesleki islevsellik alanlarinda bozulmaya neden

olmasi gerekmektedir (Koroglu, 2007: 506-508).

2.4.2. Yaygin anksiyete bozuklugu tam olgiitleri

Yaygin anksiyete bozuklugu tami kriterleri; en az 6 ay siireyle asir1 kaygilanma ve
kuruntulara kapilma, bireyin bu kuruntulardan kendisini alikoyamamasi, huzursuzluk, asiri
heyecan, kolay yorulma, diisiincelerini odaklayamama, irritabilite, kas gerginligi, uyku
bozuklugu gibi belirtilerin en az {glniin kaygi ve kuruntuya eslik etmesi olarak
belirtilmektedir. Kaygi ve kuruntunun mesleki alanlarda ya da onemli diger islevsellik
alanlarinda bozulmaya neden olmasi, bu bozuklugun kétiiye kullanilabilen bir ilag gibi bir
maddenin ya da genel tibbi bir durumun (hipertiroidizm gibi) dogrudan fizyolojik etkilerine
bagli olmamasi duygu durum bozuklugu, psikotik bir bozukluk ya da yaygin bir gelisimsel
bozukluk sirasinda ortaya ¢ikmasi seklinde 6zetlenebilir (Koroglu, 2005: 204-205).

2.5. Tedavi

Depresyon ve anksiyete bozuklugunun tedavisinde farmakolojik tedavi, yapilandirilmis
psikoterapi ve relaksasyon egitimi bagvurulan tedavi yontemleri arasindadir. Hafif siddetteki
depresyonda sorun ¢6zme terapileri, psikoterapi ve bilissel-davranis¢1t psikoterapi
kullanilabilir. ileri evreleri olan orta ve agir siddetteki depresyonda farmakolojik tedavi
gereklidir. Antidepresan ilag gruplarindan olan SSRI (selektif serotonin geri alim
inhibitorleri) ve SNRI'lar (serotonin noradrenalin geri alim inhibitorleri), trisiklik
antidepresanlar ve trazodon gibi antidepresanlar hastaligin seyrine gore tedavide
kullanilmaktadir (Andrews ve ark, 2018; Apaydin, 2020; Baldwin, 2018; Cakir, 2009;
Saatgioglu, 2001). Hastaneye yatirilarak tedavi edilmesi gereken durumlar arasinda
genellikle hayati tehdit eden veya tedavi edilemeyen yeme bozukluklari, siddetli depresif
bozukluk, konusmama, psikotik semptomlar, diabetes mellitus, kistik fibrozis, epilepsi gibi
komorbidite, intihar girisimi ya da diisiincesi siralanabilir (Karadag, Tiirk, Gokgen ve Topal,
2021; Oztiirk ve Ulusahin, 2015: 261-296; Tasc1, 2017).
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2.5.1. Kullanilan ilaglar

Cizelge 2.1°de antidepresanlarin etki mekanizmalarina gore smiflandirilmasi verilmistir
(Alvano ve Zieher, 2020; Bayram, 2021). Antidepresan ilaglar; dopamin, serotonin ve
norepinefrinden bir ya da daha fazlasinin sinaptik etkisini arttirmaktadir. Bu etki dopamin
tastyicist (DAT), serotonin tasiyicisi (SERT) ve/veya norepinefrin tastyicist (NET) nin bir
ya da daha fazlasinin bloke edilmesi ile olmaktadir (Karaagag, 2021; Stahl, 2012, 522-599;
Tasc1, 2017). Devletler arasinda antidepresanlarin recete edilmesi farklilik gdstermesine
ragmen (Bayram, 2021; Lewer, O'Reilly, Mojtabai ve Evans-Lacko, 2015) yan etkileri sebebi
ile trisiklik antidepresanlar ¢ok az tercih edilmektedir. Son yillarda segici serotonin geri alim
inhibitorleri ve serotonin norepinefrin geri alim inhibitorleri depresyon tedavi segeneklerinde
cok yaygin kullanilan antidepresan ilag¢ sinifi haline gelmistir (Ahmadimanesh, Balarastaghi,
Rashedinia ve Yazdian-Robat, 2020; Fasipe, 2018; Karaagag, 2021). Klinik olarak etkili ilk
antidepresan olan monoamin oksidaz (MAO) inhibitorlerinin A ve B gibi alt tipi
bulunmaktadir. Depresyon tedavisi igin MAO-A’nin inhibe edilmesi ile beyinde serotonin
ve norepinefrin artmaktadir. MAO-B norepinefrin ve serotonin metabolizmasi lizerine
dogrudan etkili olmadigi ve inhibisyonunun fazla antidepresan etkiye yol agmadigi
belirtilmistir (Stahl, 2012: 522-599; Tasci1, 2017).

Cizelge 2.1. Antidepresanlarin etki mekanizmalarina gore siniflandirilmasi

Segici olmayan irreversible (fenelzin gibi)
Secici irreversible (selegilin gibi)
Secici reversible (moklobemid gibi)
Secici serotonin geri alim inhibitérleri (SSRI'lar)
(fluoksetin gibi)
Noronal geri alim Serotonin-noradrenalin geri alim inhibitorleri (SNRI)
inhibitorleri (venlafaksin gibi)
Noradrenalin ve dopamin geri alim inhibitorii (NDRT)
(bupropion gibi)
Alfa-2 (02) reseptor Serotonin ve Norepinefrin antidepresanlar (NaSSA)
antagonistleri (mirtazapin gibi)
Serotonerjik (trazadon gibi)
Noradrenerjik (mianserin gibi)
Noradrenerjik ve serotonerjik (trisiklik antidepresanlar)
(imipramin, desipramin gibi)

Monoamin oksidaz
inhibitorleri (MAOI)

Monoaminerjik modiilatorler

Multimodaller

Melatonin reseptorleri

Agomelatin gibi
(MT1 ve MT2) agonistleri g g

Non-Monoaminerjik
modiilatorler
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Secici serotonin geri alim inhibitorlerinin temel etki sekilleri, presinaptik ndronlardaki Na/K
adenozin trifosfataza (ATPase) bagimli serotonin tastyicilarina inhibitor etki gdstererek
sinaptik bolgede serotonin geri alimini segici olarak bloke etmeleridir. Sonugta sinaptik
aralikta serotonin konsantrasyonlar1 artmaktadir. Sertralin ve paroksetin klinikte tercih edilen
SSRI’lar arasinda sayilabilir. Aktif metaboliti olan ve bu metaboliti terapétik etkinlige sahip
tek SSRI’1mn fluoksetin oldugu, sertralinin dopaminerjik ve hafif bir alfa adrenerjik etkinlige
sahip oldugu belirtilmistir. Sitalopram ve essitalopram ise diger SSRI’lara gore serotonin
tastyicisi tizerine daha segici etki yapmaktadir. Paroksetinin ise antikolinerjik ve yiiksek
dozlarda kullanildiginda noradrenerjik etkinlige sahip oldugu belirlenmistir (Stahl, 2012,
522-599; Tasci, 2017; Yiiksel, 2010: 603-650).

Serotonin-norepinefrin geri alim inhibitorleri (SNRI) grubu ilaglar ise serotonin geri alim
blokaji ve noradrenalin geri alim blokaj1 yolu ile etki etmektedir. Venlafaksin, milnasipram
ve duloksetin ornek olarak verilebilir. Noradrenerjik ve segici serotonerjik geri alim
Onleyicileri (mianserin, mirtazapin); hem serotonerjik hem de noradrenerjik ndronal iletiyi
arttiran antidepresanlar olarak belirtilmektedir. Noradrenalin geri alim 6nleyicileri ise (Segici
olmayan: maprotilin, segici: reboksetin); ndrepinefrin tasiyicisint (NET) bloke ederek etki
etmektedir. Bupropion gibi dopamin ve noradrenalin geri alim 6nleyicileri hem dopamin hem
de noradrenalin {izerine etki gdsterip bir psikostimiilan gibi etki etmektedir. Imipramin,
amitriptilin, klomipramin yer aldig: trisiklik antidepresanlar norepinefrin geri alim veya hem
norepinefrin hem serotonin geri alim pompasini bloke ederek etki gostermektedir. Trazadon
Ve tianeptin serotonin modiilatorleridir ve trazadon genellikle depresif bozukluk hastalarinda
ortaya ¢ikan uykusuzlugu gidermek amaci ile hastalara verilmektedir (Yiiksel, 2010: 603-
650; Tasc1, 2017).

2.6. Kanser ve Genotoksisite

Kanser, hiicre dongiisii kontroliinii kaybetmis, uygun gelisme veya farklilasma olmadan son
derece hizli invazyon ile karakterize edilen kontrolsiiz hiicre biiytimesidir. Diger bir ifade ile
kanser, asir1 hiicre proliferasyonu ve/veya azalmis apoptozis ile hiicre dongiisii
regiilasyonundaki islev bozuklugunun bir sonucu olarak replikatif 6liimsiizliik, anjiyogenez,

invazyon ve metastaz gibi ayirt edici 6zellikler ile sonuglanan anormal hiicre biiylimesini
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iceren genis bir hastalik ailesi olarak tanimlanmaktadir (Liu, Wang, Xing, Xu ve Sun, 2020;
Siddiqui, Ahad ve Ahsan, 2015; Spasic, Livsey, Keane ve Nenadic, 2014).

Tiim diinyada 6nemli bir saglik sorunu olan kanser, gelismekte olan iilkelerde 6liimlerin
ikincil sebebi iken, ekonomik olarak gelismis {ilkelerde Oliimlerin ana sebebi oldugu
bildirilmistir (Jemal ve ark., 2011; Meybodi, Mortazavian, Monfared, Sohrabvandi ve
Meybodi, 2017). Diinya saglik érgiitii (DSO) verilerine gére 2020 yilinda gerceklesen diinya
capindaki 6liimlerin yaklasik 10 milyonu kanser nedeni ile gergeklesmistir. Ayrica, her yil
yaklasik 0-19 yas aras1 400 000 cocuk ve ergene kanser teshisi kondugu bildirilmistir (DSO,
2021).

Farkli kimyasallarin genetik materyali hasara ugratma kabiliyeti olan genotoksisite ile
kanserojenite arasinda yakin bir iligki bulunmaktadir. Genetik toksisiteye neden olan ajanlar
genotoksinler olarak tanimlanabilir. Genotoksinler kokenlerine gore fiziksel, kimyasal ve
biyolojik olabilir (Izquierdo-Vega ve ark., 2017; Nagarathna, Wesley, Reddy ve Reena,
2013). Genetik materyalde hasar olugsmasi sadece DNA’y1 degil, ayn1 zamanda hiicre
icindeki kromozomlarin islevselligi ve davranisiyla ilgili olan tiim hiicresel bilesenleri de
etkilemektedir (Mohamed ve ark., 2016). Genel bir ifade ile genotoksisite organizmanin
normal biyolojik dongiisii sirasinda genomunda fiziksel ve biyolojik etkenlere bagl olarak
meydana gelen DNA eklentileri, DNA kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri
ve andploidi gibi hasarlari igerir. DNA sentezinde gorev yapan enzimlerle etkilesime giren
ve mutasyona neden olan genotoksinlerin DNA’da hasar meydana getirmesi veya bazi
degisimlere yol agmasi1 genotoksik etki olarak tanimlanmaktadir. Mutasyonlara yol agan
ajanlar ya da mutajenler, DNA iizerindeki etkilerini ya dogrudan, ya da genomik bilgilere
gore sentezlenen proteinlere baglanarak dolayli yolla gosterirler. Genotoksisite
degerlendirmesi, kanserojenitenin Onceden tahmin edilmesi, taranmasi olarak kabul
edilmektedir (Bossa, Benigni, Tcheremenskaia ve Battistelli, 2018; Samiei ve ark., 2018;

Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).

Genotoksisitenin yeterli sekilde incelenebilmesi icin, kanserogenez ve kalitsal hastaliklarda
rol oynayan gen mutasyonu, yapisal ve sayisal kromozom anormalliklerinin
degerlendirilmesi gerekir. Bu amacla siklikla kromozomal anormallik, mikroniikleus, kardes
kromatid degisimi ve komet testleri tercih edilmektedir. Bu test protokolleri Ekonomik
Isbirligi ve Kalkinma Orgiitii (Organisation for Economic Co-operation and Development-

OECD) tarafindan onerilmektedir. Genotoksisitenin degerlendirilmesinde kullanilan kardes


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Samiei%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29692833
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kromatid degisimi testi 2014 yilinda OECD yonergelerinden ¢ikarilmistir (Corvi ve Madia,
2017; Doak, Manshian, Jenkins ve Singh, 2012; l1zquierdo-Vega ve ark., 2017). Ancak halen
tercih edilen bir genotoksisite testidir. Bu testlerde gerek sayisal ve yapisal kromozomal
anormalliklerde gerek DNA hasarinda gozlenen artis kanserogenezin belirtecidir. Kanser ve
kanserin prognozu hakkinda RNA’dan faydalanilarak da bilgi edinilebilmektedir. RT-gPCR
yontemi ile belirlenebilen bu RNA molekiilleri kanser tanisi igin belirteg olarak
kullanilabilmektedir (Bochtler ve ark., 2018; E. Yildiz, 2021; Gatinois ve ark., 2020; Ma ve
ark., 2022; Mayer, Muller ve Liinse, 2010; Milic ve ark., 2021; Mdller, 2018; Nikolouzakis
ve ark., 2019).

2.6.1. Mikronukleus testi

Mikroniikleus testi, 0zellikle mutajenik tehlikenin degerlendirilmesinde DNA hasarinin
genis bir spektrumunun saptanmasinda kullanilan, kanserogenez ve genotoksik
potansiyelinin belirlenmesinde kullanilan ve hizli sonu¢ elde edilen bir testtir.
Mikroniikleuslar hiicre boliinmesinin anafaz evresinde geri kalmig tiim bir kromozom veya
asentrik fragmentlerden olustugu belirtilmektedir. Telofazda ayr1 kalmigs kromozomlar ve
fragmentlerin etrafinda c¢ekirdek zar1 olusarak ana niikleustan daha kiigiik olan
mikrontikleuslar olusmaktadir. Hatali bdliinme kromozom kayb1 veya fazlaligr ile

sonuglanmaktadir (Bochtler ve ark., 2018).

Degerlendirilecek hiicrelerin birinci mitozlarini gegirmis ikinci bir béliinmeye baglamamis
olmas1 gerekir. Bu da sitokalasin-B (Cyt-B) adli aktin polimeraz inhibitorii bir maddenin
kiiltiire eklenmesiyle saglanmaktadir. Sitokalasin-B niikleer boliinmeyi durdurmadan
sitoplazma boliinmesini bloke etmektedir (Falck, Catalan ve Norppa, 1997; Fenech ve
Morley, 1985). Boylelikle biniikleat hiicreler kolaylikla tespit edilebilmekte ve kiiltiirde 1
kez mitoz gegiren hiicrelerdeki mikroniikleuslar degerlendirilerek teknigin duyarliligi
artmaktadir (Cavallo ve ark., 2005; Peace ve Succop, 1999). Mikroniikleus testi periferal
lenfositlerde uygulanmasi ile hedef doku toksisitesi yerine total viicut maruziyeti
degerlendirilebilmektedir (Fenech, 1993). Periferal kan lenfositlerindeki MN siklig1 ile
kanser riskinin tahmin edilebilecegi ve artan MN olusumunun kanserin erken habercisi
olabilecegi yapilan ¢aligmalarda vurgulanmaktadir (Amin, Patel ve Chattoo, 2019; Espinoza,
Cecchini, Morote, Marcos ve Pastor, 2018; Fenech, 2007; Nikolouzakis ve ark., 2019;
Velickova ve Milev, 2017).
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In vitro mikroniikleus testi hem klastojenik hem de andjenik kromozom degisiminin interfaz
hiicreleri kullamlarak saptanmasini saglamaktadir (Avuloglu, Yiizbasioglu ve Unal, 2022;
Fenech ve ark., 2020; Velickova ve Milev, 2017; Yiizbasioglu, Mahmoud, Mamur ve Unal,
2020). Boylece MN testi hem kromozom kiriklarin1 hem de kromozom kayiplarini 6lgmek
amaci ile kullanilmaktadir. MN frekansindaki artis genotoksik etkinin gostergesi olarak
kabul edilmektedir. Insan biyoizleme calismalarinda genotoksik ajanlara maruziyetin
etkilerinin belirlenmesi amaciyla MN testinin kullanimi, kromozomal hasarin dlgiilmesinde
standart bir test haline gelmistir (Bolognesi, 2019; Corvi ve ark., 2008; Decordier ve Kirsch-
Volders, 2006; Philips ve Arlt, 2009). Boylece son yillarda, in vitro mikronukleus testi,
klastojenik ve andjenik etkilerin tespitinde kullanilma kapasitesi, sayimdaki basitligi,
dogrulugu, minimal invaziv islem gerektirmesi, degisik hiicre c¢esitlerindeki genis
uygulanabilirligi ve otomasyona aciklig1 gibi sebeplerden dolayr genetik hasarin
degerlendirilmesinde kullanilan cazip bir yontem olarak kabul edilmektedir (Bolognesi,
2019; Kirsch-Volders ve ark., 2011). Kanser olasiliginin belirlenmesinde kullanilan hayvan
deneylerinden daha fazla gegerliligi oldugu agiklanmakta, in vivo MN testi genetik

toksikolojide kullanilan en iyi yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir (Heddle, 2019).

MN testi spontan ve indiiklenmis DNA hasarinin belirlenmesinde ¢ok kullanigh olup (Garcia
ve ark.,2013), artan MN sikliginin sitotoksisite ve genomik kararsizlikla (hiicre gelisiminin
durdurulmasi, engellenmesi ve hiicre 6liimii) iliskili olabilecegi belirtilmektedir (Bochtler ve
ark., 2018; Kirkland, 2010; Zengin, Yiizbasioglu, Unal, 2011).

2.6.2. Kardes kromatit degisimi testi

Kardes kromatid degisimi bir kromozomun kardes kromatitleri arasindaki homolog
degisimleri ifade etmektedir. Kardes kromatid degisimi tespiti DNA’nin kendini yari
korunumlu ¢ogaltmasinin aydinlatilmasi yolu ile gelistirilmistir. Bu parca degisimi ikinci
hiicre ~ dongilisiinde  timin  analogu  5-bromo-2-deoksiiiridin ~ (BrdU)  veya
etilbromodeoksiiiridinin (EdU) yeni sentezlenen DNA’ya katilmasi ve bu sayede farkli
boyanan kromatidlerin fark edilmesi yolu ile tespit edilmektedir. KKD, DNA sentezi
esnasinda genotoksik hasarin hassas bir belirtecidir (Gatinois ve ark., 2020; Sunada, Haskins
ve Kato, 2019). Kardes kromatid degisimi hiicre dongiisiiniin S faz1 esnasinda olusmakta ve
S fazina bagli klastojenler ile uyarilabilmektedir (Garcia, 2008; Wilson ve Thompson, 2007).
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Kardes kromatid degisimi testi 2014 yilinda OECD yonergelerinden ¢ikarilmigtir ancak

yapilan caligmalarda testin 6nemini korudugu goriilmektedir.

Siddetli dogum 6ncesi ve sonrasi biiyliime eksikligi, bagisiklik anormallikleri, glines 1s181na
duyarlilik, insiilin direnci ve erken yasta ortaya ¢ikan bircok kanser i¢in yiiksek risk ile
karakterize olan Bloom Sendromlu kisiler ile yapilan ¢alismada KKD sayisinda artis oldugu
bulunmustur. Artmis KKD sayisinin Bloom Sendromu agisindan Kklinik belirtisi olmayan
veya zayif klinik belirtileri olan hastalarin tanisinda yararli olabilecegi bildirilmistir

(Gatinois ve ark., 2020).

Kardes kromatid degisim frekansinin artmasi ile kanser riski arasinda bir iliski bulunmadig:
belirtilmesine ragmen, KKD olusumunun biyolojik 6nemi tam olarak agiklanmis degildir.
KKD, DNA hasar diizeyini ve/veya takiben gerceklesen homolog rekombinasyon ile tamirini
gostermektedir (Kizilet ve Uysal, 2018; Mourelatos, 2016; Norppa ve ark., 2006; Sebastia,
Hervas ve Almonacid, 2014; Yiizbasiglu ve ark., 2020).

KKD say1sini tespit etmek amaci ile besiyeri ortamima BrdU ilave edilir. ilave edilen timin
anologu olan BrdU hiicre siklusunun sentez asamasinda yeni sentezlenen poliniikleotid
ipliginde timin baz1 yerine girer. Isinlanarak boyayan preparatlarda DNA’da BrdU’in girdigi
kisimlar seffaf, agik renkli olarak goriilmektedir. BrdU’in girmedigi kisimlar ise koyu renkli
olarak goriilmektedir. Kardes kromatidler arasindaki karsilikli par¢a degisimi bu renk farki
sayesinde belirlenebilmektedir (Tumini ve Aguilera., 2021).

2.6.3. Kromozomal anormallik testi

Kromozomal anormallik testi, bilesiklerin kromozomlarda olusturdugu yapisal ve sayisal
anormalliklerin dl¢iilmesinde kullanilan bir testtir. Genotoksisitenin belirlenmesinde yaygin
olarak kullanilan testlerden olan Kromozomal anormallik testi 6zellikle kanser riskinin
belirlenmesinde 6nem tagimaktadir. Ciink{i kanser riskinin artan kromozomal anormallik
orani ile iliskili oldugu belirlenmistir (Chandirasekar ve ark., 2014; Corvi ve Madia, 2017,
Ma ve ark., 2022; Unal, Korkmaz, Suludere, Erol ve Yiizbasioglu, 2021; E. Yildiz, 2021).

Kromozomal anormallikler, hasarli kromozomlarin tamir edilememesinden ya da hatal

tamirinden olusabilecegi gibi hiicre boliinmesi sirasinda kutuplara ¢ekilmede meydana gelen
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anormalliklerden de kaynaklanabilir. Kromozomal anormalliklerin tespitinde kemik iligi ve
fibroblast gibi memeli hiicreleri kullanilabilir. Ancak lenfositler siklikla tercih edilmektedir
(Avuloglu ve ark., 2022; Sen, Beceren ve Aksoy, 2018; Tarhan., 2006; Unal ve ark., 2021;
Yiizbasioglu ve ark., 2021). Genotoksisite ve kanserojenitenin 6nceden tahmin edilmesinde
kullanilan kromozomal anormallik testinde kromatid kirigi, kromozom kirigi, fragment,
kardes kromatidlerde birlesme, disentrik kromozom gibi yapisal, poliploidi gibi sayisal
degisiklikler tespit edilebilir. Kromozom anormallikleri somatik hiicrelerin
protoonkogenlerinde ve tiimdr siipresor genlerinde degisikliklere neden olarak insanlarda ve
deney hayvanlarinda kanser olusumunda rol oynamaktadir (Dilek, 2020; Erikel, Yiizbasioglu
ve Unal, 2019; Ma ve ark., 2022; Sen ve ark., 2018).

Mitotik indeks

Mitotik indeks bir sitotoksisite Olglitiidiir. Sitotoksik seviye mitotik indeks oranindaki
azalmayla belirlenebilir. %50°den daha az orandaki azalmalar genelde subletal etkiyi ifade
etmektedir. Eger mitotik indeksteki azalma %50’ nin iizerine ¢ikarsa 6ldiiriicii etkiye sahip
olabilir. Sitotoksisite, incelenen maddenin dozuna ve maruziyet siiresine bagl olarak
hiicrelere degisik derecelerde zarar veren bir olaydir. Hiicreler, sitotoksik maddeye maruz
kalirsa apoptoz, otofaji ve nekroz gibi olaylar sonucu 6lebilir ya da hiicre gelisiminin durmasi
nedeniyle proliferasyon ozelliklerini kaybedebilirler (Galluzzi, Morselli, Kepp ve Kroemer,
2009; Tokur ve Aksoy, 2017). Genellikle sitotoksik maddelerin mitokondrileri etkileyerek
ATP sentezinin azalmasina sebep oldugu belirtilmistir. Mikrotiibiil olusumunu inhibe ederek
veya hiicre dongiisiinde gorevli protein/enzimlerin baskilanmasi yoluyla DNA sentezini
baskilayarak mitotik indekste diisiise sebep olmaktadirlar. Mitotik indeks béliinen hiicrelerin
yiizdesi hakkinda fikir vermektedir (Akpulat, Akpulat, Yildirim, Enginoglu, 2019; Bayiilken,
Ayaz Tiiylii, Sinan ve Sivas, 2017; Avuloglu ve ark., 2022).

2.6.4. Komet testi

Komet teknigi, Rydberg ve Johanson tarafindan 1978 yilinda DNA sarmal kiriklarinin
Ol¢iilmesi amaciyla ilk defa kullanilmistir. Daha sonra 1984 yilinda Ostling ve Johanson
tarafindan n6tral pH’da uygulanarak DNA ¢ift zincir kiriklarinin tesbiti saglanmistir (Ostling
ve Johanson, 1984; Rydberg ve Johanson, 1978). Nétral sartlar altinda yapilan komet testi
ille DNA cift zincir kiriklar1 tespit edilebilirken, DNA tek zincir kiriklar
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belirlenememektedir. 1988 yilinda Sing ve arkadaslari tarafindan test alkali kosullarda
gelistirilerek uygulanmistir. Bu amagla hiicreler agara gomiildiikten sonra, DNA c¢ift
sarmalinin agilmasi ve hiicrelerin lize edilmesi i¢in en az 1 saat alkali ¢ozeltide bekletilir
(Singh, McCoy, Tice ve Schneider, 1988). Singh ve arkadaslar1 (1988) tarafindan
gelistirilmis olan test, tamamlanamamis eksizyon tamir bolgelerinin, tek ve ¢ift zincir
kiriklarinin tanmimlanmasina imkan veren hizli bir yéntemdir. Izole edilen ¢ekirdek icindeki
DNA, ince bir agaroz jel i¢ine fikse edilmekte ve elektroforezde yiiriitiilmektedir. Tek veya
¢ift DNA zincir kirilmalar elektroforezde molekiil agirliklarina gore farkli hizlarda hareket
ederler. Olusan DNA hasarinin biiyiikliigiine gore kuyruklu yildiza benzer sekillerde
goriintiiler elde edilmektedir. Komet testi hiicre ve dokularda DNA hasar ve tamirini 6l¢gmek
amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Dunkenberger, Reiss ve Del Valle, 2022; Pietrini
ve ark., 2022; Maller, 2018, 2022; Nikolova, Marini ve Kaina, 2017; Unal ve ark., 2021;
Yiizbasioglu ve ark., 2021).

Komet testinde hasar gormemis DNA "bas bolgesi" olarak isimlendirilirken, tek zincir ve
cift zincir kiriklarini igeren negatif yiiklii par¢alanmis DNA elektroforezde pozitif uca dogru
daha hizl1 hareket ederek kuyruk kismini olusturmaktadir (Azqueta ve Collins, 2013; Rawat,
Urs, Chakravarti ve Kumar, 2018; Singh ve ark., 1988). Cesitli genotoksinlere maruziyeti
takiben kuyruk uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti parametreleri DNA
hasarim1 6lgmek i¢in siklikla kullanilmaktadir (Ahmadimanesh ve ark., 2019; Erikel,
Yiizbasioglu ve Unal, 2020; Milic ve ark., 2021; Ozden, Yiizbasioglu, Unal ve Ozel, 2014).

Komet testi DNA hasar ve tamirini hiicre seviyesinde belirleyen, giivenilir, hizli, kolay, az
sayida hiicre ile ¢alisilabilen hassas bir tekniktir (Moller, 2018; Niu ve ark, 2020; Wang ve
ark, 2020). Artmis kuyruk uzunlugu DNA hasarindaki artigin bir gostergesi olup (Benhusein,
Mutch, Aburawi ve Williams, 2010; Rawat ve ark., 2018) genomik kararsizliga katki
saglamaktadir. Sayet bu hasar tamir edilmezse mutajeniktir ve bazi kanser gesitlerinin
goriilme riskini artirmaktadir (Collins, 2014). Komet testi alkali kosullarda hiicre
dongiisiinden etkilenmeksizin tek-gift zincir kiriklari, alkali labil bolgeleri, DNA-DNA/
DNA-protein ¢apraz baglantilarin1 ve tamamlanmamais tamir bolgeleri gibi biyolojik etkileri
saptayabilir (Marino ve ark., 2021; Yiizbasioglu, Enguzel-Alperen ve Unal, 2018; Zeid, El
Sharkawy, Moustafa, Anwer ve Al Nady, 2021).
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2.6.5. Polimeraz zincir reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), kiigiik DNA fragmentlerindeki belirli dizilerin
hizlandirilmis bir sekilde ¢ogaltilmasina izin veren in vitro replikasyondur. Bu teknik,
arastirmact Kjell Kleppe’nin laboratuvarinda tasarlanmig olup 1985 yilinda Kary Mullis,
sicakliga dayanikli polimeraz kullanarak polimeraz zincir reaksiyonu teknolojisini ortaya
koymustur. Mullis, 10 Aralik 1993’te bu icadindan dolay1 “Nobel Kimya odiiliine” layik
gorilmiistiir. PCR adi ise, DNA polimeraz enziminin DNA sentezinde gorev aldig
gergeginden tiiretilirken, ‘zincir reaksiyonu’ iissel biiyiime (2" oraninda; burada n, nesil
sayisini belirtir) anlamina gelmektedir. Hassas bir teknik olan PCR’nin, analiz edilecek kadar
yeterli kopya liretmesi i¢in sadece eser miktarda DNA’ya ihtiya¢ vardir. Periferik kan, cilt,
sag, tiikiiriik ve bakteriler vb. dahil olmak tizere gesitli doku ve organizmalardan DNA elde
edildikten sonra PCR gergeklestirilebilmektedir (Bachman, 2013; Ercan ve Yaylim, 2020).
PCR’de kalip DNA, yeni ipligi yapmakta gorevli dort deoksiriboniikleotid (ANTP’ler: dATP,
dTTP, dGTP ve dCTP), iki primer veya oligoniikleotit, DNA polimeraz enzimi, tampon
¢ozeltisi ve polimeraz enzimi tarafindan taninacak niikleotidlere katilan Magnezyum (Mg?*);
kalip DNA’nin milyonlarca kopyasini c¢ogaltmak i¢in bir dizi termal dongiliye tabi
tutulmaktadir (Bachman, 2013; Ercan ve Yaylim, 2020). Bu dongii temelde ii¢ asamay1

kapsayan siirectir:

1. Cift sarmalli1 DNA kalibinin denatiirasyonu (93°C-98°C). Denatiirasyon ile ¢ift sarmalli
DNA’daki (dsDNA) hidrojen baglar1 kirilir ve sonugta her bir dsDNA’dan iki tane tek
sarmallit DNA (ssDNA) molekiilii olusur.

2. Hedefe 6zgii primerlerin baglanmasi (55°C ila 65°C)
3. Baglanmig primerlerin DNA polimeraz ile uzatilmasi (72°C-80°C)

PCR tekniginin kesfinden gilinlimiize kadar gelisen teknolojiyle birlikte pek ¢cok PCR teknigi
ortaya ¢ikmistir. Bu tekniklerden bazilart Gergek Zamanli PCR (RT-qPCR), Nested PCR,
Ters Transkriptaz PCR (RT-PCR) ve Anchered PCR (A-PCR) dir (Carhan, Ercan ve
Yalginkaya, 2016).
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Gercek zamanli PCR

Gergek zamanli PCR giiniimiizde ¢ok tercih edilen bir yontemdir. Hedefin bir kalibratore
goreceli olarak dl¢iilmesini saglamaktadir ve bu ylizden yontem kantitatiftir (QPCR) (Ercan
ve Yaylim, 2020). Bu teknikte floresan boyalar kullanilarak PCR siiresince her bir dongiide
olusan iriiniin miktarmin oOlgiilmesi siirekli olarak izlenebilmektedir. DNA dizisinin
baslangi¢ miktari; qPCR’nin floresans ¢ikis egrisinin, DNA kopyalarinin bilinen farkli
baslangig sayilartyla iiretilen standart egri ile karsilastirilmasiyla olusturulabilir. Esik dongi
(Cycle-Threshold=Ct) degeri, floresan sinyalinin esigi ge¢mesi ve saptanabilmesi igin
gereken dongii sayisi olarak tanimlanmaktadir. Ct seviyeleri, numunedeki hedef niikleik asit
miktart ile ters orantilidir. Ger¢gek zamanli PCR’nin, 6rnek ¢iktisinin hizli ve geleneksel
yontemlere kiyasla daha hassas, spesifik oldugu vurgulanmistir (Ercan ve Yaylim, 2020).
Gergek Zamanli PCR (qPCR)’nin normal PCR’den farki, baslangic DNA miktarinin
hesaplanabilmesidir. Bu metot ile DNA amplifikasyonu, artan floresan Ol¢limleri ile
iliskilendirip kantitatif sonuglar elde edilebilmektedir (Carhan ve ark., 2016). Analiz igin
eklenen floresan problar amplifikasyon siireci devam ederken hem DNA artis1 hem de
niikleotid degisimi hakkinda bilgi vermektedir (Mayer, Muller ve Liinse, 2010). Baslica
kullanim alanlar1 klinik 6rneklerden patojenin saptanmasi ve gen anlatiminin analizidir

(Giinel, 2007).

Cok hiicreli organizmalara ait doku ve organlar birbirinden farkli fenotipik 6zelliklere sahip
olmalarina ragmen benzer gen kiimelerine sahiptirler. Doku ve organlardaki bu fenotipik
farkliliklar ilgili genlerin ekspresyon profillerinin dokuya spesifik olarak diizenlenmesi ile
ortaya ¢ikmaktadir. Bu doku ve organlardaki hiicrelerin kantitatif gen ekspresyon
analizlerinde bir gene ait hedeflenen mRNAnin yiiksek duyarlilikta belirlenebilmesi, hedef
bolge cogaltimi ve kantitatif belirleme agamasinin tek bir cihaz ile yapilabilmesi yoniinden
en yaygin olarak kullanilan yontem RT-qPCR’dir. Bu yontem gen ekspresyon analizlerinde
kullanilan dogru, hizli ve hassas bir tekniktir. Bunun yaninda; gen ekspresyonundaki nispi
degisikliklerin es zamanli izlenmesini saglayan ve mRNA ekspresyonu ile iligkili “altin
standart” olarak kabul edilen giiglii bir tekniktir (Sekil 2.3) (Agaoglu ve Sidekli, 2020; Ercan
ve Yaylim, 2020).
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Sekil 2.3. RT-PCR Amplifikasyon Grafigi (Ercan ve Yaylim, 2020)

Sekil 2.3’te goruldugii gibi arkaplan (background) fazi, iistel faz (eksponansiyel faz),
logaritmik lineer (dogrusal) faz ve plato faz1 olmak {izere 4 temel asama bulunmaktadir.
Arkaplan fazi1 genellikle ilk 10-15 dongii igin gegerli asamadir. Eksponansiyel ve logaritmik
lineer faz ise bir 6nceki arkaplan fazinin iizerinde yeterli {iriin olustugunda baglamaktadir
(28-40 dongii arasi). Bu durumun olustugu dongiiye esik dongii (Cycle- Threshold/ CT) ya
da gecis noktasi (cross point/ CP) denilmektedir. Deneysel sonuglari miktarsal olarak
yorumlamakta kullanildigi i¢in 6nemli bir deger olarak kabul edilmektedir (Ercan ve Yaylim,
2020; Mayer ve ark., 2010). Hedef sekans degeri ne kadar yiiksek ise CT degeri o kadar
diisiik olmaktadir (Ercan ve Yaylim, 2020). Gen ekspresyon analizinde refererans gen ile

hedef genin goreceli miktar tayini yaygin olarak kullanilmaktadir (Mayer ve ark., 2010).

PCR cogaltimmi goriiniir hale getiren ve monitorize edebilen floresan isaretli prob ve
boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak arttig1 bir ¢ogaltma
yontemi olmasi dolayistyla “Sayimsal Gergek Zamanli —Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-
PCR)”, “izlenebilir Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (PZT)”, “Floresan Sayimsal RT-PCR”
gibi farkli adlarla da isimlendirilmektedir. Adindan da anlasilacag: gibi ger¢ek zamanli PCR
sistemi bir PCR reaksiyonu olusurken iirliniin monitdrden izlenmesidir. Floresan prob
sistemi kullanilmaktadir. Gergek zamanli PCR reaksiyonu uygulamalari: Kantitatif mMRNA

anlatim caligmalarini, genomik veya viral DNA’larin DNA kopya sayis1 Olgiimlerini,
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allellerin ayirimini, ila¢ tedavisinde etkinligi, DNA hasar dl¢timlerini igermektedir (Giinel

ve Aydml, 2009; Kubista, 2008).

Bu ¢alismada RT-gPCR yontemi ile glukoz alt1 fosfat dehidrogenaz (GAPDH) kontrol geni
kullanilarak bcl-2, hoxal3, hoxb13 ve cyplAl genlerinin ifade diizeyleri incelenmistir.
Apoptozis (programlanmis hiicre 6liimii veya hiicre intihari) biyolojik siire¢te hiicrenin
kaderinde (yasa-6l) ve homeostazda rol oynamaktadir. Cevredeki hiicreler zarar gormeden,
hasarli ve enfekte hiicrelerin organizmadan uzaklastirilmasina imkan saglamaktadir
(Denton, Nicolson ve Kumar, 2012; Siddiqui ve ark., 2015). Apoptozis, embriyonik gelisim
sirasinda viicudu sekillendirir, doku homeostazini korur ve organizmada istenmeyen veya
potansiyel olarak zararli hiicreleri ortadan kaldirir (Fuchs ve Steller, 2015; Popgeorgiev ve
ark., 2020). Apoptoz, uygun uyaranin etkisinden sonra indiiksiyonu baglayan aktif bir
strectir. Bu siire¢ B hiicre lenfoma-2 protein ailesi dahil birgok faktor tarafindan
diizenlenmektedir (Mysliwiec, Baran ve Flisiak, 2017). Bcl-2 ailesinden bu proteinlerin
onemli bir rolii, mitokondriden sitokrom c¢ salimi siireglerine katilarak apoptozu
uyarmalaridir (Aykag, 2012; Krawczyk ve ark., 2020). Hiicre stresi, serbest radikal hasari
veya biiyiime faktorii yoksunlugu gibi apoptotik sinyallerin bir sonucu olarak, B hiicre
lenfoma-2 (Bcl-2) ailesi olarak adlandirilan protein ailesinin pro-apoptotik iiyeleri aktive
olmakta ve sonugta mitokondriyal membran gegirgenliginde artisa sebep olmaktadir (Green
ve Kroemer, 2004). Mitokondri daha sonra apoptozom olusumuyla sonuglanan sitokrom c,
apoptoz indiikleyen protein gibi pro-apoptotik proteinleri serbest birakmaktadir. Apoptozom
daha sonra kaspaz-9'un baglamasini aktive ederek kaspaz-3'iin aktivasyonuna yol agmakta
ve boylece apoptoza sebep olmaktadir (Siddiqui ve ark., 2015). Bcl-2 ailesine ait proteinler,
apoptozun kritik belirleyicileridir (Popgeorgiev ve ark., 2020). Bcl ailesinin farkli iiyeleri
tanimlanmis olup Bcl-2 proteinleri, proapoptotik, antiapoptotik proteinler olmak tizere ikiye
ayrilir (Kvansakul ve Hinds, 2014; Popgeorgiev ve ark., 2020). Antiapoptotik bcl-2 ve
homologlar1 (Bcl-w, Bcl-xL, Mcl-1 ve Al/Bfl-1), proapoptotik genler olan bax ve bak
genlerini sitokrom c (Saito, Korsmeyer ve Schlesinger, 2000) ile diger énemli 20 protein
salinimini (Lovell ve ark., 2008) ve kaspaz yolunu etkileyerek baskilamaktadir (Popgeorgiev
ve ark., 2020; Tait ve ark., 2013). bcl-2'nin asir1 ekspresyonu farkli hematolojik
malignitelerde goriilmekte ve hiicrenin apoptozdan kurtulmasina neden olmaktadir. bcl-2
'nin asir1 ekspresyonu besin eksikligi, hipoksi ve biiyiime faktorii yoklugunda dahi timor

hiicrelerine daha uzun yasam siiresi ve hayatta kalma avantaji saglamaktadir. bcl-2 mRNA
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seviyesi, hematolojik malignite hastalarinda tutarli bir yiiksek ekspresyon gostermektedir

(Dwivedi ve ark., 2020).

Insan homeobox (hox) genleri hoxa, hoxb, hoxc, hoxd olarak adlandirilan alt dallara ayrilmis
39 gen icermektedir (Hueber ve Lohmann, 2008; Miao ve ark., 2007; Ouhtit, Kindi, Gupta
ve Shanmuganathan, 2016). Cesitli kanserlerde hox genlerinin ifadesindeki diizensizligin
timoriin prognozu ve ilerlemesi ile yakindan iliskili oldugu bildirilmistir (Okuda ve ark.,
2005; Rodriguez-Antona ve Ingelman-Sundberg, 2006). Homeobox gen ailesinden olan
hoxal3 embriyonik gelisime, hiicrenin ¢ogalmasina, farklilagmasina, gé¢ ve apoptozis
stirecine dahil olmaktadir (Liu ve ark., 2019; Scott, Morgan, Stadler, 2005). Farkli
caligmalar, timor dokusundaki (prostat, yumurtalik, pankreas gibi) yiiksek hoxal3
ekspresyonunun, hastalarin yasam siiresi ile korelasyon iginde oldugunu gostermektedir
(Ouhtit ve ark., 2016). hoxal3, hepatoseliiler karsinom, 6zofagus skuamoz hiicreli karsinom
ve pankreas kanseri dahil timdr gelisiminin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (Li ve ark.,
2015; Qin ve ark., 2019; Quagliata ve ark., 2014). hoxal3, timor gelisimine ve ilerlemesine
bir dereceye kadar katkida bulunabilir ve kotii prognoz, klinik sonuglar icin potansiyel
biyobelirteg olmaktadir (Wen ve ark., 2018). hoxal3, bazi kanserlerde yukari regiile edilir
ve onkojenik o6zelliklerle iliskilendirilmektedir (Qin ve ark., 2019). Hox protein ailesinin
diger tiyesi Hoxb13, hiicre biiyiimesi ve proliferasyonu arasindaki dengeyi korumanin
diizenlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir (Norris ve ark., 2009; Ouhtit ve ark., 2016).
Tlimor stipresor gen gibi davranmakta ve yasam siiresine olumlu katki saglamaktadir (Ouhtit

ve ark., 2016; Xie ve ark., 2019).

Biyotransformasyon (metabolizma) Faz I, Faz 11 ve Faz III reaksiyonlar1 olarak ii¢ kisma
ayrilabilir. Faz I reaksiyonlari, ksenobiyotik biyotransformasyonun ilk adimidir ve bu
adimda bilesikleri daha hidrofilik hale getirmek i¢in oksidasyon (yiikseltgenme),
rediiksiiyon (indirgeme) ve hidroliz reaksiyonlari ile substrata bir polar fonksiyonel grubu
(-OH, - NH2, -COOH veya —SH) ekleyerek veya ¢ikartarak metabolitler olusturulmaktadr.
Faz I metabolizmasinda en belirgin rolii CYP enzimleri oynamaktadir (Parkinson ve ark.,
2015; Polat, 2020; Prakash ve ark., 2015). Ksenobiyotik metabolizmasi Faz | enzimlerinden
sitokrom p450°nin iki izoenziminden biri CyplA1l dir. cyplAl birgok polisiklik aromatik
hidrokarbonun (PAH) metabolizmasinda rol alan bir enzim genidir (Sridhar, Goyal, Liu ve
Foroozesh, 2017). Spesifik bir sitozolik reseptor olan aril hidrokarbon reseptorii (AhR)
araciligiyla cyplAl ifadesinin baglamasi gergeklesmektedir (Androutsopoulos, Tsatsakis ve
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Spandidos, 2009). Sitokrom P450 (CYP) enzimleri, ¢ok sayida prokarsinojenin
biyoaktivasyonunda ve kimyasal kanserogenez siirecinde 6nemli gérevi olan (Reed, Jarvis,
Phillips ve Arlt, 2019; Rendic ve Guengerich, 2012), klinik uygulamada kullanilan ¢ogu
ilacin ve diger ksenobiyotiklerin oksidatif metabolizmasinda rol oynamaktadir (Crippa ve
ark., 2020; Lynch ve Price, 2007; Rodriguez-Antona ve Ingelman-Sundberg, 2006). CYP
klinikte kullanilan ilaglarin %50’sinden fazlasinin metabolize edilmesinde gorev almaktadir

(Crippa ve ark., 2020).

2.6.6. Yapilmis Calismalar

Tez konusu ile bire bir 6rtiisen herhangi bir arastirmaya rastlanmamistir. Ancak depresyon,
anksiyetenin veya tedavide kullanilan ila¢ etken maddelerinin genotoksik etkisini, gen ifade

diizeylerine etkisini belirlemeyi amaglayan farkli ¢galigmalar mevcuttur.

Serotonin geri alim inhibitorii olan sertralinin genotoksik etkisi farkli aragtirmacilar
tarafindan incelenmistir. Yaygin anksiyete ve major depresyon tanisi alan 10 hasta, 18 tedavi
gormeyen benzer psikopatolojiye sahip hasta ve 18 saglikli goniillii ile gergeklestirilen
aragtirmada 10-12 ay siire ile sertralin (50 mg) kullanan hastalarin KKD, KA frekans1 ile
benzer psikopatolojiye sahip hastalarin KKD, KA frekanslarinda fark olmadig: bulunmustur
(Bozkurt ve ark., 2004). Sertralinin (10, 40, 80 mg/kg) etkisinin incelendigi diger bir
aragtirmada akut muamelede sertralinin sadece yiiksek dozda (80 mg/kg), kronik muamelede
ise 40 ve 80 mg/kg dozlarda MN sikligini anlamli derecede artirdigi tespit edilmistir. Ancak
komet testinde sertralin uygulanan ratlar ile negatif kontrolleri arasinda (kuyruk uzunlugu,
yogunlugu ve momenti bakimindan) istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig:
bulunmustur (Battal ve ark., 2013). Farkli bir arastirmada depresyon ve/veya dikkat eksikligi
ve hiperaktivite bozuklugu tanisi konulan hastalarda 2 ay sertralin (50 mg/giin) ve sitalopram
(10-20 mg/giin) tedavisinin DNA hasarina sebep oldugu bildirilmistir (Atkaya, 2014).
Ahmadimanseh ve arkadaglar1 (2019) tarafindan, sitalopram tedavisi goren 25 hasta,
sertralin tedavisi goren 20 hasta ve 14 saglikli goniillii ile gergeklestirilen diger calismada,

tedavi sonrast DNA hasarinin azaldigi belirlenmistir (Ahmadimanseh ve ark., 2019).

Dikkat eksikligi ve hiperaktivite tedavisinde kullanilan metilfenidatin (MPH’1n) genotoksik
etkisi farkli genotoksisite testleri ile belirlenmeye g¢alisiimistir. Bu caligsmalarin ilkinde

MPH’mn (10-90 mg/giin) genotoksik etkisi MN, KKD ve KA testleri ile incelenmistir. 12
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cocuk ve 7 yetiskin hastadan tedavi oncesi ve tedaviden 3 ay sonra alinan periferal
lenfositlerde MPH 1 MN, KKD ve KA frekanslarini etkilemedigi tespit edilmistir (Ponsa
ve ark., 2009). Bu ¢alismanin aksine MPH (20-54 mg/giin) ile 3 ay boyunca tedavi edilen 12
cocuk hasta ile gerceklestirilen diger bir arastirmada, tedavi oncesine kiyasla, tedaviden
sonra alinan periferal kan orneklerinde MN, KKD ve KA frekanslarimin arttigi bulunmustur
(El-Zein ve ark., 2005). Diger bir ¢alismada ise depresyon ve/veya dikkat eksikligi ve
hipereraktivite bozuklugu tanisi konulan, 2 ay siire ile ortalama 18,5 mg/giin MPH kullanan
hastalarin tedavi sonras1 komet parametrelerinde artis oldugu, bu farkin istatistiksel olarak
anlamli oldugu, ancak daha yiiksek dozda MPH (ortalama doz 42,09 mg/giin) kullanan
hastalarin komet parametrelerinde ise istatistiksel olarak anlamli fark olmadig: belirtilmistir
(Atkaya, 2014). Fareler ilizerinde MPH’in genotoksik etkisinin incelendigi diger bir
arastirmada MPH’1n (1, 2 veya 10 mg/kg ) MN frekansini artirmadigi ancak uzun siireli
MPH uygulamasinin komet testi sonuglarina gére DNA hasarimi artirdigi belirtilmektedir

(Andreazza ve ark., 2007b).

2018 yilinda yapilan bir c¢alismada essitalopram ve doksepin antidepresan etken
maddelerinin genotoksik etkisini belirlemek i¢gin MN, KKD ve komet testleri kullanilmistir.
Yapilan ¢aligmada essitalopram ve doksepinin (1, 2,5; 5 ve 10 pg/mL) in vitro insan
lenfositlerinde DNA hasarina sebep olmadigt ve MN frekansini etkilemedigi
belirtilmektedir. Ancak essitaloprammn (5 ve 10 pg/mL) ve doksepinin (10 pg/mL) KKD
frekansin1  artirdigi  agiklanmistir  (Cobanoglu, Coskun, Cayir ve Coskun, 2018).
Essitalopramin incelendigi diger bir arastirmada ise depresyon ve/veya dikkat eksikligi ve
hipereraktivite bozuklugu tanis1 konulan hastalarda 2 ay siire ile essitalopram (10 mg/giin)

kullanilmasinin DNA hasarini artirdigi belirlenmistir (Atkaya, 2014).

Duloksetin’in 24, 48 ve 72 saatte akut ve subkronik (5 hafta) etkisi farkli bir arastirmada
incelenmistir. Yapilan ¢alismada 48 saat sonra farelerde MN ve KKD sikligin1 anlamli
derecede artirdig1 belirtilmistir (Madrigal-Bujaidar, Gonzalez, Madrigal-Santillan ve
Gonzélez, 2015; 2017). Pereira ve ark. (2009) tarafindan fareler iizerinde gerceklestirilen
calismada ise duloksetin’in (10 ya da 20 mg/kg) DNA hasarina neden olmadig1 komet testi
ile belirlenmistir. Mirtazapin ve duloksetinin gen ifade diizeylerine etkisinin incelendigi
diger bir aragtirmada ise duloksetin serebral kortekste bcl-2 ekspresyonunu arttirmisg
mirtazapin ise hipokampusta bcl-xL ve bax ekspresyonunu azaltmigtir (Engel, Zomkowski,

Lieberknecht, Rodrigues ve Gabilan, 2013). In vitro insan periferal lenfositlerinde
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gerceklestirilen bir ¢alismada fluoksetinin (8, 12, 16 ve 20 pg/mL) genotoksik etkisi
incelenmistir. Fluoksetin (20 pg/mL) eksojen metabolik aktivatorden bagimsiz MN
olusumuna sebep olmus, KA frekansinda ise tiim dozlarda (8 pg/mL hari¢) artisa neden
olmustur. Ancak KKD frekansinda anlamli bir degisiklige sebep olmadigi tespit edilmistir
(Nizam, 2010). 30 kadin ve ayni yas grubunda olan 30 saglikli kontrol grubu ile
gerceklestirilen diger bir arastirmada 6-19 ay siire ile fluoksetin kullaniminin KKD
frekansii artirdigr tespit edilmistir (Diindardz ve ark.,1999). Depresyon ve/veya dikkat
eksikligi ve hipereraktivite bozuklugu tanisi almis hastalarda 2 ay fluoksetin (20 mg/giin)
kullaniminin DNA hasarimi artirmadigi komet testi ile belirlenmistir (Atkaya, 2014).
Fluoksetinin olas1 genotoksik etkisini belirlemek i¢in farelerin kullanildig1 bir aragtirmada
KKD sikliginin doza bagl (2,6; 7,8; 13,0 mg/kg) arttigi bulunmustur (Alzahrani, 2012). Fare
noron hiicre kiiltiriinde gerceklestirilen farkli bir aragtirmada ise tek fluoksetin
uygulamasinin kombine (amitriptylin/imipramin + fluoksetin) fluoksetin uygulamasina gore
DNA hasarin1 daha fazla artirdigi bulunmustur (Solek ve ark., 2019). Farkli bir arastirmada
fluoksetinin gen ifade diizeyine etkisi PCR testi ile farelerde (2,5 mg/kg, 5 mg/kg ve 10
mg/kg) incelenmistir. Fluoksetinin (10 mg/kg) amigdala bolgesinde bcl-2 gen ifadesini
artirdig1 belirlenmistir (Aykag, 2012).

Tedavi Oncesi ve tedavi sonrast komet parametrelerinin degerlendirildigi diger bir
arastirmada, depresyon ve/veya dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu tanis1 konulan
hastalarda 2 ay paroksetin (20 mg/giin) tedavisinin DNA hasarina sebep oldugu bildirilmistir
(Atkaya, 2014). Nefazodonun genotoksik etkisinin incelendigi bir arastirmada, HepG2 hiicre
hattinda nefazodonun (2,5; 5 ve 10 ug/mL) DNA hasarimi artirdigi bulunmustur (Sakin ve
Kamal., 2019). Nefazadonun gen ifadelerine olasi etkisi HepG2 hiicrelerinde Silva ve ark.
(2016) tarafindan incelenmistir. 50 uM nefazadonun hiicrenin hayatta kalmasini artiran

(foxo3) gen ifade diizeyinde artisa neden olmustur (Silva ve ark., 2016).

Insan periferal lenfositleri kullanilarak gerceklestirilen farkli bir arastirmada reboksetinin
MN, KKD ve KA frekansina etkisi incelenmistir. Donbak ve arkadaslar1 (2014) tarafindan
gergeklestirilen arastirmada reboksetinin 100 ve 125 pug/mL dozda MN, 125 pg/mL dozda
KKD ve 75, 100 ve 125 pg/mL dozda KA frekansini artirdigi bulunmustur (Dénbak, Dal ve
Celik, 2014). Diger bir arastirmada ise milnacipranin (10,00; 20,00; 30,00 ve 40,00 pg/mL)
MN, KKD ve KA frekansini artirdigi bulunmustur (Avuloglu ve ark., 2017).
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In vitro gergeklestirilen diger bir aragtirmada trazodonun (3,13; 6,25; 12,50; 25,00; 50,00 ve
75,00 pg/mL) olas1 genotoksik etkisi arastirilmistir. Trazodonun (25,00; 50,00 ve 75,00
ng/mL) MN, KKD ve KA frekansini artirdig1 agiklanmistir (Avuloglu, Unal ve Yiizbasioglu,
2017). SNRI grubunda bulunan venlafaksinin (50 ve 100 ug/mL) ise insan periferal
lenfositlerinde MN ve KA olusumunu artirdigi bulunmustur (Ayabakti ve Kocaman, 2018).

Major depresyon hastalarinda gen ifade diizeylerinin belirlendigi bir ¢alismada bax ve bcl-2
gen ekspresyonunun seviyesi gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile incelenmis ve
depresyon siiresi, siddeti gibi degiskenlerin bcl-2 ve bax genlerinin ekspresyonunu
etkilemedigi tespit edilmistir (Amidfar, Karami, Kheirabadi, Afshar ve Esmaeili, 2019). Gen
ifade diizeyinin incelendigi diger bir arastirmada depresyon modeli olusturulan sicanlarda
serum bcl-2 seviyesinde azalma, serum bax seviyesinde artis oldugu belirlenmistir (Xiao ve
ark., 2020).

Yapilan ¢alismalarin sayica yetersiz, sonuglarinin da geliskili oldugu goriilmektedir. Bu
sebeple bu tez ¢alismasinda insan periferal lenfositleri kullanilarak tedavi géren depresyon

ve anksiyete hastalarinda olasi genotoksik riskin belirlenmesi amaglanmustir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Test Materyali

Calismada kullanilacak kan orneklerinin alimi i¢in Mesleki ve Cevresel Hastaliklar
Hastanesi’nden izin alinmistir. Calismanin yapilabilmesi i¢in Mesleki ve Cevresel
Hastaliklar Hastanesi psikiyatri poliklinigine bagvuran hastalar ¢alismaya uygunlugu
acisindan Psikiyatri Uzmani Dr. Giilniir OZDAMAR tarafindan degerlendirilmis ve DSM-
IV tan kriterlerine gore tam konulmustur. Bu ¢alisma Yildinm Beyazit Universitesi
Yenimahalle Egitim ve Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun 30/04/2019
tarih ve 2019/48 protokol kodu ve 2019/04/19 Kkarar nolu izni ile gerg¢eklestirilmistir.

Yapilan degerlendirme sonucu olasi genotoksisiteyi belirlemek i¢in minimum 3 ay siire ile
depresyon ve anksiyete bozuklugu tanisi ile tedavi goren, yaslari 20-50 arasinda degisen
hastadan periferal kan 6rnegi alinmigtir. Hasta grubu igerisinde 19 hasta tek ilag, 17 hasta
ise kombine ilag olmak iizere 36 hasta SSRIs grubu ilag kullanmaktadir. 7’si tek ilag 2’si
kombine olmak tizere 9 hasta SNRIs grubu ilag ile tedavi goriirken, 2 hasta ise antipsikotik
ve noradrenarjik dopaminerjik gerialim inhibitorlerini beraber kullanmaktadir. Caligmada
yer alan goniillillere ait detayl tedavi, yas ve cinsiyet dagilim bilgileri, Cizelge 3.1.de
verilmistir. Anksiyete ve depresyon tanili hastalardan olusan hasta grubu, c¢alismaya

katilmay1 kabul eden hastalar arasindan rastgele olusturulmustur.

Hasta grubunu olusturan goniilliilerin saglik durumu ve baska herhangi bir kronik hastalig
olup olmadigi gibi detayl bilgileri igceren demografik bilgi formu tiim goniilliillerden
toplanmis ve siirekli tedavi gormesini gerektirecek bagka bilinen kronik hastaligi, ek
psikiyatrik hastalig1 olmayan goniilliiler ¢calismaya dahil edilmistir. Ayn1 yas grubunda olan
herhangi bir bilinen kronik hastalig1 olmayan goniilliiden kontrol grubu olarak periferal kan

ornegi alinmustir.

MN, KKD, KA ve komet testi uygulanan hasta grubuna ait ilag isim ve dozlar1 Cizelge 3.2°de
verilmistir. KA ve MN testlerinde hasta grubunda 47 tedavi goren ve kontrol grubunda 28
saglikli goniilliiniin, KKD testinde hasta grubunda 45 tedavi goren ve kontrol grubunda ise

26 saglikli goniilliiniin preparatlart degerlendirilmistir. Komet testinde ise hasta grubunda
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38 tedavi goren, kontrol grubunda 28 saglikli birey olmak iizere 66 goniilliiniin sonucu
degerlendirilmistir. RT-gPCR testine tedavi goren 21 hasta ve kontrol grubu olarak 18
saglikli goniillii olmak tizere toplam 39 goniillii dahil edilmistir. RT-qgPCR hasta grubuna ait
tedavi bilgileri Cizelge 3.3°de belirtilmistir. Hasta ve kontrol grubundaki goniilliilerden bu
caligmaya katilmak i¢in riza formunu imzalamalarinin ardindan 2 mL periferal kan 6rnegi
alimmigtir. Alinan numuneler +4°C’de 151tk almayacak sekilde hizlica calisma igin
laboratuvara ulastirilmistir. Kan numunelerinden oOncelikle, polimeraz zincir reaksiyonu
(RT-gPCR) i¢in RNA izolasyonu yapilmis ve izole edilen RNA’lar -80°C’de ¢alisma giiniine
kadar muhafaza edilmistir. Daha sonra kan numunelerinden besi yerine
(ChromosomeMedium B) ekim yapilarak kromozomal anormallik, kardes kromatid
degisimi ve mikronukleus testleri i¢in kiiltiir stiresi baslatilmistir. Son olarak komet testi i¢in

lenfosit izolasyonu yapilmis ve inceleme giiniine kadar -20°C’de saklanmustir.

Cizelge 3.1. Tedavi goren hastalarda ¢alisma grubu verileri
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Cizelge 3.2. MN, KKD, KA ve Komet testi uygulanan hasta grubuna ait ilag isim ve dozlari

Ila¢ Ismi/Doz (mg)/ giin

Hasta Sayisi

Duloksetin (30-60)

Duloksetin (30-60)+ Aripiprazol (10)
Essitalopram (10-20)

Essitalopram (10-20) + Trazodon (50)
Essitalopram + Mirtazapin (30)
Essitalopram + Trifluperazin (1-2)
Fluoksetin (20-60)

Fluoksetin (20-60) + Vortioksetin (5)
Fluoksetin (20-60) + Aripiprazol (5)
Fluoksetin (20-60) + Trazodon (50)
Fluoksetin (20-60) + Trifluperazin (1-2)
Fluoksetin (20-60) + Mirtazapin (15)
Ketiapin (200) + Bupropion (300)
Antipsikotik (600)

Paroksetin (20) + Aripiprazol (1-5)
Paroksetin (20) + Sitiliza (1)

Sertralin (50-100)

Sertralin (50-100) + Buspiron (15)
Sertralin (50-100) + Trifluperazin (1)

Venlafaksin (37,5-150)

Venlafaksin (37,5-150) + Trifluperazin (1)
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Cizelge 3.3. RT-gPCR testi uygulanan hasta grubuna ait tedavi bilgileri
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3.2. Mikronukleus (MN) Testi

Goniilliillerden alinan kan 6rneginde, Fenech (2000) ile Palus ve ark.’nin (2003) metodu bazi
degisiklikler uygulanarak MN testi gerceklestirilmistir. Alinan kan numunesinden 2,5
mL’lik besi yerine (Chromosome Medium B) steril kosullarda ekim yapilmis ve 37°C’deki
inkiibatore konularak kiiltlir siiresi baslatilmistir. Bu siirenin baslamasini takiben 44.
saatinde kiiltlir ortamina 5,2 ug/mL sitokalasin B ilave edilmis ve karyokinez tamamlanan
hiicrelerde sitokinez engellenmistir. Kiiltiir siiresi olan 72. saatin dolmasini1 miiteakip 1000
rpm’de 10 dakika santriiflij islemi sonrasinda iistte kalan silipernatant uzaklastirilmistir.
Hiicreleri i¢eren ve kiiltiir tiipiiniin dibinde kalan yaklasik 0,5-0,7 mL’lik kisim vorteks ile
homojen hale gelene kadar karigtirilmigtir. Homojen olan pelletin tizerine 4°C’deki 0,075 M
KCI hipotonik soliisyonundan 5 mL olacak sekilde eklenmistir. Hipotonik soliisyon ilave
edilen tiipler, 4°C’de 5 dakika bekletilmistir. Siirenin sonunda tiipler 1000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilip, tistteki siipernatant bir kez daha uzaklagtirilmistir. Tiiplerde bulunan pelletin
tizerine vorteks yardimi ile 6nceden hazirlanan ve buzdolabinda bekletilen fiksatiften (3:1

metanol: asetik asit) 5 mL olacak sekilde ¢cok yavas bir seklide damla damla ilave edilmistir.

Tiipler daha sonra 15 dk 4°C’de bekletilmistir. Fiksatifle muamele islemi 3 defa tekrarlanmig
ve 3. fiksatife 1/40 oraninda %1°lik formaldehit ilave edilerek sitoplazmanin korunmasi
saglanmigtir. Son fiksatif isleminin ardindan tiipler santriifiij edilerek 0,5-0,7 mL’lik pellet
kalacak sekilde siipernatant uzaklastirilmistir. Pellet pastor pipeti yardimi ile homojen hale
getirilerek saf su ile temizlemis ve buzdolabinda 24 saat bekletilmis lamlarin {izerine

damlatilmistir. Preparatlar 151k almayan ortamda oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

Preparatlarin boyanmasi

Kurutulan preparatlar %5°lik Giemsa’da (pH=6,8) 10-15 dakika boyanmstir. Siire sonunda
preparatlar saf sudan gegirilerek, oda sicakliginda kurutulmustur. Preparatlarin {izerine

entellan damlatilarak kapatilmis ve daimi hale getirilmistir.

Mikronukleus sikliginin ve niikleer boliinme indeksinin (NBI) belirlenmesi

Mikroniikleus sayisini tespit etmek amaci ile sitoplazma bdliinmesini tamamlamamis fakat

cekirdek boliinmesi tamamlanmisg, bintikleat (¢ift ¢ekirdekli) hiicreler incelenmistir. Her
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goniilliide toplam 1000 biniikleat hiicre incelenmis ve mikroniikleus igeren hiicreler 1
mikroniikleuslu, 2 mikroniikleuslu, 3 mikroniikleuslu olarak sayilmistir. [1x (IMN) +
2X(2MN) + 3x(3MN+4MN)]/N (N= incelenen toplam hiicre sayis1) formiilii ile hiicre basina
diisen MN sayist (MN/hiicre) belirlenmistir (Countryman ve Heddle, 1976). Niikleer
boliinme indeksi hesaplanmasinda her goniilliiden 500 hiicre incelenmistir. Hiicreler 1, 2, 3,
4 cekirdekli hiicreler seklinde sayilip niikleer boliinme indeksi [1x(IN) + 2x(2N) +
3X(3N+4N)]/n (n = incelenen toplam hiicre sayis1) formiilii ile hesaplanmistir (Eastmond ve
Tucker, 1989).

3.3. Kardes Kromatit Degisimi (KKD) ve Komozomal Anormallik (KA) Testleri

Kardes kromatid degisimi ve kromozomal anormallik Perry ve Thompson (1984) ve Evans,
Kilbey, Legator, Nichols ve Ramel’in (1984) yontemlerinde kiigiik degisikliklerle
uygulanmigtir. Gontilliillerden alinan kan ornekleri besi ortamina ekilmistir. Daha sonra
kiiltiir ortamina steril 5-Bromo 2-Deoksiuridin (BrdU)’den 20 pug/mL eklenmistir. Kiiltiir
tiipleri 151k almayacak sekilde etiivde 72 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sliresinin bitimine 2 saat kala (kiiltiir baslamasindan sonraki 70. saat) kiiltlir ortamina 0,06
ug/mL kolsisin ilave edilmistir. Inkiibasyon siiresinin bitimini takiben kiiltiir tiipleri 10
dakika 1200 rpm’de santriifiij edilmis ve iistte kalan siipernatant dikkatli bir sekilde pellet
kismin1 etkilemeyecek sekilde pastor pipeti yardimi ile uzaklastirilmistir. Kiiltiir tliplerine
onceden hazirlanmis ve 37°C’de bulunan hipotonik (0,075 M KClI) ¢6zeltisinden 5 mL ilave
edilerek 37°C’de 30 dk bekletilmistir. Siirenin bitmesinden sonra kiiltiir tiipleri 10 dakika
1200 rpm’de santriifiij edilmistir. Santriifiij sonrasi siipernatant pellet kismina hasar
vermeden atilmistir. Daha sonra pelletin lizerine 6nceden hazilanan ve -20 °C’de bekletilen
3:1 metanol: asetik asit karisimindan olusan fiksatiften 5 mL eklenmistir. 45-60 dk +4 °C’de
tiipler bekletilmis ve siirenin sonlanmasindan sonra 10 dakikal200 rpm’de santriiflj islemi
yapilmistir. Bu islem bir kez daha tekrarlanmis ve santriifiij sonrasi listte kalan s1v1 kisimdan
1,5- 2 mL kalincaya kadar silipernatant atilmistir. Dipte kalan pellet bu fiksatif ile homojen
oluncaya kadar pastor pipeti yardim ile pipetaj yapilmis ve 6nceden hazirlanan -20 °C’de
saleler iginde yar alan lamlara damlatilarak preparatlar hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlar

oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
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Preparatlarin boyanmasi

Kromozomal anormallik ve mitotik indeks i¢in: oda sicakliginda kuruyan preparatlar
Sorensen tamponu ile hazirlanmis % 5°lik Giemsa ile (pH=6,8) 15-20 dakika boyanmustir.
Kardes kromatid degisiminin ve replikasyon indeksinin belirlenmesi amaci ile hazirlanan
preparatlar Speit ve Haupter’in (1985) gelistirdikleri metotta bazi degisiklikler uygulanarak
boyanmustir. Bu preparatlarin tizeri pH=6,8 olan sorensen tamponu ile kaplanmis ve 13 dk
254 nm (nanometre) dalga boyunda 151k yayan UV lambasi araciligi ile isimlanmistir. Siire
sonunda preparatlardan iginlama soliisyonu uzaklastirilmis ve dnceden hazirlanmis 60 °C
sicakliktaki 1 X SSC (Sodyum kloriir + Trisodyumsitrat) soliisyonunda 1 saat bekletilmistir.
Siirenin dolmasindan sonra preparatlar distile su ile yikanarak sorensen tamponu ile
hazirlanan pH=6,8 olan %5 lik Giemsa ile 20-25 dk boyanmistir. Boyanan preparatlar oda
sicakliginda kurumaya birakilmig ve entellan ile lamel kapatilarak daimi preparatlar

hazirlanmstir.

Kardes kromatit degisimi sikliginin belirlenmesi

Homolog kromozomlar arasinda gerceklesen parca degisimini saptamak amaci ile BrdU
kullanilmistir. BrdU kiiltiiriin baglatildigi anda (0 saatte) tiiplere eklenmistir. Kardes
kromatit degisimi (KKD) sayisinin belirlenmesi amaci ile her birey i¢in 25 metafaz
degerlendirilmis ve acik renkte boyanmis kromatit ipligindeki koyu renkli pargalar veya

koyu renkli boyanmis kromatit ipligindeki acik renkteki parcalar sayilmistir.

Replikasyon indeksinin belirlenmesi

Birinci (M1), ikinci (M2) ve lglincii (M3) metafaz evresindeki toplam 100 hiicre
degerlendirilmis ve replikasyon indeksi (RI) = [Ix(M1) + 2x(M2) + 3x(M3)]/N (N =
incelenen toplam hiicre sayis1) formiilii ile hesaplanmistir (Schneider, Nakanishi, Lewis ve
Sternberg, 1981).

Kromozomal anormalliklerin ve mitotik indeksin belirlenmesi

Daimi hale getirilen preparatlardan iyi dagilmis 100 adet metafaz 151k mikroskobu ile

incelenerek kromozom anormallikler (KA) belirlenmistir. Incelenen toplam hiicre igindeki
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anormal hiicrelerin yiizdesi belirlenmistir. incelenen 1000 hiicre icerisinden béliinen hiicre
sayisinin toplam hiicre sayisina orani yiizde cinsinden hesaplanarak mitotik indeks (Mi)

hesaplanmustir.

3.4. Komet Testi

Kan orneklerinden Oncelikle lenfosit izolasyonu yapilmistir. 2004 yilinda Hininger ve
arkadaslarinin kullandig1 metotta bazi degisiklikler yapilarak izole lenfositler -20°C’de
saklanmistir. Bu amagcla alinan kan 6rneklerinin 100 pl’ si 1000 pl PBS’de seyreltilmis ve
10 dk buz igerisinde bekletilmistir. Bu karisima lenfosit izole etmek i¢in kullanilan biocoll
(100 L) ilave edilmistir. Biocoll ependorf tiipiiniin dipe yakin kismina yavas yavas
aktarilmistir. Daha sonra tiipler +4 “C’de 1060 rpm’de 3 dk santriifiij edilmistir. Santriifiij
sonrasi tekrar buz igerisine konulup tiipiin ortasinda olusan bulutsu tabaka alinarak lenfosit
izolasyonu yapilmistir. Izole edilen lenfositlerin iizerine daha sonra 1/1 oraninda uygulama
maddesi (9:1 RPMI/fetal sigir serumu (FBS) + 9:1dimetil siilfoksit (DMSQ)) ilave edilip
siispanse edilerek &rnekler -20°C’ye kaldirilmistir. Ornekler -20°C°de ortalama 45 giin

saklanmistir (Hininger ve ark., 2004).

Komet testi 1988 yilinda Sing ve arkadaslarinin kullandiklar1 metotta baz1 degisiklikler
yapilarak gergeklestirilmistir. -20°C’de saklanan Ornekler oda sicakligmma alinmis ve
coziinmesi beklenmistir. (Céziinmenin ardindan lenfositler 3000 rpm’de 5 dk santriifiij
edilmis ve ependorf tiipiiniin tistiinde kalan s1v1 kismi uzaklastirilmistir. % 4’liik tripan blue
ile 10 uL lenfosit 1:1 oraninda karistirilarak preparat hazirlanip hiicre canliligina bakilmstir.
Canlilik oraninin % 85-94 oldugu trypan blue ile tespit edilmesi tizerine komet testine devam
edilmistir. Lenfositler izerine 100 uL PBS ilave edilmis, siispanse edilerek homojen hale
getirilmistir. Daha sonra 10 mL distile suda 0,065 g diisiik erime 1s1l1 agar LMA (low melting
agar) hazirlanmis ve eritilerek homojen hale gelmesi saglanmistir. Diisiik erime 1s1l1 agarin
150 pL’si lenfositler ile karistirilarak daha dnceden yliksek erime 1s1l1 agar ile kapli lamlara
175 pL olarak damlatilmistir. Bu sayede lenfositlerin sandavig modeli gibi iki agarin arasina
gomiilmesi saglanmistir. Lamelle kapatilan preparatlar +4°C’de 20-25 dk bekletilmistir.
Stirenin dolmasini takiben preparatlar buzdolabindan ¢ikarilip lamlarin tizerinde yer alan
lameller kaldirilmistir. 1 saat +4°C’de pH’s1 10’a ayarlanan lizing soliisyonu bulunan (2,5
M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris) salelerin iginde bekletilmistir. Daha sonra preparatlar
elektroforez tamponu (pH=13) bulunan tankta 20 dk bekletilmistir. Preparatlar siirenin
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dolmasindan sonra, 25 V, 300 mA’da 20 dk elektroforez islemine tabi tutulmustur.
Elektroforez sonrasi +4°C ndtralizasyon tamponunda (0,4 M Tris, pH=7,5) 5 dk
bekletilmistir. 2 kez nétralizasyon isleminin tekrar edilmesinin ardindan preparatlar etidyum

bromid (50 pL) ile boyanmustir.

Lenfosit sayimi ve degerlendirilmesi

Komet testi sonuclarinin degerlendirilmesi amaci ile her bir goniillii i¢in hazirlanan
preparatlardan toplam 200 lenfosit incelenmistir. Bu amagla preparatlar floresan
mikroskopta (546 nm eksitasyon ve 590 nm bariyer filtreli) 400x biiyiitmede “CometAssay
IV, Perceptive Instruments Ltd., UK” analiz programi kullanilarak incelenmistir. Elde edilen
sonuglar kuyruk uzunlugu, % kuyruk yogunlugu ve kuyruk momenti cinsinden istatistiksel

olarak degerlendirilmistir.

3.5. RT gPCR Testi

Calismanin RT-qPCR kismi Qiagen test teknikleri kullanilarak hizmet alimi yolu ile
gerceklestirilmig, asagida agiklanan sekilde RNA izolasyonu ve RT-gPCR yapilmistir

(Qiagen, 2022). RNA izolasyon kiti Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. RNA izolasyonu kiti igerigi

Katalog no: 52304
Preparations per. Kit 50 adet
QIlAamp Spin Columns (clear) 50 adet
QIlAshredder Spin Columns (lila) 50 adet
Tiip (1.5 mL) 50 adet
Tiip (2’mL) 200 adet
Tampon EL 5x 120 mL
Tampon RLT 45 mL
Tampon RWI 45 mL
Tampon RPE 11 mL
Su (RNaz negatif) 10 mL

RNA izolasyonu oncesinde Tampon RPE konsantre olarak bulunmasi sebebi ile
kullanmadan once 4 kat etanol (%96-100) eklenerck diliie edilmistir. Tampon RLT
icerisinde olusan presipitatlar 37°C’de 1sitilarak ¢oziilmiistlir. 1 mL RLT igerisine 10 pL
betamerkaptoetanol (14,3 M, B-ME) eklenmistir. Izolasyona alinacak toplam 16kosit say1si



35

5x107 olacak sekilde kan miktar1 ayarlanmistir. RNA izole edilecek kan numune &rnekleri
EDTA’ll kan alma tiiplerine alinmis ve goniillillerden alindigi giin RNA izolasyonu

yapilmustir.

RNA izolasyonu

Cizelge 3.5. Lokosit sayis1 ve kan miktari

Tampon RLT- B-ME (uL) | Kan Miktar1 (mL) Lokosit Sayisi
350 <05 <2x10°
600 05-15 2x10°-1x10’

Bir hacim periferik kan {izerine 5 hacim Tampon EL eklenmis ve +4°C’de 20 dakika
bekletilmistir. Arada birkag kez kisaca vorteks edilerek karistirilmistir. Daha sonra 400 g’de
4°C’de 15 dk santriifiij edilerek stipernatant uzaklastirilmistir (Pellet beyaz kiireleri igerir).
Stipernatantin uzaklastirilmasinin ardindan baglangicta kullanilan kan miktarinin 2 hacim
kat1 kadar Tampon EL eklenmis ve vorteks edilerek hiicrelerin ¢éziilmesi saglanmistir. Daha
sonra da +4°C’de buzdolabinda bekletilmis ve arada birka¢ kez vorteks edilerek
karistirilmistir. 400 g’de 10 dk, 4°C’de karisim santriifiij edilerek siipernatant tamamen
almmistir. Kurutma kagidina ters cevrilip, pelletin akmadigindan emin olacak sekilde
kurulanmustir. Cokelen beyaz kiirelerin tizerinde kalan s1vi, cam pipetle toplanarak tamamen

uzaklastirilmastir.

Tampon RLT-Betamercaproethanol karisimindan Cizelge 3.5’de yer alan oranlara gore ilave
edilerek vorteks ile karistirilmistir. Olusan lizat QIAshredder (lila) kolona yiiklenmis ve 3
dk 10 400 g’de santriifiij edilmistir. Daha sonra lizata toplam hacim 600 pL olacak sekilde
Tampon RLT eklenerek yeni bir QlAshredder kolona yiiklenmistir. Santriifiij sonrasi
QIAshredder kolon atilmistir. Alt tlipte kalan lizat lizerine Tampon RLT miktar1 kadar
(350/600 nL) 70% EtOH eklenmis ve pipetle iyice karistirilmistir. Presipitat olustu ise, bu
da kolona yiiklenmistir. Daha sonra ornekler, QIAamp (beyaz) spin kolonun ortasina
dikkatlice yiiklenerek, 1 dk. 8000 g’de santriifiij edilmistir. 700 uLL Tampon RWI eklenip 1
dk tekrar santriifiij edilmistir. Santriifiij sonrasinda 500 pLL. Tampon RPE eklenerek 3 dakika
(20.000 g) santriifiij edilmistir. Kolon yeni bir tiipe (2 mL) alinarak 1 dk. santriifiij edilerek
etanol uzaklastirilmistir. Daha sonra QIAamp spin kolon ependorf tiipe aktarilarak RNaz

icermeyen su (30-50 pL) kolonun ortasina gelecek sekilde ilave edilmis ve 1 dk 10 000
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rpm’de santriifiij edilmistir. Santriifiij islemi sonrasinda kolon atilmig ve RNA -80°C’ye

kaldirilarak ¢aligsma giiniine kadar muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.6’de miktarlar1 belirtilen karisima gore steril bir PCR tiipiinde her RNA 6rnegi
icin genomik DNA eliminasyon karigimi hazirlanmais, pipetlenerek yavasga karistirilmis ve

kisa bir siire santriifiij edilmistir.

Cizelge 3.6. Genomik DNA eliminasyon Kiti

Bilesenler Miktar
RNA 25 ng-5 pL
Tampon GE 2uL

Su (RNaz negatif) degisken
Toplam hacim 10 uL

Genomik DNA izolasyon karigimi1 42°C'de 5 dakika inkiibe edilmis ve en az 1 dakika buz
iizerinde bekletilmistir. Daha sonra ters transkripsiyon karisimi asagida yer alan Cizelge

3.7’a gore hazirlanmistir.

Cizelge 3.7. Revers transkripsiyon karigimi

Bilesenler 1 reaksiyon | 2 reaksiyon 3 reaksiyon
i¢in hacim icin hacim i¢cin hacim

5x Tampon BC3 4 uL 8 uL 12 uL

Kontrol P2 1ul 2 uL 3uL

RE3 Ters Transkriptaz Karigim: | 2 uL 4 uL 6 uL

Su (RNaz negatif) 3uL 6 uL 9uL

Toplam hacim 10 uL 20 uL 30 uL

Genomik DNA izolasyon karigimi i¢eren her tiipe 10 uL revers transkripsiyon karisimi
eklenmis ve karigim yavasga pipetaj yapilarak homojen hale getirilmistir. Karisim 15 dakika
42°C'de, 95°C'de 5 dakika inkiibe edilerek reaksiyon durdurulmustur. Daha sonra agagida
yer alan protokole gére Rotor-Gen Q cihazinda RT-qPCR gergeklestirilmistir. 5 mL tiipe
Cizelge 3.8’a gore PCR bilesen karigimi hazirlanmis, santriiftij edilmis ve 20 uL. PCR
karisim1 Rotor-Disc kuyulara dagitilmistir. Rotor disk 1s1 miihiirleyici kullanarak diski, rotor
diski 1s1 yalitim filmi ile dikkatlice ve sikica kapatilarak Cizelge 3.9.’a gore RT-gPCR

gerceklestirilmistir.



Cizelge 3.8. 11k reaksiyon icin PCR bilesen karisimi

Bilesenler Hacim
RT2SYBR Green Mastermix 12,5 uL
cDNA sentez reaksiyonu 1puL

RT2gPCR primer test (10 pM stock) | 1 uL

Su (RNaz negatif)

10,5 uL

Total hacim

25 uL

Cizelge 3.9. RT-qPCR dongii kosullar
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Dongii sayist Stire Sicaklik

1 10dk | 95°C DNA TagPolimeraz bu 1sitma adimu ile aktive edilir.

40 15s 95°C Gen ifade verileri floreasan yardimu ile toplanir.
30s 60°C

RT-gPCR sonuclarinin degerlendirilmesi

RT-gqPCR sonuglarinin degerlendirilmesi Istatistik veri analizi; “Qiagen Geneglobe (Qiagen,

Hilden, Almanya) analiz sistemi kullanilarak yapilmistir. Elde edilen sonuglarda 2744t

verilerine gore kontrol grubu ile kiyaslanarak istatistiksel olarak anlamlilik belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Mikroniikleus Testi Sonuclar:

Yapilan inceleme sonucunda tedavi goren 47 hasta ve 28 saglikli (kontrol grubu) olmak
tizere toplam 75 goniilliiniin her birinden elde edilen preparatlarda MN frekansinda kontrole
gore istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi (Cizelge 4.1, Sekil 4.1) bulunmustur.
Niikleer boliinme indeksi sonuglarinda da anlamli bir degisiklik olmadigi belirlenmistir
(Cizelge 4.2). Ayrica hasta grubunda yas, cinsiyet, ilk veya tekrarlayan tani, SNRI veya
SSRI kullanimi, kombine tedavi veya monoterapi ve fluoksetin kullanim1 gibi faktorlerin
MN sonuglarinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga neden olmadigi bulunmustur.
Ancak istatistiksel olarak anlamli olmamasina ragmen calisma sonucunda fluoksetin
kullanmayan hastalardaki MN frekansinin fluoksetin kullanan hastalara oranla daha yiiksek
oldugu, benzer sekilde tek ilag kullanan hastalardaki MN frekansinin tek fluoksetin kullanan
hastalardan daha fazla oldugu bulunmustur. Ayrica kombine ila¢ kullanan hastalardaki MN
frekansi tek ilag kullanan hastalardan daha yiiksek oldugu belirlenmistir. SNRI kullanan
hastalarda ise SSRI kullananlara oranla MN frekansinin bir miktar arttig1 bulunmustur ama
bu fark anlamli degildir. Ilaveten tekrarlayan tani alan hasta grubundaki MN frekansi ilk tani
alan hasta grubundan daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ancak bu fark istatistiksel olarak
anlaml degildir. Calismamizda rastlanilan mikroniikleuslara ait ornekler Resim 4.1°de

verilmistir.
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Cizelge 4.1. Hasta ve kontrol gruplarina ait MN frekanslari

BN hiicreler i¢inde
mikroniikleus frekanslar1 | MN+SH(%
Grup N MNL | MN2 VNG %) Medyan P
Hasta Grubu (HG) 47 256 20 3 0,66+0,06 0,60 0.216
Kontrol Grubu 28 126 13 3 0,53+0,04 0,50
HG (20-35 Yas) 16 79 5 0,55+0,07 0,50 057
HG (36-50 Yas) 31 177 15 3 0,69+0,09 0,60 '
HG Kadin 32 191 13 3 0,7+0,08 0,65 0.258
HG Erkek 15 65 7 0,51+0,08 0,50 '
[1k tan1 alan HG 29 148 10 0,57+0,05 0,50 0.191
Tekrarlayan tan1 alan HG | 18 108 10 0,79+0,14 0,70 '
SSRI tedavisi alan 36 182 11 1 0,59+0,05 0,60 0.363
SNRI tedavisi alan 9 62 8 2 0,93+0,25 0,70 '
Tek ilag tedavisi alan 15 140 6 3 0,59+0,07 0,40 0.133
Kombine ilag tedavisi 32 116 14 0,74+0,11 0,70 '
alan
Tek fluoksetin kullanan 7 30 1 1 0,5+0,17 0,40 0.219
Tek ilag kullanan 20 110 5 2 0,63+0,08 0,60 '
(fluoksetin harig)
Kombine fluoksetin 8 36 4 0,63+0,09 0,65 0.473
kullanan '
Fluoksetin hari¢ kombine | 12 80 10 0,82+0,17 0,75
ilag kullanan
Fluoksetin kullanan 15 66 5 1 0,57+0,09 0,50 031
Fluoksetin kullanmayan 32 190 15 2 0,7+0,08 0,60 '
Kisaltmalar; N: Goniillii sayisi; BN: Biniikleat; HG: Hasta grubu
MN%
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Sekil 4.1. Hasta ve kontrol grubuna ait MN frekanslari




Cizelge 4.2. Hasta ve kontrol gruplarina ait niikleer boliinme indeksleri (NBI)
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Grup N N1 N2 N3 Medyan | NBI =+ SH P
Hasta Grubu (HG) 47 13768 7938 1794 1,48 1,49+0,02 0,051
Kontrol Grubu 28 9018 4272 710 1,43 1,4340,02
HG (20-35 Yas) 16 4591 2738 671 1,53 1,52+0,03 0,406
HG (36-50 Yas) 31 9177 5200 1123 1,47 1,49+0,03
HG Kadin 32 9460 5360 1180 1,46 1,484+0,02 0,48
HG Erkek 15 4308 2578 614 1,54 1,5140,02
[1k tan1 alan HG 29 8341 4898 1261 1,51 1,5140,03 0,118
Tekrarlayan tani alan HG 18 5427 3040 533 1,44 1,46+0,02
SSRI tedavisi alan 36 10434 6101 1465 1,49 1,50+0,02 0,266
SNRI tedavisi alan 9 2739 1494 267 1,40 1,45+0,04
Tek ilag tedavisi alan 27 7869 4571 1060 1,47 1,50+0,03 0,737
Kombine ilag tedavisi alan 20 5899 3367 734 1,49 1,48+0,01
Tek fluoksetin kullanan 7 1968 1271 261 1,47 1,51+0,05 0,72
Tek ilag kullanan 20 5901 3300 799 1,46 1,49+0,03
(fluoksetin harig)
Kombine fluoksetin 8 2313 1363 324 1,56 1,50+0,04 0,527
kullanan
Fluoksetin hari¢ kombine 12 3586 2004 410 1,46 1,47+0,03
ila¢ kullanan
Fluoksetin kullanan 15 4281 2634 585 1,54 1,51+0,03 0,438
Fluoksetin kullanmayan 32 9487 5304 1209 1,46 1,48+0,02

Kisaltmalar; N: Goniillii sayis1; N1: Tek cekirdekli hiicre sayisi; N2: iki ¢ekirdekli hiicre sayis1; N3: Ug—dort
¢ekirdekli hiicre sayis1 HG: Hasta grubu.

Resim 4.1. Biniikleat hiicrelerde goriilen mikroniikleus 6rnekleri a) Tek mikroniikleuslu
biniikleat hiicre, b) Iki mikroniikleuslu biniikleat hiicre, ¢) Ug¢ mikroniikleuslu
biniikleat hiicre.
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4.2. Kardes Kromatid Degisimi Test Sonuc¢lari

Calismada kullanilan bir diger genotoksite testi olan kardes kromatid degisimi testi sonuglari
Cizelge 4.3’de, replikasyon indeksi (RI) sonuglari ise Cizelge 4.4°de verilmistir. Elde edilen
veriler, kontrol grubu ile tedavi gérenler arasinda KKD sikliginda (Sekil 4.2) ve Ri
sonuglarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini géstermistir. Hasta grubu kendi
icerisinde degerlendirildiginde yas (20-35 yas, 36-50 yas), kadin-erkek, fluoksetin
kullanirmindan KKD sayisinin etkilenmedigi bulunmustur. SSRI ve SNRI kullanan
hastalarda hiicre bagina diisen KKD sayisinin benzer oldugu bulunmustur. Tek ilag tedavisi
alan hasta grubu ile kombine ila¢ tedavisi alan hasta grubu kiyaslandiginda tek ila¢ tedavisi
alan hastalarda KKD sayisinin daha yiiksek oldugu bulunmus ancak bu istatistiksel olarak
anlaml1 degildir. Hasta grubu kendi icerisinde degerlendirildiginde elde edilen bu sonuglarin
aksine ilk tan1 alan hasta grubu tekrarlayan tani alan hastalar ile kiyaslandiginda KKD sayisi
ilk tan1 alan hasta grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede fazladir (p=0,008).

Calismamizda rastlanilan KKD’lerine ait 6rnek Resim 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Hasta ve kontrol gruplarina ait KKD frekanslari.

Grup N KKD/HiicretSH | Medyan Min-Mak P*
Hasta Grubu (HG) 45 4,44+0,17 4,20 2,20-8,0 034
Kontrol Grubu 26 4,24+0,23 4,02 2,44-7,92
HG (20-35 Yas) 15 4,56+0,30 4,20 2,84-6,80 0.763
HG (36-50 Yas) 30 4,38+0,21 4,22 2,20-8,0 '
HG Kadin 31 421+0,17 4,04 2,20-6,80 010
HG Erkek 14 4,94+0,38 4,40 3,36-8,0 '
[lk tan1 alan HG 28 4,75+0,24 4,42 2,20-8 0.008*
Tekrarlayan tani alan HG 17 3,94+0,15 3,88 3,0-5,56 '
SSRI tedavisi alan 35 4,48+0,2 4,20 2,84-8 0.702
SNRI tedavisi alan 8 4,47+0,26 4,36 3,68-5,56 '
Tek ilag tedavisi alan 26 4,57+0,21 4,40 3-8 0.164
Kombine ila¢ tedavisi 19 4,26+0,29 3,96 2,2-7,24 '
alan
Tek fluoksetin kullanan 7 4,27+0,44 4,04 3,36-6,8 0,209
Tek ila¢ kullanan 19 4,68+0,24 4,52 3-8 0.429
(fluoksetin harig) ’
Kombine fluoksetin 8 4,14+0,13 4,16 3,566-4,64
kullanan 0,442
Fluoksetin hari¢ kombine 11 4,35+0,5 3,72 2,20-7,24
ila¢ kullanan
Fluoksetin kullanan 15 4,20+0,21 4,04 3,36-6,80 0.329
Fluoksetin kullanmayan 30 4,56+0,23 4,40 2,20-8,0 '

*Istatiksel olarak kontrole kiyasla anlamli p<0,05 (Mann Whitney U Test)
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*Istatiksel olarak kontrole kiyasla anlamli p<0,05 (Mann Whitney U Test)

Sekil 4.2. Hasta ve kontrol grubuna ait KKD frekanslart

Cizelge 4.4. Hasta ve kontrol gruplarinin M1, M2, M3 ve RI degerleri.

Grup N M1 | M2 | M3 | RI+SH Medyan P
Hasta Grubu (HG) 45 | 1334 | 2602 | 564 | 1,83+0,02 1,77 031
Kontrol Grubu 26 722 | 1604 | 274 | 1,81+0,04 1,81
HG (20-35 Yas) 15 | 396 | 910 | 194 | 1,87+0,07 1,78 —
HG (36-50 Yas) 30 938 | 1692 | 370 | 1,81+0,05 1,77 '
HG Kadin 31 855 | 1863 | 382 | 1,85+0,04 1,77 0598
HG Erkek 14 479 739 | 182 | 1,79+0,08 1,78 '
[k tan1 alan HG 28 | 825 | 1538 | 437 | 1,86+0,06 1,79 0.426
Tekrarlayan tan1 alan HG 17 509 | 1064 | 127 | 1,78+0,03 1,77 !
SSRI tedavisi alan 35 | 1055 | 1993 | 452 | 1,83+0,05 1,76 0.702
SNRI tedavisi alan 8 240 477 83 1,80+0,05 1,81 '
Tek ilag tedavisi alan 26 719 | 1457 | 424 | 1,89+0,06 1,84 0098
Kombine ila¢ tedavisi alan 19 615 | 1145 | 140 | 1,75+0,04 1,76 '
Tek fluoksetin kullanan 7 175 | 451 | 74 1,86+0,09 1,79 0715
Tek ilag kullanan (fluoksetin 19 544 | 1006 | 350 1,9+0,07 1,88 !
harig)
Kombine fluoksetin kullanan 8 232 | 525 | 43 1,76+0,02 1,75 0657
Fluoksetin hari¢ kombine ilag | 11 383 | 620 | 97 1,74+0,07 1,76 '
kullanan
Fluoksetin kullanan 15 407 | 976 | 117 | 1,81+0,04 1,76 0736
Fluoksetin kullanmayan 30 927 | 1626 | 447 | 1,84+0,05 1,78 '
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Resim 4.2. Kardes kromatit degisimi drnegi

4.3. Kromozomal Anormallik Testi Sonu¢lar:

Calismada kullanilan {igiincii test olan KA testi sonuclarina gore, tedavi goren hasta
grubunda kontrole gore KA frekansinda anlamli bir artis oldugu (p= 0,011) (Cizelge 4.5)
belirlenmistir. Ancak tedavi goren hasta grubu kendi igerisinde mukayese edildiginde hiicre
basina diisen KA sayisinin yas (20-35 yas, 36-50 yas), kadin-erkek, ilk tani-tekrarlayan tani,
tek ilag kullanimi-kombine ila¢ kullanimi ve fluoksetin kullanimindan etkilenmedigi
bulunmugtur. Ayrica SNRI alan hasta grubunda anormallik sayist SSRI tedavisi alan hasta
grubuna kiyasla fazla olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi

belirlenmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.3).

Yapilan arastirmada kromozomal anormalliklerden kardes kromatidlerde birlesme,
poliploidi, kromatit kirigi, kromozom kirig1 ve fragmente rastlanilmistir. Calismamizda
rastlanilan kromozomal anormalliklere ait 6rnekler Resim 4.3’de verilmistir. Tedavi goren
hasta grubu hem kendi igerisinde hem de kontrol grubu ile kiyaslandiginda mitotik indeksin

istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik gostermedigi belirlenmistir (Cizelge 4.6).



Cizelge 4.5. Hasta ve kontrol grubuna ait KA testi sonuglari
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Anormallikler
&
[ c H c *
2 g 2 g P
G N |KTK |KKB |p |F |KkzK T 3 3 2
rup = 5 3
T o > = >
ES 5
3=
< H
Hasta Grubu (HG) 47 | 125 79 | 66 | 48 1 |691£047 | 7 | 0,069+0,005 | 0,07 | 0,011*
Kontrol Grubu 28 | 65 | 44 22 | 20 507+0,46 | 5 | 0,051+0,005 | 0,05
HG (20-35 Yas) 16| 46 | 23 | 27| 16| 1 | 719082 | 75 | 0072:0008 | 008 | 0549
HG (36-50 Yas) 31 | 79 56 | 39 | 32 6,77+0,59 | 7 | 0,068+0,006 | 0,07
HG Kadin 32 | 81 46 | 49 | 33 1 | 6,66+0,55 | 65 | 0,077£0,006 | 0,07 0428
HG Erkek 15 | 44 33 |17 | 15 747+0,93 | 8 | 0,075+0,009 | 0,08 ’
[lk tan1
alan HG 29 | 64 45 | 45 | 26 1 6,31£0,5 | 7 0,060,005 | 0,07
0,226
Tekrarlayan 18 | 61 34 |21 | 22 7,89+0,91 | 7,5 | 0,08£0,009 | 0,08
tani alan HG
SSRI
tedavisi alan 32 88 58 59 | 38 1 740,58 7 0,07+0,006 0,07
0,734
SNRI 9 32 17 6 | 10 7,44£1,37 | 70 | 0,070,001 0,07
tedavisi alan
Tek ilag
ek el 27 | 65 44 | 42 | 30 1 | 685061 | 70 | 0,07+0,006 | 0,07
0,762
Kombine ilag 20 | 60 35 | 24 | 18 740,78 | 70 | 0,07+0,008 | 0,07
tedavisi alan
Tek fluoksetin 7 18 14 | 12| 8 7,57+1,04 | 80 | 0,07+0,01 0,08
- 0,24
Tek ilac kullanan 20 | 47 30 (30|22 1 6,6+0,74 | 65 | 0,070,007 | 0,065
(fluoksetin harig)
Kombine fluoksetin
kullanan 8 21 13 |11 | 11 741,54 | 65 | 0,07+0,02 | 0,07
- - 0,79
Fluoksetin harig¢ 12 | 39 2 | 13| 7 6,92+0,79 | 7,0 | 0,07+0,008 | 0,07
kombine ilag
kullanan
Fluoksetin kullanan | 15 39 27 23 | 19 7,27£0,92 | 7,0 0,07+0,009 | 0,07 0.59
Fluoksetin 32 | 86 52 | 43 | 29 1 |e6,72¢054 | 70 | 0,070,005 |0,07
kullanmayan

*Istatiksel olarak kontrole kiyasla anlamli fark p<0,05 (Mann Whitney U Test)
Kisaltmalar; N: Goniillii sayis;; KTK: Kromatit kirigr; KKB: Kardes kromatitlerde birlesme; P: Poliploidi;
KZK: Kromozom kirig1; SH: Standart hata.
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*Istatiksel olarak kontrole kiyasla anlamli fark p<0,05

Sekil 4.3. Hasta ve kontrol grubuna ait hiicre basina diisen anormallik sayisi

Cizelge 4.6. Hasta ve kontrol grubu mitotik indeks (MI) degerleri

Grup N MIi +SH Medyan P

Hasta Grubu (HG) 47 4,31+0,20 4,20 0.66
Kontrol Grubu 28 4,94+0,27 4,90 '
HG (20-35 Yas) 16 4,29+0,22 4,35 0.93
HG (36-50 Yas) 31 4,33+0,29 4,10 '
HG Kadin 32 4,28+0,25 4,10 081
HG Erkek 15 4,39+0,35 4,50 '
ilk tani alan HG 29 4,52+0,27 4,50 0.19
Tekrarlayan tani alan HG 18 3,98+0,3 4,05 '
SSRI tedavisi alan 36 4,35+0.25 415 0.46
SNRI tedavisi alan 9 3,96+0,5 3,80 '
Tek ilag tedavisi alan 27 4,19+0,30 4,10 045
Kombine ilag tedavisi alan 20 4,49+0,24 4,40 '
Tek fluoksetin kullanan 7 4,16+0,70 3,80 0.10
Tek ilag kullanan (fluoksetin haric) 20 4,2+0,34 4,20 ’
Kombine fluoksetin kullanan 8 4,58+0,39 4,50

Fluoksetin hari¢ kombine ilag kullanan 12 4,42+0,33 4,40 it
Fluoksetin Kullanan Hasta 15 4,38+0,38 410

Fluoksetin Kullanmayan Hasta 32 4,28+0,24 4,35 0,83
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Resim 4.3. Kromozomal anormallik 6rnekleri a: fragment, b: kromatit kirigi, ¢: kromozom
kingi, d: kardes kromatidlerde birlesme, e: kardes kromatidlerde birlesme ve
kromatit kir1g, f: poliploidi.

4.4, Komet Testi Sonuclari

Depresyon ve anksiyete hastalarinda olasi genotoksisiteyi belirlemek amaci ile ¢alismada
kullanilan dordiincii test komet testidir. DNA hasari, incelenen ii¢ parametrede de (kuyruk
uzunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk yogunlugu) hasta grubunda kontrol grubuna gore
anlamli diizeyde yiiksek (p<0,01) bulunmustur (Cizelge 4.7). Ancak hasta grubu kendi
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icerisinde yas (20-35 yas; 36-50 yas) ve cinsiyet Ozelliklerine gore degerlendirildiginde
istatistiksel olarak anlamli fark yoktur. Benzer sekilde hasta grubunda DNA hasar1 agisindan
ilk tam1 ve tekrarlayan tani alanlar arasinda, SSRI ve SNRI tedavisi alanlar arasinda da
istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi bulunmustur (Cizelge 4.7, Sekil 4.4). Tek ilag
kullanan hasta ve kombine ilag kullanan hastalar karsilastirildiginda tek ilag¢ kullananlarda
DNA hasarmin daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ancak bu fark sadece kuyruk momenti
degerinde anlamlidir (p=0,04) (Cizelge 4.7). Ayrica fluoksetin kullanimi agisindan komet
test sonuglar1 degerlendirildiginde; tek fluoksetin ve fluoksetin diginda tek ilag tedavisi alan
hastalar arasinda komet parametrelerinde fark yoktur. Ilaveten fluoksetin ile beraber
kombine tedavi alanlar ile fluoksetinsiz kombine tedavi alan hastalar arasinda DNA hasar1
acisindan fark saptanmamustir. Fluoksetin (mono+kombine) tedavisi alan ve fluoksetin
almayan hastalarin komet parametreleri karsilastirildiginda da, DNA hasar1 agisindan fark
goriilmemistir (Cizelge 4.7). Calismada komet testinde gozlenen DNA hasar1 ornekleri

Resim 4.4.’de verilmistir.

Resim 4.4. Komet testinde goriilen DNA hasar1 6rnekleri a) Hasarsiz DNA, b) Az hasarli
DNA, c¢) Orta hasarli hasarli DNA, d) Cok hasarli DNA.
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Kuyruk uzunlugu (um)
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*[statiksel olarak kontrole kiyasla anlaml1 p<0,05 (Mann Whitney U Test)

Sekil 4.4. Hasta ve kontrol grubuna ait komet testi kuyruk uzunlugu sonuglari
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Cizelge 4.7. Komet testinde hasta ve kontrol grubuna ait DNA hasar seviyeleri

Kuyruk uzunlugu (um)  [Kuyruk yogunlugu (%) [Kuyruk Momenti
Grup N

TL + SE Medyan [TI+ SE Medyan [TM#SE  |Medyan
Hasta Grubu (HG) 38 [107,40+9,46 81,452 [25,72+1,58 [26,18?% [14,55+1,37 12,362
Kontrol Grubu 28 [72,04+7,51 59,74 15,86+1,80 [13,43 6,23+0,93 14,32
HG (20-35 Yas) 13 [95,76+9,87 83,86 25,03+2,54 24,59 12,92+1,69 (12,19
HG (36-50 Yas) 25 [113,44+13,42 [77,22 26,07+£2,03 27,73 15,39+1,90 (13,42
HG Kadin 27 1102,95+10,64 80,64 25,45 £1,89 27,16 14,0+1,53 12,40
HG Erkek 11 [118,31+20,14 (82,27 26,36 £3,00 25,20 15,9+ 3,00 (12,19
ik tan1 alan HG 21 89,28 £9,65 [72,21 25,37 +£2,13 27,73 13,04 +£1,63(11,98
Tekrarlayan tan1 alan HG 17 |129,77+16,21 (140,66 26,14 £2,41 (25,20 16,4 +2,30 (12,40
SSRI tedavisi alan 29 [109,88+11,14 (82,27 26,29 +1,81 (24,59 15,3 +1,66 12,33
SNRI tedavisi alan 8 199,37 +18,41 [77,22 23,85 +3,33 (27,73 12,11 £2,21[12,4
Tek ilag tedavisi alan 19 (123,20 +16,6 88,10 28,40 £2,57 (30,82 17,51 +2,2914,10 °
Kombine ila¢ tedavisi alan 19 91,59 £8,05 77,22 23,03 £1,67 [23,10 11,59 £1,25|11,94
Tek fluoksetin kullanan 6 129 £35,72 84,37 31,54 +4,87 (35,94 22,34 +4,75[24,12
Tek ilag kullanan (fluoksetin 13 {120,48+18,9 92,57 26,96 £3,06 [28,75 15,28 +2,41|13,42
haric)
Kombine fluoksetin kullanan 8 102,89+14,84 (90,09 23,55 42,50 (23,84 11,09 +£1,68(11,30
Fluoksetin hari¢ kombine ila¢ 11 83,37 +8,57 74,31 22,65 £2,34 23,09 11,95 +1,84|11,94
kullanan
Fluoksetin kullanan 14 |114,12+17,06 (85,19 26,97 £2,65 (27,28 15,91 £2,64[12,67
Fluoksetin kullanmayan 24 1103,47+11,42 [75,76 24,98 £1,99 (26,28 13,75 £1,56[12,36

Mann-Whitney U test.

Komet testi i¢in her dondrden 200 lenfosit sayilmistir.
@ Kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli p < 0,01
b Kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli p < 0,05
Kisaltmalar; N: Goniillii sayisi; TL: Kuyruk uzunlugu; TI: Kuyruk yogunlugu; TM: Kuyruk moment; HG:

Hasta grup; KG: Kontrol grup;

Fluoksetin , Tek veya kombine fluoksetin tedavisi alan grup.
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4.5. RT-gPCR Sonugclari

Calismamizda olas1 genotoksik hasar1 belirlemek amaci ile kullanilan son test RT-qPCR
yontemidir. Yapilan inceleme sonucunda 21 hasta ve 18 kontrol olmak iizere toplam 39
goniilliiniin her birinin bel-2, hoxal3, hoxb13, cyplAl genlerinin ifadesi degerlendirilmis,
GAPDH kontrol geni olarak kullanilmistir (Cizelge 4.8-4.25, Sekil 4.5).

20-50 yas grubu sonuglar1 degerlendirildiginde tiim genlerin ifadesinde istatistiksel olarak
anlamli fark olmadigi bulunmustur (Cizelge 4.8). 20-35 yas grubunda, tedavi goren grupla
hasta grubu sonuglarmin benzer oldugu belirlenmistir. Diger genlere kiyasla bcl-2 gen
ifadesinde bir artig olmakla birlikte bu artis istatistiksel olarak anlaml degildir (Cizelge 4.9).
Ayni sekilde 36-50 yas grubunun sonuglarinin kontrol grubu verileri ile paralel oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 4.10). Tedavi goren hasta grubu kendi i¢inde yasa gore (20-35 yas 36-50
yas grubu) gen ifadeleri mukayese edildiginde hoxal3’iin 20-35 yas grubunda biraz daha
yiiksek ifade edildigi goriilmektedir. Ancak tiim gen ifadelerinde anlamli bir fark olmadigi
bulunmustur (Cizelge 4.11). Tedavi goren erkek hasta ve erkek kontrol grubu gen
ekspresyon seviyeleri degerlendirildiginde hoxal3 ve hoxb13 genlerinin tedavi gérmeyen
grupta hafif yiiksek oldugu goriilmektedir ancak bu fark anlamli degildir (Cizelge 4.12).
Calismamizda bcl-2 hari¢ tiim gen ifade diizeylerinin tedavi goren kadin hasta ve kadin
kontrol grubunda birbirine yakin oldugu tespit edilmistir. Ancak bcl-2 gen ifadesinde tedavi
goren kadinlarda kendi kontrollerine gore istatistiksel olarak anlamli artis (p=0,004) oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.13).

Tedavi goren hasta grubu iginde ilk kez tan1 alan ve tekrarlayan tani alan hasta gruplariin
RT-qPCR sonuglari da incelenmistir (Cizelge 4.14). Tedavi goren ilk kez tan1 alan hasta
grubu ve kontrol grubu RT-qPCR sonuglari ve tedavi goren tekrarlayan tani alan hasta grubu
ve kontrol grubu RT-qPCR sonuglar1 kendi i¢lerinde degerlendirildiginde elde edilen gen
ifade diizeylerinin paralel oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.15, Cizelge 4.16, sirasiyla).
Tedavi goren hasta grubu i¢inde tek ila¢ kullanan ve kombine ila¢ kullanan hasta grubu RT-
qPCR sonuglar1 arasinda fark olmadig1 bulunmustur (Cizelge 4.17). Ancak SSRI grubu ilag
kullanan ve SNRI grubu ilag kullanan hasta grubunda hoxb13 gen ifadesinin SNRI tedavisi
alan grupta daha yiiksek oldugu (p=0,03) diger ii¢ gen ifadesinin ise yakin sonuclar verdigi
tespit edilmistir (Cizelge 4.18). Tek (kombine olmayan) SSRI grubu ila¢ kullanan ve tek
SNRI grubu ilag kullanan hasta grubu RT-qPCR sonuglar1 birbirine benzer sekildedir ancak
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SNRI grubunda hoxb13’iin biraz daha fazla ifade edildigi goriilmiistiir (Cizelge 4.19).
Fluoksetin hari¢ kombine ilag¢ kullanan ve fluoksetin ile beraber kombine ila¢ kullanan hasta
grubu kiyaslandiginda gen ifade seviyelerinin birbirine yakin oldugu gozlenmektedir
(Cizelge 4.20). Ancak sadece fluoksetin kullanan ve fluoksetin harig tek ilag kullanan hasta
grubu RT-qPCR sonuglart degerlendirildiginde fluoksetin kullanan kisilerde hoxal3 gen
ifadesinin daha yiiksek oldugu bu sonucunda istatistiksel olarak anlamli oldugu (p=0,003)
gozlenmistir (Cizelge 4.21). Benzer sekilde tek veya kombine fluoksetin kullaniminin
fluoksetin hari¢ tekli veya kombine ilag kullanimina gore hoxal3 gen ifade diizeyini
istatistiksel olarak anlamli derecede (p=0,04) artirdig1 bulunmustur (Cizelge 4.22). Kombine
ila¢c kullanmayan ve saglikli kontrol grubu RT-qPCR sonuglarinin tim gen gruplarinda
benzer oldugu tespit edilmistir. Ancak kombine ilag kullanan ve saglikli kontrol grubu RT-
qPCR sonuglari kiyaslandiginda bcl-2 seviyesinin kombine ilag kullananlarda daha az ifade
edildigi (p=0,028) belirlenmistir (Cizelge 4.23, Cizelge 4.24, sirasiyla). Tedavi goren kadin
hasta grubu ve tedavi goren erkek hasta grubunda gen ifadelerinde anlamli fark olmadigi
tespit edilmistir (Cizelge 4.25). Ayrica elde edilen veriler yas, cinsiyet, ilk tani-tekrarlayan
tan1 olma durumu, tedavide kullanilan ilaglara ve fluoksetin kullanimina gore tablolar

ozetlenerek verilmistir (Cizelge 4.26 - Cizelge 4.30).

Ortalama Ct

45
40
35

: | B
: 'T '1

BCL-2 HOXAl1l3 HOXB13 CYP1Al GAPDH

o1 O o1

m Kontrol Hasta Grubu

Sekil 4.5. 20-50 yas hasta ve kontrol grubuna ait ortalama esik dongii (Ct) degerleri
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Cizelge 4.8. 20-50 yas arasi tedavi goren hastalarin ve kontrol gruplarimin RT-gPCR

sonugclari
Standart
Ortalama Ct Delta Ct S. Sapma
Sapma 27(-Avg.(Delta(Ct))
= E
2 Z g | 1 5 5 5 5 2| p
gl g Tz | s E s | & | s g = 5 a
7 5] = 19 = O = O = O = O =
g |3 S 3 S | S 5 S 5 ¥
= Z 2 ] X ] X < X 9
) = 53 53 o o
< g = = = =
o
=

1 | BCL-2 20,31 (20,08 | 0,433 [0,414 |31 3,08 |0,449 | 0,343 |0,124520 |0,118257 |1,20 |0,06
2 | HOXA13 |35,01 |3582 |3294 (2,199 |17,71 |17,28 |3,514 |2,430 |0,000005 |0,000006 |0,58 |0,21
3 | HOXB13 |36,44 |36,64 |2,688 |2488 |19,14 |18,98 |2,850 |2,554 |0,000002 |0,000002 |0,89 |0,87
4 | CYP1A1 |30,01 |30,32 |1,347 |0914 |12,70 |12,26 |1,533 | 0,930 |0,000150 |0,000204 (0,82 |0,22
5
*K

GAPDH 17,30 | 17,34 | 0,416 | 0,447 | 0,00 |0,00 |0,000 [0,000 |1,000000 |1,000000 |1,00 |-

at degisimi kontrol ile kiyaslandiginda

Cizelge 4.9. 20-35 yas arasi tedavi goren hastalarin ve kontrol gruplarinin RT-gPCR

sonuglari
Ortalama Ct Sst:;(;i;t Delta Ct S. Sapma 2"(Avg.(Delta(Ct))
E
o 3 o 5 5 5 3 5 2
z e o e o 2 &
] T N - T - - T - - T - B I - T
& 3 s = | € = 1S o E 5 g 5 i
,g. b ST 5 N 3 < ] < < &
51 o o ° S
N e = = = =

1 | BCL-2 20,22

N
I=)
N
N

0517 0,384 (3,04 |28 |0,366 |0465 |0,121582 |0,139178 |1,14 (0,31

2 | HOXA13 |[36,57 |3550 |1,903 |2,109 |19,39 |18,08 |2,028 2,300 |0,000001 |0,000004 |2,47 0,19

HOXB13 |[37,99 |37,67 |0,039 |0616 |20,81 |2025 |0,386 |0,759 |0,000001 |0,000001 |1,47 |0,09

CYP1A1 |3049 |30,18 |0,608 |0,693 |13,31 |12,76 |0,746 | 0,653 |0,000098 |0,000145 |1,47 |0,13

3

4

5 | GAPDH 17,18 | 17,42 (0,372 {0,390 | 0,00 |0,00 |0,000 {0,000 |1,000000 |1,000000 |1,00 |-
* K

at degisimi kontrol ile kiyaslandiginda

Cizelge 4.10. 36-50 yas aras1 tedavi goren hastalarin ve kontrol gruplarinin RT-qPCR

sonuglari
Standart Standart
Ortalama Ct Sapma Delta Ct Sapma 2"(Avg.(Delta(Ct)) .
g
sl 2 | 9 s 5 5 5 5 z
% < Il 8~ S S > S s} 5 s} 5 ol P
£ 8 S |o0y| g O = < = O S O a
N &) S =T c = € = € = 1] — =
s12L) 8| 2| 8|3 8|3 & | & |2
S 5] 153 151 153 153
g | = = = = =
1 |BCL-2 20,38 | 19,96 | 0,365 | 0,401 | 2,98 3,37 |052410,240 | 0126921 |0,096723 | 1,24 0,15
2 | HOXA13 | 33,77 | 36,02 | 3,717 | 2,313 | 16,37 |20,77 | 3,952 | 2,565 0,000012 |0,000001 | 0,19 0,18
3 | HOXB13 | 35,20 | 36,01 | 3,133 | 2,993 |17,80 |20,77 | 3,281 | 3,093 0,000004 | 0,000001 | 0,53 0,93
4 | CYP1Al | 29,62 | 30,41 | 1,662 |1,044 |12,21 |13,77|1,848 | 1,067 0,000210 | 0,000072 | 0,53 0,16
5 | GAPDH |17,40|17,29 | 0,441 | 0,487 | 0,00 0,00 | 0,000 | 0,000 1,000000 | 1,000000 | 1,00 -
* Kat degisimi kontrol ile kiyaslandiginda
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Cizelge 4.11. Tedavi goren hasta grubunun kendi i¢inde yasa gore (20-35 yas 36-50 yas
grubu) RT-qPCR sonuglari

Standart Standart
Ortalama Ct Delta Ct A -
Sapma Sapma 2"\(Avg.(Delta(Ct)) g
ol 3 RZs
Z < on ur 73 on 73 73 (23 23 (23 wn 20 P
< <~ < < < < < ] < ] < j*J
S =] -~ > ’,;\ > - > > > > > >~ [a)
A 8 o 9 v = " = " = " = v -
we | DE 0 @ 0 @D » @ » P N
© = o © o © o © o © o "
[9p] N o N o N o N o N

BCL2 19,96 |20,27 |0401 (0,384 |267 (285 |0,240 |0,465 |0,156876 |0,139178 |0,89 |[0,37
HOXA13 | 36,02 |3550 |2,313 |2,109 |18,73 |18,08 |2,565 |2,300 |0,000002 |0,000004 |1,57 (0,81
3 | HOXB13 | 36,01 |37,67 |2993 |0,616 |18,72 |20,25 |3,093 |0,759 |0,000002 |0,000001 |0,35 |0,43

N

4 | CYP1Al1 | 30,41 |30,18 1,044 0,693 |13,12 [12,76 | 1,066 | 0,653 0,000112 | 0,000145 1,29 0,50

5 | GAPDH |17,29 |17,42 |0,487 |0,390 | 0,00 |0,00 |0,000 0,000 |1,000000 |1,000000 |1,00 |-

*Tedavi goren hasta grubunun (20-35 yas 36-50 yas grubu ile kiyaslandiginda) kendi iginde kat degisimi

Cizelge 4.12. Tedavi goren erkek hasta ve erkek kontrol grubu RT-qPCR sonuglari

Standart

Ortalama Ct Standart Sapma Delta Ct Sapma 2"(Avg.(Delta(Ct))

T g 5 5 5 E
=} =} c ES 5 :Q 5 i} ° 0 ° 0 .z
] = > = S = S = S = S = o)
a3 E |CE| ¥ | 2| 2| ¥ | £ 4 - E

¥ | @5 3 e 3 = 3 = 3 e P

3 |@%| & 3005 | 3| & | 3 b %

=< = = = =

i o 3 3 &3

1|BCL-2 |2042 (2006 0412 [0359 298 |283 |0676 (0503 | (126494 |0141051 |112[0.76
2 |HOXA13 |3350 |3629 (4,182 [2167 |1606 |19,06 4451 |2.268 | (000015 | 0000002 | 013|025
3 |HOXB13 3481 |3751 3633 [0767 (17,37 |2027 |3835 (0859 | 0000006 | 0000001 |O13]0:28
4 |CYPIAL (2938 |2078 [1954 [0642 11,94 |1254 |2148 0667 | 000254 | 0000168 | 066 | 0.26

5 |GAPDH |1744 (17,24 |0498 (0366 |000 |0,00 (0000 |0,000 | 1000000 |1,000000 |10 |-

*Tedavi goren erkek hasta grubunun erkek kontrol grubu ile kiyaslandiginda

Cizelge 4.13. Tedavi goren kadin hasta ve kadin kontrol grubu RT-qPCR sonuglari

Standart Standart A
Ortalama Ct Sapma Delta Ct Sapma 2"(Avg.(Delta(Ct))
g3 | Flze| | gl B8] | g | £l
s = sc|BL| 2| 8 g 'z =9 | g5 =° £8 A P
= L S | rE | vE | B ™ < g | g oS £ 3 | -
7 &} S| e8| 88| 85 - 32 S5 | &3 s 5 ERS 3
S| &0 = v, g e e
¥ N k=)
¥
1 | BCL-2 20,24 |20,08 |0,45 0,45 3,02 3,37 0,261 |0,240 |0,123279 |0,096723 | 1,25 |0,004**
2 | HOXA13 |[35,97 |3559 |231 2,26 18,76 |20,77 | 2,450 | 2,538 0,000002 | 0,000001 1,47 | 0,55
3 | HOXB13 |37,47 |36,21 |1,15 2,94 20,26 (20,77 |1,193 | 2,989 0,000001 | 0,000001 2,71 10,37
4 | CYP1A1 |30,40 |30,59 |0,59 0,93 13,18 | 13,77 | 0,754 | 0,984 0,000107 | 0,000072 0,99 | 0,87
5 | GAPDH 17,22 (17,39 |0,35 0,49 0,00 0,00 0,000 | 0,000 1,000000 1,000000 1,00 | -

*Tedavi goren kadin hasta grubunun kadin kontrol grubu ile kiyaslandiginda
** Kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli p < 0,05




Cizelge 4.14. Tedavi goren hasta grubu iginde ilk tan1 grubu ve tekrarlayan tani grubu
RT- qPCR sonuglari

Ortalama Ct | Standart Sapma Delta Ct Standart Sapma | 2*(Avg.(Delta(Ct))

= = = g g = £
o ,_5 < (V] [~ « « < Z}n
Z < &= T &= ~ = — &= - &= ~ 8D
j*)
s o Sal| £ g g g g g g g g A P
= 5] >0 - > [ > ~ > ~ > [ -
2 &} S c g = o = v = s = v 5]
— — < = - — — — f—} [ — M
s [ s = s = s = s = [
i) e < < i) -~
o = [} 5] 5] [}
= = = = =

BCL-2 (19,80 [20,28 |0283 [0377 (264 (281 [0274 0383 |(150935 |0.142760 |0:89 |0,30

HOXA13 [3690 |3501 |2,182 |1911 19,75 |1754 2,188 |2.228 | 0000001 | 0,000005 | 464 |0.20

HOXB13 |36,87 |3647 1,769 |2984 [19,71 19,00 |1721 [3,076 |( 000001 | 0000002 |1.64 |040

AW [IN| P

CYPIALl [3051 30,18 [1,223 |0618 |1335 1270 |1172 [0,613 |q00o09s | 0000150 |1.57 | 0.5

5 |GAPDH [1715 (17,48 |0274 [0510 [000 [0,00 [0000 0,000 | 1000000 |1,000000 |1:00

*Tedavi goren hasta grubu iginde ilk tani grubunun, tekrarlayan tani grubu ile kiyaslandiginda

Cizelge 4.15. Tedavi goren ilk kez tan1 alan hasta grubu ve kontrol grubu RT-qPCR

sonuglari
Standart
Ortalama Ct Delta Ct Standart Sapma | 2°(-Avg.(Delta(Ct))
Sapma
E
) < =] < ] ] =] ] o
z Y 80
g :: g — ﬂ' g = g = -g = g = 3 P
A 2 0 o £ o s O s ©) s o = -
@« < = 71 = = = = = = = = = s
S c| § S 2 S 2 e 2 e 2 ¥
€ = € = € = € = € =
(=] - o o o o
X = X X X X
1 |BCL2 20,31 |20,28 | 0,433 |0,378 [3,01 |3,37 0,449 0,383 |0,124520 |0,096723 |1,15]|0,26
2 | HOXA13 (35,01 |3501 (3,294 (1,912 |17,71 |20,77 3,514 2,228 |0,000005 |0,000001 |1,13]0,37
3 | HOXB13 |36,44 |36,47 |2,688 |2,984 |19,14 |20,77 2,850 3,076 |0,000002 |0,000001 |1,10]|0,58
4 |CYP1A1 |30,01 |30,18 |1,347 |0,618 | 12,70 |13,77 1,533 0,613 |0,000150 |0,000072 |1,00]0,41
5 | GAPDH 17,30 | 17,48 | 0,416 | 0,510 |0,00 |0,00 0,000 0,000 |1,000000 |1,000000 |1,00]-

*Tedavi goren ilk kez tan1 alan hasta grubunun, kontrol grubu ile kiyaslandiginda

Cizelge 4.16. Tedavi goren tekrarlayan tani alan hasta grubu ve kontrol grubu RT-gPCR

sonuglari

Ortalama Ct Standart Sapma Delta Ct Sstggcrj:;t 2"\(-Avg.(Delta(Ct))
I S > g > 5 > =] =] gs«
24 < E = E = S | & S | § E g i
o — o~ o — —_ c —_ > —_ > f= > P
g 5 0 ) o s o & z O & =z O S = A
4 © |gL|Ei| 8| & | 8 |EE| B8 |EE| B ES | 3

o - T - - - - - 0 - - A

4

X s X @ X X X

1|BCL-2 20,31 (19,80 | 0,433 |0,283 301 337 0449 (0274 | 124520 |0096723 |1:28 |0,054

HOXA13 | 3501 |3690 |3294 (2182 |17,71 [20,77 3514 (2188 |(000005 |0.000001 |0:24 |0:40

2
3| HOXB13 | 36,44 | 36,87 |2688 1769 19,14 (2077 (2850 |1721 |o000002 |o0000001 | 067 |0:46
4|CYPIAL |3001 |3051 |1347 1223 |1270 |1377 1533 |1172 |g000150 |o0000072 | 064 |0.38

5|GAPDH (17,30 | 17,15 |0,416 |0274 |000 |0,00 |0000 0000 | 1000000 |1000000 |L1:00

*Tedavi goren tekrarlayan tani alan hasta grubunun, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
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Cizelge 4.17. Tek ilag kullanan ve kombine ilag kullanan hasta grubu RT-qPCR sonuglari

Ortalama Ct Standart Sapma Delta Ct Standart Sapma | 2”(-Avg.(Delta(Ct))

E9| g g = g = g = g = =
s| g |SL|ZL| Z3|£3|23|f3| 53 |:23| 23| 23 |2

S| 35| 22 |32 |22 |32 22 |32 52 T2 | R
gl g 2| 23| %G | 26| %G| 26| %G | 26| %6 26 | A
al & 2| 22| Bs | g | Bs| 98| Bs | gg e gs |5 | P

SOIS0 | SR SR |SR|SR| SR (S8 S8 =8 |

e8| »g ET 2T | €T | 2T T ~ T ET ~ T *

c & ° 2 S o S o S o S o

YT | I N &= N &= N &= N &=
1 |BCL-2 20,11 | 20,04 |0,454 0,386 | 2,63 2,86 0,291 0,368 |0,161952 |0,137643 |0,85 (0,11
2 | HOXA13 |35,26 |36,45 |2,234 2,091 | 17,77 | 19,27 |2,408 2,320 | 0,000004 |0,000002 |0,36 0,23
3 | HOXB13 |36,91 |36,34 |1,363 3,392 | 19,43 | 19,17 |1,565 3,425 | 0,000001 |0,000002 |1,20]0,31
4 | CYP1A1 30,43 |30,20 |1,163 0,570 |12,94 |13,02 | 1,269 0,359 |0,000127 |0,000120 |0,95 |0,22
5 | GAPDH 17,48 (17,18 | 0,417 0,444 | 0,00 0,00 0,000 0,000 | 1,000000 |1,000000 |1,00 |-

*Tedavi goren tek ilag kullanan hasta grubu, kombine ilag kullanan hasta grubu ile kiyaslandiginda

Cizelge 4.18. SSRI grubu ilag kullanan ve SNRI grubu ila¢ kullanan hasta grubu RT-gPCR

sonuglari

Ortalama Ct Standart Sapma Delta Ct S. Sapma 27(-Avg.(Delta(Ct))

< o] < o] < < ] < ] < -

jz 2 g 3 g j2 g j2 g j £
° 35 I | IS | T T T T I T I T RZ)
Z < Sl|s7|Ss| 5 |Ss|&8=| &8s| 85| Es Ss | ® P
g g S = c S =] c =] c o =< c o =] c o a
n @) = > = S == s3 =2 s 3 == S 2 == s 3 =

> Q = > = = = > = > =

2 g 2 g 20 20 20| 20| 20|20 20 20 ¥

@ O |z @ @ @ x @ x o

2 1% |3 |8 |3 |8 |38 |8 | 3 2

0,321 | 0,357 |0,149944 |0,149868 |1,00|0,95

N
\,
~
N
~
~

1 | BCL-2 19,98 | 20,10 (0,374 | 0,430
2 | HOXA13 |37,13 |3551 |1,740 | 2,224 19,89 | 18,16 |1,835 | 2,479 |0,000001 |0,000003 |3,32|0,31

3 | HOXB13 |33,46 |37,39 |4,345 |1,035 16,21 | 20,03 |4,291 |1,324 |0,000013 |0,000001 |0,07 |0,03**

4 |CYP1A1 |31,00 |30,16 |1,618 |0,6422 |13,75 |12,80 |1,588 |0,653 |0,000073 |0,000140 |1,93 (0,16

5 |GAPDH |17,25 |17,36 |0,311 |0,479 0,00 |0,00 |0,000 |0,000 |1,000000 |1,000000 |1,00 -

*Tedavi géren SSRI kullanan hasta grubu, SNRI kullanan hasta grubu ile kiyaslandiginda
** Kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli p < 0,05

Cizelge 4.19. Tek SSRI grubu ilag kullanan ve tek SNRI grubu ila¢ kullanan hasta grubu
RT-qPCR sonugclari

Ortalama Ct Standart Delta Ct S. Sapma 27(-Avg.(Delta(Ct))
Sapma
e = 5 5 5 =
s s |8%|f-|s5|f |s5|f |ss| f 5 g |2
5 ”: > > > > -)-—1
2 % | &3 |sL|ES5|§5|&5 55| &3] 55| £3 s. |2 P
4 & S| E5|2Q| 8229|8229 &2 | 29 83 |3
0|22 |z2|2°|z2|2°|z8| 2° | =3 20 |¥
zg8|Zo |z | = ZT | = ZT | = ZT =
58| & o & o & 74 & x
T %] %] %] %] (%]
n n n n n
1 | BCL-2 20,10 [20,01 |0,350 |0,424 |2,83 2,87 0,315 | 0,412 0,140308 | 0,136516 | 0,97 | 0,94
2 | HOXA13 |36,84 |36,28 |2,009 | 2,259 |19,57 |19,14 |2,111 | 2,553 0,000001 | 0,000002 |1,35|054
3 | HOXB13 |33,06 |37,75 |5,231 |0,658 |15,79 |20,61 |5,151 |0,778 0,000018 | 0,000001 |0,04|0,13
4 | CYP1A1 |30,24 (30,19 | 0,691 |0,573 |12,97 |13,05 |0,316 {0,397 0,000125 |0,000118 |{0,95(0,81
5 | GAPDH 17,27 | 17,14 |0,376 | 0,492 | 0,00 0,00 0,000 | 0,000 1,000000 |1,000000 | 1,00 |-

*Tedavi goren tek SSRI kullanan hasta grubu, tek SNRI kullanan hasta grubu ile kiyaslandiginda



57

Cizelge 4.20. Fluoksetin hari¢ kombine ilag kullanan ve fluoksetin ile beraber kombine ilag

kullanan hasta grubu RT-qPCR sonuglari

Ortalama Ct Sstggcri?;t Delta Ct Standart Sapma | 2°(-Avg.(Delta(Ct))

() o o Q Q

Eolz2 |2 |2 |E | | E |2 | & 2 |

. | BT 8| 5. |E. |28 | 5. |2 2| 2. | B

2 z < 2% 2E|SE|IZE|SE| 2E | SE M E SE 5
g § £ E gg §§ P §§ P §§ P §§ w S A P
i TE | cS|TZ|cé | T2 2| T2 |2 | IO cg | 2

g |dg| 2T |7 |27 |57 27 |7 | £F S

o= 2= [S) = [S) = [S} = [=] =

=2 o = o = [ = [ = [

L LL LL L L
1 |BCL-2 20,01 20,22 10,32 0,60 2,69 2,55 0,265 0,331 |0,154785 |0,170992 |1,10 | 0,40
2 | HOXA13 |35,82 34,58 |2,40 2,06 18,50 |16,91 | 2,363 2,407 0,000003 0,000008 3,01 (0,27
3 | HOXB13 | 36,79 37,05 [141 1,45 19,47 119,38 | 1,334 1,973 |0,000001 |0,000001 |1,07]0,54
4 | CYP1A1 30,63 30,18 | 153 |055 |[13,31 |1251 |1,577 0,694 |0,000099 |0,000172 |1,74]0,45
5 | GAPDH 17,32 17,68 |0,21 0,54 0,00 0,00 0,000 0,000 1,000000 | 1,000000 1,00 | -

*Tedavi goren fluoksetin dahil kombine ilag kullanan hasta grubu, fluoksetin hari¢ kombine ilag kullanan hasta grubu ile
kiyaslandiginda

Cizelge 4.21. Sadece fluoksetin kullanan ve fluoksetin harig tek ilag¢ kullanan hasta grubu

RT-qPCR sonugclari

Ortalama Ct S. Sapma Delta Ct S. Sapma 27(-Avg.(Delta(Ct))
O O *d O O
= = s> | = s | S K
Tl eT |z £3 | % 3|2 3| = 38 E
— o N = I o} =5 o} =5 5} = 2 o} = 2 B
) 3 FU | BE | =] 89| | 839 | =] 80> =1 3o N73
z < oS | X cE| €S| cE | ES8| oE| €= o g S 3
© = E=| S Q| E£E5| S8 | 2| S8B| 55| 2% == S5 a P
= > =) 2T s g = © s g = ®© s g =2 s g =2
2] O TE|Lg [ 2| LT | ES | LT | D= | L T = L < =
£S5 |88 |c2| 85| 2| 8| 3|88 =3 88 Y
55|88 |87 | S5 |87 | 85|88 | c5| 8% | 8§ |°
[N L [N [N [N
1|BCL2 [1999 2016 [031 (059 |[295 |265 |0396 |0200 |0129152 |0159689 |L1.24 | 021
2 | HOXA13 |37,50 [3398 |1,32 |1,20 20,47 16,47 |1,485 |0,883 |0,000001 |0,000011 |16,0 | 0,003**
3 |HOXB13 |35,63 [38,00 [391 |0,00 18,60 [20,49 |4,029 |0,560 |0,000003 |0,000001 |0,27 |0,54
4 | CYP1A1 |30,17 |30,27 | 054 |0,76 13,14 | 12,76 |0,356 | 0,223 |0,000111 |0,000144 |1,30 | 0,12
5| GAPDH |17,04 |1751 (034 |056 |000 |0,00 |0000 |p000 |1,000000 |1,000000 |21,00 |-

*Tedavi goren sadece fluoksetin kullanan hasta grubu, fluoksetin harig tekli ila¢ kullanan hasta grubu ile kiyaslandiginda
** Kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli p < 0,05

Cizelge 4.22. Fluoksetin (tek veya kombine) kullanan ve fluoksetin haric (tekli veya

kombine) ilag¢ kullanan hasta grubu RT-qPCR sonuglari

Ortalama Ct S.Sapma Delta Ct S. Sapma 2"(-Avg.(Delta(Ct))
O~ ~ | @ = <& c e c < =
5 2oL | S 2 = 2 = o = e S B
2 z E55|3S|ET|3S| 5T |58 5|38 5T 55 &0
g = IT |28 |Tg|¥0|Tg|¥G6|Tg|¥06| =5 X5 a P
7 Y Ec | E2 || Es| | Exs| 5| £ £ < S« =
“n o 28| 20 | E=2| By | 82|88 | 82| 849 5 S B % S
35| £ | 23| L8| 23| L8238 g5 | £f ¢
CEHE N EN E EN ENE g~ S
IX | LT | T [ T [ T [ T [
1 |BCL-2 20,00 [20,20 | 0,30 |0,55 2,83 2,58 0,355 0,277 |0,140408 |0,166662 |1,19 |0,09
2 |HOXA13 |36,73 (34,36 (201 |172 [19,56 |1674 |2,115 | 1,894 |0000001 |0,000009 |7.04 |0,04**
3 |HOXB13 36,17 |37,41 [297 |1,20 19,00 (19,79 [3,011 | 1,628 |0,000002 |0,000001 |0,58 |0,45
4 |CYPIAL [3038 [3021 |1,09 |058 |1322 |12,60 |1,052 [0554 |0000105 |0,000161 |153 |0.17
5 | GAPDH 17,17 |17,61 [0,31 |0,52 0,00 0,00 0,000 | 0,000 |1,000000 |1,000000 |1,00 |-

*Tedavi goren fluoksetin (tek veya kombine) kullanan hasta grubu, fluoksetin harig (tekli veya kombine) ilag kullanan hasta grubu
ile kiyaslandiginda, ** Kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli p < 0,05
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Cizelge 4.23. Tedavi goren kombine ila¢ kullanmayan ve saglikli kontrol grubu RT-gPCR

sonugclari
Standart A

Ortalama Ct Sapma Delta Ct S. Sapma 27(-vg.(Delta(Ct))

o8 e |82 |8 1= |8, = | 8. |2
Q 5 ) — = = = = sy
2l 2 |£%|Z3|£_|28|£_|28|£.|28) ¢ SE 19 |
g 5 NE | XL | 2B | XG5 | 28| XF5| 23| <5 o 3 <5 A
2 G} =5 o= | =2 o | =2 s | =2 S =2 S G

22| SEg | 2O | 2G| 20| 25| 20| =25 20 =45 4

S|z |® |zf|® [z£|® |SE| @ = *

& G} & G} & G & G & 5

= = = = =

1 |BCL-2 2031 |20,04 |043 |039 [301 |[337 |0449 |0368 |0124520 |0096723 |1.11 |0,48
2 | HOXA13 3501 |3645 {329 |[209 |17,71 |20,77 |3,514 |2,319 |0,000005 |0,000001 |0,34 |0,38
3 | HOXB13 |[36,44 (36,34 |269 |3,39 |[1914 |20,77 |2850 |3,425 |0,000002 |0,000001 |0,98 |[0,49
4 | CYP1A1 (3001 (30,20 |1,35 |07 |[12,70 |13,77 |1533 |0,359 |0,000150 |0,000072 |0,80 |0,37
5 | GAPDH 17,30 |17,18 | 0,42 0,44 0,00 0,00 0,000 {0,000 |1,000000 |1,000000 |[1,00 -

*Tedavi goren kombine ila¢ kullanmayan hasta grubu, saglikli kontrol grubu ile kiyaslandiginda

Cizelge 4.24. Tedavi géren kombine ilag kullanan ve saglikli kontrol grubu RT-gPCR

sonuclari
Standart Standart
rtalam Del 2"\(-Avg.(Del
Ortalama Ct Sapma elta Ct Sapma (-Avg.(Delta(Ct))
—~ = .—
s 7l s s s 2 5
=} 5 = o = 0O = 0O = 0O = O Ry
% < g% "25 g: 'gI g: 'gI g:';gI %3 ';::'“9 )‘%D P
g & 2E| 2R |5 | 28| 25|28 |%8 28| ¥35 28 .
S3|E5| =20 | ES | 2G| S |20 2| =oO R o
o = o < Iy © S Iy o = ey, o S ey 1)
¥O | 23| % A MY | R | 2X 2 M &
%] S| » ©n %] %] =
x =]
<

BCL-2 20,31 20,11 045 (301 337 045|029 |0,124520 |0,096723 |1,30 |0,028**

HOXA13 |3501 (3526 329 [223 (17,71 |20,77 (351|241 |g000005 |o0000001 | 096 | 039

o
~
w

1
2

3 |HOXB13 (3644 |3691 |269 |136 |19,14 |2077 285|157 |g000002 | 0000001 |082 |0:42
4| CYPIAL [3001 |3043 [135 |1,16 |1270 |1377 |154|127 |g000150 | 0000072 | 085 | 043

5|GAPDH (1730 |1748 |042 |042 {000 [000 [000[000 ;000000 |1000000 |190 |-

*Tedavi goren kombine ilag kullanan hasta grubu, saglikli kontrol grubu ile kiyaslandiginda
** Kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli p < 0,05

Cizelge 4.25. Tedavi goren kadin hasta grubu ve tedavi goren erkek hasta grubu RT-gPCR

sonuglari

OrtalamaCt |  standart Sapma Delta Ct St. Sapma | 27(-vg.(Delta(Ct))

3c] 2| 3 |3 Bl Bl Z £ |E
ol 3 |S&£|8E| &3 | EE |S3|EE|Z3B|EE| =3 55 |3
Z < g5 | 834 g3 S 2 s2 | €2 | g2 | 23 =3 it % P
g g 22|08y 26 CZ | 8 |CE| B |02 26 o 2 o

g ] ‘g @© =} ' @© ‘g @© ‘S @©

= T N = M =~ N [ N = N
1 | BCL-2 20,06 |20,08 |0,359 0,451 2,83 2,69 0,504 |0,240 |0,141051 |0,154504 |1,10]0,60
2 | HOXA13 |[36,29 |3559 |2,167 2,256 19,06 |18,20 |2,268 |2,538 |0,000002 |0,000003 |1,81]0,36
3 | HOXB13 | 37,51 |36,21 |0,767 2,940 20,27 |18,82 | 0,859 |2,989 |0,000001 |0,000002 |2,73 0,48
4 | CYP1Al 29,78 | 30,59 | 0,642 0,927 12,54 | 13,20 | 0,668 |0,984 |0,000168 |0,000106 |0,63|0,07
5 | GAPDH 17,24 | 17,39 | 0,366 0,488 0,00 0,00 0,000 | 0,000 |1,000000 1,000000 1,00 | -

*Tedavi goren kadin hasta grubu, tedavi gorenerkek hasta grubu ile kiyaslandiginda



Cizelge 4.26. Hasta grubu ve tedavi goren goniilliilerin yaslara gére RT-qPCR sonuglari

BCL-2 HOXA13 HOXB13 CYP1Al GAPDH
Ortalama Ct | Ortalama Ct | Ortalama Ct | Ortalama Ct | Ortalama Ct
20-50 yas aras1 kontrol grubu n=18 20,31 35,01 36,44 30,01 17,30
ﬁg-2510 yas arasi tedavi goren hasta grubu 20,08 35,82 36,64 30.32 17,34
Kat Degisimi 1,20 0,58 0,89 0,82 1,00
P 0,06 0,21 0,87 0,22 -
20-35 yas arasi1 kontrol grubu n=8 20,22 36,57 37,99 30,49 17,18
ﬁggS yas aras1 tedavi goren hasta grubu 20,27 35,50 37,67 30,18 17,42
Kat Degisimi 1,14 2,47 1,47 1,47 1,00
P 0,31 0,19 0,09 0,13 -
36-50 yas arasi1 kontrol grubu n=10 20,38 33,77 35,20 29,62 17,40
1;:5-1530 yas arasi tedavi goren hasta grubu 19.96 36,02 36,01 30,41 17.29
Kat Degisimi 1,24 0,19 0,53 0,53 1,00
P 0,15 0,18 0,93 0,16 -
Tedavi" goren hasta grul_aunun kendi iginde 19.96 36,02 36,01 30,41 17.29
yasa gore 36-50 yas (n=14)
Tedaviﬂ goren hasta grulzunun kendi iginde 2027 3550 37,67 30,18 17.42
yasa gore 20-35 yas (n=7)
Kat Degisimi 0,89 1,57 0,35 1,29 1,00
P 0,37 0,81 0,43 0,50 -

Cizelge 4.27. Hasta grubu ve tedavi goren goniilliilerin cinsiyetlerine gére RT-gPCR

sonuglar1
BCL-2 HOXA13 HOXB13 CYP1A1l GAPDH
Ortalama Ct | Ortalama Ct | Ortalama Ct | Ortalama Ct | Ortalama Ct
Erkek Kontrol (n=7) 20,42 33,50 34,81 29,38 17,44
Erkek Tedavi Goren (n=7) 20,06 36,29 37,51 29,78 17,24
Kat Degisimi 1,12 0,13 0,13 0,66 1,00
P 0,76 0,25 0,28 0,26 -
Kadin Kontrol (n=11) 20,24 35,97 37,47 30,40 17,22
KadinTedavi Goren (n=14) 20,08 35,59 36,21 30,59 17,39
Kat Degisimi 1,25 1,47 2,71 0,99 1,00
P 0,004* 0,55 0,37 0,87 -
E]e:d?)vi Goren Erkek Hasta Grubu 20,06 36,29 3751 2978 17.24
Z]e:dfz)l Goren Kadin Hasta Grubu 20,08 3559 36.21 30,59 1739
Kat Degisimi 1,10 1,81 2,73 0,63 1,00
P 0,60 0,36 0,48 0,07 -

* Kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli p < 0,05
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Cizelge 4.28. Hasta grubu ve tedavi goren goniilliilerin ilk-tekrarlayan tan1 durumlarina

gore RT-qPCR sonuglari
BCL-2 HOXA13 HOXB13 CYP1A1 GAPDH
Ortalama Ct | Ortalama Ct | Ortalama Ct | Ortalama Ct Ortalama Ct
Tekrarlayan Tan1 (n=9) 19,80 36,90 36,87 30,51 17,15
Ik Tan1 (n=12) 20,28 35,01 36,47 30,18 17,48
Kat Degisimi 0,89 4,64 1,64 1,57 1,00
P 0,30 0,20 0,40 0,15 -
Kontrol Grubu (n=18) 20,31 35,01 36,44 30,01 17,30
[k Tan1 (n=12) 20,28 35,01 36,47 30,18 17,48
Kat Degisimi 1,15 1,13 1,10 1,00 1,00
P 0,26 0,37 0,58 0,41 -
Kontrol Grubu (n=18) 20,31 35,01 36,44 30,01 17,30
Tekrarlayan Tani (n=9) 19,80 36,90 36,87 30,51 17,15
Kat Degisimi 1,28 0,24 0,67 0,64 1,00
P 0,054 0,40 0,46 0,38 -

Cizelge 4.29. Hasta grubu ve tedavi goren goniilliilerin kullanilan ilaglara gére RT-gPCR

sonugclari
BCL-2 HOXA13 HOXB13 CYP1Al GAPDH
Ortalama Ct | Ortalama Ct | Ortalama Ct Ortalama Ct | Ortalama Ct
Kombine ilag Kullanan Hasta Grubu (n=11) | 20,11 35,26 36,91 30,43 17,48
Tek ilag Kullanan Hasta Grubu (n=10) 20,04 36,45 36,34 30,20 17,18
Kat Degisimi 0,85 0,36 1,20 0,95 1,00
P 0,11 0,23 0,31 0,22 -
SNRI Kullanan Hasta Grubu (n=4) 19,98 37,13 33,46 31,00 17,25
SSRI Kullanan Hasta Grubu (n=17) 20,10 35,51 37,39 30,16 17,36
Kat Degisimi 1,00 3,32 0,07 1,93 1,00
P 0,95 0,31 0,03* 0,16 -
SNRI Kullanan Hasta Grubu (n=3) 20,10 36,84 33,06 30,24 17,27
SSRI Kullanan Hasta Grubu (n=7) 20,01 36,28 37,75 30,19 17,14
Kat Degisimi 0,97 1,35 0,04 0,95 1,00
P 0,94 0,54 0,13 0,81 -
Saglikli Kontrol Grubu (n=18) 20,31 35,01 36,44 30,01 17,30
Tekli Ilag kullanan Hasta Grubu (n=10) 20,04 36,45 36,34 30,20 17,18
Kat Degisimi 1,11 0,34 0,98 0,80 1,00
P 0,48 0,38 0,49 0,37 -
Saglikli Kontrol Grubu (n=18) 20,31 35,01 36,44 30,01 17,30
Kombine ilag kullanan Hasta Grubu (n=11) | 20,11 35,26 36,91 30,43 17,48
Kat Degisimi 1,30 0,96 0,82 0,85 1,00
P 0,028+ 0,39 0,42 0,43 -
* Kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli p < 0,05




Cizelge 4.30. Fluoksetin kullanimina gére RT-qPCR sonuglari

BCL-2 HOXA13 HOXB13 CYP1Al GAPDH
Ortalama Ct [ Ortalama Ct [ Ortalama Ct | Ortalama Ct | Ortalama Ct
Fluoksetin Hari¢ Kombine ila¢ Kullanimi (n=6) 20,01 35,82 36,79 30,63 17,32
Fluoksetin ile kombine ilag kullanim1 (n=5) 20,22 34,58 37,05 30,18 17,68
Kat Degisimi 1,10 3,01 1,07 1,74 1,00
P 0,40 0,27 0,54 0,45 -
Fluoksetin Hari¢ Tek ila¢ Kullanimi (n=7) 19,99 37,50 35,63 30,17 17,04
Sadece Fluoksetin kullanan hasta grubu (n=3) 20,16 33,98 38,00 30,27 17,51
Kat Degisimi 1,24 16,01 0,27 1,30 1,00
P 0,21 0,003* 0,54 0,12 -
glﬁjzts?ggg?arig (Tekli veya kombine) Ilag Hasta 20,00 3673 36.17 30.38 1717
(Fslrlﬁltls?;izlgekli veya kombine) kullanan Hasta 20,20 3436 37.41 30,21 17,61
Kat Degisimi 1,19 7,04 0,58 1,53 1,00
P 0,09 0,04* 0,45 0,17 -

* Kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli p < 0,05
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5. TARTISMA

Birgok ila¢ genotoksisite ile iliskili mekanizmalari sebebi ile kanserojenik olabilir ve bu
sebeple uzun siire ilag kullaniminin kar-zarar etkisinin incelenmesi énemlidir (Paz ve ark.,
2020). Ayrica ilag etken maddelerinin genotoksik riskinin tarafsiz laboratuvarlarda
arastirilmas1 da gerekmektedir (Paz ve ark., 2020; Yiizbasioglu, Yilmaz ve Unal, 2016). Bu
sebeple bilim insanlari, cesitli ilag etken maddelerinin olas1 klastojenik, mutajenik ve
genotoksik etkilerini in vivo ve in vitro test yontemleriyle belirlemeye calismaktadir
(Ahmadimanesh ve ark., 2019; Avuloglu ve ark., 2017; Ayabakti ve Kocaman, 2018;
Ozkaya, 2021; Solek ve ark., 2019; Sosedova, Vokina, Kapustina ve Bogomolova, 2020;
Yiizbasioglu ve ark., 2020).

Yapilan arastirmalar sonucunda, pek ¢ok ilag etken maddesinin genotoksik ve sitotoksik
etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Avuloglu ve ark., 2017; Brambilla, Mattioli ve Martelli,
2009; Hassanane, Hafiz, Radwan ve El-Ghor., 2012; Madrigal-Bujaidar, Garcia ve Alvarez-
Gonzales, 2010; Ozkaya, 2021; Sosedova ve ark., 2020; Yiizbasioglu ve ark., 2016). SSRI
ve SNRI grubu ilaglar ilizerine yapilan bazi c¢aligmalarda bu ila¢ etken maddelerinin
genotoksik etkisinin olmadig: belirtilmesine ragmen (Battal ve ark., 2013; Bozkurt ve ark.,
2004; Pereira ve ark., 2009), bir¢ok ¢alismada ise bu ilag etken maddelerinin genotoksik
olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Ahmadimanesh ve ark., 2020; Ayabakti ve Kocaman, 2018;
Cobanoglu, Coskun, Cayir ve Coskun, 2018; Sakin ve Kamal., 2019; Solek ve ark., 2019).

Hig siiphesiz ki depresyon ve anksiyete tedavisi ¢ok biiyiik bir dneme sahiptir. Bu tedavinin
genotoksik etkilerinin olmadiginin anlasilmasi arzulanan bir sonugtur. Ancak genotoksik
risk olusturuyorsa da bunun bilinmesi ve Onlemler alinmasi gerekmektedir. Yukarida
belirtilen gerekgelerle bu calismada, depresyon ve anksiyete bozuklugu tedavisi goren
hastalardaki genotoksik potansiyelin belirlenmesi amaglanmistir. Calismamizda anksiyete
bozuklugu ve depresyon nedeniyle en az {i¢ ay siireyle farmakolojik tedavi uygulanan hasta
grubunda olas1 genotoksik hasarin belirlenmesi i¢in MN, KKD, KA, komet testleri ve
hoxal3, hoxb13, cyplAl ve bcl-2 olmak iizere 4 farkli genin ifade diizeylerini belirlemek
amaci ile RT-qPCR analizi kullanilmastir.
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Calismada kullanilan ilk test olan mikroniikleus testi, OECD tarafindan genotoksisitenin
degerlendirilmesinde kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Mikroniikleus testi in vivo / in vitro
caligmalarda genotoksik potansiyelin ortaya ¢ikarilmasinda yaygin olarak kullanilmaktdir.
MN frekansindaki artis ile kanser siklig1 arasinda pozitif bir korelasyon oldugu bildirilmistir
(Amin ve ark., 2019; Avuloglu ve ark., 2022; Corvi ve Madia, 2017; Fenech ve ark., 2007,
2021; Nikolouzakis ve ark., 2019; Velickova ve Milev, 2017).

Tez caligmasinda hasta grubu ve kontrol grubu karsilastirildiginda MN frekansinda anlaml
bir degisiklik belirlenmemistir. Ayrica hasta grubunda farkli gruplandirmalarla (yas,
cinsiyet, ilk veya tekrarlayan tani, SNRI veya SSRI kullanimi, kombine tedavi veya
monoterapi ve fluoksetin kullanimi) yapilan degerlendirmeler de MN sikliginda istatistiksel

olarak anlamli bir farklik tespit edilmemistir.

Depresyon ve psikotik hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglarin ve bu hastalardaki
genotoksik etkiyi belirlemek amaci ile MN testi kullanilarak yapilan ¢alisma sayis1 oldukga
sinirlidir ve yapilan ¢alismalarin sonuglar1 da tartismalidir. Dikkat eksikligi ve hiperaktivite
tedavisinde kullanilan metilfenidatin MN olusumuna etkisinin incelendigi, hastalar ile
gergeklestirilen caligmalardan bazilariin sonuglari tez ¢alismasinin sonuglariyla paralellik
gosterirken bazilart ise farkli sonuglar ortaya koymaktadir. Dikkat eksikligi hiperaktivite
bozuklugu olan hastalarda (12 ¢ocuk, 7 yetiskin) yapilan c¢aligmada tedavi Oncesi ve
tedaviden 3 ay sonra alinan periferal lenfositlerde metilfenidat (MPH) terapdtik dozlarda
(10-90 mg/giin) mikroniikleus sikligini arttirmamistir (Ponsa ve ark., 2009). Aksine diger
bir calismada tedavi 6ncesi periferal kan 6rnegi alinan ve 3 ay boyunca MPH ile tedavi edilen
(20-54 mg/giin) 12 ¢ocugun mikroniikleus sikliginda 2,4 kat artig oldugu gosterilmistir.
Yazarlar tarafindan MPH’1n deney hayvanlarinda MN olusumunu indiiklememesine ragmen
insanlarda arttirmasina, insanlarda 3 ay gibi uzun siire kullanilmasi sonucu MPH’in

metabolitlerine ayrismasinin sebep olabilecegi agiklanmistir (El-Zein ve ark., 2005).

Depresyonu da igeren ¢ogu psikiyatrik hastaligin tedavisinde kullanilan SSRI grubundan
essitalopramin ve trisiklik antidepresan olan doksepinin (1, 2,5; 5 ve 10 pg/mL) genotoksik
etkisi MN testi ile in vitro insan lenfositlerinde incelenmistir. MN frekansinin doza bagh
olarak arttig1 fakat kontrol grubu ile mukayase edildiginde istatistiksel olarak anlamli bir
fark olmadigr bulunmustur. Ayrica incelenen iki ilagin da yiiksek dozlarinin potansiyel

genotoksik risk olusturabilecegi belirtilmistir. Essitalopramin ve doksepinin hiicre
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siklusunda G1 fazindaki onarim siireci nedeniyle MN olusumuna sebep olmadigi
aciklanmistir (Cobanoglu ve ark., 2018). Benzer sekilde atipik antipsikotik ilaglardan
olanzapin, risperidon ve ketiapinin (0-400 mg/L) olas1 genotoksik potansiyeli mikroniikleus
testi ile incelenmistir. Elde edilen sonuglar test edilen bu antipisikotiklerin genotoksik etkiye
yol agmadigin1 gostermistir. Calisma sonucunda bu ilaglarin MN sikliginda artisa neden

olmadigi (0 - 250 mg/L) belirlenmistir (Togar ve ark., 2012).

Bu ¢alismalarin aksine Ayabakti ve Kocaman (2018) tarafindan gergeklestirilen diger bir
caligmada venlafaksinin 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda insan periferal
lenfositlerinde genotoksik etkili oldugu agiklanmustir. insan periferal lenfositlerinin 24 ve
48 saat venlafaksin ile muamelesi negatif ve (48 saat muamelede 25ug/mL hari¢) ¢6ziicii
kontrol ile kiyaslandiginda, venlafaksin uygulamasinin MN frekansinda istatistiksel olarak
anlamli derecede artisa neden oldugu tespit edilmistir (Ayabakti ve Kocaman, 2018). Tez
caligmasinda yer alan goniilliilerden 4 hasta (3 hasta tek Venlafaksine (37,5-150 mg/giin), 1
hasta venlafaksin + Trifluperazin (150 mg/giin)) Ayabakti ve Kocaman (2018)’in
calismasinda genotoksik etkisi incelenen venlafaksin tedavisi gérmiistiir. Ancak tez
caligmasinda bu ilac1 kullanan hastalarda MN frekansinda anlamli bir artis belirlenmemistir.

Bu sonucun hasta sayisinin nispeten az olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Benzer sekilde in vitro insan periferal lenfositlerinde gergeklestirilen diger bir galismada 20
pg/mL fluoksetinin 24 saatlik muamelesinde eksojen metabolik aktivatoriin yoklugunda, 48
saatlik muamelede ise 12 pug/mL konsantrasyonda MN olusumunu artirdigi bildirilmistir.
Metabolik aktivator kullanildiginda ise fluoksetin sadece en yiiksek konsantrasyonda (20
pug/mL) MN olusumunu uyarmistir. Yapilan ¢alismada, fluoksetinin insan lenfositlerinde

genotoksik risk olusturabilecegi sonucuna varilmistir (Nizam, 2010).

Yapilan diger bir aragtirmada psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde kullanilan trazodon (3,13;
6,25; 12,50; 25,00; 50,00 ve 75,00 pg/mL) ve milnacipranin (2,50; 5,00; 10,00; 20,00; 30,00;
ve 40,00 pg/mL) genotoksik etkileri in vitro olarak insan lenfositlerinde MN testi ile
calisgtlmigtir. Milnaciprane 2,50 pg/mL, trazodon’un ise 3,13; 6,25; 12,50 pg/mL
konsantrasyonlarda ¢alisma sonuglarimiza parallel sekilde MN sikligini istatistiksel olarak
anlamli derecede etkilememistir. Ancak trazodonun 25,00; 50,00 ve 75 pg/mL
konsantrasyonda negatif kontrole kiyasla anlamli derecede doza bagli MN frekansim
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artirdigr bildirilmistir. Milnaciprane ise MN frekansini 2,50 pg/mL harig test edilen diger
konsatrasyonlarda doza bagl artirdigi bulunmustur (Avuloglu ve ark., 2017).

Donbak, Dal ve Celik (2014), noradrenalin geri alim inhibitorii smifina dahil olan
reboksetinin insan periferal lenfositlerindeki olasi genotoksik etkisini MN testi kullanarak
incelemiglerdir. In vitro kosullarda gergeklestirilen ¢alismada reboksetinin 25, 50, 75, 100
ve 125 pg/mL konsantrasyonlar1 kullanilmis ve insan periferal lenfositleri 24 ve 48 saat
boyunca bu antidepresan ile muamele edilmistir. 24 saatlik muamele sonucunda 25, 50, 75
ug/mL, 48 saatlik muamele de ise 25 ve 50 pg/mL konsantrasyonlarda MN olusumu
etkilenmemistir. Fakat 24 saatlik yiiksek konsantrasyonda (100 ve 125 pg/mL) ve 48 saatlik
muamelede ise ii¢ yiiksek konsantrasyonda (75, 100 ve 125 pg/mL) kontrole kiyasla MN
frekansinda doza bagl istatistiksel olarak anlamli artisa neden oldugu tespit edilmistir
(Donbak ve ark., 2014).

Solek ve arkadaslart (2019) tarafindan fare ndron hiicre kiiltiiriinde yapilan diger bir
calismada tek antidepresan tedavisi ile antidepresan kombinasyonu (amitriptylin/imipramin
+ fluoksetin) karsilastirilmis ve 48 ile 96 saat sonra etkileri incelenmistir. Antidepresan
tedavisinin noron hiicrelerinde strese (oksidatif, nitrosatif) yol actigi bunun da DNA kiriklar
ve MN olusumuna neden oldugu belirtilmistir. Antidepresanlarin birlikte kullanilmasinin
hiicrede adaptasyon mekanizmalarini baglattigi, hiicre tarafindan strese uyumun saglandigi
ve sonucta tekli antidepresan kullanilarak yapilan tedavi ile kiyaslandiginda daha az toksik
olaylar giézlendigi belirtilmistir. Tlim hiicre gruplarinda hem 48 hem de 96 saat antidepresan
uygulanmast sonucu G2/M veya S hiicre donglisii asamasina geciste istatistiksel olarak
anlamli azalma oldugu bulunmustur. Tiim gruplarda GO/G1 fazindaki hiicre sayis1 artmugtir.
GO/G1 hiicre dongiisii asamasindaki hiicre sayisindaki artis aslinda DNA replikasyonu
oncesi Onemli hasarlar1 tamir etmek i¢in hiicreye zaman kazandirmaktadir. Yapilan
caligmada sadece fluoksetin kullaniminin hiicre morfolojisinde degisimlere neden oldugu
tespit edilmistir. Calisma sonucunda DNA kiriklart ile korelasyon gosteren MN olusumunda
artis oldugu belirtilmistir. Ancak bu artis sadece fluoksetin kullaniminda gézlenmis,
fluoksetin ile imipramin veya amitriptilin kullaniminda ayni sonuglar elde edilmemistir. Bu
tez caligmasinda ise aksine tek veya kombine fluoksetin kullananlarda, ayn1 sekilde tek ilag
tedavisi alanlarda kombine ilag tedavisi alan hastalara kiyasla MN sayisinin daha az oldugu
tespit edilmistir ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Solek ve arkadaslari

(2019) tarafindan yapilan ¢alismada ilaveten uzun siire muamelede DNA hasarinin anlamli
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bir sekilde azaldig1 vurgulanmistir. Programli hiicre 6liimiinde gorev alan p27 proteinindeki
diizenleme ile hiicre dongiisii GO/Gl1 fazinda durduruldugu, antidepresanlarin tek
kullaniminin apoptoziste artisa sebep oldugu belirtilmistir. p53 proteininin G1 fazinin
uzatilmasindan sorumlu olabilecegi ve bu sekilde DNA hasarinin onarilmasina imkan
sagladig1 acgiklanmistir. pl6 proteini hiicre donglisiiniin normal ilerlemesini kontrol
etmektedir. Replikasyon hatalari1 ve DNA hasar1 arttiginda pl6 proteini fazla eksprese
olmakta ve hiicre dogiistinii durdurmaktadir. Calisma sonucunda kombine antidepresan
kullannrmindan sonra p16 protein ifadesinde artis oldugu bulunmustur. Tekli antidepresan
kullaniminin (48 saat) kaspaz-3 yolu aktivasyonu ile apoptotik hiicre dliimiinii doza bagl
artirdi@1 agiklanmistir. Sonugta birlikte antidepresan kullaniminin tekli kullanimina gore

daha az toksik oldugu vurgulanmistir (Solek ve ark., 2019).

In vivo MN testi kullanilarak yapilan c¢alismalar da mevcuttur. Fareler {izerinde
gerceklestirilen bir calismada, dikkat eksikligi ve hiperaktivite tedavilerinde kullanilan
MPH’1n akut ve kronik genotoksik etkisi incelenmistir. Yapilan ¢aligmada 1, 2 veya 10 mg
/ kg MPH periton igine enjekte edilmistir. Kronik etkinin belirlenmesi i¢in 28 giin boyunca
fareler MPH’a maruz birakilmis ve son doz uygulamasindan 2 saat sonra Ornekler
toplanmistir. Calisma sonucunda MPH’1n farelerin periferik kan hiicrelerinde, MN sikligini

degistirmedigi bulunmustur (Andreazza ve ark., 2007b).

Yapilan farkli bir in vivo galigmada duloksetin’in genotoksik potansiyeli fareler lizerinde
degerlendirilmistir. Bu ¢aligmada en diisiik doz olarak insanlara recete edilen doz (2 mg/kg)
kullanilmis ve diger dozlar 20 mg/kg, 200 mg/kg olarak secilmistir. Duloksetin’in 24, 48 ve
72 saatte akut ve subkronik (5 hafta) etkisi incelenmistir. Arastirma sonucunda tez ¢alismasi
sonuglarinin aksine uygulamay: takip eden 48 saat sonrasinda O6zellikle mikroniikleus
olusumunda belirgin bir artis oldugu ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulunmustur. Cesitli antipsikotik ilaglarin farelerde hipotermiye sebep olabilecegi ve bu gibi
dis faktorlerin MN sayisi1  degistirebilecegi yapilan arasgtirmada belirtilmistir.
Aragtirmacilar tarafindan tekrarlayan ve uzun siireli tedavilerin birikmis DNA hasarina
sebep olmasi1 nedeniyle hastaligin tedavisinde dikkatli olunmasi gerekliligi vurgulanmistir

(Madrigal-Bujaidar ve ark., 2015).

Deney hayvanlari ile gergeklestirilen diger bir ¢caligmada yaygin olarak regete edilen SSRI

grubu ilaglar arasinda bulunan sertralinin genotoksik potansiyeli MN testi ile arastirilmistir.
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Ratlarla yapilan ¢alismada sertralinin diisiik, orta ve yiiksek (10, 40, 80 mg/kg) dozlarda
olast akut (24 saat) ve kronik (14 giin) etkisi incelenmistir. Sertralin uygulanan ratlar ile
negatif kontrolleri kiyaslandiginda akut muamelede sadece yiiksek doz (80 mg/kg), kronik
muamelede ise 40 ve 80 mg/kg sertralin uygulamasinin MN sikliginm1 anlamli derecede
artirdigi, akut ve kronik muamele kiyaslandiginda kronik muamelede MN olugumunun
istatistiksel olarak anlamli derecede fazla oldugu bulunmustur. Yazarlar tarafindan
antidepresanlarin hastalarda uzun siire kullanildigi, uzun siire ila¢ kullaniminin ise serbest
radikal olusumunda artisa neden olarak DNA hasarina sebep olabilecegi belirtilmistir.
Ancak hem akut hem kronik 10 mg/kg sertralin uygulamasi ¢alisma sonuglarimiza (Tez
calismamizda 9 hasta 50 mg/giin, 1 hasta ise 100 mg/giin sertralin kullanmistir) benzer

sekilde MN olusumunu artirmamustir (Battal ve ark., 2013).

Tez ¢aligmasinda kullanilan diger genotoksisite testi kardes kromatit degisimidir. KKD
DNA sentezi esnasinda genotoksik stresin hassas bir belirtecidir (Sunada ve ark., 2019;
Gatinois ve ark., 2020). Calismamizda elde edilen KKD testi sonuglar1 tedavi goren
depresyon ve anksiyete bozuklugu tanili hastalarda KKD frekansinin saglikli kontrol grubu

ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini ortaya koymustur.

Hasta ve saglikli goniilliilerin degerlendirildigi farkl calismalarda KKD testi kullanilmistir.
Dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu olan hastalarda (12 ¢ocuk, 7 yetiskin) DNA hasar1
kardes kromatit degisimi testi ile incelenmistir. Hastalardan tedavi 6ncesi ve tedaviden 3 ay
sonra alinan periferik lenfositlerde metilfenidat (MPH)’1n (10-90 mg/giin) kardes kromatit
degisim sikligini arttirmadigi bulunmustur (Ponsa ve ark., 2009). El-Zein ve ark. (2005)
tarafindan in vitro olarak gergeklestirilen diger bir ¢aligmada, MPH in (20-54 mg/giin)
caligma sonuglarimizin aksine, 12 ¢ocuk hastanin periferal lenfositlerinde kardes kromatid
degisiminde 4,3 kat artisa sebep oldugu gosterilmistir. Tedavi oncesi donemden elde edilen
sonuglar ile li¢ aylik tedaviden sonraki sonuglar karsilastirildiginda artan KKD oranindan
metilfenidat tedavisi sorumlu bulunmustur. Ancak, ilacin kullanimina son verildiginde
gozlenen sitogenetik etkilerin yok olup olmadigi, genetik duyarlilifin gozlenen etkilerde
oynayabilecegi rol, gozlemlelenen genotoksik yanittan sorumlu mekanizma tam
aciklanamamigtir. Calisma metilfenidatin genotoksisitesine iliskin kanitlar saglamaktadir

(El-Zein ve ark., 2005).
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Fluoksetin kullanan (6-19 ay) 21-31 yas araliginda 30 kadin ve ayni yas grubunda olan 30
saglikli kadin ile gergeklestirilen farkli bir ¢alismada, depresyon hastalarinda uzun siire
fluoksetin kullaniminin genotoksik etkisi arastirilmis ve kontrol grubuna goére kardes
kromatid degisim sikliginin fazla oldugu bulunmustur (Diindar6éz ve ark.,1999). Benzer
sekilde yaygin anksiyete ve major depresyon tanisi ile 10 ay ile 1 yil boyunca giinde 50 mg
oral olarak sertralin hidrokloriir ile tedavi edilen 10 hasta, 18 tedavi gérmeyen benzer
psikopatolojiye sahip hasta ve 18 saglikli goniilliiniin KKD frekanslari incelenmistir. Yaygin
anksiyete bozuklugu ve major depresif bozukluk hastalarinda sertralin tedavisinin (SSRI
grubunda) kardes kromatid degisim sayisinda artisa neden oldugu belirtilmistir. Aymn
calismada tedavi alan grupla benzer psikopatolojiye sahip hastalar arasinda KKD
degerlerinde fark olmadigi bulunmustur. Negatif kontrole kiyasla hem sertralin tedavisi alan
hemde tedavi almayan benzer psikopatolojiye sahip hastalarda bulunan fazla KKD sayis1

psikolojik stress ile agiklanmistir (Bozkurt ve ark., 2004).

KKD testi kullanilarak in vitro kosullarda gergeklestirilen ¢alismalar da bulunmaktadir.
Fluoksetinin genotoksisitesini belirlemek amaci ile in vitro insan periferal lenfositlerinde
gerceklestirilen bir ¢alismada hiicreler eksojen metabolik aktivator yoklugunda 24 ve 48
saat, eksojen metabolik aktivator varliginda ise 3 saat boyunca 8, 12, 16 ve 20 pug/mL
fluoksetin ile muamele edilmistir. Metabolik aktivatérden bagimsiz bu antidepresan KKD
frekansinda anlamli bir degisiklige sebep olmamustir. Tez ¢alismasinda da fluoksetin
kullanimi KKD frekansini etkilememis ve tedavi amaci ile kullanilan diger ilaglar ile
fluoksetin kullanimi arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Fluoksetinin
KKD olusumuna etkisinin uzun siire kullanima bagli olarak fluoksetin ve metabolitinin
kanda birikmesine bagli olabilecegi bildirilmistir. Ila¢ etken maddelerinin genotoksisiteleri
yapisal ozelliklerine gore farklilik gosterebilecegi vurgulanmis ve N-dialkil grubu igeren
ilaglarin %56’smin, aril keton grubu igerenlerin ise %89’unun genotoksik etkili oldugu
belirtilmistir. Bu sebeple, ilag etken maddeleri ayn1 etki mekanizmasina sahip olsalar bile
her birinin genotoksisitesinin bagimsiz arastirilmasinin dnemli oldugu bildirilmistir (Nizam,

2010).

Bu caligmanin aksine, ilag etken maddelerinin in vitro KKD frekansini artirdigi yapilan
farkli ¢alismalarda belirtilmektedir. Yapilan bir ¢calismada antidepresan olan reboksetinin
farkli konsantrasyonlarinin (25, 50, 75, 100 ve 125 pg/mL) 24 ve 48 saatlik siirelerde insan

periferal lenfositlerinde etkisi arastirilmistir. Reboksetinin en yiiksek iki konsantrasyonda
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caligmada elde edilen sonuglarin aksine 48 saatlik siirede kontrole kiyasla KKD frekansini
anlamli derecede artirdigi bulunmustur. Fakat test edilen 125 pg/mL konsantrasyon
haricinde diger dort dozda 24 saatlik siirede artisa sebep olmamustir. Calismamizda
reboksetinin yer aldigi SNRI grubu ila¢ kullanan hasta sayist dokuzdur (8 hasta 30 ila 75
ug/mL (venlafaksin, duloksetin), bir hasta 150 pg/mL (venlafaksin) SNRI kullanmustir).
Antidepresanlar DNA ile dogrudan etkilesim yoluyla veya metabolik doniisiimlerinden
sonra genetik hasara neden olabilecegi yazarlar tarafindan bildirilmistir. ilaveten yazarlar
reboksetinin, oral alintmindan sonra sitokrom P450 tarafindan bir ana, {i¢ kii¢iik metabolite
metabolize edildigini belirtmisler ve kovalent olmayan DNA etkilesiminin, bir¢ok ilag¢ igin

yaygin bir klastojenite mekanizmasi olabilecegini bildirmislerdir (D6nbak ve ark., 2014).

Farkl1 bir aragtirmada, Cobanoglu ve ark., (2018) SSRI grubundan essitalopramin ve trisiklik
antidepresan olan doksepinin farkli konsantrasyonlarinin (1; 2,5; 5 ve 10 pg/mL) insan
lenfositlerinde 24 saat siire sonundaki etkilerini KKD testi ile incelemislerdir.
Gergeklestirilen bu caligmada 5 ve 10 pg/mL essitalopramm, KKD sayisini artirdigi ve
artisin da istatistiksel olarak anlamli oldugu belirtilmektedir. Doksepinin ise 10 pg/mL
dozda KKD olusumunu istatistiksel olarak artirdigi bulunmus ve yiiksek doz doksepin ve
essitalopramin potansiyel genotoksik risk olusturabilecegi belirtilmistir (Cobanoglu ve ark.,
2018). Benzer sekilde in vitro gergeklestirilen ve psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde
kullanilan trazodon (3.13; 6.25; 12.50; 25.00; 50.00 ve 75.00 pg/mL) ve milnacipranin (2,50;
5,00; 10,00; 20,00; 30,00 ve 40,00 pg/mL) insan lenfositelerinde KKD frekansina 24 ve 48
saatlik siirelerde etkisi incelenmistir. Milnaciprane ve trazodon (3,13 pg/mL harig) test
edilen tiim konsatrasyonlarda doza bagli KKD frekansini artirmistir (Avuloglu ve ark.,

2017).

KKD testinin kullanildigi in vivo ¢alismalara da rastlanmistir. SNRI grubunda bulunan
fluoksetinin iireme ve somatik hiicrelerde genotoksik hasar olusturup olusturmadiginin
incelendigi bir arastirmada, her grupta 5 fare olmak iizere gruplar olusturulmustur. Erkek
farelere 5 giin boyunca fluoksetin (2,6; 7,8; 13,0 mg/kg) oral yoldan verilmistir. Hayvanlar,
KKD testi i¢in son uygulamadan 24 saat sonra kurban edilmis, sperm sekli anormalliklerinin
analizi i¢in ise ilk tedaviden 35 giin sonra 6rnekler alinmistir. Yapilan inceleme sonucunda
fare kemik iligi hiicrelerinde KKD sikliginin doza bagl arttig1, en diisiik dozun (2,6 mg/kg)
KKD sikligini etkilemedigi belirlenmistir. En yiiksek dozda fluoksetinin kontrole kiyasla

KKD oranini yaklasik 3 Kat, sperm anormalliklerini ise 4 kat arttirdigi gézlenmistir. Ayni
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calismada s6z konusu antidepresanin doz artisi ile sperm sayisini (incelenen 3 dozda) ve
motilitesini (en yliksek dozda) anlamli derecede azalttig1 (p < 0,01), sperm anormalliklerini
ise incelenen 3 dozda da arttirdigi bulunmus ve fluoksetinin in vivo genotoksik
potansiyelinin olabilecegi belirtilmistir. Artan KKD frekansindan dolayr mutajenite ve
kanserojeniteden antidepresanlarin kimyasal yapisinda yer alan aromatik halka ile nitro
grubunun sorumlu olabilecegi belirtilmistir (Alzahrani, 2012). Benzer sekilde Bujaidar ve
arkadaslar1 (2017) tarafindan 6zellikle major depresyon tedavisinde kullanilan ve diinya
capinda yaygin bir antidepresan olan duloksetinin fare kemik iligi hiicrelerinde KKD siklig1
tizerine etkisi incelenmistir. Yapilan ¢alismada antidepresanin 2, 20 ve 200 mg/kg olmak
tizere li¢ dozu arastirtlmistir. Caligma sonucunda doza bagli olmaksizin test edilen ti¢ dozun
da KKD sikligin1 anlamli derecede artirdigr tespit edilmistir. Elde edilen bu yiiksek KKD
oraninin duloksetinin i¢erdigi naftil, hidroksil gruplar1 ve oksidatif potansiyeli nedeniyle
olabilecegi vurgulanmistir. Bu etken madde karaciger ve beyin lipoperoksidasyonunda artisa

neden olmustur (Madrigal-Bujaidar ve ark., 2017).

Calismamizda depresyon ve anksiyete hastalarinda olasi genotoksik hasar1 belirlemek icin
kullanilan tiglinct test kromozomal anormallik testidir. Gergeklestirilen ¢alisma sonucunda
18-50 yas tedavi goren hasta grubu ile saglikli goniillillerden olusan kontrol grubu
kiyaslandiginda tedavi goren hasta grubunda KA frekansinda anlamli artis oldugu
bulunmugtur. Kromozomal anormallik testinin kullanildigi bazi hasta ve kontrol grubu
kiyaslamasi yapilan ¢alismalar mevcuttur. MPH’1n (20-54 mg/giin) genotoksik etkisi El-
Zein ve ark. (2005) tarafindan incelenmis ve tedavi dncesi periferal kan 6rnegi alinan ve 3
ay boyunca MPH ile tedavi edilen 12 ¢ocugun kromozomal anormallik testinde istatistiksel
olarak anlamli derecede artis oldugu bildirilmistir. Metilfenidat uygulamasi sonucu
cocuklarda gozlemlenen genotoksik yanittan sorumlu mekanizma tam olarak
bilinmemektedir. Ozellikle yiiksek kromozom anormallikleri ve artan kanser riski arasindaki
iliski g6z Oniine alindiginda, bu ilag ile tedavi edilenlerde uzun vadeli etkilerinin ne
olacaginin agik olmadigi vurgulanmigtir. Dolayis1 ile metilfenidatin insanlarda olas1 saglik
etkilerinin daha fazla arastirilmasi gerektigi bildirilmistir (El-Zein ve ark., 2005). Bu tez
caligmasinda da KA orani1 hasta grubunda yiiksek bulunmustur. Bu nedenle benzer bir yorum

yapilabilmesi miimkiindiir.

KA testi kullanilarak hastalar iizerinde gergeklestirilen farkli bazi ¢alismalarda ise ilag etken

maddelerinin kromozomal anormallik frekansimi etkilemedigi belirtilmektedir. Ponsa ve
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arkadaglar1 (2009) dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu olan 12 ¢ocuk, 7 yetiskin
hastadan tedavi oncesi ve tedaviden 3 ay sonra alinan periferal lenfositlerde metilfenidat
(MPH)’1n (10-90 mg/giin) kromozomal anormallik degerini arttirmadigini bildirmislerdir
(Ponsa ve ark., 2009). Yaygin anksiyete ve major depresyon tanisi ile 10 ay ile 1 y1l boyunca
giinde 50 mg oral yoldan sertralin hidrokloriir ile tedavi edilen 10 hasta, 18 tedavi gérmeyen
benzer psikopatolojiye sahip hasta ve 18 saglikli goniillinin KA degerleri baska bir
calismada incelenmistir. Bu hastalarda SSRI grubunda bulunan sertralin tedavisinin
kromozamal anormallik frekansini etkilemedigi bulunmustur. Sertralin tedavisi alan ve
tedavi géormeyen benzer psikopatolojiye sahip hastalar ile kontrol grubu kiyaslandiginda KA
degerlerinde istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir. Dolayisi ile sertralinin KA

frekansini etkilemedigi agiklanmistir (Bozkurt ve ark., 2004).

Ilag etken maddelerinin etkisini belirlemek amaci ile in vitro gerceklestirilen ve bu etken
maddelerin KA sikliginda artisa neden oldugu belirtilen ¢alismalar da vardir. Venlafaksinin
olast genotoksik etkisi insan periferal lenfositlerinde in vitro olarak incelenmistir. Bu
antidepresanin 24 ve 48 saatlik stireler ile 25, 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinin insan
periferal lenfositlerinde negatif ve ¢oziicii kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamli
derecede kromozomal anormallik olusumuna neden oldugu belirtilmistir. KA frekansindaki
bu artisin 24 ve 48 saatlik siireler i¢in doza bagli oldugu belirtilmistir. Calismada elde edilen
sonuglar venlafaksinin insan periferal lenfositlerinde test edilen konsantrasyonlarda in vitro
olarak 6nemli klastojenik ve sitotoksik etkilere sahip oldugunu géstermektedir. Yazarlar
tarafindan antidepresanlarin, kimyasal yapilarinda bulunan ve alkilleyici molekiillere
doniisebilen nitro grup ve aromatik halkalar1 sebebi ile bu etkiye neden olabilecekleri
bildirilmistir. Bu nedenle asir1 ve dikkatsiz kullaniminin insan sagligi i¢in potansiyel risk
olusturabilecegi belirtilmistir (Ayabakti ve Kocaman, 2018). Bu tez caligmasinda SNRI
grubu ile SSRI grubu ila¢ kullanan hastalar kiyaslandiginda SNRI grubu ila¢ alanlarda hiicre

basina diisen KA sayisi fazladir ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir.

In vitro insan periferal lenfositlerinde gerceklestirilen farkli bir aragtirmada rebosetinin 25,
50, 75, 100 ve 125 pg/mL dozlarinin KA degerlerini kontrole kiyasla doz ile orantili olarak
artirdigi, bu artisin 75, 100 ve 125 pg/mL konsantrasyonlarda hem 24 hem 48 saat siirelerde,
50 pg/mL dozda ise sadece 48 saatlik siirede anlamli oldugu tespit edilmistir. Calismada
reboksetinin insan hiicrelerinde genotoksik aktivite gosterebilecegi ifade edilmistir.

Reboksetinin genotoksik potansiyelini aydinlatmak i¢in, klinik olarak uygun dozlar
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secilerek farkli test sistemleri ile ve bu ilagla tedavi edilen hastalar lizerinde daha ayrintili

arastirmalar yapilmasi gerektigi belirtilmistir (Donbak ve ark., 2014).

Psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde kullanilan trazodon ve milnacipranin KA degerlerine
etkisi diger bir arastirmada incelenmistir. Insan lenfositelerinin 24 ve 48 saatlik siire ile
milnacipran (2,50, 5,00; 10,00; 20,00; 30,00 ve 40,00 pug/mL) ve trazodona (3,13; 6,25;
12,50; 25,00; 50,00 ve 75,00 pg/mL) maruz birakilmasi: kromozomal anormalliklerde doza
bagli artisa sebep olmustur. Negatif kontrole kiyasla trazodonun test edilen 4
konsantrasyonda (12,50, 25,00; 50,00 ve 75 ug/mL), milnacipran ise 10,00; 20,00; 30,00 ve
40,00 ug/mL konsantrasyonlarinda KA sikligint hem 24 hem 48 saatlik periyodlarda anlamli
derecede artirmigtir. Calisma sonucunda incelenen bu iki etken maddenin klastojenik,
mutajenik ve sitotoksik olabilecegi belirtilmistir. Yazarlar tarafindan antidepresanlarin
kimyasal 6zellikleri sebebi ile kanser gelisimine sebep olma ve mutajenite agisindan tehlikeli
aromatik halka ve nitro grup icerdigi belirtilmis, bu nitro gruplarin alkilleyici molekiilleri
olusturan nitroso bilesiklere doniisebilecegi vurgulanmistir. Ayn1 ¢alismada alkilleyici
ajanlarin elektrofilik 6zellikleri sebebi ile DNA’nin veya proteinlerin niikleofilik pargalar
ile reaksiyona girerek bir alkil grubunun kovalent transferine neden olabilecegi, Sonucta
kromatit kirigi, capraz baglar gibi DNA’da lezyona sebep olabilecegi agiklanmistir
(Avuloglu ve ark., 2017; Bradley ve ark., 1981; Brambilla ve ark., 2009; Jenkins ve
ark.,2005; Puyo, Montaudon ve Pourquier, 2014; Weintein, 1988).

Nizam ve ark., (2010) tarafindan in vitro insan periferal lenfositlerinde gergeklestirilen bir
calismada fluoksetinin KA {izerine etkisi incelenmis ve fluoksetin metabolik aktivatoriin
varliginda en diisiik konsantrasyon (8 pg/mL) harig, metabolik aktivatérden bagimsiz tim

dozlarda (8, 12, 16 ve 20 pg/mL) KA degerlerinde artisa neden olmustur (Nizam, 2010).

Tez calismasinda depresyon ve anksiyete hastalarinda olas1 genotoksik hasar sitotoksisite
acisindan da degerlendirilmistir. Gergeklestirilen tez calismasi sonucunda tedavi géren hasta
grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda NBI, RI ve MI degerlerinde fark olmadig
bulunmustur. Sitotoksisite belirteci olan Mi hasta grubunda diisiik olmasima ragmen bu fark

istatistiksel olarak anlamli degildir.

Yapilan calismalarda ilag etken maddeleri sitotoksisite agisindan da degerlendirilmistir. flac

etken maddelerinin sitotoksik etki gostermedigini belirten calismalar veya 6zellikle daha
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yiiksek dozlarda sitotoksik etkisinin oldugunu belirten aragtirmalar bulunmaktadir.
Cobanoglu ve ark., (2018) tarafindan yapilan ¢alismada essitalopramin ve doksepinin test
edilen dort konsantrasyonunun (1, 2.5, 5 ve 10 pg/mL) insan lenfositlerinde sitotoksik etki
gostermedigi belirtilmistir (Cobanoglu ve ark., 2018). Diger bir ¢alismada ise insan periferal
lenfositlerinde trazodon (3,13; 6,25; 12,50; 25,00; 50,00 ve 75,00 pg/mL) ve milnacipran
(2,50; 5,00; 10,00; 20,00; 30,00; ve 40,00 pg/mL) NBI ve Ri sonuglarinda énemli bir
sapmaya neden olmamuis, sitotoksik etki gostermemistir (Avuloglu ve ark., 2017). Benzer
sekilde insan periferal lenfositleri kullanilarak gergeklestirilen farkli bir arastirmada 75, 100
ve 125 pug/mL reboksetin 24 ve 48 saat siirede NBI ve RI etkilememistir (Dénbak ve ark.,
2014). Diger bir arastirmada fluoksetinin en yiiksek dozda (13,0 mg/kg) Mi’i kontrole
kiyasla ¢ok az diisiirdiigii, hiicresel ¢ogalmay1 etkilemedigi tespit edilmistir (Alzahrani,
2012). Sonuglarimizin ortiistiigii ve fluoksetinin etkisinin incelendigi farkli bir aragtirmada
da benzer sekilde bu etken maddenin Ri’ni etkilemedigi bildirilmistir (Nizam, 2010).
Duloksetinin 2, 20 ve 200 mg/kg olmak iizere ii¢ dozunun mitotik indeks tizerine etkisinin
incelendigi arastirmada duloksetinin Mi’i etkilemedigi dolayis1 ile sitotoksik etkisinin

bulunmadigr tespit edilmistir (Madrigal-Bujaidar ve ark., 2017).

Bu calismalarin aksine ilag etken maddelerinin sitotoksik etki gosterdigini belirten
aragtirmalar da vardir. Togar ve ark., (2012) olanzapin, risperidon ve ketiapinin yiiksek
dozda (250 mg/L ve iistii) sitotoksik etki gosterdigini belirtmislerdir (Togar ve ark., 2012).
Venlafaksinin farkli konsantrasyonlarinin incelendigi (25, 50 ve 100 pug/mL) diger bir
arastirmada calismamizda elde edilen MI sonuglarinin aksine hem 24 hem 48 saatlik
muamele siirelerinde MI’i biitiin konsantrasyonlarda, NBI'ni yiiksek dozlarda kontrole
kiyasla diistirerek sitotoksik etki gdsterdigi tespit edilmistir (Ayabakt: ve Kocaman, 2018).
Fluoksetinin incelendigi farkli bir arastirmada, 24 saatlik muamelede (M icin 24 saatlik
muamelede 20 pg/mL haric) ve metabolik aktivatér varliginda NBI’ni ve MI’i
etkilememistir. Ancak 24 saatlik muamelede fluoksetin (20 ug/mL) kontrole kiyasla
metabolik aktivatér yoklugunda sadece M1I’i, 48 saatlik muamelede ise 8, 12 ve 16 ug/mL
konsantrasyonlarda hem NBi’ni hem de MI’i diisiirmiistiir (Nizam, 2010). Tek ve kombine
antidepresan kullaniminin etkilerinin incelendigi diger bir ¢alismada etkin adaptasyon ve
tamir mekanizmalarinin adaptasyonundan kaynakli birlikte antidepresan kullaniminin tekli
kullanimina gore daha az toksik oldugu agiklanmistir (Solek ve ark., 2019). Depresyon
tedavisinde kullanilan diger iki etken madde olan trazodon ve milnaciprane kontrole kiyasla

(48 saatlik periyotta trazodon (3,13 ug/mL) ve milnacipran (2,50 ve 10,00 pg/mL harig))
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MI’i dozdan bagimsiz istatistiksel olarak anlamli derecede azaltmistir. Coziicii kontrol ile
kiyaslandiginda ise trazodonun 24 saatlik uygulamasi 25,00; 50,00 ve 75 mg/mL’lik
konsantarasyonlarda Mi’i diisiirmiistiir (Avuloglu ve ark., 2017). Nefazodon (2,5; 5 ve 10
ug/mL) HepG2 hiicre hattinda hiicre canliligini azaltmistir (Sakin ve Kamal, 2019). Farkl
hiicre kiiltiirlerinde (bir sigan B104 noroblastom hiicre hatti, SH-SY5Y, IMR32, Kelly insan
noroblastom hiicre hatt1 ve bir birincil insan Schwann hiicre kiiltiirii) gerceklestirilen diger
bir arastirmada sitalopram ve essitalopramin etkisi degerlendirilmistir. Sitalopram ve
essitalopramin doza bagli sitotoksik oldugu, sitalopramin essitalopramdan daha sitotoksik
oldugu bulunmustur. Ancak insan Schwann hiicrelerinde sitalopram veya essitalopramin
(50, 100, 125, 150 ve 175 uM'de) hiicre canliligini etkilemedigi bildirilmistir. Bu sebeple
yazarlar tarafindan, periferal sinir sisteminin miyelin kilifi iizerinde sitalopram ve

essitalopram zararsiz olabilecegi agiklanmistir (Sakka ve ark., 2017).

Tez ¢alismasinda kullanilan bir diger genotoksisite testi komet testidir. Komet kuyruk
uzunlugu, kuyruk yogunlugu ve kuyruk moment parametreleri DNA hasarini 6l¢gmek igin
siklikla kullanilmaktadir (Ahmadimanesh ve ark., 2019; Erikel ve ark., 2020; Milic ve ark.,
2021; Ozden ve ark., 2014). Bu tez calismasinda hasta grubunda kuyruk uzunlugu,

yogunlugu ve momentinin kontrole kiyasla anlamli seviyede yiiksek oldugu belirlenmistir.

Yeni depresyon ve/veya dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu tanis1 almis 70 hasta
tizerinde yapilan bir calismada, her hastadan tedavi 6ncesi ve 2 ay terapotik dozlarda tedavi
sonrasi vendz kan alinmis ve komet testi ile psikotrop ilaglarin (psikostimiilan, antipsikotik,
antidepresan ilaglarin) periferal lenfositlerde DNA hasari tizerine etkisi incelenmistir. Tek
basina SSRI kullanan depresyon hastalarinin (n:21, sekizi fluoksetin (20 mg/giin), altisi
sertralin (50 mg/giin), dordii sitalopram (10-20 mg/giin), ikisi essitalopram (10 mg/giin) ve
bir hasta da paroksetin (20 mg/giin)) tedavi dncesi ve tedavi sonrasi degerlendirilen komet
parametlerelerinde anlamli fark (p<0,05) oldugu bildirilmistir. Tez ¢alismasinda elde edilen
komet sonuclar istatistiksel olarak anlamsiz seviyede fluoksetin kullanimininin fluoksetin
kullanmayan hastalara kiyasla DNA hasarin1 artirdigini  gostermistir. Bunun aksine,
arastirmacilar tek basina fluoksetin 20 mg/giin kullanan depresyon hastalarinin (n:8) komet
sonuglarinda ise anlamli fark olmadigini belirlemislerdir. Ayni ¢calismada tek basina glinde
28 mg’dan fazla MPH kullanan hastalarin (n:11, ortalama doz 42,09 mg/giin) tedavi 6ncesi
ve tedavi sonrasi degerlendirilen komet parametreleri arasinda istatistiksel olarak anlaml

fark (p>0,05) olmadigi bulunmustur. MPH kullanan (n:25) tiim hastalarin ve tek basina
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giinde 28 mg’dan az MPH kullanan (n:14 ortalama doz 18,5 mg/giin) hastalarin tedavi 6ncesi
ile tedavi sonrast komet parametrelerinde ise istatistiksel olarak anlamli fark oldugu
belirtilmistir (Atkaya, 2014). Andreazza ve arkadaslar1 (2007) tarafindan yiritiilen diger
caligmada, bipolar duygudurum bozukluguna sahip hastalar ile kontrol grubu kiyaslanmis
ve Komet testi sonuglarina gore DNA hasarimnin hastalarda daha yiisek oldugu belirtilmistir.
Bu hasar hastalik semptomlarinin siddeti ile iliskilendirilmistir (Andreazza ve ark., 2007a).
Benzer sekilde komet test sonuglarimizin ortiistiigii, anksiyete ve depresyon hastalarinda
gergeklestirilen bir calismada, DNA hasarinin kontrol grubundan anlamli derecede yiiksek
oldugu belirlenmistir (Zaki ve ark., 2019). Aksine bazi ¢aligmalarda, SSRIs ve
antipsikotiklerin DNA hasarina sebep olmadigi bildirilmektedir (Battal ve ark., 2013;
Cobanoglu ve ark., 2018; Togar ve ark., 2012). Calisma sonuglarimizin aksine, in vitro insan
lenfosit kiiltiirtinde gergeklestirilen bir ¢alismada atipik antipsikotik ilaglardan olanzapin,
risperidon ve ketiapin (0-250 mg/L) DNA hasarina sebep olmamistir (Togar ve ark., 2012).

SSRI grubundan essitalopram ve trisiklik antidepresan olan doksepin (1, 2,5; 5 ve 10 pg/mL)
insan lenfositlerinde DNA hasarinda herhangi bir artisa sebep olmamistir (Cobanoglu ve
ark., 2018). Tez calismasinda 6 hasta 10-15 mg/giin dozlarda essitalopram kullanmuistir.
Tedavi goren hasta grubu ile kontrol grubu kiyaslandiginda test edilen tiim komet test

parametreleri tedavi grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede ytiksektir.

Yapilan bagka bir ¢alismada depresyon tanist almis ve sitalopram tedavisi géren 25 hasta,
sertralin tedavisi goren 20 hasta ve 14 saglikli goniilliiden alinan periferal lenfositler komet
testi ile incelenmistir. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda 15 haftalik sitalopram ve sertraline
(calismamizda 50-100 mg/giin doz araliginda 8 hasta sertralin kullanmistir) tedavisinden
sonra onemli ol¢giide (p <0.001) DNA hasar1 azalmistir. Depresyon tedavisinde kullanilan
ilaglar olan SSRI'larin oksidatif DNA hasar1 belirteclerini, DNA zincir kirilmalarini,
inflamasyonu azaltabilen antioksidanlar ve anti-inflamatuar ajanlar olarak islev gorebilecegi

aciklanmistir (Ahmadimanseh ve ark., 2019).

Diger bir ¢alismada fare noron hiicre kiiltliriinde tek antidepresan tedavisinin (amitriptilin,
imipramin veya fluoksetin) etkisi amitriptylin/imipramin + fluoksetin igceren kombine
antidepresan tedavisi karsilagtirllmistir. Birlikte antidepresan kullaniminin tekli kullanimina

gore daha az DNA hasarina sebep oldugu belirtilmistir (Solek ve ark., 2019).
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Nefazodonun incelenen 2,5; 5 ve 10 pg/mL dozlarmin HepG2 hiicre hattinda kuyruk
uzunlugunda, kuyruk yogunlugunda ve kuyruk momentinde artisa (p <0.01) neden oldugu
belirtilmektedir. Nefazodonun sitotoksik etkisi mitokondriyi etkileyerek ATP sentezini
baskilanmasi sonucu reaktif oksijen tiirlerinin olusmasi ile ag¢iklanmustir (Sakin ve Kamal.,
2019). Diger bir ¢alismada MPH’1n akut ve kronik genotoksik etkisini belirlemek igin
farelere 1, 2 veya 10 mg / kg, periton i¢ine MPH enjekte edilerek gergeklestirilmistir. Geng
farelerin (25 giinlilk) MPH ile akut tedavisinde DNA hasar1 olusturmadigi ancak kronik
uygulamada doza bagli tiim dozlarda DNA hasarin1 artirdig1 bulunmustur. Y etiskin farelerde
(60 giinliik) ise akut tedavide sadece 10 mg/kg dozun DNA hasarina sebep oldugu, MPH’1n
kronik muamelesinde ise tiim dozlarin DNA hasarmi artirdigi belirlenmistir. MPH
psikomotor 6zellige sahip olmasi sebebi ile dopamin transportunu doza bagli baskilayarak
dopamin miktarin1 artirmaktadir. Yiiksek DNA hasar1 dopaminin metabolize edilmesi
sirasinda hidroksil radikalleri gibi serbest radikallerin olugmasi ile agiklanmistir (Andreazza
ve ark., 2007b). Aksine Pereira ve arkadaslar1 (2009) farelerde subakut (10 ya da 20 mg/kg
ile 5 giin) duloksetin uygulanmasinin komet sonuglarini etkilemedigini bu sebeple

duloksetinin genotoksik etkisinin olmadigini bildirmislerdir (Pereira ve ark., 2009).

Farkl1 bir ¢alismada sertralinin diisiik, orta ve yiiksek (10, 40, 80 mg/kg) dozlarda olas1 akut
(24 saat) ve kronik (14 giin) etkisi incelenmistir. Sertralin uygulanan ratlar ile negatif
kontrolleri arasinda (kuyruk uzunlugu, yogunlugu ve momenti arasinda) istatistiksel olarak
anlamli bir farka neden olmadigi, ancak akut sertralin uygulamasinin kronik tedavi ile

kiyaslandiginda daha fazla DNA hasarina sebep oldugu belirtilmistir (Battal ve ark., 2013).

Bu tez ¢aligmasinda kullanilan son test RT-qPCR’dir. Bu yontemle kontrol geni olarak
GAPDH kullanilarak hoxal3, hoxb13, cyplAl ve bcl-2 olmak tizere dort farkli genin ifade
diizeyi incelenmistir. Bu gen ifade diizeylerinin farkli kanser vakalarinda ve
ksenobiyotiklerin oksidatif metabolizmasinda ifade diizeylerinin degistigi bildirilmektedir.
Degisen bu gen ifade diizeyleri biyobelirte¢ olarak kullanilabilmekte ve hastaligin tanisi,
prognozu, hiicre proliferasyonu ve metastaz hakkinda bilgi vermektedir (Crippa ve ark.,
2020; Liu ve ark., 2019; Qin ve ark., 2019; Shuai ve ark., 2020; Wen ve ark., 2018; Xie ve

ark., 2019).

Kanser, diinya ¢apinda 6nemli bir 6liim nedenidir. Kiiresel ve biiyiiyen bir sorun olmaya

devam etmektedir (Torre ve ark., 2015; Wen ve ark., 2018). Yiiksek kanser 6liim oranlarinin
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ana nedenlerinden biri, erken teshis ve prognoz takibi icin etkili tespit yontemlerinin
olmamasidir (Wen ve ark., 2018). Taninin kanserin ge¢ evrelerinde konulmasi 6liim
oranlarinin artmasina ve yasam siiresinin azalmasina sebep olmaktadir (Mayer ve ark.,
2010). Bu nedenle, kanserin erken teshisini ve prognozunu tahmin etmeyi hedefleyen yeni
tan: yontemlerine acil ihtiya¢ duyuldugu vurgulanmaktadir (Wen ve ark., 2018). Kanser ve
kanser ilerlemesinin tanis1 i¢in saglikli goniilliilerin ve kanser hastaligi bulunan kisilerin
serum ve plasmalarindan elde edilen RNA tiirleri arasinda farkli korelasyon oldugu
bildirilmistir. Dolasimdan bu mRNA’nin elde edilmesi, kanserli dokudan elde edilmesinden

kolay olmas1 sebebi ile avantajlidir (Mayer ve ark., 2010).

Bu tez ¢alismasinda kullanilan ilk gen cyplAl dir. Yapilan tez caligmasinda tedavi goren
hasta grubu ile kontrol grubu arasinda cyplAl gen ifade diizeyi arasinda anlamli fark
olmadigr bulunmustur. Sitokrom P450 (CYP) enzimleri, ¢ok sayida prokarsinojenin
biyoaktivasyonunda ve kimyasal karsinogenez siirecinde dnemli bir rol oynamaktadir (Reed
ve ark., 2019; Rendic ve ark., 2012). Sitokrom P450 monooksijenazlar (CYP'ler), klinik
uygulamada kullanilan ¢ogu ilacin ve diger ksenobiyotiklerin oksidatif metabolizmasinda
rol oynayan en biiylik enzim ailesidir (Crippa ve ark., 2020; Lynch ve Price, 2007;
Rodriguez-Antona ve Ingelman-Sundberg, 2006). CYP450 baskilanmasi metabolize
edilmemis ilacin artan konsantrasyonlarina veya CYP450 asir1 ifadesi ilacin yetersiz
terapOtik serum konsantrasyonlarina neden olmaktadir (Crippa ve ark., 2020; Kyselova,
2011).

Calismamizda kullanilan diger gen hoxal3’diir. Tedavi goren depresyon ve anksiyete
hastalarinda hoxal3 gen ifade diizeyinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda anlaml fark
olmadigi belirlenmistir. Ancak fluoksetin kullaniminin hasta grubu i¢inde hoxal3 gen ifade
diizeyini istatistiksel olarak anlamli seviyede artirdigi bulunmustur. In vivo ve in vitro
gerceklestirilen ¢alismalarda farkli kanser tiirlerinde hoxal3 ifadesi incelenmistir. Hoxal3
hiicre proliferasyonu ve invazyonunu artirmaktadir. Yasam siiresi ile iliskilendirilen hoxal3
gen ifadesi kotli prognoz igin degerli bir biyobelirteg olarak bildirilmektedir. Gen
susturuldugunda G1 fazinda hiicrenin durdurulmasinda, tiimor dokusunun metastazinin
onlenmesinde ve apoptozun diizenlenmesinde kritik gorev yapmaktadir. Mide, prostat ve
akciger gibi farkli kanser tiirlerinde hoxal3 geninin ifadesinin arttigini belirten ¢aligmalar
vardir (Liu ve ark., 2019; Qin ve ark., 2019; Sang ve ark., 2016; Wen ve ark., 2018). Tez

caligmasinda ifade diizeyi belirlenen diger gen hoxbl3 diir. Hasta grubu ile kontrol grubu
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kiyaslandiginda hoxb13 geninin tedavi goren depresyon ve anksiyete hastalarinda ifade
diizeyinin degismedigi bulunmustur. Fakat hoxb13 ifadesinin SSRI grubu ilag kullananlara
kiyasla SNRI grubu ilag¢ kullananlarda arttigi belirlenmistir. hoxbl13 geninin prostat
gelisiminde ve sekresyon fonksiyonunda 6énemli rol oynadig belirtilmistir. hoxb13 prostat
dokusunun koétii huylu ilerlemesi sirasinda asir1 eksprese edildigi ve tiimor siipresor proteni
olan p21 inhibisyonu yoluyla hareket ederek prostat bezinin patogenizinde rol alabilecegi
aciklanmustir (Ouhtit ve ark., 2016). Bu nedenle hoxb13, prostat kanserinin prognozu i¢in
yeni bir biyobelirteg gérevi gorebilecegi, ayrica hoxb13 ile meme kanseri patolojisinin
onceden tahmin edilebilecegi vurgulanmistir (Ouhtit ve ark., 2016). Hoxbl3, meme,
yumurtalik, endometriyal, renal, prostat, rektal ve deri kanseri dahil olmak {izere ¢esitli diger
tiimorlerde de rol oynadig bildirilmistir (Gao, Yang, Wang ve Zhao, 2022; Marlin ve ark.,
2020; Na ve ark., 2022; Okuda ve ark., 2005; Ouhtit ve ark., 2016). hoxb13"in proliferasyonu
artirmasi sonucunun aksine renal karsinom hiicrelerinde hoxb13'iin metilasyon ile inaktive
oldugu ve ecksojen hoxbl3 verilmesi durumunda timor invazyonunun geriledigi
gosterilmistir. Bobrek ve deri kanserinde hoxbl13 tiimor baskilayict gen gibi davrandigi
belirtilmistir (Okuda ve ark 2005; Muthusamy ve ark., 2006; Ouhtit ve ark., 2016). Genin
timor stipresor 6zelliginin belirtildigi diger arastirmada kolon kanseri hastalarinda hoxb13
ifadesinin degistigi bildirilmektedir. hoxb13 gen ifadesinin artis1 sag tarafli kolon kanseri
hastalarinda yasam stiresine pozitif etki etmektedir (Xie ve ark., 2019). Chung ve arkadaslar
(2009) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada insan kemik iliginden tiiretilen mezenkimal
kok hiicrelerinde anjiyogenez sirasinda hoxbl3'in ekspresyonunda anlamli degisiklik
oldugu, endotel hiicre farklilagsmas1 sirasinda hoxb13'in ekspresyon seviyelerinin azaldigi

belirtilmektedir (Chung ve ark., 2009).

Calismamizda ifade diizeyi incelenen son gen bcl-2 dir. In vivo ve in vitro gerceklestirilen
caligmalarda farkli kanser tiirlerinde veya kimyasallara kars1 bcl-2 gen ifadesinin degisimi
incelenmistir. Tez ¢alismasinda bcl-2 gen ifade diizeyinin tedavi goren depresyon ve
anksiyete hastalarinda kontrol grubuna kiyasla farklilik géstermedigi belirlenmistir. Ancak
kadin hasta grubunda kadin kontrol grubuna gore gen ifadesinin arttig1 (p=0,004), ilaveten
kombine ila¢ kullanlarda kontrole kiyasla bcl-2 gen ifadesinin arttigi tespit edilmistir.
Yapilan g¢alismalarda bcl-2 geninin apoptozun diizenlenmesinde goérev aldigi, hastaligin
prognozunun belirlenmesinde etkili oldugu, ¢cesitli maddelere kars1 ifade diizeyinde farklilik
gosterdigi belirtilmektedir. Bcl-2 geninin anti-apoptatik gen oldugunun belirtildigi bir

arastirmada, sedef hastaliginin tedavisinde kullanilan adalimubabin psoriatik artrit
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hastalarinda bcl-2I1 ifadesine etkisi degerlendirilmis ve tedavinin dokuzuncu ayinin sonuna
kadar gen ifadesinde bir azalma oldugu bildirilmistir. Tedavi siirecinin ilerleyen
zamanlarinda ise gen ifade diizeyinin arttig1 bulunmustur. Gen ifadesindeki bu degisimin
hiicrelerin adaptasyon mekanizmalarini baslatmasi sebebi ile tedaviye olan yanitin
kaybolmasi seklinde yorumlanabilecegi belirtilmistir. Bu gen ifadelerinde olusan
degisimlerin, kullanilan ilaglara karsi olusan direncin 6nceden belirlenmesinde ve tedavinin
etkinliginin  belirlenmesinde kullanilabilecegi  bildirilmistir. Sonugta adalimumab
tedavisinin incelenen genlerin ekspresyon diizeylerini etkileyerek tedavinin etkinliginin
degerlendirilmesi i¢in yeni bir molekiiler belirte¢ olabilecegi bildirilmistir (Krawczyk ve
ark., 2020). Mide kanseri hastalarindan elde edilen doku 6rnegi ve hiicre hatt1 (MGCS803,
SGC7901, BGCB823, HEK- 293 T, GES-1) kiiltiirii ile gerceklestirilen farkli bir calismada
bcl-2 ekspresyon seviyesinin hem mRNA hemde protein seviyesinde degisiklik gosterdigi
belirtilmektedir. Mide kanseri hiicrelerinde mnx1-asl susturuldugunda bcl-2 ifade diizeyinin
azaldig1 bildirilmistir. Artan mnx1-asl dolayisi ile bcl-2 ifadesi migrasyon, invazyon ve
proliferasyonu artirirken apoptozu azaltmustir (Shuai ve ark., 2020). Chron, kolorektal
karsinom hastalarinin mukozalarinin saglikli bolgelerinden alinan veya murin bagirsak
fibroblast hiicrelerinin ve farelerin kullanildigi diger bir ¢alismada bcl antagonisti olarak
ABT-737’nin (50 mg/kg/d) etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda bcl-2 ifadesinin
baskilanmasinin doku kalinligin1 anlamli derecede azaltttigi, insan ve murin
fibroblastlarinda farklilasmay1 azalttigi bulunmustur. Ayrica yazarlar tarafindan yiiksek
dozda bcl-2 antagonistinin  fibroblastlarda apoptozis olusumuna neden oldugu
belirtilmektedir (Weder ve ark., 2018). In vitro gergeklestirilen diger bir ¢alismada, kanser
tedavisi gibi biyomedikal uygulamalarda yaygin kullanilan nano-seryum oksidin (CNP)
hepatom hiicrelerinin ¢ogalmast ve bcl-2 ve bax mRNA'larin ekspresyonu {izerindeki
etkilerini belirlemek i¢in huh7,7721 ve HepG2 karaciger kanseri hiicreleri kullanilmis ve
CNP’nin 0,005; 0,01; 0,05; 0,1 ve 1 g/mL'lik konsantrasyonlart ile kiiltiire edilmistir. Nano-
seryum oksidinin diisiik dozlarmin bcl-2 ekspresyonunu artirdigi ve karaciger kanseri

proliferasyonunu tesvik ettigi belirtilmektedir (Liu., ve ark., 2020).

Yapilan literatiir taramasinda depresyon ve anksiyete tanili hastalarda g¢alismamizda
kullanilan gen ifade diizeylerinin calisildigi bir arastirmaya rastlanilmamistir. Ancak
hastaligin tedavisinde kullanilan ila¢ etken maddeleri ile gen ifade diizeyleri arasindaki
muhtemel iligkiyi inceleyen veya depresyon hastalarinda, kronik stres sonucu depresyon

olusturulan deney hayvanlarinda ila¢ etken maddelerinin gen ifadelerine etkisinin
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incelendigi farkli calismalar vardir. Bu ¢alismalardan ilkinde serotonin geri alim inhibitorleri
grubuna dahil bir antidepresan olan nefazadonun gen ifadelerine olas1 etkisi HepG2
hiicrelerinde Silva ve ark. (2016) tarafindan incelenmistir. HepG2 hiicrelerinin 24 saat
boyunca 20 uM ve 50 uM nefazadon ile muamele edilmesi, hiicrenin hayatta kalmasini
artiran ve antioksidan savunmada ifade diizeyi artan foxo3 geninin ifadesini kontrole kiyasla
artirmigtir. Ayni ¢alismada hiicre 6liimii diizenlenmesinde goérev alan fos ve jun mRNA
seviyelerinin 20 uM nefazadondan etkilenmedigi, 50 uM nefazadonun ise bu iki genin
ifadesini istatistiksel olarak anlamli diizeyde artirdigi bildirilmistir. Ayrica her iki dozda
nefadazon kontrole kiyasla p-53 gen aktivasyonuna bagli apoptoz ile iliskilendirilen puma

gen ifadesini artirmistir (Silva ve ark., 2016).

18-55 yas araliginda major depresyonu olan (antidepresan tedavisi almamis) 28 hasta ve 28
depresyonu olmayan birey tizerinde yiiriitiilen arastirmada periferal kan lenfositlerinde bax
ve bcl-2 gen ekspresyonunun seviyesi ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile
incelenmistir. Arastirmada, depresyon hastalarmin lenfositlerinde arttigi  bildirilen
apoptozun mekanizmasini agiklamak i¢in bax ve bcl-2 gen ekspresyonu degerlendirilmistir.
Bcl-2 ailesi mitokondri araciligi ile gergeklesen apoptozdan sorumludur. bcl-2 ve bax
genlerinin ekspresyonu ile depresyon siiresi ve siddeti gibi degiskenlerin iliskili olmadigi
ayrica, hasta ve kontrol gruplarinda bax ve bcl-2 gen ekspresyonu arasinda bir fark
bulunmadigi gosterilmistir. Bu nedenle bax ve bcl-2 genleri, depresyon hastalarinda
lenfositlerin apoptozunda mitokondriyal yollakta herhangi bir rol oynamamistir. TNF- o gibi
inflamatuar faktorlerin artisinin lenfositlerin apoptozunda goérev alabilecegi agiklanmistir
(Amidfar ve ark., 2019).

Yapilan tez ¢alismanin sonuglarinin aksine sonuglarin elde edildigi diger bir calismada ise,
antiapoptatik gen olan bcl- 2 ve proapoptatik olan bax geninin ifade diizeylerine 2,5 mg/kg,
5 mg/kg ve 10 mg/kg fluoksetinin etkisi fareler tizerinde aragtirilmistir. Yapilan ¢alismada
10 mg/kg fluoksetinin amigdala bolgesinde bcl-2/bax miktarini artirdigi tespit edilmistir
(Aykag, 2012). Fluoksetinin etkisini arastirmak i¢in gergeklestirilen diger ¢alismada SSRI
olan fluoksetinin fare hipokampus dokusunda kainik asit kaynakli néronal hiicre 6liimiine
etkisi incelenmistir. Fluoksetinin kainik asitin sebep oldugu néronal hiicre 6liimiinii azalttig1
bu etkinin uygulanan fluoksetin dozu ile orantili oldugu belirtilmistir. Fluoksetinin
noroprotektif 6zelligi fluoksetin uygulamasiyla proinflamatuar belirteg (COX-2, IL-1B ve
tNF-a) olusumlarinin baskilandigi RT-PCR ile gosterilmistir. Fluoksetinin beyinde kainik
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asitin neden oldugu patogenezi baskilama agisindan terapotik potansiyele sahip olabilecegi
ve bu noroprotektif 6zelligin anti-inflamatuar etki ile iliskili olabilecegi agiklanmigtir (Jin
ve ark., 2009).

Benzer sekilde duloksetin ve mirtazapinin, apoptotik ve norotrofin proteinlerin ekspresyonu
tizerindeki etkileri farelerin serebral korteksinde ve hipokampusunda incelenmistir.
Calismada duloksetin (10 mg/kg) ve mirtazapin (3 mg/kg) 21 giin boyunca farelere
uygulanmis ve RT-gPCR ile norotrofinler (BDNF, NGF, FGF-2 ve NT-3), antiapoptotik
(bcl-2 ve bcl-xL) ve proapoptotik genlerin (bax, bad ve p53) ifade diizeyleri arastirilmistir.
Duloksetin serebral kortekste bcl-2, bcl-xL, fgf-2 ve nt-3 ekspresyonunu ve hipokampusta
fgf-2 ekspresyonunu arttirmistir. bax ve p53 ekspresyonunu ise hipokampusta ve bad
ekspresyonunu serebral kortekste azaltmistir. Mirtazapin, hipokampusta bcl-xL ve bax
ekspresyonunu, bad ve p53 ekspresyonunu ise hem hipokampus hem de serebral kortekste
azaltmigtir. Duloksetin ve mirtazapinin, apoptotik ve ndrotrofin yolaklarin aktivitesini
diizenleyerek terapodtik etkilerini ortaya ¢ikarabilecegi ve bdylece depresif hastalarda

hiicrelerin hayatta kalmasini artirabilecegi agiklanmistir (Engel ve ark., 2013).

Kronik stres yolu ile depresyon olusturulan siganlarda néronal apoptozda mikro riboniikleik
asit (miR)-9'un ve apoptoz genlerinin (bcl-2 ve bax) ekspresyon seviyeleri arastirilmistir.
Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda, depresyon modeli olusturulan siganlar da 6nemli
olglide azalmig 6grenme ve hafiza yetenekleri, beyinde zayif néronal morfoloji, beyinde
onemli dl¢iide daha yiiksek noronal apoptoz orani ve serum bcl-2 seviyesinde azalma, serum
bax seviyesinde artis oldugu belirlenmistir. Kaudal ven ile miR-9 inhibitor verilen fare grubu
model grubuyla karsilastirildiginda, gelismis 6grenme ve hafiza yetenekleri, beynin gelismis
noronal morfolojisi, beyinde daha diisiik néronal apoptoz orani, serum bcl-2 seviyesinde
artts ve serum bax seviyesinde azalma oldugu tespit edilmistir. MiR-9 inhibitoriiniin,
depresyon olusturulan siganlarin norolojik fonksiyon iyilesmesini destekleyebilecegi ve
ndronal apoptozunu inhibe edebilecegi bildirilmistir. Sonucta miR-9 depresyon i¢in 6nemli

bir terapotik hedef olabilecegi vurgulanmistir (Xiao ve ark., 2020).

Tedavi goren depresyon ve anksiyete bozuklugu tanili hastalarda olasi genotoksik riski
belirlemek i¢in yapilan bu tez ¢alismasinda incelenen gen ifade diizeylerinde kontrole
kiyasla istatistiksel olarak anlamli fark olmadig: tespit edilmistir. Elde edilen gen ifade

sonuglarina gore genotoksik risk potansiyelinin goz ardi edilebilecek seviyede oldugu
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sOylenebilir. Ancak calismamizda segilen genlere ras, pS3 gibi ilave genlerin eklenmesi
tedavinin olast genoksik potansiyelinin ortaya g¢ikarilmasi i¢in 6nemlidir. Tez konusu ile

benzer hasta gruplarini kapsayan her hangi bir RT-gPCR calismasina rastlanmamuistir.

Antidepresan ilag etken maddelerinin incelendigi in vivo genotoksisite-kanserojenite
caligmalar1 da bulunmaktadir. Fareler ve siganlar iizerinde yapilan bir ¢alismada metilfenidat
(MPH) (24 ay) si¢anlarin yemlerine 0, 100, 500 ve 1000 ppm, farelerin yemlerine ise 0, 50,
250 ve 500 ppm dozlarinda eklenmistir. 24 ay sonunda disi ve erkek farclerde benign
karaciger tiimorlerine neden oldugu ve sonucun doz ile orantili oldugu ancak sicanlarda
neoplasm artist olmadigi bulunmustur (Dunnick ve Hailey, 1995). Diger bir ¢alismada
fluoksetinin 24 ay boyunca siganlara 0;0,5; 2 ve 10 mg/kg, farelere 1, 5 ve 10 mg/kg giinliik
dozda verildiginde, tiimoér ve neoplazma olusumuna bir etkisi olmadigi histopatolojik
yontemlerle belirlenmistir (Bendele, Adams, Hoffman, Gries ve Morton., 1992).
Antidepresan kullanimi ile meme kanseri arasindaki iliskiyi arastiran farkli ¢alismalarda
secici serotonin geri alim inhibitorii kullanimi ile meme kanserine yakalanma arasinda
baglant1 olmadig: bildirilmistir (Fulton-Kehoe, Rossing, Rutter, Mandelson ve Weiss, 2006;
Kelly ve ark., 1999; Moorman, Grubber, Millikan ve Newman., 2003). Bu ¢alismalarin
aksine antidepresanlar ile meme kanseri riski arasindaki iligkiyi inceleyen farkli bir
caligmada, paroksetin kullaniminin meme kanseri riskini artirabilecegi agiklanmistir. Ayrica
her antidepresanla meme kanseri olusumu arasinda iliski kurulamayacagi, tirisiklik
antidepresanlarin iki seneden uzun siire kullanimi ile meme kanseri goriilme olasiliginin iki

kat arttig1 belirtilmistir (Cotterchio, Kreiger, Darlington ve Steingart, 2000).

Anksiyete, depresyon hastaliginin ve bu hastaligin tedavisinin sebep olabilecegi hasarin
belirlenmesi konusunda farkli arastirmalar vardir. Czarny ve ark. (2018), klinik depresyon
ve/veya diger psikiyatrik olmayan hastaliklarin eslik ettigi depresyonu olan hastalarin
lenfositlerinde, idrarinda ve serumunda oksidatif DNA hasarinin bir belirteci olan 8-
oksoguanin diizeylerinin yiikseldigini ve reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin yiiksek
seviyeleri DNA hasarinda artisa neden olabilecegini bildirmislerdir. Ayrica, hastalarin
hiicrelerinde peroksit kaynaklt DNA hasarinin kontrollerden daha az etkin bir sekilde
onarildig: bildirilmistir. Bu nedenle, oksidatif stres ve daha az verimli DNA hasar1 onarima,
depresif hastalarda artan DNA hasarina yol agabilecegi belirtilmektedir (Czarny, Wigner,
Galecki ve Sliwinski, 2018; Guo ve ark., 2017; Vieira ve ark., 2021). Antidepresanlar
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kimyasal yapilarinda potansiyel olarak tehlikeli iki bilesen ihtiva etmektedir. Aromatik halka
bu bilesenlerden biridir. Digeri ise nitro grubudur (Avuloglu ve ark., 2017; Bradley ve ark.,
1981; Weintein, 1988). Nitro gruplar, sirayla alkilleyici molekiiller olusturabilen nitroso
bilesiklerine doniistiiriilebilir (Avuloglu ve ark., 2017; Brambilla ve ark., 2009; Paniagua-
Perez, Madrigal-Bujaidar, Reyes ve Perez,, 2002). Alkilleyici ajanlar, bir alkil grubunun
kovalent transferiyle sonuglanan DNA veya proteinlerin niikleofilik merkezlerine afinite
gosteren elektrofilik bilesiklerdir (Avuloglu ve ark., 2017; Puyo ve ark., 2014). DNA'nin
nitroso bilesikleri tarafindan alkil grubu eklenmesi c¢esitli lezyonlara neden olmaktadir
(6rnegin, DNA eklentileri, ¢apraz baglar ve kromatit kiriklari) (Jenkins, Doak, Johnson,
Waters ve Parry, 2005).

Tez c¢alismast migrasyon, invazyon, proliferasyon, apoptoz ve Kkotii prognozla
iligkilendirilen ifade diizeyleri incelenen genlerin depresyon ve anksiyete hastalarinda tedavi
sonrasi ilk kez ¢alisiliyor olmasi sebebi ile 6nemli olup literatiire katki saglayarak yapilacak
caligmalara 151k tutacaktir. Gogiis, kolon, mide, ak¢iger, karaciger, yumurtalik, prostat ve
deri kanseri gibi farkli kanserlerin gelisiminde ifade diizeyleri degisen bu genlerin ifade
diizeyleri ¢calismamizda kullanilan hasta grubunda degismemistir. Bu tez caligmasinda elde
edilen tiim bu RT-qPCR sonuglari 1s181nda tedavi géren depresyon ve anksiyete hastalarinin
bu kanser c¢esitleri agisindan ekstra risk altinda olmadiklart sonucu bu verilere dayanilarak

cikarilabilir.

Bu ¢alismada elde edilen sonuglar 1s181inda depresyon ve anksiyete bozuklugu tanisi alan ve
medikal tedavi goren hastalarda KA sayisinin ve DNA hasarinin yiiksek oldugu bu sebeple
tedavide kullanilan etken maddelerinin klastojenik ve mutajenik etki gosterebilecegi ifade
edilebilir. Uzun siireli depresyon ve anksiyete hastaliginin tedavisi, ila¢ etken maddelerinin
veya metabolitlerinin viicutta birikmesine neden olabilir ve birikmis etken maddeleri yapisal
ozellikleri sebebi ile DNA’da ya dogrudan etkilesimleri ya da metabolik doniisiimleri sonucu
genetik hasara neden olabilir. Ayrica hasta grubunda yiiksek psikolojik stresin ve ilag etken
maddelerinin serbest radikal olusumunda artisa neden olarak DNA hasarina sebep
olabilecegi belirtilebilir. Calismamizde elde edilen veriler ile tedavi goren depresyon ve
anksiyete bozuklugu olan hastalarda, yas, cinsiyet ve tedavi edilen ilacin (SSRI veya SNRI
gibi) tiirinden bagimsiz olarak, periferik lenfositlerde DNA hasarinin daha yiiksek oldugu
belirtilebilir. Bununla birlikte Ri, NBI ve MI sonuglarina gére, ¢alismamizda yer alan hasta

grubunda sitotoksik etki gézlenmemistir. Calismamizin sonuglari, depresyon ve anksiyete
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hastaliginin veya tedavisinde kullanilan ilaglarin olasi genotoksik potansiyelinin ortaya
cikarilmasina katkida bulunmustur. Psikiyatrik ilaglarin 6zensiz se¢imi veya asirt kullanimi
saglik agisindan potansiyel riskler tasiyabilir. Doz ve tedavi siliresine azami Onem
gosterilmelidir. Insan sagligina zarar verme potansiyeli olan etken maddelerinin piyasadan
kaldirilmast veya kullaniminin siirlandirilmasi bu ve benzeri galismalarin yapilmasi ile
mimkiin olabilecektir. Hastaligin ya da tedavinin genotoksik potansiyelinin
kesinlesebilmesi i¢in tedavi 6ncesi ve sonrasinda 6rnek alinarak ayni hasta grubunun takip
edilmesi daha detayli sonuglara ulasilmasina katki saglayabilir. Her ne kadar tiim
genotoksisite testlerinde genotoksik etki belirlenmemis olsa da, kanserojenezin bir belirteci
kabul edilen kromozomal anormallik testinde ve DNA hasarmin tespitini saglayan komet
testinde pozitif sonuglarin alinmis olmasi, hastalarin genotoksik risk altinda olabilecegi
yoniinde degerlendirilmeli ve ila¢ kullaniminin ¢ok gerekli olmadig1 durumlarda diger tedavi
yontemlerine Oncelik verilmelidir. Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde depresyon ve
anksiyete hastalarinda olasi genotoksisiteyi belirlemek i¢in Ozellikle tek ilag etken

maddelerinin bagimsiz olarak in vivo ¢alismalar ile arastirilmasi faydali olacaktir.
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