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OZET

Depresyon beyindeki biyokimyasal degisikliklerden kaynaklanan bir hastalik
olup toplumdaki en yaygin psikiyatrik durumlardan biridir. Son yillarda diinyada yaygin
olarak kullamlan bir antidepresan preparatin etken maddesi olan fluoksetinin, mitotik
aktivite ve kromozom diizeyindeki etkilerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Bunun igin
fluoksetinin in vivo ve in vitro sartlardaki etkilerini belirlemek iizere ¢aligma iki
kisimda diizenlenmistir.

In vitro ¢alismada, 25-35 yas arasindaki 8 erkek ve 8 kadin bireyden alinan
periferik kan ornekleri, farkli doz (10°M, 10°M, 107M) ve siirelerde (24 saat, 48 saat)
fluoksetin muamelesi sonucunda MI (Mitotik Indeks), sayisal ve yapisal kromozom
diizensizligi, CBMN (Cytokinesis Blocked Micro Nucleus) agisindan
degerlendirilmigtir.

In vivo ¢alismada ise, 64 adet 225-250 gram agirligindaki 3 ayhik Spraque
dawley erkek sicana 21 giin boyunca intraperitoneal olarak Smg/kg, 7.5mg/kg,
10mg/kg’lik  fluoksetin enjeksiyonu yapilmigtir. Sican kemik iligi hiicrelerinden
hazirlanan preparatlar mitotik indeks, sayisal ve yapisal kromozom diizensizlidi,
CBMN ve apoptotik hiicre agisindan degerlendirilmistir.

In vitro ve in vivo degerlerimiz birbiriyle uyumlu bulunmustur. Fluoksetin
antidepresanlar icerisinde biiyiik bir kesif olarak goériinmesine ragmen yiiksek
dozlarinda, DNA onarmimin engellenmesi protein sentezini etkilemektedir. Bu da
mitotik indeksde, CBMN’de, apoptoza giden hiicrelerde, kromozomlarda diizensizlige
neden olmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Fluoksetin, kromozom, T hiicresi, in vivo, in vitro, CBMN,

apoptoz.



SUMMARY

Biochemical changes in the brain are the main source for depression in the
majority of total cases classed as psychiatric status. In recent years on throughout the
world to use an antidepressant preperation called fluoxetine, it has been the aim to
determination of effects on mitotic activity and chromosomes. To this aim, studies have
been carried out by classifying the use of fluoxetine into two groups; that administered

in vivo and that in vitro.

For the study carried out on the in vitro group, peripheral blood samples
from 8 males and 8 females aged between 25-35 years were taken. The effects of
different dosages (10° M, 10° M, 107 M), as well as incubation periods (24 hours, 48
hours) of the drug fluoxetine were evaluated by the results of MI (Mitotic Index),
numerical and structural chromosomes irregularities and CBMN (Cytokinesis Blocked
Micro Nucleus).

For the study carried out on the in vivo groups, 64 Spraque dawley rats used.
The rats were all three months old, male and weighed between 225 — 250 grams. All
rats were injected with fluoxetine dosages of 5 mg/kg, 7.5 mg/kg, 10 mg/kg
intraperitonely for a 21 day period. From bone marrow cells prepared irregularities of
the mitotic index, numerical and structural chromosome, CBMN and apoptotic cells

were evaluated.

The evaluations for in vitro and in vivo evaluations were found to be in
accordance. One big discovery in the antidepresan fluoxetine provides appears to be the
link with high dosages, and causing obstacles to DNA repair protein synthesis. This is
the reason why irregularities occur in the mitotic index, CBMN, apoptosis bound cells

and the chromosomes.

Key words : Fluoxetine, chromosome, T cells, in vivo, in vitro, CBMN, apoptosis



SEKIL DIiZiNi

Sekil

Sekil 2.1. Fluoksetinin kimyasal yapist .....c.ccocerevrerveernenccsonsesessans

...................

Sekil 2.2, Genetik farkliliklardan dolay: ilaca kars1 olugturulan cevap .............

Sekil 2.3. Ilag metabolizmasindaki baslica sitokrom P450 enzimleri ...............

Sekil 2.4, Insan KrOMOZOMIATT ........ccoreeeererrreresrenssresnnercsersesessenes

Sekil 2.5. Sican kromozomlari ............ccceue.....

ooooooooooooooooooo

Sekil 2.6. Hiicre siklusu boyunca mitoz ve apoptoz ............ceeeene...

Sekil 2.7, CBMN daBilimi .......c.coceuverrereeuncessvesssossnseneerenesesssessasens

Sekil 2.8. Sitotoksik ajanin etkisindeki hiicrelerin olasi durumlar

vii

ooooooo

...................

...................

ooooooooooooooooooo

10

13

14

20

24

25



TABLO DiZINi
Tablo

Tablo 3.1. Farkli fluoksetin dozlariyla periferik kan drneklerinin 24 saatlik

MUAMEIES] YONTEML «vevveeersrerressersesressessteseessesstessssaasassansssassasssensasses

Tablo 3.2. Farkli fluoksetin dozlariyla periferik kan 6rneklerinin 48 saatlik

MUAMEIEST YONIETNI ...cveeeeereerereesersarsensessessassesescsssresnesasssesessessessessesees

Tablo 3.3. Farkl: fluoksetin dozlarinda CBMN hesaplama yontemi ................

Tablo 3.4. Farkli dozlardaki fluoksetin enjeksiyonu sonrasinda sigan metafaz

kromozomlarini hazirlama yontemi .........ccceeceererreeernereesreernereerenesnns

Table 3.5. Farkli dozlardaki fluoksetin enjeksiyonu sonrasinda CBMN analizi

Tablo 4.1. Erkek ve kadin bireylerdeki fluoksetinin farkh doz-siire
 kombinasyonlarindaki % MI .............e....... o T .

Tablo 4.2. Erkek bireylerdeki gruplarin %MI agisindan karsilastinlmast .........
Tablo 4.3. Kadinlarda gruplarin %MI agisindan karsilagtirilmasi .....................

Tablo 4.4. In vitrodaki erkek ve kadin bireylerin %MI agisindan

Tablo 4.5. Gruplarin % MI agisindan kargilagtirilmasi .......e.eeeeeeeeeeernvereernennn.
Tablo 4.6. Erkek ve kadin bireylerde fluoksetinin farkli doz ve siirelerindeki
ANOPIOIdi OTANIATL c..ceevenrenieencetiirercetinetensencessssssaerassessessssensesanns

Tablo 4.7. Fluoksetinin farkli doz ve siirelerindeki andploidi oranlari .............
Tablo 4.8. Gruplann andploidi agisindan kargilagtirilmast ..........eeeeveevveecenenen.
Tablp 4.9. Kadin bireylerde fluoksetinin farkh dozlarindaki CBMN sayilar

Tablo 4.10. Erkek bireylerde fluoksetinin farkli dozlarindaki CBMN sayilari

viii

31

32

32

35

36

46

47

48
49

51
52
53
56

57



Tablo 4.11. Erkek ve kadin bireylerin CBMN agisindan kargilastirilmasi ........

Tablo 4.12. Fluoksetinin farkli konsantrasyonlarindaki CBMN tipleri ............

Table 4.13. Gruplarin CBMN agisindan kargilagtiriimasi .............

ooooooooooooooooooo

Tablo 4.14. In vivodaki fluoksetinin farkli dozlarindaki %MI degerleri .........

Tablo 4.15. Gruplarin % MI agisindan karsilastirllmast ........eeeeeeeereeeeecvrevernenes

Tablo 4.16. In vivoda farkli dozlardaki fluoksetinin andploidi oranlari ............

Tablo 4. 17.Andploidi agisindan gruplarin kargilastiriimasi .........
Tablo 4.18. In vivodaki farkli dozlardaki CBMN tipleri ...............

....................

....................

Tablo 4.19. Farkl: fluoksetin dozlarindaki CBMN degerlerinin gruplar

arasinda karsilagtirilmasi .........cceceeeeeecceneccecsnenesarsennes
Tablo 4.20. Fluoksetinin farkli dozlarindaki apoptotik hiicreler ...

Tablo 4.21. Gruplann apoptotik hiicre a¢isindan karsilagtiriimasi

....................

oooooooooooooooooooo

oooooooooooooooooooo

59
60
62

63

65

65

68
69

70



Grafik

Grafik 4.1. Erkek ve kadin bireylerin %MI acisindan karsilagtinnlmasi

GRAFIK DiZiNi

Grafik 4.2. Erkek ve kadin bireylerin % andploidi agisindan

..........................................

Grafik 4.3. Kadin bireylerdeki farkl: fluoksetin dozlarindaki CBMN

degerlerinin karsilagtirilmas:

Grafik 4.4. Erkek bireylerdeki farkh fluoksetin dozlarindaki CBMN

degerlerinin karsilagtirilmasi

Grafik 4.5. Erkek ve kadn bireylerin farkl fluoksetin dozlarindaki CBMN

degerlerinin kargilagtirilmasi

Grafik 4.6. In vitrodaki fluoksetinin farkl1 dozlarinda olugan CBMN

.
EBETIETI «..cvervrecrecenreerrrrernrereeserenesneesresnessesssssesssesessnsennessnssesssessens

Grafik 4.7. In vivodaki farkl fluoksetin dozlarindaki %MI degerlerinin

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

.............................................................................

Grafik 4.9. In vivodaki farkli fluoksetin dozlarindaki CBMN dagilimi ..........

Grafik 4.10. Farkl: fluoksetin dozlarindaki apoptotik hiicrelerin

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

oooooooooo

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

57

58

39

60

62

66

70



RESIM DizZiNi

Resim

Resim 4.1. 10’luk biiyiitmedeki mitoz goriintlisii .......ccoceeverereercereccrurerurcceracnes

Resim 4.2. 100°liik biiylitmedeki metafaz kromozomlari ........

..........................

Resim 4.3. 10° M’lik fluoksetinin periferik kan 6rnegiyle 24 saatlik

muamelesi sonucunda olugan kromatid tipi kirik

Resim 4.4 10° M fluoksetinin periferik kan drnegiyle 48 saatlik muamelesi

..........................

sonucunda olugan kromatid tipi Kir1K ........ccceceeurverrenrrierenreesncrenaene

Resim 4.5. 10 M fluoksetinin periferik kan 6rnegiyle 48 saatlik muamelesi
sonucundaki andploidik metafaz kromozomlari ..

Resim 4.6. 10 ‘luk biiyiitmedeki BN hiicreler ..........cccccerueenn.

Resim 4.7. 100°liik biiyiitmedeki BN hiicreler ..........ccccoeeeen.ne.

Resim 4.8. BN’daki 1°’]i MN .......cccvivinmiccnninsnnnnneesnnenseenens

Resim 4.9. BN’daki 2°li MN ......cccorvinivvnvnvninnsnnsicinseeneenans

.........................

.........................

.........................

ooooooooooooooooooooooooo

.........................

Resim 4.10. 100°1iik biiyiitmedeki sican metafaz kromozomlari .....................

Resim 4.11. 2. gruba (7.5mg/kg Fluoksetin) ait kromatid tipi king1 olan sigan

metafaz  KromMOZOMIATLaueuueeeeereeeererrreseeereserereranes

Resim 4.12. Hiicreler ayrilirken MN olugumu ...........ccccoeuueeee.

..........................

ooooooooooooooooooooooooo

Resim 4.13. BN hiicredeki 1711 KOPTT ...ccoeeerevreereenrenrcreereeseesereresessessassnessesssesens

Resim 4.14. BN hiicredeki 1°li MN ve koprii olugumu .........cceceeevcecvnvnnrnenennnen.

Resim 4.15. 100°1ik buytitmedeki fluoksetinin yiiksek dozundaki (10 mg/kg

Fluoksetin) apoptotik hiicreler ...........ccceeuee.e....

.........................

Resim 4.16. BN daki MN kabul edilmeyen gen amplifikasyonlari ..................

Resim 4.17. MN kriterlerine uymayan gen amplifikasyonlari

xi

........................

44

45

50

51

54
55
55
56

61

63
66
67

67

69
71

71



Simgeler

%

5HT1a
SHT,
BN
BOS
cAMP
CBMN
CCD Kamera
CDI
Con A
CYp
Cyt-B
DMSO
DNA
FDA

FISH

GTG

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Aciklama

Yiizde

Beta

Alfa

Mikrolitre

5-Hidroksi triptamin
5-Hidroksi indolasetik asit
Binukleus

Beyin Omurilik Sivis1

Siklik Adenin Mono Fosfat
Cytokinesis Blocked Micro Nucleus
Cooled Charged Camera

Siklin Bagiml Kinaz Inhibitsr
Concavalin A

Sitokrom P450

Sitokalagin B

Dimetilstilfoksit
Deoksiriboniikleik asit

Food Drug Administration
Fluoresan In Situ Hybridization
Gram

Giemsa- Tripsin —Giemsa Bantlama

Xii



HLA Human Leukocytes Antigen

HUMN Human Micro Nucleus

ISCN International System for Human Cytogenetic
Nomenclature

i.p. Intraperitoneal

K5S8,04 Potasyum distilfiit

KCi1 Potasyum kloriir

kg Kilogram

MAO Mono Amin Oksidaz

ml Mililitre

MN Mikro Nucleus

NaHCO; Sodyum bikarbonat

NDCI Nuclear Division Cytotoxicity Index

NDI Nuclear Division Index

nm Nonometre

NPB Niikleoplazmik k&prii

PHA Phytohemagglutinin

rpm Rotation per minute

s Saat

SSC NaCl,Trisodium Citrate

SSRI Selektif Serotonin Reuptake Inhibitérleri

TCA Trisiklik Antidepresan

xiii



1. GiRIS VE AMAC

Insanlarda en sik rastlanan hastabklardan biri olan depresyon, Snemli
diizeyde intihardan kaynaklanan morbidite ile iligkilidir. Ciinkii her yedi depresyon
hastasindan biri genellikle depresyon tedavisi i¢in kendilerine verilen ilaglar yiiksek
dozda alarak intihar girisiminde bulunmaktadir. Bu nedenle 6zellikle antidepresan
ilaglarin yiiksek dozda giivenilirlii ¢ok Snemlidir (94, 105).

Depresyona kars1 kullamilan antidepresan ilag grubundan SSRI’lar, mutluluk
duygusu veren serotonin hormon seviyesinin artmasina neden olur. 1987 yilinda FDA
(Food Drug Administration) onayr ile piyasaya sunulan fluoksetin 1988 yilindan
itibaren klinikte depresyon tedavisinde en ¢ok regete edilen antidepresan olmugtur (94).
Fakat mutluluk hapr olarak, kozmetik farmakolojiye hizmet ettirilerek kullanilan
fluoksetin, ilag kullamminda suistimale ugramigtir (113).

Modern toplum f{iriinlerinden biri olarak tanimlanan depresyon, giiniimiizde
ilaglarla, uyusturucularla karsilikli iligki igindedir. Depresyondaki kisi ilaglara
yonelmekte ve ilaglar da depresyonu bir taraftan tedavi ederken bir taraftan da besleyip
yeniden iiretmektedir (113).

Son yillarda artan fluoksetin kullammina bagh olarak bu ilacin yliksek
dozlardaki giivenilirligi 6nem kazanmigtir. Ozellikle T hiicre proliferasyonu (artist)
lizerine olan etkisi incelenmeye baglanmistir. T hiicre proliferasyonundaki etki, somatik
hiicre boltinme defektleri ile birlikte farkli kromozom anomalilerine neden olma riskini
de beraberinde getirmektedir (9, 22, 23, 24, 37). Bunun i¢in, in vivo ve in vitro
kosullarda fluoksetinin mitotik aktivite ve kromozom diizeyindeki -etkilerinin
belirlenmesi amaglanmigtir.

Bu amagla planlanan ¢aligma iki kisimda diizenlenmistir.
In vitro kisimda;

1. Farkli dozlardaki fluoksetinin (10°M, 10°M, 107"M) farkl: stirelerde (24

ve 48 saat) periferik kan Ornekleriyle muamelesi sonrasindaki mitotik



aktivite ve kromozomlara olan etkisi incelenmis; erkek ve kadin

bireylerde karsilagtinlmalan yapilmgtir.

2. Farkli dozlardaki fluoksetinin neden oldugu CBMN (Cytokinesis
Blocked Micro Nucleus) sayis1 belirlenmis; erkek ve kadin bireylerde

kargilastiriimalari yapilmstur.

In vivo kisimda ise;

1. Sigan kemik iligi hiicrelerinde farkli dozlardaki (Smg/kg, 7.5mg/kg,
10mg/kg) fluoksetinin  mitotik aktiviteyi ve kromozomlar1 nasil
etkiledigi incelenmigtir.

2. Fluoksetinin farkli dozlarindaki enjeksiyonu sonrasinda sigan kemik iligi
hiicrelerinde olugan CBMN ve apoptotik hiicre sayilan belirlenmigtir.

Yukarida ifade edilen amaglar standart sitogenetik ySntemler uygulanarak

gerceklestirilmigtir.



2. GENEL BiLGILER

Depresyon diinya gapinda oldukea ciddi bir saglik problemi olugturmaktadir.
Normal giinliik yagam ve i aninda yeti yitimine neden olan 6nemli bir etkendir (94,
105). Depresyon ekonomik olarak aktif olan geng¢ eriskinlerde Grnegin; 18-44 yas
arasmdakilerde stk goriilmektedir. Tekrarlama oram1 %78-96 arasinda degismektedir
(105).

Yapilan ¢alismalarda en fazla antidepresan regetelenen ilkenin Ingiltere ve
daha sonra da Almanya oldugu belirtilmigtir. Tlirkiye’de ise antidepresan ila¢ olarak en
fazla pazarlanan Prozac veya Dista ticari adiyla fluoksetin’dir (94).

2.1. Antidepresan Ilaclar

Antidepresan ilaglar duygu durum hastaliklan (afektif hastaliklar) grubuna
giren depresif bozukluklarin ve manik bozuklugun (bipolar bozuklugun) tedavisinde
kullanilir. Bu ilaglara ortak bir adla duygu durumu stabilize edici ilaglar denilir. MAO
(Mono Amin Oksidaz) inhibitérleri hari¢ antidepresan ilaglar normal kimselerde ruhsal
etkinlikte artma yapmazlar (52).

Antidepresan  ilaglarin  terapGtik  tesirlerinin mekanizmasi, afektif
hastaliklarin patogenezi gibi, tam olarak heniiz aydmlatilmamgtir. Hepsinin ortak
yanlan, santral sinir sisteminde katekolaminler (noradrenalin, dopamin) ve/veya bir
indolamin olan serotonin gibi néromediyatér monoaminlerin sinapslardaki kinetigi ile

ilgili olaylar1 ve bazende onlarin reseptérlerini etkilemeleridir (52).

Bir antidepresanin giivenilirligini etkileyen faktorler arasinda; akut terapotik
endeks (asin doz alimndaki giivenilirlik), uzun siireli giivenilirlik, farmakokinetik
etkilesimler ve farmakodinamik etkilesimler sayilabilir. Tolerabiliteyi -etkileyen
faktorler ise akut tolerabilite endeksi ve ge¢ donemdeki tolerabilitedir. Giivenilirlik ve
tolerabilite; 6zellikle de gocuk, ergenler, yaghlar, medikal hastali1 bulunanlar, madde
bagimlilar, serebral yetersizlii olan 6rnegin; epilepsi, mental retardasyon, psikoz ve
demans gibi baz1 5zel hasta populasyonlar agisindan dnem tagimaktadir (8, 80, 86, 94).



2.1.1. Antidepresan ilaclarm Siflandiriimas:

Afektif hastaliklarin tedavisinde kullamlan ilaglar etki mekanizmalari,
farmakolojik etki profilleri ve kimyasal yapilari bakimindan bes gruba ayrihirlar:

i) Trisiklik antidepresanlar.

ii) Non-trisiklik antidepresanlar

iii) Monoamin Oksidaz Inhibitérleri (MAO)
iv) Lityum

v) Diger ilaglar

Ik @i¢ gruptaki ilaglar major depresyonun (unipolar depresyonun) tedavisi
i¢in, lityum ise bipolar hastalifin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in kullamlir (52).

2.1.2. Antidepresan ilaclarm Etki Mekanizmalar

Trisiklik olsun veya olmasin ilaglarin ¢ofu noradrenerjik ve/veya
serotonerjik sinapslarda norotransmitter re-uptake’ini inhibe ederler. Boylece agirimm
giiclendirirler ve ndrotransmitter metabolizmasim yavaslatirlar. Geri alimm inhibisyonu
hemen bagladigi halde, antidepresan ilaglarin depresyon belirtilerinde yaptiklar
diizelme 2-3 haftalik bir latent siirenin sonunda baglar (49, 52).

Antidepresan ilaglarin sinaps diizeyindeki akut etkilerinin sonucu olarak en
az birkag haftallk bir stirede ortaya g¢ikan, norotransmitter saliverilmesindeki,
reseptorlerin  duyarhifindaki ve reseptdrden gelen sinyalin ndron igindeki
transdiiksiyonundaki degisikliklerin, antidepresan etkinin sorumlu oldugu ileri
stirlilmektedir (52).

Trisiklik ilaglar karaciferde biyotransformasyon suretiyle elimine edilirler.
Belirli bir trisiklik antidepresani aym dozda alan kigilerde, kararh durumdaki plazma
konsantrasyonu bireyler arasinda fazla degiskenlik gosterir. Bu durum biyo
yararlammlarmin ve eliminasyon yanlanma Omiirlerinin bireyler arasmda fazla
degiskenlik gbstermesine baghidir. Eliminasyon hiz1 degiskenliginin temeli, bu ilaglan
metabolize eden CYP2D6 enziminin genetik polimorfizm gostermesidir. Tiirkiye’de



yavas metabolize edenlerin oram1 % 3.4 olarak bulunmustur. Bunlar ilacin terapotik ve
toksik etkisine, normal ya da izl metabolize edenlerden daha duyarhidirlar. Cok az
sayida kisinin tfrisiklik antidepresanlar1 ¢ok hizli metabolize ettikleri belirlenmistir.
Bunlar, trisiklik ilaglarin terapétik etkilerine dayaniklidirlar, Trisiklik ilaglarla tedavi
edilen hastalarda, ilacin bir sfire alinmasi sonucu olugan plazma konsantrasyonlan
arasinda 50 kata varabilen bireysel farkliliklar bulunmustur (52, 114).

Trisiklik ilaclari karacigerde metabolize eden CYP2D6 enzimi, kinidin ve
selektif serotonin re-uptake inhibitorii (SSRY) ilaglar olan paroksetin, fluoksetin ve onun
aktif metaboliti olan norfluoksetin tarafindan inhibe edilir. BSylece, ad1 gegcen enzim
bakimindan hizli metabolizdr olan bireyler bu ilaglan aldiklar siirede yavas metabolizor
durumuna gecerler ve onlarda trisiklik antidepresanlarin  biyotransformasyonu
yavaglayabilir. Genetik bakimindan yavas metabolizor olan bireylerde adi gegen ilaglar
enzim etkinlifini daha da azaltmaz. Fluoksetin ile frisiklik ilaglar birlikte
kullamlmamalidir. Aksi takdirde fluoksetin trisiklik ilaclarin plazma diizeyini belirgin
derecede attinr ve bu etkilegsme sonucu kardiyak aritmilerle kendini gosteren trisiklik
ilag zehirlenmelerine neden olabilir. Fluoksetinin aktif metabolitinin yarilanma &mri
uzun oldugu igin, fluoksetin kesildikten sonra CYP2D6 enzimindeki inhibisyon bir siire
daha devam eder (42, 62, 66).

2.2. Fluoksetin

Fluoksetin, Prozac ve Dista ticari adiyla pazarlanan yeni trisiklik olmayan
serotonin reuptake inhibitorii olan antidepresan, &zellikle karacigerde metabolize olur.
N-methyl-3-phenyl-3-[(a-a-~o-trifluoro-p-tolyl)oxy]  propylamine geklindedir ve
C17H158F3sNO HC empirik formundadir ($ekil 2.1).

F<C ‘—Q_O'-’CHCH:; CH; NHCH;

Sekil. 2.1. Fluoksetinin kimyasal yapisi
Not : Bu sekil www.sarafem.com’dan modifiye edilerek alinmistir.



Fluoksetinin molekiiler agirhigs 345,79°dur. 14mg/mli’de distile su veya
serum fizyolojik ile maksimum ¢6ziinme saglar. Fluoksetin bir phenyl ve bir toyl
grubu ile ikinci amin grubundandir, yani fenilpropilamin tiirevidir. Yapica
amfetaminlere benzer (40, 41, 47).

Fluoksetin bir segici serotonin geri alm inhibitoriidiir, diger
nérotransmitterler tizerinde ¢ok az etkisi bulunmaktadir. Ag1z yoluyla alindiktan sonra
glinliik bir yarilanma mriine sahipken, aktif metaboliti olan norfluoksetin 7-10 giinliikk
yarilanma Smriine sahiptir. Bu uzun yarilanma 8mrii sporadik olarak ila¢ kullanimina
uyumsuzluk gésteren hastalarda koruyucu olmakta ve ilag kesme fenomeninin ortaya
cikmasim Snlemektedir. flag kullammindan 2-8 hafta iginde iyilesme baglamaktadir
(73).

Fluoksetinin 6nerilen baglangi¢ ve siirdiiriim dozu 20mg/giin’diir. Bu doz
hastalarin gogu igin yeterli olmakla birlikte giinliik doz maksimum 80 mg/giin olabilir.
Tedavide 2-3 hafta iginde bir ilerleme kaydedilmediyse 20mg/giin’likk bir artis
disliniilebilir (94).

En sik rastlanan yan etkiler anksiyete, sinirlilik, insomnia, sersemlik,
halsizlik, asteni veya tremor gibi merkez sinir sistemi belirtileri; istahsizhik, bulant1 ve
diyare gibi gastrointestinal sistem belirtileri ve cinsel disfonksiyondur. Fluoksetin
psikotik olmayan depresif hastalarda ve distimide trisiklik ilaglar kadar etkilidir. TCA
tedavisine yamtsiz kronik hastalarda da atipik depresyon yani uyku, istah artisi, kigiler
arast agin duyarlilik, ekstremitelerde kursunsu agirliktan yakindiklan bir depresyon
tiirlinde zellikle etkilidir (8, 46, 91).

2.2.1. Fluoksetin’in Etki Mekanizmasi

Intibar girisiminde bulunan depresif hastalarin postmortem BOS ve beyin
dokularinda serotoninin baglica metaboliti olan 5-hidroksiindolasetik  asit
konsantrasyonun azalmasinin gOsterilmesi {izerine, depresyonun serotonin 5-
hidroksitriptaminin fonksiyonel eksikligiyle ilintili oldugu belirtilmigtir. Bu bulguya ¢k
olarak pek ¢ok diger norotransmitter reseptri ile ilgili ¢esitli islev bozuklukiarindan



s0z edilmektedir. Giintimiize dek memeli beyninde 14 serotonin reseptdr alt tipi
tanimlanmigtir. Fakat dikkatler daha gok tiim antidepresanlara duyarh olan 5-HT;4 ve 5-
HT,4 tizerinde yogunlagmustir. Depresif hastalarin trombositlerinde de serotonin
iletiminin ve 5-HT>s reseptSr aktivitesinin bozuldugu ve etkili bir tedavi ile tekrar
diizeldigi bilinmektedir (18, 79, 88).

Fluoksetin, merkezi sinir sisteminde presinaptik olarak salinan serotoninin
gliclii bir inhibitoridiir. Klinik olarak gegerli dozlarda uygulandifinda insan
trombositlerinde de serotonin geri alimim Onlemektedir. 11 hafta siireyle 20mg/giin
fluoksetin alan depresif hastalarda trombosit 5-HT diizeylerinin azalmms oldugu
saptanmigtir.

Fluoksetin, SSRI’lar iginde en uzun yarilanma Omriine sahiptir. SSRI’lar
yagda ¢Oziinebildiklerinden kan-beyin bariyerini kolayca gecerler. Proteine yiiksek
oranda baglanmasmin dezavantaji, proteine yiiksek oranda baglanan diger ilaglarla
Ornegin warfarin ile birlikte alindiklarinda diger ilacin serbest hale ge¢mesiyle yan
etkiler goriilebilmektedir. Bu nedenle bu tip ilaglar ile birlikte SSRI’larin kullanimina
dikkat edilmelidir (46).

2.3 Ila¢c Metabolizmasida Genetigin Rolii

Her bireyin ilag metabolize etme kapasitesi farkhidir. flaglar farkh bireylerde
farkh siirelerde yikilirlar. Farkhi aleli olan genlerden kodlanan enzimler farkh katabolik
etkinlige sahip olabilirler ve nihayet ilaclara kars1 tepkide genetik olarak belirlenmis bir
degiskenlik ortaya cikar.

Bir ilaca yamitta genlerin etkisi farmakogenetik aragtirmalarla stirmektedir.
Bu yanitlar bir ilaca agin1 fizyolojik yanit veya ilacin etkilerine direng ya da yan etkilerin
siklifinda artma seklinde olabilir. Bazi durumlarda farmakolojik ajanlar birikebilir ve
belli genetik hastaliklar icin tetik gekici olabilir. Ilaglara yamt etkileyen diger faktorler,
etnik koken ve HLA “dir (7, 114).

Genetik farkliliklar, sitokrom P450 nin indiiksiyonu, sitokrom P450’nin

inhibisyonu, hastalik, yas ve ik gibi faktdrler ilag metabolizmasmi etkilemektedir
(114).



Genelde belli genler ilaglarin metabolizmasinda etkili olabilir, bazi genetik
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina ya da belli yan etkilerin sikligmin artmasina neden

olurlar.

Genotipik degisikliklere bagh olarak bazi kigilerde ilag metabolizmasinin
etkisi kalitsal olarak ana babadan dominant veya resesif bir karakter seklinde sonraki
kusaga geger. Son yillarda ilaglara karsi kisinin verdigi cevabin kalitsal olarak
degismesi ve buna bagli olarak ilag etkinliginin etnik gruplar arasi degigimi

incelenmektedir.

Biyotransformasyonda rol oynayan enzimlerin hiicrelerde yapmminin veya
ilaglarla ilgili diger hiicresel yapr ve olaylarin genetik kontrolii monogenik veya
poligenik sekilde yapilmaktadir.

Belirli bazi ilaglara kars1 olusturulan bireysel cevap oranlan arasinda 6nemli
varyasyonlar bulunmakta ve ilaca cevaptaki bu farkhilik kesiksiz ya da kesikli bir
dagilim gosterebilmektedir. Eger ilaca kars: olusturulan cevabin Slctilmesine iligkin test
bityiik sayidaki 6rnekler fizerinde yapilacak olursa o zaman bireysel ilag cevaplarinda
kesiksiz dagilimda gan erisi ya da unimodal dagihm goriiliirken, kesikli dagilimda
bimodal ve bazen de trimodal egri elde edilecektir (7).

Unimodal dagilim, incelenen ilag metabolizmasinin ¢ok sayida genin
kontrolii altinda oldugunun (poligenik) ya da genetik ve cevresel faktorlerin bir
kombinasyonu oldugunu (multifaktdriyel kalitim) gosterir ki; bu tiir genetik faktorlerin
analizi oldukca karmagiktir. Fakat monogenik kontrol altinda olan ve kesikli dagilim
gosteren ilag cevaplarim incelemek daha kolaydir. Ornegin; efer normal ilag
metabolizmasi dominant D geni tarafindan kontrol ediliyorsa, toplumun bir b6liimii d
resesif geni i¢in homozigot (dd) olacag i¢in ilaci metabolize edemeyecek ve dolayisiyla
toplum ti¢ genotipik simf igerisinde toplanacaktir : DD, Dd, dd. Ancak DD ve Dd
genotipli bireyler arasinda ilaca cevap farki gozlenemeyecek olursa, bimodal dagilim
ortaya ¢ikacaktir. Fakat DD ve Dd genotipli bireylerin ilaca cevaplan arasinda bir
farklilik olursa bu durumda dagilim trimodal durum alacak ve her egri (pik) fenotipi
gosterecektir (Sekil 2.2). Sonug olarak, ilag metabolize edici enzimlerin toplumdaki



bimodal ya da trimodal dagilimi, bu enzimlerin polimorfik lokiisteki genler tarafindan
kontrol edildigini géstermektedir (7).

Birey
Sayisi

Ilaca kars1 olugturulan cevap

Sekil 2.2. Genetik farkliliklardan dolay1 ilaca karg1 olusturulan cevap
Not : Bagaran, N. Tibbi Genetik kitabindan modifiye edilerek alinmigtir.

2.3.1. Sitokrom P450've bagimh enzim sistemi

llag ya da bitki toksinleri gibi kimyasal bilesikler karaciger hiicreleri
endoplazmik retikulumunda bulunan bir  oksidasyon sistemi tarafindan yikilir. Bu
enzimler topluca sitokrom P450 olarak bilinir. Is1f1 450 nm de en yiiksek diizeyde
absorbe ederler. Sitokrom P450, karaciger mikrozomlarinda ve adrenal korteks
mitokondrilerinde temel elektron transport zincirindeki en son enzimdir. Memelilerde,
evrimsel olarak iligkili genler sistemi farkli P450 proteinlerini kodlar.
Detoksifikasyonun (toksik maddelerin vzaklagtirimasi) ilk fazim olustururlar. Substrat
atmosferik oksijeni kullanarak oksitlenir ve su yan lirlin olarak ortaya cikar. P450
enzimlerinin karakteristik Ozelligi tek bir kimyasal substratin bir ¢ok P450 enzimi
tarafindan yikilabilmesi ve tek bir P450 proteinin yapisal olarak farkl: bir ¢ok kimyasal
maddeyi okside edebilmesidir. Cok genis bir seri kimyasal maddeyi metabolize ve
detoksifiye etme kapasiteleri nemlidir (114).

Memelilerde sitokrom P450 genleri CYP genleri olarak belirtilir. Bunlar
ekson/intron yapisiyla birbirine benzeyen ve benzer gen iirlinlerini kodlayan bir siiper

aile olustururlar. cDNA dizilerinin kiyaslanmasina dayanan evrimsel pedigri tiiremis ve



bu pedigriye gore CYP gen ailesi son 1,5-2 milyar yilda ortaya ¢ikmustir. Ozellikle
CYP-2 ailesinin, hayvan organizmalari tarafindan detoksifiye edilmesi gereken bitki
toksinlerine yanit olarak gelistigi samlmaktadir. CYP genlerinin inanilmaz gesitliliginde
en az 30 gen dublikasyonu rol oynamistir. Bu proteinlerin kodlanmas igin bilinen 481
gen 74 aileye bolinmekte ve en azindan % 40 oraninda gen varyasyonlaryla
birbirinden ayrilmaktadir (77, 114).

Aile ismi sayiyla gosterilmektedir. Ornegin CYP3 gibi. Memelilerde 77
ailenin sadece 14' ii bulunmaktadir. 20' ye yakin alt aile vardir ve bunlar rakamin 6niine
harf konularak ifade edilir. Ornegin CYP3A gibi . Kisisel enzimler, alt aileyi gosteren
harfi takiben konan yine bir numara ile gosterilir. Oregin CYP3A4 gibi. Cogu ilag,
kendi metabolizmalani icin P450 enzimlerini substrat olarak kullanir ve ilag
etkilesimleri igin biiyiik bir potansiyeli vardir. [lag metabolizmasindaki baslica sitokrom
P450 enzimleri CYP 3A, CYP 2D6, CYP 2C, CYP 1A2, CYP 2El’dir (Sekil 2.3).
flaglar diger ilaglarin metabolizmalarini inhibe edebilir veya indiikleyebilir ve aym
zamanda bu ilaglar mevcut P450 enzim substratlar ile metabolizma igin yansabilirler

(77, 114).

CYP2E1

Sekil. 2. 3. ilag metabolizmasindaki baslica sitokrom P450 enzimleri
Not : Hardman J.G.: The Pharmacological Basis of Therapeutics kitabindan modifiye
edilerek alhinmugtir.
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2.3.1.1. Sitokrom P450 izozimi ve genetik polimorfizm

CYP450 metabolizmas: sirasinda ilag etkilesimlerini karmagiklagtiran bir
diger faktor genetik polimorfizmdir. Beyazlarin, Meksika kokenli Amerikalilarin,
zencilerin ve Asya kokenlilerin yalmzca % 10’luk kiigiik bir bdliimiiniin CYP450 2D6
enzim miktarlan disiiktiir. CYP450 2D6 enziminin géreceli olarak eksikligi otozomal
resesif bir bozukluk sonucu ortaya gikmaktadir. Bu polimorfizmin klinik anlami, yavas
metabolize eden kisilerin, CYP450 2D6 tarafindan metabolize edilen bir ilaci
aldiklarinda ilacin birikerek toksisite riskinin artmasidir (47, 94).

CYP450 2D6’y1 giiglii olarak inhibe eden ilaglar, CYP450 2D6 tarafindan
yaygin olarak metabolize edilen bir ilagla birlikte verildiginde genetik olarak iyi
metabolize edici kisiler bile fenotipik olarak kotii metabolize edici kisilere
doniisebilmektedir. SSRI grubundan ilaglarin, 6zellikle yiiksek dozlarda bir arada
kullanilmas: sirasinda bu durum goriilebilmektedir.

CYP450 2D6 izozimleri aktivitesi agisindan kigiler arasinda 4-20 kat gibi
olduk¢a biiyiik farkliiklar bulunmustur. Yogun metabolize edici kisilerde bu soruna
rastlanmamagtir (46, 52, 94).

2.4. Kromozomun Yapisi
Insan kromozomlan ilk defa 1874’te Arnold ve 1881°de Fleming tarafindan

gdzlenmigtir. 1956°da Tjio ve Levan, insanda 46 kromozom oldugunu gostermistir (4).

Yunanca chroma (renk) ve soma (viicut) kelimelerinden gelen kromozom
kelimesi, oOkaryotik organizmalarda, iizerinde genlerin siralandiit DNA-protein
kompleksi olup hiicre g¢ekirdeginin boliinmesi sirasinda kalinlasmig ve oldukga
kondanse olmus ve kendine 6zgii boyanma potansiyeline sahip kromatin materyalidir.

Tiim genetik materyalin pratik ¢aligmalarla goriilebilen birimi niikleustur ve
hiicrede bulunur. Insan viicudundaki hiicrelerin ¢ogunlugu 6zel hiicre tiplerine
farklilagir ki bunlar boliinmez. Sadece aktif replikasyon siklusunda ki hiicrelerle uygun
birgok aragtirma ile tiim kromozomlar goriilebilir. Bir doku tipine ait bdyle hiicreleri
dogal olarak bgliinebilen aktif popiilasyonlardan, in vivo olarak béliinebilen hiicre
kiiltiirlerinden elde edebiliriz. Kiiltiir igindeki hiicrelerin replikasyon siiresi 12-48 saat
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arasindadir ve gogunlukla bu zamanda niikleus interfaz safhasindadir. Gelisi giizel
farklilasan hiicrelere benzeyen interfaz niikleuslarinin ¢ogu sitogenetik aragtirma igin
uygun degildir (81).

Insanlarin normal hiicre gekirdekleri 46 kromozom (23 ¢ift) icermektedir.
Her bir kromozom ¢iftinden biri paternal, digeri de maternal orjinlidir. Disi ve erkekten
gelen ve aym olan 22 ¢ift kromozom grubu otozomlar olarak adlandirilir. Kadinlar igin,

XX erkekler i¢in XY kromozomlan cinsiyet kromozomlandir.

Her hiicre siklusu boyunca kromozomlarin igindeki DNA kendi kendine
dublike olur ve her hiicrede aymi iki kardes kromozom oldugunda hiicre boliiniir. DNA
replikasyonu interfazin ortasinda yer almaktadir ve bu periyot S (sentez) faz1 olarak
bilinir.

Hiicrede hemen G, fazinin baglamasi ile hiicre béliinmesi yenilenir veya G,
olarak bilinen evreye girilir. Burada, hiicreler hiicre siklusunun uyarlara yeniden cevap
vermesine kadar gegici bir siire durdurularak bu durumda kalabilir (16, 36, 56, 70, 77,
81, 99, 107).

2.4.1. Kromozom Gruplarinin Siniflandiriimasi
Normal insan karyotipinde 3 genel kromozom sekli bulunur.
- Metasentrik, kromozomlarin sentromerleri ortadadir.

- Submetasentrik, kromozomlarin sentromeri uca yaklagarak median
goriiniimii bozar.

- Akrosentrik, kromozomlarin sentromerleri bir uca daha yakindir. Bunlarda
kisa kol oldukg¢a kisadir ve genellikle ugta satellit yapis: goriiliir (Sekil
2.4). Birde kisa kolu hi¢ olmayan telosentrik kromozom tipi vardir. Bu
grup insanlarda goriilmez siganlarda goriilen kromozom tipidir ($ekil 2.5).

insan kromozomlarninin simiflandinlmasi ve tiim sitogenetik adlandirmalar
icin ISCN (International System for Human Cytogenetic Nomenclature) kesin
referanstir. Kromozomlar uzunluk, sentromer pozisyonu ve bant alma 6zelliklerine gore
gruplandinlir (16, 37, 56, 70, 81, 107).
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SENIOETT 12
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Sekil 2.4. insan kromozomlari
Not : Conner, J. M.: Essential Medical Genetics kitabindan modifiye edilerek alinmigtir.
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Sekil 2.5. Sigan kromozomlari
Not : Levan G. : The Gene Map of the Norway Rat and Comparative Mapping with Mouse and
Man’den modifiye edilerek alinmgtir.

2.4.2. Kromozomlarda Sayisal ve Yapisal Kromozom Diizensizligi

Kromozom diizensizligi kromozomlarda gozlenebilen tiim normalden

sapmalar1 ifade etmekte olup iki ana grupta toplanmaktadr.

2.4.2.1. Sayisal Kromozom Diizensizlikleri
Sayisal diizensizlikler, standart kromozom sayisindaki sapmalardir.

iki grupta incelenir:

1.0ploidi: Temel haploid kromozom sayisinin (n=23) katlan kadar
artiglar ifade eder. Triploidi (3n=69), tetraploidi (4n=92) bu gruba rnek olarak

verilebilir.
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2. Anoploidi: Temel kromozom sayisinin katlar1 kadar olmayan artma ya da
eksilmelerdir. Trizomi ve monozomi bu grubun &rneklerindendir (7,16, 27, 37, 56, 70,
81, 107).

2.4.2.2. Yapisal Kromozom Diizensizlikleri

Bir ya da daha fazla kromozomun bir béliimiinde ¢ikma, ilave ya da yer

degistirme ile olusan degisiklikler kromozomda yapisal bozukluklar: tanimlar.

Yapisal degisikliklerin ¢ogu, genetik materyalin kaybi1 ya da yer
degistirmesi sonucu ortaya ¢ikan bir ya da daha fazla sayida kromozom kiriklarindan
kaynaklamir. Kromozomlar normal sartlarda da kinlabilirler, ancak kimyasallar ve
radyasyon gibi etkenlere maruz kalan hiicrelerde kromozom kiriklarinin ¢ok fazla oldugu
goriilmiigtiir. Sadece kirlma sonucu ortaya ¢ikan yapiskan uglar diger kink uglarla
birlegebilir. Kirilma ve tekrar birlesme, orjinal kromozom biitiinliigiinii saglayamazsa ve
degisik esey hiicrelerinde meydana gelmisse, gametler bu yeni yapilanmay: tasir ve bu
kromozomal bozukluk, kalitimla aktarilir.

Kromozomlarda yapisal bozukluklar hiicrenin gegirdigi mayoz ya da mitoz
boliinmeler sirasindaki kusurlardan meydana gelir.

Yapisal kromozom anomalileri translokasyon, delesyon, duplikasyon,
inversiyon, izokromozom ve ring kromozom aberasyonlarindan olusur (7, 16, 36, 56, 77,
81,99, 107).

2.4.3. Kromozom Kiriklan

Kromozom kiriklari; ya kendiliginden ya da mutajenik ajanlar; iyonize
radyasyon veya DNA hasarina neden olan kimyasallardan koken alir. Genellikle,
kinlmig uglar yeniden birlesir ve kink onanlir. Ancak, bazi durumlarda bir kink
kromozomlarda delesyona yol agabilir veya bir hiicrede birden fazla kink meydana

gelmigse kromozomlarin yeniden diizenlenmeleri miimkiin olabilir (81).

Kromozom kiriklan hiicre siklusunun G, S ve G, evrelerinde mitoz ve
mayoz siiresince olugabilir. Aym organizmada, degisik hiicre tipi ve evrelerinde

kromozom kirici ajanlara ¢ok farkli cevaplar olusabilir.
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Kromozom kirik ¢aligmalari, gen mutasyonlarinda yapilan aragtirmalar ile
baglantilidir, ¢linkii pek ¢ok mutajen hem kromozom kiriklarim hem de gen

mutasyonlarim indiikler. Bazi ajanlar aym zamanda karsinojeniktir.

Kromozom kiriklarinda kirilan uglar ya yeniden kirildigi noktaya baglanir,
ya da gesitli yollarla farkli uglar birbirine baglanip bir sonraki metafazda sapmalara
neden olabilirler. Ancak bu durum meydana gelmeden 6nce, prosesde rolii bilinmeyen
bir seri mekanizma gergeklesmektedir.

DNA’nin bir kolunda kirik olugsma nedenlerini su sekilde siralayabiliriz :

1) Pirimidin dimerlerinin olugmas: (kisa dalga boylu UV)

2) Baz alkilasyonu (alkilleyici ajanlar)

3) Iplikgikler arasinda g¢apraz baglanti (uzun dalga boylu UV, ¢ok
fonksiyonlu alkilleyici ajanlar)

4) DNA ¢ift sarmalinin arasina mutajen girmesi (acriflavin, proflavin vb.)

Kendiliginden olan kromozom kirilmalar1 ve yeniden diizenlenmeleri biitiin
insan ve hiicre kiiltiirlerinde gozlenebilir. Kiiltiirden kiiltiire, insandan insana bunlarin
frekansi degisir.

Radyasyonun neden oldugu kiriklar; UV ve 6zellikle degisik tipte iyonize
radyasyon mitotik dongiiniin birkag evresinde ya da mayoz sirasinda kromozom
kirilmalarina neden olur (36, 81).

Kromozom kiriklarina neden olan kimyasallar; alkilleyici ajanlar, piirin ve
pirimidin tiirevleri, aromatik aminler, agir metaller, biiylik molekiiler agirlikli gesitli
maddeler olarak siralanabilir.

Kimyasallarin ¢ogu G, fazinda kiriklara neden olur. Kimyasallarin neden
oldugu biitiin kiriklar G-light (G band da agik boyanan bélgeler) ya da Q-dark (Q band
da koyu boyanan bélgeler) bolgelerde olusmaktadir.

Viriislerin neden oldugu kiriklar, radyasyona ve kimyasal ajanlara gore daha
azdir. Viral kromozom kiriklarimin tamiri miimkiin degildir. Baz1 viral enfeksiyonlar;

cesitli tek kromozom ya da kromatid tipi kirik olusumuna ve bunlarin yeniden

16



diizenlenmesine veya kromozom parcasinin kiigiik pargalara ayrilmas: gibi kromozom
zararlarina neden olur. Insanlarda kendiliginden olan kromozom kirilmalarinda

viriislerin etkili oldugu bilinmektedir.

1988 yihinda Bryant ve arkadaslari. enzimlerin neden oldugu kiriklan
belirlemek i¢in restriksiyon endoniikleazlarla ¢alisarak kromozomlar iizerinde etkilerini
arastirmuistir.  Restriksiyon endoniikleazlarin kiriklar olusturdugunu ve kromozom
hasarlarina, mutasyonlara, hiicre 6liimlerine neden oldugunu belirtmislerdir.

Kromozomlarda yapisal olarak iki tip kirik vardir:
1- Kromozom tipi kink
2- Kromatid tipi kirk

Bir ajamin kromozom ya da kromatid tipi kiriklara neden olmasi, o hiicre
siklusunun hangi fazinda etkili olduguna baghdir. Eger ajan mitoz béliinmenin G, ya da
G, fazinda etkiliyse kromozom tipi kiriklara, S ya da G, fazinda etkili ise kromatid tipi

kirklara neden olur.

Kromozom kiriklar, eger G; fazinda yalmz bir kromatid de bir kink
meydana gelir ve S fazi boyunca devam ederse, metafazdan sonra her iki kromatid de
kirik olusur ve bdylece kromozom tipi kirtk meydana gelir. Bu kirik tekrar birlesmez
ise, bir delesyonlu kromozom ve bir asentrik fragment meydana gelir. Kromozom
kirilmasi sonucu olusan asentrik pargalar ya metafazda kaybolmakta ya da anafazda
mikroniikleuslan olusturmaktadir (7, 16, 36, 81).

Dogal bir sekilde iki kromozom arasinda degisiklik olmas: igin 6n sart, her
iki kromozomda da kirik olugmasidir. Kirik uglarin birbirleri ile kaynasabilmeleri i¢in
pozisyonlarinin yakin olmalarn gerekmektedir. Periyot boyunca kirk uglarn

baglanabilme yetenekleri sinirhidir.

Kromatid kiriklari, G, fazi boyunca, iki kromatidden yalmz birinde meydana
gelen kirik ile olugur. Bir tek kirik olusumu ile asentrik fragment ve delesyonlu
kromatid gozlenir (81).
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2.5.Hiicre Siklusu ve Apoptoz
2.5.1 Hiicre Siklusu

Hiicre siklusu, prolifere olmak iizere uyarilmig bir dizi gegici biyokimyasal
aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin goriildiigii bir siiregtir. Bir siklusa giren hiicre,
morfolojik ve genetik olarak birbirine tipa tip benzeyen iki hiicre olusumuyla déngiiyii
tamamlar (44). Hiicre proliferasyonu hiicre siklusu iginde yer alan baz kontrol noktalari
tarafindan diizenli olarak kontrol edilir. Hiicre siklusu proliferasyon, farklilasma ve
apoptozis gibi temel hiicresel fonksiyonlan diizenler. Bu diizenleme zelliginin olmasi
organizmadaki hemen hemen her tiir fizyolojik (doku hemostazisi gibi) ve patolojik
durumlarda ttimér olusumu gibi hiicre siklusunun ne denli kritik bir éneme sahip
oldugunu gostermektedir. Nitekim, kanserlerde hiicre siklusunun regiilatér proteinleri
olan siklinler veya CDI (siklin-bagimli kinaz inhibitorleri) ‘nin diizeylerinde
anormallikler saptanmigtir. Omnegin, siklin D meme ve skuamoz hiicre tiimorlerinde
asin eksprese olmaktadir (26).

Bir hiicrenin canhilifimin gostergesi olan anahtar noktalardan biri onun
birbirine tipa tip benzeyen iki hiicreye béliinmesidir. Genel olarak, hiicreler bir béliinme
sinyali almadiklar zaman hiicre siklusunun aktif (G, S, G, ve M) fazlarina girmezler ve
istirahat fazi denilen G, fazinda beklerler. Hiicrelerin béliinmesi mitoz veya
gonadlarda mayozla gergeklesir. Hiicreyi boliinmeye sevk eden sinyaller biiyiime
faktorleri, sitokinler veya mitojenler ¢ok gesitlidir. Hiicre boliinme sinyalini aldiginda
sinyal ileti kaskad mekanizmasi ya transkripsiyonu, hiicre siklusunu veya hiicre
iskeletini kontrol eden bir substrati fosforlar ya da niikleusa ulasip dogrudan
transkripsiyonu modiile eder. Boylece, hiicre siklusa sokularak béliinmeye sevk edilmis
olur (50, 51, 75, 96).

2.5.2.Apoptoz Mekanizmasi
Apoptozis klasik hiicre 6liim sekli olarak bilinen nekrozdan birgok 6zelligi

agisindan oldukga farkli olan bir hiicre 6liim mekanizmasidir. Biyolojik bilimler
literatiiriinde apoptozis terimi, ilk defa Iskogyali arastirmacilar olan Kerr, Wyllie ve
Currie tarafindan 1972 yilinda kullamlmis ve canli dokulardaki hiicre azalmalarindan
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sorumlu olan, yapisal olarak 6zgiin bir hiicre 6liim tipi olarak tamimlanmigtir. Apoptozis
veya, daha genel anlamda soylemek gerekirse, hiicre §liimii uzun siire arastirmacilarin
¢ok ilgilenmedikleri bir alan olarak kalmigtir. Fakat apoptozisin geligim biyolojisinde,
normal doku ve immun sistem hiicrelerinin sitotoksik fonksiyonlari gibi bazi nemli

fizyolojik siireglerdeki rolii ortaya ¢iktikgca dnemi de hizla artmustir.

Apoptozis morfolojik olarak 6zgiindiir. Nekrozda hiicre igine asiri sivi
girmesi sonucu hiicre siserken, apoptotik hiicre tam tersine kiigiiliir. Nekrozda kromatin
patterni hemen hemen normal hiicredeki gériintiiye benzerdir ama apoptotik hiicrenin
kromatini niikleus membranin ¢evresinde toplanir ve kondanse olur. Nekrotik hiicrenin
plazma membram biitiinliigiinii kaybeder ve hiicre iginden digina hiicre igi
materyallerinin ¢ikis1 gergeklesir. Nekrotik hiicre lizise ugrar ama apoptotik hiicre
kiigiik cisimciklere "apoptotik bodies" pargalanir. Apoptotik cisimcikler membranla
kaplidir degisen miktarlarda niikleus, veya diger hiicre igi yapilar igerirler. Nekrozda
hiicre igerigi dig ortama saliverildiginden inflamasyon reaksiyonu uyariir ama
apoptozisde apoptotik hiicre veya cisimcikler komsu hiicreler veya makrofajlar
tarafindan fagosite edildiklerinden inflamasyon olusmaz. Apoptozis ve hiicre siklusu
birbirleriyle kompleks ve yakin iliski iginde ¢aligirlar. Omegin apoptozisde rol alan bir
protein olan p53 aym zamanda hiicre siklusunu durduran ve hiicreye DNA'sindaki
hasarlar1 onarmasi i¢in zaman kazandiran bir islev goriir (Sekil 2.6.) (3). Apoptozis
organizmada bir ¢ok dokuda deri, ince bagirsak ve kanda proliferasyonla dogal denge
halindedir. Homeostazisi yani yeniden yapim (mitoz) ve yikimin (apoptozis) bir
harmoni iginde olusu apoptozis ve proliferasyon dengesinin saghkli bir sekilde
stirdiiriilmesine baghdir. Son yillarda, bu dengenin bozulmasinin birgok 6nemli
hastalifin patogenezinde rol aldig1 gézlenmistir. Ornegin, bu dengenin apoptozisin
hizlanmasina yol agacak bigimde bozulmasimn Alzheimer hastaligi gibi baz
norodejeneratif hastaliklarin veya AIDS'in patogenezinde, apoptozisin baskilanmasina
yol agacak sekilde bozulmasimn ise karsinogenezisde rol aldig: diisiiniilmektedir (26,
104,112).
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Sekil.2.6. Hiicre siklusu boyunca mitoz ve apoptoz
Not : Passarge E., Color Atlas of Genetics kitabindan modifiye edilerek alinmigtir.

2.6. Mikronukleus Olusum Mekanizmasi ve Kriterleri
2.6.1. Mikronukleus Tanumi

Mikronukleus (MN) olusumu ilk olarak 1891°de HOWELL ve arkadaslari
tarafindan eritrositlerde saptanmustir. Jolly tarafindan tanimlanmigtir. Bu nedenle
Howell-Jolly cisimcigi adi da verilir. Mikronukleus, hiicre bliinmesi sirasinda serbest
kalan kromozom fragmentinin ya da kromozomlarin ortamda varhigini siirdiirmesidir.
Bir niikleoplazma ile sarilarak sitoplazma igerisinde ana nukleusun yaninda yer alan bir
niiklear materyaldir. MN olusumunun temelini, DNA hasar olugturur. Organizmanin
¢esitli mutajenik, klastojenik ve karsinojenik ajanlara maruz kalmasi sonucunda
DNAda harabiyet meydana gelir (41, 42, 43, 45,47, 82). Genetik hasar i¢cin MN testinin
toksikolojide, diyette, ilag sanayide, kanser riski olusumu siiphesinde, radyoterapide
o6nemi anlasilmigtir. DNA hasar oraminin karsilagtirilmas: durumunda, lenfositlerde in
vivo ve in vitro olarak en ekonomik ve pratik tekniklerden birinin MN oldugu kabul
gormektedir (55, 61, 68, 69, 71, 90, 92).
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MN teknigi, insan periferik kan lenfositlerinde daha sonra kemik iliginde ve
yanak  mukoza  hiicresinde  kimyasal  ajanlarin  genotoksik  etkilerinin
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (15, 20, 39, 63, 78, 108). Teknigin basit olusu,
kisa zamanda sonuca ulagilmas: ve DNA harabiyeti konusunda giivenilir bilgi vermesi

teknigi onemli hale getirmistir.

Bugiin, pek ¢ok kanser tipi ile spesifik kromozom diizensizlikleri arasinda
baglanti oldugu bilinmektedir. Bu amagla kanserli olgularda mikronukleus testi
yapilmakta ve anlaml sonuglar elde edilmektedir (12, 83, 93). MN testi ile Slgiilen
genotoksisite ve iyonize radyasyonla tedavi sirasinda sitotoksik iligki incelenmistir.
Elde edilen sonuglara gére MN testi, gerek kanser gerekse tedavi sirasinda

kullanilabilen bir test haline gelmistir.

MN testinin genis bir aragtirma ortami buldugu diger bir alanda yaslanmadir.
Yas artistyla andploidi sikligr arasinda yakin bir iligki vardir. Bireyin yasam igerisinde
maruz kaldify gevresel ajanlarin etkisiyle kromozomlarin normal béliinmeden saptigi
bilinmektedir (13, 25, 61, 97, 102, 106). Her hiicrenin mitotik aktivitesi yas ilerledik¢e
yavaglamakta ve mitoz boliinmede i iplik¢iklerinde katalizor gorevi yapan enzimlerde
dejenerasyon olugmaktadir (38).

CBMN analizleri sirasinda Cyt-B’nin hiicre boliinmesini sitokinez evresinde
durdurmasi dzelligini ilk olarak Fenech ve Morley MN testlerinde gdstermistir (29, 30,
31). Cyt-B, Helmin dematiodeumdan elde edilen bir ekstraktir. Cyt-B hiicre
boliinmesini sitokinez evresinde aktin filamentlerini etkileyerek durdurur. Bu etkisini de
aktin filamentlerin ucuna baglanarak, aktinin polimerize olmasim 6nleyerek
gergeklestirir (61, 69, 87, 100, 106).

CBMN ¢alismalarinda, Maluf ve arkadaglar: 2001 yilinda, Down sendromlu
ve Fanconi anemili hastalarda MN frekanslarinin yiiksek oldugunu belirlemiglerdir.
Down sendromlu bireylerin malign hastaliklar igin yiiksek riske sahip hastalik
grubundan oldugunu belirterek, bu hiicrelerin ¢esitli mutajen, radyasyon, viriis ve
kimyasallara kars1 fazlaca hassas oldugu igin periferik kanlarinda MN frekansinin
yiikseldigini gostermislerdir (65).
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Bisht ve arkadaglant 1994 yilinda, doza bagh olarak artan MN dagilimindan
1’li MN oranimin fazla olusunun asentrik fragment kaynakli oldugunu belirtmislerdir
(11).

Mikronukleuslardaki kromozom orijinlerini belirleyebilmek igin, MN’un
orijinin tiim kromozomdan mu (sentromer pozitif MN) yoksa asentrik kromozom
pargasindan m1 kaynaklandifim (sentromer negatif MN) anlayabilmek igin FISH
teknigine bagvurulmaktadir (19, 33, 67).

Fenech ve arkadaglar1 2002 yilinda, NPB olusumlaninin anafazda kromozom
sentromerlerin zit kutuplara ¢ekilmesi sirasinda gergeklestigini ve bir yada daha fazla
NPB’lerin yamindaki 1°’li veya 2’li MN’larin % 60’indan daha fazlasimin asentrik
kromozom pargasindan orijin aldigim belirtmislerdir. 17 yildir bu olusumlarin
molekiiler mekanizmasi1 tam olarak ortaya konamamistir ama gelecekteki bu yonlii

¢aligmalarla molekiiler mekanizma ¢éziilecektir (28).

2.6.2. Mikronukleus Hesaplama Kriterleri

Insan lenfositlerinin sitokinezinde bloklanan mikronukleus igin detayl
hesaplama yontemleri 1999 yilinda Washington’da Genotoksisiti International Work
Shop’la tiim diinyaya bildirilmigtir (32).

Buna gore; CBMN analizlerinde oncelikle hiicre tipleri belirlenmelidir.
Hiicreler, mononucleus, binucleus, multinucleus, hiicre tipinde ya da apoptotik veya

nekrotik hiicre tipinde olabilirler.

Mononucleuslu hiicreler kiigiikk sitoplazma, biiyiik niikleus seklindedir.
Binucleuslu hiicreler ise aynadaki goriintii kadar es biiyiiklitkteki iki hiicre tipindedir.
Bu tip hiicreler niikleoplazmik kopriiyle (NPB) beraber olabilir. Niikleuslar birbirine
dokunabilir veya tst iiste olabilir. Multinucleuslu hiicreler ii¢ veya dortlii halde, farkli
biiyiikliikteki hiicre formundadir. Bu tip hiicreler pek ¢ok MN igerebilir. Apoptotik
hiicrelerde, sitoplazma bozulmamistir. Kromatin yogunlugu artmigtir. Niiklear sinirlar
ya erken ya da ge¢ apoptotik formundadir. Nekrotik hiicrelerde, sitoplazmik simirlar
daha az tammhdir ve vakuoeller vardir. Cok sayidaki vakuoeller sitoplazmadadir.
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Sitoplazmik memramn hasara ugrayip nukleusun ¢ok az bozuldugu kisim erken

nekrotik hiicre fazidir, ge¢ nekrotik hiicrede sitoplazma kaybolmustur.

Sitokinezde bloke edilmis hiicreler CBMN frekansi igin hesaplamirken
asagidaki ozellikleriyle karakterizedir.

MN sayimlart BN’da yapilmalidir.

MN’larin ¢ap1 ana nukleus yar1 gapimin 1/16 ile 1/3 arasindaki degerlerde

olmalidir.
MN’1n alam ana nukleusun alanimin 1/256 ile 1/9°u arasinda olmalidir.
MN’lar ana nukleusa bagli olmamalidir.

MN’larin ¢ogu nukleuslarin arasindadir, ayni zamanda hiicrelerin

kutuplarindadir.

MN’larin yapilan kiigiik nukleuslara benzer. Fakat kabarciklar, noktalar
MN olarak alinmamahdir (Sekil 2.7) (13, 32, 59).

Klastojenlere maruz kalmis BN hiicrelerde niikleoplazmik k&priiler

gozlemlenir.

Bu kopriller iki nukleusu birlestiric. NPB’lerin anafaz boyunca

sentromerlerin zit kutuplara gekilerek disentrik kromozom olusumu nedeniyle oldugu
digtiniilmektedir. Bu koprii kalinhg: BN hiicrelerdeki nukleus ¢apimin 1/3 - 1/25
arasinda degismektedir (28, 32).

Sensitif niiklear boliinme frekansim hesaplamak i¢in nekroza ve apoptoza

ugramis hiicreleri de saymak gerekmektedir. Toplam hiicre sayisinda eger nekroza ve

apoptoza ugramis hiicrelerde varsa daha duyarli formiile ihtiyag duyulmugtur.
Hiicrelerin bilyiik boliimii yiiksek toksik dozlu kimyasallarda 6lmektedir. Bu nedenle
hiicre boliinme kinetigi kullamlarak modifiye edilen esitlikte asagida belirtilen NDI ve
NDCI hesaplanarak lenfositlerin mitojenik cevaplan kargilagtirilabilinir (32, 98).

NDI=[MI + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)JN

NDCI=[Ap+Nec+MI1+2(M2)+3(M3)+4(M4)]/N*

M1 : Bir niikleuslu hiicre,
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M2 : iki niikleuslu hiicre,
M3 : Ug niikleuslu hiicre,
M4 : Dért niikleuslu hiicre,
N: Toplam yasayan hiicre,

N* : Toplam hiicre (Yasayan hiicre + Apoptotik hiicre + Nekrotik hiicre)

1 2 3 4 3
NPB‘—..

6 i'g

S 10

Sekil. 2.7. CBMN Dagilim;

1.Binukleuslu hiicre, 2. Bir MN ‘lu BN hiicre, 3. iki MN ‘lu BN hiicre, 4. Ug
MN ‘lu BN hiicre, 5. Dért MN ‘lu BN hiicre, 6. NPB’li BN hiicre, 7. Bir
nukleoplazmik képrii ve bir MN ‘lu BN hiicre, 8. Bir nukleoplazmik koprii
ve iki MN ‘lu BN hiicre, 9. iki nukleoplazmik koprii, 10.Iki nukleoplazmik
koprii ve bir MN ‘lu BN hiicre, 11. .iki nukleoplazmik koprii ve iki MN’Tu
BN hiicre

Not : Fenech M.: The in Micronucleus Technique’den modifiye edilerek
alinmgtir.
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Son yillardaki ¢aliymalar gostermistir ki; niikleer olusumlar gii¢lii gen
amplifikasyon olgiimleridir ve bu olugumlar MN artigiyla beraber goriilmektedir (Sekil
2.8).

Thomas ve arkadaglari 2003 yilinda, yaptigi ¢alismalarda farkh
maddelerdeki sitotoksik etkiyi belirlemek amaciyla yapilan CBMN analizlerine farkh
boyutlar kazandirmigtir. Biniikleus hiicrelere yapisik olan olusumlar DNA
amplifikasyonu olarak degerlendirilmeye baglanmig ve tipki CBMN sayimindaki gibi
BN hiicrelerin yamindaki olugumlar sayilarak sitotoksite kontrolii igin ayri birer

biyolojik marker oldugu belirlenmigtir (98).

' @
.. - .o Nekrotik
o Kromozom! hiicre

¥ Kirgi ve
Apoptotik kaybi

hiicre Disentrik Gen
Kromozom Amplifikasyonu

Sekil 2.8. Sitotoksik ajamn etkisindeki hiicrelerin olast durumlar
Not : Fenech M.: Micronuclei, NPB & nuclear buds induced in folic acid deficient
human lymphocytes CBMN assay’den modifiye edilerek alinmigtir.
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3. GEREC ve YONTEMLER

insan ve diger canhlarin kromozomlarim inceleyebilmek igin aranan ilk
kosul hiicrelerin béliinme déneminde olmasidir. Bu 6zellikteki hiicreler, in vivo ve in
vitro olmak {izere baslica iki yoldan elde edilir. In vivo yéntemde dis uyarana gerek
kalmaksizin siirekli béliinen hiicreler; 6rnegin, kemik iligi hiicreleri kullanilir. In vitro
yontemde ise viicuttan alinan, ornegin lenfositler dnce yapay uyancilarla mitoz
béliinmeye sokulur ve ondan sonra kullanilir (7, 81).

3.1. Geregler

3.1.1. In vitro Arastirma Grubu Bireyleri

Genetik poliklinigimize gelen sitogenetik agidan normal kabul ettigimiz 25-
35 yas arasindaki 8 erkek ve 8 kadindan alinan periferik kan orneklerinde, saf
fluoksetinin farkli doz ve siirelerdeki etkileri mitotik indeks, sayisal ve yapisal
kromozom anomalisi, CBMN agisindan incelendi. Bu ¢alisma 2002-2004 tarihleri
arasinda Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Bilim Dali ve GENTAM

laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.1.2. In vivo Arastirma Grubu Deney Hayvanlan

Caligmada, Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi ve Cerrahi Deneysel
Aragtirma Merkezi (TICAM) nden saglanan 64 adet 225-250 gram agirligindaki 3 aylik
Spraque dawley erkek siganlar kullamldi. Hayvanlara 3 hafta boyunca fare yemi ve taze

su verildi.
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3.1.3. Kullanilan Araglar

3.1.3.1. Kullamlan Aygitlar

Bek

Ben Mari (Heto-DT Hetoterm)

Binokiiler aragtirma mikroskobu (Olympus CH-2)
Buzdolab: (Argelik 415)

Cam Kalemi

CCD Kamera (Photometrics)

Deep-Freeze (Heraeus)

Elektronik Terazi (Seuter, Ainworth-AA-250, Setra-M2000L)
Enjektor

Etiiv (Friocell MMM Med Center)

Floresan mikroskop (Zeiss).

Hayvan Kafesi

Image Analyser (Oncor)

Insight color olympus (CH40RF200)

Kronometre

Lamin Air Flow (Heraeus ELB2448)

Mikropipet (Eppendorf)

Operasyon Takimi
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PH Metre (Nel PH890)

Pipet Uglari

Sogutmali Santrifiij (Heraeus Biofuge Stratos)
Vial

Vortex (Janke and Kunkel, UF-2)
Zaman Ayarh Santrifiij (Heraeus)
3.1.3.2. Cam Malzeme

Beher (500 ml, 1000 ml)

Cam Fanus

Erlenmayer (500 ml, 1000 ml)

Lam

Lamel

Meziir

Santrifiij Tiipii

Yatay ve Dikey Sale

3.1.3.3. Kimyasal Maddeler

Absolii ethonol

Chang Medium MF ( Irvine Scientific)
Cytochalasin B (Sigma)

Demecolcine Solution (Sigma)
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Distile Su

DMSO (Sigma)

Entellan

Ether

Fluoksetin (Eczacibagi)
Formaldehit (Merck)
Giemsa (Merck)

Glacial acetic acid (Merck)
HC1 (Merck)

Immersiyon yag1 (Merck)
KC1 (Merck)

KH,PO4 (Merck)

Ksilol (Merck)

Methanol (Merck)

Na Citrat (Merck)
Na,HPO4 (Merck)

NaC1 (Merck)

Nevparin (Mustafa Nevzat)
Parafilm

Penicillin (Gibco)
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Phytohemagglutinin (Biochrom AG)
Serum Fizyolojik
Trypsin (Gibco)

Zefiran
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3.2. Yontemler

3.2.1. In vitro Bireyler ve Doz-Siire Kombinasyonlari

25-35 yas arasindaki 8 erkek ve 8 kadindan alinan periferik kan 6rnekleri
farkli doz (10° M, 10® M ve 107 M) ve siirelerde (24 saat, 48 saat) fluoksetin ile
muamele edilmigstir (Tablo 3.1, Tablo 3.2). Rutin kromozom analizindeki metafaz
kromozomlar1 elde edilerek, her bir preparatta mitotik indeks saptanmugtir. Yine
kromozom anomalisi agisindan preparatlar incelenmigtir. Sitotoksite kontrolii i¢inde
CBMN siklig1 belirlenmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.1.Farkli fluoksetin dozlariyla periferik kan orneklerinin 24 saatlik
muamelesi yontemi

10° M’1ik, 10° M’lik, o M’lik, Kontrol Grubu

fluoksetinin 24 |fluoksetinin 24 fluoksetinin 24

saatlik saatlik saatlik

inkiibasyonu inkiibasyonu inkiibasyonu

Kiiltiiriin 48.saatinde | Kiiltiiriin 48.saatinde | Kiiltiiriin 48.saatinde | Kiiltiire fluoksetin
10 M’lik stok 10° M’ lik stok 107 M’lik stok ilavesi olmadan 72
fluoksetin fluoksetin fluoksetin saatlik inkiibasyon
soliisyonundan 0.5ml | soliisyonundan 0.5ml | soliisyonundan 0.5ml | sonrasi

4.5 ml’lik besiyerine |4.5 mI’lik besiyerine | 4.5 mI’lik besiyerine | konvansiyonel

eklendi. 72. saate
kadar 24 saat killtiire
edildi.*

eklendi. 72. saate
kadar 24 saat killtiire
edildi.*

eklendi. 72. saate
kadar 24 saat kiiltiire
edildi.*

sitogenetik analiz

seklinde ¢ahsildi.*

* Her bir doz-siire kombinasyonu igin 2’ser Kkiiltiir tiipii ¢aligild.
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Tablo 3.2. Farkli fluoksetin dozlariyla periferik kan 6rneklerinin 48 saatlik
muamelesi yontemi

10” M’k 10° M’k 107 M’ ik Kontrol Grubu
fluoksetinin, 48 fluoksetinin, 48 fluoksetinin, 48
saatlik saatlik saatlik
inkiibasyonu inkiibasyonu inkiibasyonu
Kiltiiriin 24. saatinde | Kiiltiiriin 24. saatinde | Killtiiriin 24. saatinde | Fluoksetin ilavesi
10° M’lik stok 10°M’lik stok 107 M’lik stok olmadan 72
fluoksetin fluoksetin fluoksetin saatlik
soliisyonundan 0.5 ml, | soliisyonundan 0.5 ml, | soliisyonundan 0.5 ml, | inkiibasyon
4.5 mP’lik besiyerine | 4.5 mI’lik besiyerine | 4.5 mI’lik besiyerine | sonrasi
eklendi. 72. saate eklendi. 72. saate eklendi. 72. saate konvansiyonel
kadar 48 saat killtiire | kadar 48 saat kiiltiire | kadar 48 saat killtire | sitogenetik analiz
edildi.* edildi.* edildi.* gibi gahgild.*
Tablo 3.3. Farkl fluoksetin dozlarinda CBMN hesaplama y6ntemi
10 M’lik 10° M’Iik 107 M’Iik Kontrol Grubu
Fluoksetin Fluoksetin Fluoksetin

Kiiltiiriin 24. saatinde
10°M’lik stok fluoksetin
soliisyonundan 0.5 ml,
4.5 mI’lik besiyerine
eklendi. Kiiltiiriin 44.
saatinde 15 ul Cyt B
ilave edildi. 72 saatlik
inkiibasyon sonrasi
konvansiyonel
sitogenetik analiz gibi
¢ahgildi.*

Kiltiiriin 24. saatinde
10°MIik stok fluoksetin
soliisyonundan 0.5 ml,
4.5 mI’lik besiyerine
eklendi. Kiiltiiriin 44.
saatinde 15 pl Cyt B
ilave edildi. 72 saatlik
inkiibasyon sonrasi
konvansiyonel

sitogenetik analiz gibi

caligildi.*

Killtiiriin 24. saatinde
107M’1ik stok fluoksetin
soliisyonundan 0.5 ml,
4.5 ml’lik besiyerine
eklendi. Killtiiriin 44.
saatinde 15 pl Cyt B
ilave edildi. 72 saatlik
inkiibasyon sonrasi
konvansiyonel
sitogenetik analiz gibi

cahgildi*

Fluoksetin ilavesi
olmadan 44. saatte
15 pl Cyt B ilave
edildi. 72. saatlik
inkiibasyon sonrasi
konvansiyonel
sitogenetik analiz

gibi galigildi.*

*Her bir farkli fluoksetin dozu igin 2’ser Kkiiltiir tiipii galigild1.
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3.2.1.1. In vitro Kromozom ve MI Analizi

In vitro yontemde periferik kandan kromozom analizi i¢in Moorhead ve
arkadaglarinin geligtirmis oldugu mikro kiiltiir teknigi kullanildi (75).

- Aseptik kosullarda 5-6 damla heparinize kan %2 fitohemaglutinin igeren
4,5 mI’lik besi ortamina eklendi.

- Tiipler birkag kez ters gevrilerek kanstirildi ve 37°C’lik etiive kondu.

- Inkiibasyonun 24. ve 48. saatlerinde 0.5 ml 10°M, 10°M, 10”7 M fluoksetin
stok solusyonundan ilave edilerek 72 saate kadar 37°C’lik etiivde
inkiibasyona birakildi (Tablo 3.1, Tablo 3.2).

- 72. saatin dolmasindan 45 dakika once tiiplere 0,1 ml (10pg/ml)’lik

kolsemid ilavesi yapild.

- 45 dakika daha etiivde bekleyen tiipler siire bitiminde 1300 rpm’de 8
dakika santrifiij edildi ve siipernatant atildi.

- Onceden 37°C’ye getirilmis hipotonik (0,075 M’hik KC1) soliisyonundan
vortekste karigtirlarak, tiiplere 5’er ml eklendi.

- Tipler 37°C’lik etiivde 30 dakika bekletildi.

- Etiivden ¢ikan tiiplerin iistine 3-5 damla Camoy’s fiksatifi (3:1
methanol/glacial acetic acid) ilave edilerek prefiksasyon iglemi yapildi.

- 1300 rpm’de 8 dakikalik santrifiij sonrasinda supernatant atild.
- Tiiplere vorteks iistiinde 5 ml Carnoy’s fiksatifi eklendi ve santrifiij edildi.

- Santrifiij sonrasi siipernatant atild: ve bu iglem iki kez daha tekrarlandi.
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- Supernatant atildiktan sonra pelet siispansiyon haline getirilerek 6nceden
temizlenmis lamlara 20-25 cm yiikseklikten 45° ag1 ile yayma islemi
yapildi.

- Preparatlarin bir kismima solid bantlama bir kismma ise GTG tripsin

bantlama uyguland:.
3.2.1.2. In vitro CBMN Analizi

- %2 fitohemaglutinin igeren 4,5 ml’lik besiyerine aseptik sartlarda ekim
yapildiktan sonra 37°’de inkubasyona birakildi.

- Inkiibasyonun 24. saatinde 0,5 ml stok soliisyonu olan 10° M, 10° M ve
107 M’lik fluoksetin ilavesi yapildi. 37”lik etiivde inkiibasyona devam
edildi (Tablo 3.3).

-Inkiibasyonun 44. saatinde 15 pl (3 pg/ml) Cytochalasin B eklenip
kangtinldi ve inkiibasyona devam edildi.

- 37°C’lik etiivde kalan tiipler, siire sonunda 1300 rpm’de 8 dakika santrifiij
edildi.

- Ustte olugan supernanant atild1.

- Tiiplere vorteks iizerinde 5 ml 0,075 M’lik KC1 soliisyonundan eklendi ve
30 dakika 37°C’lik etiivde bekletildi.

- Etiivden ¢ikan tiiplere 3-5 damla taze hazirlannms fiksatiften damlatildi ve
santrifiij edildi.

- Santrifiij sonrasi Carnoy’s fiksatifiyle yikama islemi 2 kez daha tekrar
edildi.

- Tiipler bir gece buzdolabinda bekledikten sonra onceden temizlenmis

lamlara yayma islemi yapildi (13).
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3.2.2. In vivo Deney Gruplarn ve Doz Miktarlan

Calismada 64 adet 3 aylhik 225-250 gram agirliginda Spraque dawley erkek
sigan kullanildi. Siganlar her grupta 8 adet olacak sekilde 8 gruba aynldi. Farkli

dozlardaki fluoksetin, siganlarin agirhiklarina gére intraperitonal olarak 21 giin boyunca
verildi (Tablo 3.4, Tablo 3.5).

Tablo 3.4. Farkli dozlardaki fluoksetin enjeksiyonu sonrasinda sigan metefaz
kromozomlari hazirlama y6ntemi

5 mg/kg’Tik fluoksetin
stok soliisyonundan
siganin agirhigina gore
0.2-0.5 ml i.p. olarak
enjeksiyon yapildi.
Kesimden 2 saat dnce

4 mg/kg kolsemid i.p.
enjeksiyonu yapilmustir.
Kesim sonrasinda alinan
kemik ilikleri besiyerine
ekilmeden hemen

calisildi.*

7.5 mg/kg’lik fluoksetin
stok soliisyonundan
siganin agirhgina gore
0.2-0.5 ml i.p. olarak
enjeksiyon yapildi.
Kesimden 2 saat 6nce

4 mg/kg kolsemid i.p.
enjeksiyonu yapilmigtir.
Kesim sonrasinda alinan
kemik ilikleri besiyerine
ekilmeden hemen

gahgild.*

10 mg/kg’lik fluoksetin
stok soliisyonundan
siganin agirh@ina gore
0.2-0.5 ml i.p. olarak
enjeksiyon yapildi.
Kesimden 2 saat 6nce

4 mg/kg kolsemid i.p.
enjeksiyonu yapilmigtir.
Kesim sonrasinda alinan
kemik ilikleri besiyerine
ekilmeden hemen
cahgildi*

1.Grup 2.Grup 3.Grup Kontrol
(Smg/kg’lik (7.5mg/kg’hik (10mg/kg’ ik

Fluoksetin ) Fluoksetin) Fluoksetin)

21 giin, boyunca 21 giin, boyunca 21 giin, boyunca 21 giin distile su i.p.

olarak siganlara
enjeksiyon yapildi.
Kesimden 2 saat 6nce
kolsemid
enjeksiyonu yapildi.
Kesim sonrasinda
alinan kemik ilikleri
besiyerine ekilmeden

hemen ¢aligildi.*

*Her gruptaki hayvana ait 2’ser kiiltiir tiipii gahigildi.
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Tablo 3.5. Farkli dozlardaki fluoksetin enjeksiyonu sonrasinda CBMN analizi yéntemi

4.Grup 5.Grup 6.Grup Kontrol

(5 mg/kg’lik (7.5 mg/kg’lik (10 mg/kg’hk

Fluoksetin) Fluoksetin) Fluoksetin)

21 giin, boyunca 21 giin, boyunca 21 giin, boyunca 21 giin distile su i.p.
5 mg/kg lik fluoksetin 7.5 mg/kg lik fluoksetin | 10 mg/kg lik fluoksetin | olarak enjeksiyon
stok soliisyonundan stok soliisyonundan stok soliisyonundan yapildi. Kesim

sigan agirhigna gore 0.2-
0.5 ml i.p. olarak
enjeksiyon yapildi.
Kesim sonrasinda alinan
kemik ilikleri 72 saat
boyunca kiiltiire edildi.
Kiiltiiriin 44. saatinde
15ul cyt B ilavesi
yapildi ve rutin
sitogenetik analiz
seklinde galigildi.*

sigan agirhigna gore 0.2-
0.5 ml i.p. olarak
enjeksiyon yapildi.
Kesim sonrasinda alinan
kemik ilikleri 72 saat
boyunca kiiltiire edildi.
Kiiltiiriin 44. saatinde
15pl cyt B ilavesi
yapildi ve rutin
sitogenetik analiz
seklinde ¢ahigildi.*

sigan agirhgmna gore 0.2-
0.5 ml i.p. olarak
enjeksiyon yapildi.
Kesim sonrasinda alinan
kemik ilikleri 72 saat
boyunca kiiltiire edildi.
Kiiltiiriin 44. saatinde
15p1 cyt B ilavesi
yapildi ve rutin
sitogenetik analiz
seklinde gahigildi.*

sonrasinda alinan kemik
ilikleri 72 saat boyunca
kiltiire edildi. Kultiiriin
44 saatinde 15pl cyt B
ilavesi yapildi ve rutin
sitogenetik analiz
seklinde galigildi.*

*Her gruptaki hayvana ait 2’ser kiiltiir tiipii galigildi.

3.2.2.1. In vivo Kromozom ve MI Analizi

Sigan kemik iligi hiicrelerinden metefaz kromozom preparati hazirland.

Levan ve arkadaglarimin hazirladifi sigan kromozom haritasi baz alinarak sayisal ve

yapisal kromozom anomalileri degerlendirildi (17, 60).

- Siganlara, eter anestezi altinda kesmeden 2 saat once 4 mg/kg kolsemid

enjeksiyonu yapildi.

- Kemik iligi almak igin siganlarin tibia ve pelvisi kesilerek femur kemikleri
¢ikarildi ve proksimal ucu ilik kanah goriilebilecek sekilde kesildi.

- 3 ml transport medyum bulunan enjektdre alnabilen tim kemik iligi

gekildi.
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- Transport medyumlu kemik iligi santrifiij tiiptine aktarildi ve 1300 rpm’de
8 dakika santrifiij edildi.

- Santrifiij sonrasi siipernatant bir pastor pipeti yardimiyla atildi.

- Tiipte kalan hiicre peletinin iistiine 5 ml. 0,075 M KC1 yavag ayarh vorteks
{izerinde damla damla ilave edildi ve 30 dakika 37°C’lik etiivde bekletildi.

- Siire sonunda taze hazirlanmig Cornay’s Fiksatifinden tiiplere 3-5 damla
damlatild: ve 1300 rpm’de 8 dakika santrifiij edildi.

- Santrifiij sonras: siipernanant atild1 ve hiicre peleti {izerine 5 ml Cornay’s
Fiksatifi vorteks iizerinde ilave edildi.

- Tekrar tiipler 1300 rpm’de 8 dakika santrifiij edildi.
- Fiksatifle yikama iglemi 2 kez daha tekrarlandi.

- En son olarak santrifiij edilmis ve siipernatant: alinmig hiicre peleti pipetaj
isleminden sonra temizlenmis lamlara 20-25 cm yiikseklikten 45“lik
agtyla yayma iglemi yapild.

3.2.2.2. In vivo CBMN Analizi

Sigan kemik iligi hiicrelerinde CBMN hesaplamalarinda, Fenech kriterleri
kullanildi (13, 28, 29, 30, 31, 32).

- Siganlardan eter anestezi altinda alinan kemik iligi, 3 ml’lik transport
medyuma gekildi ve santrifiij tiipline bogaltildi. 1300 rpm’de 8 dakika
santrifiij edildi.

- Santrifiij sonrasi siipernatant atildi. 5-6 damla kemik iligi 5 ml’lik
fitohemaglutinsiz besiyerine ekildi.

- Ekim tiipleri 37°C’de inkiibasyona birakild.
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- Ekim anindan 44 saat sonra 15 pl (3 pg/ml) Cyt-B ilave edildi.
- Tekrar 37°C’de inkiibasyona devam edildi.

- Siire sonunda tiipler 1300 rpm’de 8 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras:
supernatant atildi ve kalan hiicre peletinin iistiine 5 ml’ye kadar 0,075
M’lik KC1 soliisyonundan konuldu.

- Tiipler 37°C’lik etiivde yarim saat bekletildi.

- Siire sonunda tiiplere 3-5 damla taze hazirlanmig Cornay’s Fiksatifinden

vorteks iizerinde karigtinlarak damlatildi.
- Tiipler 1300 rpm’de 8 dakika santrifiij edildi.

- Santrifiij sonrasi supernatant atildi ve hiicreler iki kez daha Cornay’s

Fiksatifiyle muamele edildi.

- En son olarak supernatant atilmis tiipiin dibinde kalan hiicre peletine
pipetaj islemi yapildi ve onceden temizlenmis lamlara yayma islemi

yapildi.
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3.2.3. Preperatlarin Boyanmasi
3.2.3.1. GTG-Tripsin Bantlama

Bu boyama ydntemi uygulanmadan &nce preparatlar 2 giin 37°C’lik etiivde
bekletilerek yaslandirildi.

- Yaslandirilmig preparatlar bir gece Oncesinden 2xSSC soliisyonunda
bekletildi.

- Daha sonra sirasi ile %0,9 NaCl soliisyonunda 10 dakika, %70’lik alkolde
2 dakika, %96’ ik alkolde 2 dakika ve %100’liik alkolde 2 dakika tutuldu.

- Oda 1sisinda kuruyan preparatlar 15°C’lik tripsin soliisyonunda 60-95

saniye arasinda bekletildi.

- Bu islemi takiben %0,9 NaCl soliisyonunda 1 dakika, Giemsa
sollisyonunda 4 dakika ve buffer soliisyonu bulunan iki salede birer dakika
tutuldu.

- Boyanmis olan preparatlar oda 1sisinda kurutularak ksilolden gegirilip

entellan ile kapatildi.
- Boyasi yapilip kapatilan preperatlar incelenmek izere mikroskoba alindi.
3.2.3.2. Solid Bantlama

Direkt boyama ya da solid bantlama 1970°li yillara kadar rutin olarak
kullanilan bir yontemdir. Bu tip boyama ile kromozomlarin biiyiik bir kismim
tanimlamak miimkiin degildir. Giiniimiizde, kromozom kirik noktalarin1 saptamada,
kromozomlari saymada ya da mikronukleus analizlerinde kullanilmaktadir (81).

- Preparatlar %5°lik Giemsa soliisyonunda 3-5 dakika tutuldu.

- Distile sudan gegirildi ve kurumaya birakildi.
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3.2.4. Mikroskopta inceleme, Goriintilleme Asamasi_ve Kullanilan
istatistiksel Yontemler

In vitro olarak, preparatlan degerlendirilebilecek tesadiifi 30 bolge segildi.
Doz-siire kombinasyonlarina ait kiiltiirlerden MI i¢in 1000 hiicre, kromozom
diizensizligi i¢in 200 adet metafaz plag: sayisal ve yapisal agidan incelendi. CBMN
sikligini bulabilmek igin de 1000 BN hiicredeki MN’ler olympus-BX mikroskobunda

degerlendirildi.

In vivo olarak ise preparatlart degerlendirirken her hayvana ait MI degeri
i¢in 1000 hiicre, kromozom diizensizligi i¢in 200 metafaz hiicresi, CBMN sikli1 iginse
1000 BN hiicredeki MN sayildi.

Preperatlardaki goriintiiler, insight color Olympus CH-40 CCD kamera
araciliiyla alindi.

Elde edilen degerlerin sikhigmn anlamh olup olmadigim belirleyebilmek
igin SPSS70 paket programinda t test, tek yonlii ANOVA, Wilcoxon Signed Rank,
Mann Whitney testleri gibi istatistiksel testler kullanild.

3.2.5. Kullanmilan Stok Soliisyonlar

- 10™° M Fluoksetin Stok Soliisyonu
Fluoksetin 17.3 mg
Distile su Sml
- 10" M Fluoksetin Stok Soliisyonu
10" M Fluoksetin Stok Soliisyonu 1 ml
Distile su 9 ml
- 10" M Fluoksetin Stok Soliisyonu
10 M Fluoksetin Stok Soliisyonu 1 ml

Distile su 9 ml
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- Cyt-B Stok Soliisyonu
Cyt-B
DMSO

- Smg/kg Fluoksetin Stok Solusyonu

Fluoksetin

Distile su

- 7.5mg/kg Fluoksetin Stok Solusyonu

Fluoksetin

Distile su

- 10 mg/kg Fluoksetin Stok Solusyonu

Fluoksetin

Distile su

- Tespit Soliisyonu (Cornay’s Fiksatifi)

Glacial asetic acid

Methanol

- Hipotonik (0,075 M KC1) soliisyonu

KC1
Distile su
- 2xSSC soliisyonu

Sodyum Kloriir (NaCl)

Tri Sodyum Sitrat (C¢HsNa;05, 2H,0)

Distile su
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- Buffer soliisyonlari (PH = 6.8)
A soliisyonu
B soltisyonu

- A soliisyonu
Potasyum fosfat (KH,POy)

Distile su

B soliisyonu
Sodyum Fosfat (Na,HPOy4, 2H,0)

Distile su

Trypsin soliisyonu
Trypsin

Distile su
- Giemsa soliisyonu
Giemsa

Buffer (PH = 6.8)

Solid Bantlama soliisyonu
Giemsa

Distile su

- Transport Medyum
Besiyeri

Penisilin

Heparin
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50, 8 ml

492 ml

4539¢

500 ml

5.938 g
500 ml

3,5ml

80 ml

15 ml
60 ml

S ml

95 ml

100 ml
1 ml

1 ml



4. BULGULAR

Bu ¢aligma da in vitro olarak 25-35 yas arasindaki 8 erkek ve 8 kadin
bireyden alinan periferik kan drnekleri ve in vivo olarak da 3 aylik 225-250 gramhk
Spraque dawley erkek sigan kemik iligi hiicreleri kullanilmistir. Bu yiizden ¢alismanin

bulgulari in vivo ve in vitro olmak {izere iki kisimda incelenecektir.

4.1.Fluoksetinin in vitrodaki Mitotik indeks ve CBMN Hesaplamalan

Farkhi dozlardaki fluoksetinin (10°M, 10°M, 107M) periferik kan
ornekleriyle 24 ve 48 saatlik muamelesi sonrasinda 1000 hiicrede MI, 200 metafaz
hiicresinde ise sayisal ve yapisal kromozom anomalisi agisindan degerlendirilmigtir.
Yine farkli dozlardaki fluoksetinin periferik kan ornekleriyle muamelesi sonucunda

1000 BN hiicredeki mikronukleuslar sayilmigtir.

4.1.1. Fluoksetinin Mitotik indeks Hesaplamalar

Farkh dozlardaki fluoksetinin (10°M, 10 M, 10”7 M) periferik kanda 24
saatlik ve 48 saatlik muamelesi sonucundaki mitotik indeks degerleri belirlenmistir. Her
1000 hiicreden mitoza giren hiicre sayilmak suretiyle mitotik indeks siklig

belirlenmistir (Tablo 4.1, Resim 4.1, Resim 4.2).

Toplam 16 kisinin periferik kanlarinda, 10° M’lik fluoksetinin 24 ve 48
saatlik muamelesi sonucunda hiicrelerin ¢ok azaldigi ve mitoza giren hi¢ hiicrenin
olmadigi goriilmiistiir. Fluoksetinin diger doz-siire kombinasyonlarindaki % MI

degerleri de belirlenmistir.
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Tablo 4.1. Erkek ve kadin bireylerdeki fluoksetinin farkli doz-siire
kombinasyonlarindaki % MI

Gruplar Mi Erkek | Kadin | Toplam | Ortalama % MI
(n=8) | (n=8) | (n=16)
Mitoza Giren | 353 [ 282 635
Kontrol Hucre 3.968+0.353
% MI 4412 | 3525 | 3.968
Mitoza Giren 308 264 572
107 M, 24 s Hicre 3.575+0.439
% MI 3.850 | 3.300 | 3.575
Mitoza Giren 235 248 483
10-7 M. 48 Hiicre
i %Ml | 2.937 | 3.100 | 3.187 | 3-187+0.259
Mitoza Giren | 256 | 207 463
10°M, 24 s Hucre 2.893+0.489
% MI 3.200 | 2.587 | 2.893
Mitoza Giren | 191 162 353
10°M, 48 s Hucre 2.200+0.383
% MI 2350 [ 2.025 | 2.200
Mitoza Giren 0 0 0
10°M, 24 s Hcre 0
% MI 0 0 0
Mitoza Giren 0 0 0
10° M, 48 s Hucre 0
% MI 0 0 0
-
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e
L . N
L
k4
® “ .
@ A
*; i AL
x £
3 ¢ @
* ° 3
3

Resim 4.1. 10’]uk biiyiitmedeki mitoz goriintiisii
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Calismamizin in vitrodaki kisminda, erkeklerdeki fluoksetinin farkli doz ve
stirelerindeki % MI degerleri gruplar arasinda t test ile yapilan karsilastirmada anlaml

bulunmugtur (p<0.001***) (Tablo 4.2).

Erkek bireylerde 107 M ve 10" M’lik fluoksetinin periferik kanla 24 saatlik
muamelesi sonucunda % MI degerleri kontrol grubuyla kargilagtirildiginda aradaki fark

anlamli bulunmamgtir (p>0.05™).

Tablo 4.2. Erkek bireylerdeki gruplarin % MI agisindan
Kargilastirilmasi (n=8)

Kargilagtirlan
Gruplar p

Kontrol 10 M, 24s 0.001***

Kontrol 10° M, 24s 0.080™

Kontrol 107 M, 24s 0.262"™

Kontrol 10 M, 48s 0.001%**

Kontrol 10° M, 48s 0.007**

Kontrol 107 M, 48s 0.013*
10° M, 24s 10°M, 24s 0.005**
10° M, 24s 10"M, 24s 0.002%*
10°M, 24s 107M, 24s 0.266™
10° M, 48s 10°M, 48s 0.002%**
10 M, 48s 107 M, 48s 0.010%*
10° M, 48s 107 M, 48s 0.300™

**¥: p<0.001, **: p<0.01, * : p<0.05, ns: p>0.05
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Kadinlarda 107 M’lik fluoksetin inkiibasyon siiresine bagli olmaksizin
periferik kanla muamelesi sonucunda elde edilen %MI degerleri ile kontrol grubu

arasindaki fark t test ile anlamli bulunmamustir (p>0.05" ) (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Kadinlarda gruplarin %MI agisindan kargilagtirlimasi (n=8)

Karsilagtirilan Gruplar p
Kontrol 10° M, 24s 0.001%**
Kontrol 10° M, 24s 0.145™
Kontrol 107 M, 24s 0.456™
Kontrol 10 M, 48s 0.001+**
Kontrol 10° M, 48s 0.014*
Kontrol 107 M, 48s 0.319™

10° M, 24s 10° M, 24s 0.004*
10° M, 24s 107 M, 24s 0.001***
10° M, 24s 107 M, 24s 0.113™
10 M, 48s 10° M, 48s 0.013*
10 M, 48s 107 M, 48s 0.001%**
10° M, 48s 107 M, 48s 0.048*

*A% 2 p<0.001, **: p<0.01,# : p<0.05, ns: p>0.05
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8 erkek ve 8 kadin ayri ayn incelendiginde fluoksetinin farkli doz ve

siirelerindeki mitotik indeks degerleri kargilagtinlmistir (Tablo 4.4, Grafik 4.1).

Tablo 4.4. In vitrodaki erkek ve kadin bireylerin %MI agisindan

kargilastirilmasi

Gruplar Erkek (n=8) Kadin (n=8) p

Kontrol 4.41240.601 3.525+0.341 0.220™
107 M, 24 s 3.850+0.817 3.300+0.372 0.550™
107 M, 48 s 2.937+0.305 3.100+0.440 0.766™
10°M, 24 s 3.200+0.793 2.58740.606 0.550™
10°M, 48 s 2.350+0.494 2.025+0.614 0.687™
10° M, 24 s 0 0 1.000™
10° M, 48 s 0 0 1.000™

*kE : p<0.001, **: p<0.01, * : p<0.05, ns: p>0.05

]
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10-7 M 24s
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10 -6 M 48s
10-5M 24s

Grafik 4.1. Erkek ve kadin bireylerin %MI agisindan karsilastirilmasi
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Mitotik indeks agisindan kadin ve erkek bireylerin doz-siire kombinasyonlar
t-testi ile kargilagtimlmis ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir
(p>0.05") (Tablo 4.4).

16 kisinin farkli doz-siire kombinasyonlarindan elde edilen mitotik indeks
degerleri arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak yapilan t-test ile de anlamli
bulunmugtur (p<0.001***) (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Gruplarin % MI agisindan kargilagtirilmasi (n=16)

Karsilastirilan
Gruplar p

Kontrol 10° M, 24s 0.001%**

Kontrol 10° M, 24s 0.017*

Kontrol 107 M, 24s 0.159™

Kontrol 10 M, 48s 0.001%**

Kontrol 10° M, 48s 0.001***

Kontrol 107 M, 48s 0.009%*
10° M, 24s 10°M, 24s 0.001%**
10 M, 24s 107 M, 24s 0.001%**
10° M, 24s 107 M, 24s 0.052"
10° M, 48s 10°M, 48s 0.001%**
10 M, 48s 107 M, 48s 0.001%**
10° M, 48s 107 M, 48s 0.027*

**% 2 p<0.001, **: p<0.01, * : p<0.05, ns: p>0.05
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4.1.2. Fluoksetinin In vitro Olarak Sayisal ve Yapisal Kromozom
Anomalisi Acisindan incelenmesi
In vitro analizlerimizdeki 8 erkek ve 8 kadindan alinan periferik kan
ornekleri  fluoksetinin farkli doz ve siire kombinasyonlarindaki 200 metafaz
kromozomunda sayisal ve yapisal kromozom anomalisi agisindan degerlendirilmistir.

Yapisal kromozom anomalisi agisindan toplam 16 kisinin 2’ sinde
tekrarlamayan kromatid tipi 4 adet kinga rastlanmugtir. Kiriklar 10°M lik fluoksetinin
periferik kanla 24 ve 48 saatlik muamelesi sonucunda goriilmiistir (Resim 4.3 ve
Resim 4.4). Bunun diginda fluoksetinin diger doz-siire kombinasyonlarinda herhangi bir
yapisal kromozom anomalisine rastlanmamugtir.

Resim 4.3. 10° M’lik fluoksetinin periferik kan drnegiyle 24 saatlik
muamelesi sonucunda olugan kromatid tipi kirik
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Resim 4.4. 10°M fluoksetinin periferik kan drnegiyle 48 saatlik
muamelesi sonucunda olusan kromatid tipi kirtk

Erkek ve kadin bireylerin periferik kanlarindaki fluoksetinin farkli doz ve
siirelerindeki andploidi oranlart karsilagtirilmig ve kadin bireylerdeki artan anoploidi
oranlari Mann Whitney testi ile anlamli bulunmamstir (p>0.05") (Tablo 4.6, Grafik

42).
Tablo 4.6. Erkek ve kadin bireylerde fluoksetinin farkli doz ve siirelerindeki
% andploidi oranlar

Gruplar Erkek (n=8) Kadin (n=8) P
Kontrol 0 0 1.000™
10M24s | 1.000£0.327 1.250+0.366 0.660™

‘ 10"M.48s 1.500+0.423 1.750+0.250 0.660™

‘ 10°M,24s 2.000+0.423 2.250+0.164 0.545"
10°M,48s 2.500+0567 2.750+0.164 0.651™
10°M,24s 0 0 1.000™
10°M,48s 0 0 1.000°

|
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Grafik 4.2. Erkek ve kadin bireylerin % andploidi agisin,

kargilastinlmasi

Farkli doz ve siirelerdeki andploidi oranlan kargilastinlmig ve bu farklilik

istatistiksel agidan anlamli bulunmugtur (p<0.001***). Andploidik agidan kontrol
grubuyla 10"M ve 10°M *Iik fluoksetinin 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlari arasindaki
fark anlamli bulunmustur ( p<0.001****) (Tablo 4.7, Tablo 4.8, Resim 4.5).

Tablo 4.7. Fluoksetinin farkl doz ve siirelerindeki
andploidi oranlan (n=16)

Gruplar % Andploidi

Kontrol 0
107M,24s 1.125+0.239
107M,48s 1.625+0.239
10°M,24 s 2.125+0.221
10°M,48 s 2.625+0.287
10°M,24 s 0
10°M,48 s 0
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Tablo 4.8. Gruplarin andploidi agisindan kargilagtirilmasi (n=16)

Kargilagtirilan Gruplar P
Kontrol 10°M, 24s o
Kontrol 10° M, 48s o™
Kontrol 10° M, 24s 0.001***
Kontrol 10° M, 48s 0.001%**
Kontrol 107 M, 24s 0.003**
Kontrol 107 M, 48s 0.001***

10° M, 24s 107 M, 48s 1.000™
10° M, 24s 10° M, 24s 0.001***
10° M, 24s 10° M, 48s 0.001***
10° M, 24s 107 M, 24s 0.003%**
10° M, 24s 107 M, 48s 0.001***
10° M, 24s 10° M, 48s 0.224™
10° M, 24s 107 M, 24s 0.005%*
10° M, 24s 107 M, 48s 0.07=
107 M, 24s 107 M, 48s 0.156™
10° M, 48s 10° M, 24s 0.001***
10° M, 48s 10° M, 48s 0.001***
10° M, 48s 107 M, 24s 0.003**
10° M, 48s 107 M, 48s 0.001***
10° M, 48s 107 M, 24s 0.002%*
10° M, 48s 107 M, 48s 0.006**

*¥% : p<0.001, **: p<0.01, * : p<0.05, ns: p>0.05

Resim 4.5. 10™ M fluoksetinin periferik kan 6rnegiyle 48 saatlik
muamelesi sonucundaki andploidik metafaz kromozomlar

53



4.1.3. Farkh 0| CBMN Hesaj

8 erkek ve 8 kadindan alinan periferik kanlardaki 10° M, 10° M ve
107 M’lik fluoksetin ile muamele sonucunda 1000 BN’daki MN’lar sayilmak suretiyle
CBMN sayilari belirlenmigtir (Resim 4.6, Resim 4.7, Resim 4.8, Resim 4.9 ).

Resim 4.6. 10’luk biiyiitmedeki BN hiicreler
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Resim 4.7. 100’liik biiyiitmedeki BN hiicreler

Resim 4.8. BN"daki 1’li MN

S5



Resim 4.9. BN’daki 2’li MN

8 kadindaki fluoksetinin farkh dozlarindaki CBMN dagilimlar: belirlenmistir
(Tablo 4.9, Grafik 4.3).

Tablo 4.9. Kadin bireylerde fluoksetinin farkli dozlarindaki

CBMN sayilart (n=8)

Gruplar | 1°li | 2°1i | 3°lii | Toplam | Ortalama %
MN [ MN | MN | CBMN CBMN CBMN
Kontrol 2 OF 110 2 0.250+0.163 | 0.025
10"M 6 0 3 9 1.125+0.475 | 0.112
10°M 151,70 4 19 2.375+0.705 | 0.237
10°M oflo]o 0 0 0
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Grafik 4.3. Kadin bireylerdeki farkli fluoksetin dozlarindaki CBMN
degerlerinin kargilagtirimasi

8 erkekteki fluoksetinin farkli dozlarindaki CBMN dagilimi belirlenmistir
(Tablo 4.10, Grafik 4.4).

Tablo 4.10. Erkek bireylerde fluoksetinin farkli dozlarindaki
CBMN sayilart (n=8)

Gruplar |1’li |2’li |3’ld | Toplam | Ortalama %
MN |MN |MN CBMN CBMN CBMN

Kontrol | 1 0 0 1 0.125+0.001 |  0.012
10'M | 3 4 0 7 0.875+0.616 |  0.087
10°M [ 10 | 6 3 19 [2375x1252| 0.237
100°M | 0 0 0 0 0 0

S7
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Grafik 4.4. Erkek bireylerdeki farkl fluoksetin dozlarindaki CBMN
degerlerinin karsilastirilmas:

Erkek ve kadin bireylerin periferik kanlarimin 10° M, 10°M, 107 M’lik
fluoksetin muamelesi sonucunda olugan CBMN degerleri belirlenmigti. CBMN
degerlerinin kadin bireylerde artis gdstermesine ragmen bu fark Mann Whitney
testi ile anlamli bulunmamustir (p<0.05™) (Tablo 4.11, Grafik 4.5).

Tablo 4.11. Erkek ve kadin bireylerin CBMN agisindan karsilastiriimas:

Gruplar Erkek (n=8) Kadin (n=8) p
Kontrol 0.125+0,125 0.250+0.163 1.000™
10" M 0.875+0.616 1.12540.475 0.561™
10°M 2.375+1.252 2.375+0.705 0.505™
10°M 0 0 1.000™
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Grafik 4.5. Erkek ve kadin bireylerin farkl fluoksetin dozlarindaki
CBMN degerlerinin karsilagtiriimasi

Farkli fluoksetin konsantrasyonlarinda olugan CBMN tiplerinin dagilimi
belirlenmistir (Tablo 4.12 ve Grafik 4.4). Gruplar arasindaki farkliik Wilcoxon
Signed test ile anlamli bulunmustur (p<0.01*¥*). Kontrol grubu ve 10°M’lik
fluoksetinin periferik kan muamelesinde olusan MN ‘lar karsilasgtinldiginda fark
istatistiksel agidan anlamli bulunmamigtir (p>0.05") (Tablo 4.13).

Tablo 4.12. Flu?lésetinin farkli konsantrasyonlarindaki CBMN tipleri
(n=16)

Gruplar 1°1i | 2°1i | 3°lii | Toplam |  Ortalama %
MN [ MN |MN [ CBMN CBMN CBMN
Kontrol 3 0 3 0.187+0.010 | 0.018

10" M 0 IS E 16 | 1.000+0.341 [ 0.100
10°M 26| 61| 6 38 | 2.375+0.694 | 0.237
10°M o I 0 0 0
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Grafik 4.6. In vitrodaki fluoksetinin farkli dozlarinda olugan
CBMN degerleri

Tablo 4.13. Gruplarin CBMN agisindan karsilastirilmasi (n=16)

Kargilagtirilan
Gruplar p
Kontrol 10° M 0.250™
Kontrol 10°M 0.002%*
Kontrol 10" M 0.016%*
10°M 10°M 0.002%*
10°M 10" M 0.008**
10°M 10"M 0.016%*

*¥ . p<0.001, **: p<0.01, * : p<0.05, ns: p>0.05
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4.2. Fluoksetinin In vivodaki Mitotik Aktivite ve CBMN Sayilar

In vivo ¢alismada 3 aylik Spraque dawley 64 adet erkek sigana farkli
dozlardaki (5 mg/kg, 7.5 mg/kg, 10 mg/kg’lik) fluoksetinle 21 giin boyunca enjeksiyon
yapilmigtir. Daha sonra siganlarin kemik iligi hiicrelerinde mitotik indeks, sayisal ve
yapisal kromozom anomalisi ve CBMN degerleri belirlenmistir.

4.2.1. Fluoksetinin MI Degerleri

1.grup (5 mg/kg), 2.grup (7.5 mg/kg), 3.grup (10 mg/kg) ve kontrol gruplari
mitotik aktivite agisindan degerlendirilmistir (Resim 4.10).

Resim 4.10. 100°liik biiyiitmedeki si¢an metafaz kromozomlari
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1.grupla kontrol grubu arasinda ve 1.grupla 2. grup arasindaki fark anlaml
bulunmamigtir (p>0.05"). Kontrola gore 2. grup ve 3. grup arasindaki fark Anova testi
ile anlamli bulunmustur (p<0.001***) (Tablo 4.14, Tablo 4.15, Grafik 4.7).

Tablo 4.14. In vivodaki fluoksetinin farkli dozlarindaki %MI degerleri

Grup n Mitoza Giren Hiicre | Ortalama MI % M1
Kontrol 8 428 53.500 5.350
1 8 318 39.750 3.975
2 8 198 24.750 2.475
3 8 0 0 0
- =
i
6
ol
54"
X3
2 ‘\ + i
1
0 T . -
Kontrol 1.Grup 2.Grup 3.Grup
Gruplar

Grafik 4.7. In vivodaki farkli fluoksetin dozlarindaki % MI
degerlerinin karsilagtiriimasi
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Tablo 4.15. Gruplarin % MI agisindan kargilagtirilmasi

Karsilastirilan Gruplar p
Kontrol 1.Grup 0.209™
Kontrol 2.Grup 000 1#**
Kontrol 3.Grup Di00TH**
1.Grup 2.Grup 0.150™
1.Grup 3.Grup 0.001***
2.Grup 3.Grup 0.006**

*EE p<0.001, **: p<0.01, * : p<0.05, ns: p>0.05

4.2.2 Fluoksetinin In vivodaki Sayisal ve Yapisal Kromozom Anomalisi

Acisindan incelenmesi

In vivoda sayisal ve yapisal kromozom anomalisini belirleyebilmek igin her
hayvana ait 200 metafaz kromozomu incelenirken 2. grupta (7.5mg/kg fluoksetin) 8

sigandan 1’inde tekrarlamayan 2 adet kromatid tipi kirga rastlanmistir (Resim 4.11).

Resim 4.11. 2. gruba (7.5mg/kg Fluoksetin) ait kromatid tipi king
olan sigan metafaz kromozomlari
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Fakat diger metafaz kromozomlarinda bu anomali tekrar etmedigi igin bu
bulgu anlamli kabul edilmemistir. Sayisal kromozom anomalisi agisindan metafaz
kromozomlari incelendiginde gruplar arasinda andploidi oranlarinin farklihig ortaya

konmustur (Table 4.16 ve Grafik 4.8).

Her hayvana ait 200 metafaz hiicresinde kromozomlarda artan fluosetin
dozuna karsilik kromozomal andploidi tipindeki sayisal diizensizlikler tek yon Anova

testi ile de dogrulanmustir.

Tablo 4.16. In vivoda farkli dozlardaki fluoksetinin andploidi

oranlari
Gruplar % Anoploidi
Kontrol 3.750+0.365
1.Grup 6.250+1.030
2.Grup 11.250+1.359
3.Grup 0
\
| 14
f 12 1
| o 104 }
=
L2 8-
3
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4 |
] |
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| Kontrol 1.Grup 2.Grup 3.Grup

Gruplar |

Grafik 4.8. In vivoda farkli dozlardaki fluoksetin gruplarindaki
andploidi oranlari



Tablo 4.17.Andploidi agisindan gruplarin kargilastiriimasi

Gruplar p
Kontrol 1.Grup 0.203™
Kontrol 2.Grup 0.001%**
Kontrol 3.Grup 0.025%%
1.Grup 2.Grup 0.002**
1.Grup 3.Grup (001 %%
2.Grup 3.Grup 0.001***

**% 2 p<0.001, **: p<0.01, * : p<0.05, ns: p>0.05

4.2.3. Farkh Dozlardaki Fluoksetinin CBMN Sayilan

4.grup (5 mg/kg), 5.grup (7.5 mg/kg), 6.grup (10 mg/kg) ve kontrol
grubuna ait CBMN degerleri belirlenmistir (Tablo 4.18, Grafik 4.9, Resim 4.12,
Resim 4.13, Resim 4.14). Sitotoksisite kontrolii i¢in CBMN tiplerinde MN’larla
beraber NPB (Nuklear Plazmik Bridge) kopriilerde sayilmigtir.

Tablo 4.18. In vivodaki farkli dozlardaki CBMN tipleri

Gruplar |n CBMN Tipleri Toplam Ortalama | CBMN
I’li |2’ |3’li |1I’li MN |1’liMN CBMN %
MN |MN [MN [1k&prii |2 kopri
Kontrol |8 3 [ 0 0 8 2 13 1.625 0.162
4 8] 24 [ 10 | 40 12 11 97 12125 1.212
3 8] 25 | 117 41 13 12 102 12.750 1.275
6 8| 30 | 14| 53 16 16 129 16.125 1.612
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Grafik 4.9. In vivodaki farkh fluoksetin dozlarindaki CBMN dagilimi

Resim 4.12. Hiicreler ayrilirken MN olusumu




Resim 4.13. BN hiicredeki 1°li koprii

Resim 4.14. BN hiicredeki 1°1i MN ve képrii olusumu



In vivo olarak 4.grup, S.grup, 6.grup ve kontrol grubunu CBMN degerleri
acisindan kargilagtirdigimizda, 4.grubun CBMN degerleri S.gruba gore daha diisiik

oldugu halde tek yénlii Anova testine gore fark anlamli bulunmamustir (p>0.05").

4.grupla 6.grup karsilastinldifinda ise artan CBMN degerleri de istatistiksel

olarak anlamli bulunmamistir (p>0.05™).

4.grupla kontrol grubu karsilastirildiginda, CBMN degerlerinin 4.grupta
kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugu bulundu. Bu bulgu istatistiksel olarak da
anlamlidir (p<0.01**). S.grup ve 6.grupla kontrol grubu CBMN degerleri agisindan
karsilastinldifinda Anova testine gore aradaki fark anlamli bulunmustur (p<0.01**)
(Tablo 4.19).

Tablo 4.19. Farkli fluoksetin dozlarindaki CBMN degerlerinin
gruplar arasinda kargilagtirilmast

Gruplar p
Kontrol 4.Grup 0.010%*
Kontrol 5.Grup 0.010%*
Kontrol 6.Grup 0.001**
4.Grup 5.Grup 0.997™
4.Grup 6.Grup 0.621™
5.Grup 6.Grup 0.735"

*¥k 2 p<0.001, **: p<0.01, * : p<0.05, ns: p>0.05

CBMN degerleri i¢in 1000 BN hiicreleri sayilirken apoptotik hiicreler
goriinmiis ve 4., 5. ve 6. grupta 1000 hiicredeki apoptotik hiicreler belirlenmistir (Resim
4.15).

Fluoksetinin artan dozundaki apoptotik hiicre artisi ve gruplar arasi
kargilastinlmalar yapilmistir ~ (Tablo 4.20, Grafik 4.10). Gruplar arasi farklilik
istatistiksel olarak anlamh bulunmustur (p<0.001***) (Tablo 4.21).
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Resim 4.15. 100°liik biiytitmedeki fluoksetinin yiiksek dozundaki (10 mg/kg’lik

fluoksetin) apoptotik hiicreler

Tablo 4.20. Fluoksetinin farkl dozlarindaki apoptotik hiicreler

Grup n | Apoptotik | Ortalama Apoptotik | % Apoptotik
Hiicre Hiicre hiicre
Kontrol | 8 40 5.000+1.880 0.500
4 8 110 13.750+1.830 1:375
5 8 260 32.500+3.660 3.250
6 8 500 62.500+3.660 6.250
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Grafik 4.10. Farkl fluoksetin dozlanindaki apoptotik hiicrelerin
kargilagtiriimast

Tablo 4.21. Gruplarin apoptotik hiicre agisindan

karsilastinlmasi

Gruplar p
Kontrol 4.Grup 0.168™
Kontrol 5.Grup 0.001***
Kontrol 6.Grup 0.001%**
4.Grup 5.Grup G001 *+¢
4.Grup 6.Grup 0.001 ¥&+
5.Grup 6.Grup 0.001 *+*

*#% 1 p<0.001, **: p<0.01, * : p<0.05, ns: p>0.05

Preparatlar CBMN agisindan incelenirken, MN kriterlerine uymayan fakat
yeni sitotoksik marker olarak kabul goren olusumlar Resim 4.16 ve Resim 4.17°de

belirtilmistir.
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Resim 4.16. BN’daki MN kabul edilmeyen gen amplifikasyonlari

Resim 4.17. MN kriterlerine uymayan gen amplifikasyonlar
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5. TARTISMA
Fluoksetinin mitotik aktivite ve kromozomlar tizerine olan etkisi in vitro ve
in vivo olarak iki kisimda tartigilmigtir.

5.1. In vitro Olarak Farkh Dozlardaki Fluoksetinin Periferik Kanda MI
ve CBMN Degerlerinin Tartisilmasi

5.1.1.Farkh Dozlardaki Fluoksetinin Mitotik Aktivite Degerleri

Tez ¢aliymamizin in vitro kisminda 25-35 yas arasindaki 8 erkek ve 8 kadin
bireye ait periferik kan ornekleri kullamilmistir. Moorehead ve arkadaglar tarafindan
gelistirilen konvansiyonel sitogenetik kiiltlir ydnteminden yararlamlmagtir.

Bertran ve arkadaslann 1997 yilinda, fitohemaglutinini ve Concovalin A’y
karsilagtirarak periferik kandaki T hiicre proliferasyonu {izerine olan eétkisini
inceleyerek, T hiicrelerinin prolifere edici etkisini, 1-5 pg/ml’lik PHA’da ve Con A’da
tespit etmiglerdir (10). 1999 yilinda Edgar ve arkadaslan da, Concovalin A’ya bagh
olarak fluoksetinin T hiicre proliferasyonu iizerine etkisini incelemisler ve Concovalin
A konsantrasyonu arttikca fluoksetinin T hiicre proliferasyonunu baskiladigim,
Concovalin A konsantrasyonu azalirken, T hiicre proliferasyonunu arttirdigim
gostermislerdir (24). Caliymamizda ise mitojen olarak fitohemaglutinin kullandik. Sabit
fitohemaglutinin miktarma Karstlik farkhi fluoksetin dozlatndaki mitotik aktiviteyi
degeflendirdik. Fluoksetinin farkli doz ve inkiibasyon siirelerindeki mitotik indeks
degerieri, yiiksek doz ve uzun inkiibasyon siirelerinde az;ilirken, en yiksek doz olan
10°Mlik fluoksetinin periferik kanla muamelesinde inkiibasyon stirelerine de  bagh
olmaksizin mitoz gergeklesmemigtir.

Hiicre siklusunun gecikmesi, 6nemli oranda DNA hasar tamiri oldugunu
gostermektedir. Mitotik aktivite diisiik ya da hi¢ yoksa DNA tamir mekanizmasinda
meydana gelen yetersizlikler, hasarli DNA birikimine bagli olarak protein sentezini
etkilemektedir (1, 2, 5, 6, 57). Béliinmeyen ya da yavag béliinen hiicrelerde DNA hasari
birikimi vardir (48, 76, 89). Fluoksetin, yiiksek dozda periferik kanla muamelesinde
toksik madde gibi gérev yaparak normal hiicre boliinmesi igin gerekli proteinlerin
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sentezini engellemigtir ve bu sekilde mitotik gecikmelere neden olmustur. Gergektende
yiiksek dozda ilacla zehir arasindaki farkin izafi oldugu bilinmektedir (52).

Berkeley ve arkadaglar1 da 1994 yilinda, fluoksetinin lenfosit proliferasyonu
{izerine inhibe edici etkisinin oldugunu belirlemislerdir. (9). Biz de fluoksetinin farkli
dozlarmda (10° M, 107 M) periferik kanla 48 saatlik muamelesi sonucunda 24 saate
gore mitotik aktiviteyi azaltic1 etkisini belirledik. En yiiksek doz uygulamasi olan 107
M’k fluoksetinde ise inkiibasyon siiresine de bagli olmaksizin lenfosit
proliferasyonunu inhibe edici etkisi belirlenmistir.

Fluoksetinin 10°M’lik dozunun periferik kanla muamelesi sonucunda
kromatid tipi kirik belirlenmistir. Kromozomlardaki en kiigiik degisikligin bile oldukca
biiylik riskler ortaya ¢ikarabilecegi bilinen bir gergektir. Fakat bizim g¢alismamizda
kiriklar tekrarlamadii i¢in gok sayida inceledigimiz metafaz kromozomlarimin yaninda,
bu kadar az sayidaki kromatid tipi kirik ihmal edilmistir. Fluoksetinin artan dozlarinda,
andploidi sikligimin kontrole gére arttifim1 ¢aligmamizda belirledik. Doz yiiksekligine
bagh olarak DNA onanmimn engellenmesi protein sentezini etkileyerek
kromozomlarda sayisal dﬁzenSizlige neden olarak andploidi sayisini artirmakta oldugu
belirlenmigtir.

5.1.2. Farkh Dozlardaki Fluoksetinin CBMN Degerleri

Volders ve arkadaglann 2001 yilinda, MN artis ve azaliglarimn, artis ve
azaligtaki hata oranim1 ortadan kaldirabilmek igin MN sayilarinin in vivo ve in vitro
olarak verilmesi gerektigini belirtmiglerdir (110). Bizde fluoksetinin farkli dozlarindaki
MN oranlarini in vivo ve in vitro gartlarda belirledik.

Bonassi ve arkadaglarni 2001 wilinda, 16 ilkedeki 25 laboratuvarin
mikronukleus hesaplama kiriterlerini belirlemislerdir. Bizim ¢alismammz bu Kriterler
kullamlarak gergeklestirilmistir. Mikronukleus degerlerini etkileyen faktorler arasinda
cinsiyet ve yas faktoriinii belirtmislerdir. Biz de ¢ahsmamizin in vitro kismunda 25-35
yas arasindaki kadin ve erkeklerin periferik kanlariyla galistik. Erkek ve kadin
bireylerin farkli fluoksetin dozlarindaki uygulamalar1 sonucunda CBMN sayilarim ayr
ayn hesapladik Bonassi ve arkadaglarmin farkli laboratuvarlardan elde ettikleri
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sonuglara gore, CBMN sayilann 19 yagmma kadar cinsiyet farki g6zetmezken, 40
yagindan sonra kadinlarda CBMN sayilarinin arttifini belirtmislerdir (13). Hormon
konsantrasyonundaki fizyolojik varyasyonlar kadinlarda ilerleyen yagla birlikte
andploidi oranlarim artirabilmektedir. Yine kadinlarda ilerleyen yasla birlikte &strojen
ve progesteron dengeside lenfosit proliferasyonunu etkilemektedir (13, 25, 38, 61, 97,
102, 106).

Calismamizda da farkli fluoksetin dozlarma (10, 107 M) karsilik erkek
bireylere gore kadin bireylerde CBMN artisi goriilmiis fakat bu artig istatistiksel olarak
anlaml bulunmamlstlr.

Fluoksetlmn 10°M’hik dozunu periferik kana eklememizden sonra mitozun
inhibe olma81yla, CBMN analizi igin gerekli olan BN hiicrelerini goremedlk ve
dolay131y1a ¢alismamizin in vitro kisminda periferik kana uyguladigimiz 10°M’lik
fluoksetinde mikronukleus sayilarim belirleyemedik. Bu bulgu bizi hiicrelerin apoptotik
hiicrelere ya da nekrotik hiicrelere doniisiip hiicre dliimiiniin gergeklesebilecegini veya
hasarli hﬁcfe nedeniyle mitotik gecikmelere neden olabilecegi sonucuna gétiirmiistiir.

10°M ve 107M’lik fluoksetinin periferik kanla muamelesi ile olusan
mikronukleuslar kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Fluoksetinle ilgili kromozom ve mikronuideus {izerine gallsﬂla olmadigr icin
degerlerimiz karstlastirlamamistir,
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5.2. In vivodaki Farkh Fluoksetin Dozlarmm Mitotik Aktivite ve CBMN
Uzerine Olan Etkisinin Tartisiimas

5.2.1. Farkh Dozlardaki Fluoksetinin Mitotik Aktivite Degerleri

Caligmamizda, Smg/kg, 7.5mg/kg ve en yiiksek doz olarak da 10mg/kg’lik
fluoksetin dozunu sicana 21 giin boyunca uyguladik. Fluoksetinin uygulama dozu
yiikseldikce; 6rnegin, 7.5mg/kg’da mitotik aktivite azalirken, en yiiksek uygulama dozu
olan 10mg/kg’lik fluoksetinin mitozu inhibe edici etkisi belirlenmistir. En diisiik doz
olan 5 mg/kg® ik fluoksetinin kontrol grubuyla  mitotik aktivite agisindan
karsilagtirldiginda farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlenmigtir.

Raep ve arkadaglan 1999 yilinda, 0.3-1 mg/kg’lhik fluoksetin
enjeksiyonlanimn insanlardaki giintiik 20-60 mg’lik normal fluoksetin kullammiyla eg
oldugunu belirtmislerdir (79). Calismamizda da siganlara 21 giin boyunca
uyguladifimiz fluoksetin dozlan 5mg/kg, 7.5mg/kg ve 10mg/kg’dir. Bu uygulamalar
sirastyla insanlardaki 100-300 mg/kg, 150-450 mg/kg ve 200-600 mg/kg’hk fluoksetin
alimlarina denk gelmektedir.

Bizim bulgularimiz gsteriyor ki; insanlardaki giinliik alimin 7.5 katina
kadar olan dozlarda, mitotik aktivite agisindan kontrol grubuna gore gok biiyilkk oranda
fark bulunmazken, fluoksetinin 10 katlik alimlarinda hiicre bdliinmesi inhibe
olmaktadir. Bu da fluoksetinin farkli doz ve siirelerde hiicre béliinmesini &nemli
derecede baskiladifim, doz zaman artigina bagl olarak kromozom anomalilerine sebep
olabilecegini ve mitotik indeksi yani hiicre bolinme frekansim azalttifim gostermistir.

Kirkland ve arkadaglar 1998 yilinda, sitotoksik kontrol igin kromozomlarda
belirlenemeyen sayisal ve yapisal kromozom diizensizliginin mikronukleus
¢aligmalariyla ortaya koymanin miimkiin oldugunu belirtmislerdir (54). Calismamizin in
vivo kisminda da kromozomlarda kromatid tipi kirk ihmal edilecek kadar az
belirlenirken, mikronukleus ve apoptotik hiicre artiglar istatistiksel olarak anlamli
diizeyde belirlenmistir.
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5.2.2. Farkl Dozlardaki Fluoksetinin CBMN Degerleri

Endojenik ve eksojenik ajanlarin etkisiyle DNA’da hasar meydana
gelebildigi ve bunu takiben mitotik bdliinme hatalar1 olugarak mikronukleus adi verilen
yapilarn  olugtudu bilinmektedir. DNA’daki hasarmm kromozom kiriklarma, MN
artigina, tamamlanamayan mitoza neden oldugu ve eger toksik madde birikirse DNA
tamirinin miimkiin olmadifin1 bunun sonucunda da hiicrelerin apoptotik hiicrelere
déniigerek hiicre §limiini gergeklestirdigi belirtilmistir (3, 26, 104, 109, 112).

Krishna ve arkadaglar1 1991 yilinda, siganlar tizerinde yaptiklar1 ¢aligmada
sayisal ve yapisal kromozom anomalilerinin cinsiyet farki gozetmedigini Belhtmislerdir.
Yine aym c¢ahsmada mikronukleus agisindan erkek siganlarn tercih edildigi
belirtilmistir (58). Ciinkii erkek siganlar, disilerdeki gibi hormon konsantrasyonlarindaki
strojen ve progesteron dengesindeki degisikliklerden dolay: lenfosit proliferasyonunu
ve MN olusumlarim1 etkilememektedir. Bizde ¢aligmamizin, in vivo kisminda erkek
sican kemik ﬂi§ hiicrelerinde Smg/kg, 7.5mg/kg ve 10mg/kg fluoksetin dozlan
uygulamalarinda MN artiglarini belirledik.

Calismamizin in vivo kisminda, kontrol ile diger gruplar CBMN agisindan
kargilagtinildiginda aradaki fark anlamli bulunurken (p<0.01**), gruplar (Smg/kg,
7.5mg/kg ve 10mg/kg fluoksetin) aras1 kargilagtirmada CBMN degerleri agisindan fark
anlamsiz bulunmustur (p>0.05") En yiiksek fluoksetin dozu uygularidsi sonucu
apoptoza giden hiicrelerin artisn bizi diger gruplardaki apoptoza giden hiicre sayilarini
belirlemeye yoneltmistir. Yiiksek fluoksetin  dozlarindaki CBMN artislarinm
belirlenememesi, bu dozlardaki hiicrelerin apoptoza gitmesi nedeniyledir.

Maclusk,%:y ve éfkédéslan 2000 yilinda, akciger kansetifide yiiksék apoptotik
hiicre seviyesini belitlemeye galismuslardir. Bunun igin i tip dﬁbptotik hificte sdyim
tanim1 vermislerdir. Al-tc (Apoptotic index-total cell) de toplam hiicredeki apoptotik
hiicreleri, Al-pc (Apoptotic index-point counting) toplam epitel hiicrelerdeki apoptotik
hiicreleri, Al-area (Apoptotic index-area) mm? deki apoptotik hiicreleri tantmlarmglardir
(64). Biz de apoptotik hiicre belirlerken Al-tc sayim metodunu kullanarak 1000
hiicredeki apoptotik hiicre sayisim belirledik.

76



Santus ve arkadaglar1 2001 yilinda, DNA tamir mekanizmalarimn eksikligi
sonucunda kromozom aberasyon artigin1 ve apoptotik hiicre artisim1 belirtmiglerdir (84).
Tovil ve arkadaglar1 da 2002 yilinda, kronik diislik seviyede iyonize radyasyonun DNA
hasarim belirlemede biyolojik marker oldugunu ve CBMN’nin hiicre boliinmesi
sirasinda hasarh hiicrelerin Sliimiiniin apoptozis ile gerceklestigini gostermislerdir
(101). Kerr ve arkadaglarimn 1994 yilinda, Dunn ve arkadaglarinin ise 1997 yilinda
yaptiklar1 ¢aligmalarda kemoterapik ilaglarin ¢ogunun hasarli hiicreyi apoptoza
ugratarak kanser hiicrelerini 6ldiirdiigiinii belirtmisler ve apoptoz mekanizmasinin
kanser i¢in 6nemini vurgulamuglardir (21, 53, 95). Bizde ¢alismamizda, fluoksetinin
yiiksek dozunda (7.5mg/kg, 10 mg/kg fluoksetin) hasarli hiicrenin apoptotik hiicreye
doniistiigiini belirledik.

Bazen yiiksek dozda hiicreler apoptoza gittigi i¢cin biniikleus azalmalarina
neden olabilmektedir (72). Bizde sicanlara uyguladigimiz farkli dozdaki (Smg/ke,
7.5mg/kg ve 10mg/kg) fluoksetin sonucunda kemik iligi hiicrelerinde azalan biniikleus
hiicreye karsilik apoptotik hiicre artigin1 belirledik.

Frank ve arkadaglar1 1999 yilinda, yaptiklan in vivo ¢aligmada, depresyonun
immiin sistemi bozarak, viral enfeksiyonlara, koroner kalp hastaliklarina ve kansere
neden olabilecegini ve fluoksetinin immiin sistemi pozitif yénde etkileyerek antitiimor
terapide kullanilabilenecegini belirtmiglerdir (34, 115).

Garabal ve arkadaglar1 1998 yilinda, akcifer kanseri olan hastalarda
depresyonun etkisiyle immiin sistemin baskilandigim ve kanser gelisiminde metastazin
artigtn1 belirtmiglerdir. Siganlarla yaptiklart galismada ise 5 mg/kg’lik fluoksetin
enjeksiyonu ile immiin sistemin diizeldigini vurgulamiglatdir (35).

Abdul ve arkadaglann 1995 yilinda siganlarda yaptiklar ¢aligmada, prostat
karsinomunda fluoksetin hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini gostermislerdir (35).

Tutton ve arkadaglan 1982 yilinda, SSRI grubundan iki ilacin, citalopram ve
fluoksetinin koleraktal karsinomda serotonin alimim engelleyerek hiicre proliferasyonu
inhibe edici etkisini ve antineoplastik ajan olarak kullamlabilecegini belirtmislerdir
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(103). Bendele ve arkadaglar1 1992 yilinda, fluoksetinin 25 katina kadar olan
kullamiminda kanserojenik cevap olusmadigini belirtmiglerdir (111).

American Hospital Formulary Drug Information’in siganlarda yaptiklar
calismada, fluoksetinin insanlardaki klinik kullaniminin 5-9 kez fazlasinin 24 aylik
kullamimda karsinogenezi indiiklemedigini g6stermislerdir. Toksikolojik ¢alismalarda
fluoksetinin 10 katina kadar olan dozlarinda Ames testine gére de DNA kinginin
olusmadigini belirtmiglerdir (14, 94).

Biz de galismamizin in vivo kisminda fluoksetinin klinik kullaniminda 5
kathik dozuna kadar hiicre boliinmesini engellemedigi fakat 10 katlik fluoksetin dozunda
hiicre béliinme frekansini diiglirerek mitozu inhibe ettifini ve apoptotik hiicre artisina
neden oldugunu belirledik.

In vitro ve in vivo calismamizdan elde ettifimiz bulgular, birbirleriyle
uyumlu bulunmustur. Fluoksetin antidepresanlar igerisinde biiylik bir kesif olarak
gorlinmesine ragmen yiiksek dozlarinda, DNA onarmminin engellenmesi protein
sentezini etkilemekte ve boylece mitotik aktivitede azalmalara, CBMN’de ve apoptotik
hiicrelerde artiga neden olarak normal hiicre bollinmesindeki mitoz ve apoptoz
dengesini bozmakta oldugu belirlenmistir.
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6. SONUC

In vitro galismada, 25-35 yag arasindaki 8 erkek ve 8 kadin bireyden alinan
periferik kan 6rnekleri, farkli doz (10° M, 10°M, 107 M) ve siirelerdeki (24 saat, 48
saat) fluoksetin muamelesi sonucunda MI, sayisal ve yapisal kromozom anomalileri,

CBMN agisindan degerlendirilmistir.
Arastirma bulgular in vitro olarak degerlendirildiginde;

1. 10°M’lik fluoksetin muamelesi sonrasinda, periferik kandaki hiicrelerin
inhibe oldugu belirlenmigtir. Fluoksetinin doz ve muamele siiresinin
artmasiyla beraber mitotik aktiviteyi azaltici etkisi oldugu goriilmiistir.
Mitotik indeks, agisindan farkli doz ve stireler kontrol grubuyla
karsilagtinldiginda degerlerimiz istatistiksel olarak anlamli bulunmugtur
(p<0.001%***),

2. Fluoksetinin 107 M’lik en diigiik doz uygulamasmin 24 saatlik periferik
kanla muamelemesinde, kontrol grubuyla MI ac¢isindan karsilagtinldiginda
aradaki fark istatistiksel olarak anlaml bulunmazken (p>0.05") 107 M’lik
fluoksetinin periferik kanla 48 saatlik muamelesi kontrol grubuyla
kargilagtirldiginda aradaki fark anlamlh bulunmusgtur (p<0.01**).

3. 10 M’lik fluoksetin inkiibasyon siiresine bagli olmaksizin periferik kanla
muamelesi sonrasinda 16 Kisinin 2’sinde 4 adet tekrarlamayan kromatid tipi
kinga rastlanmugtir. Diger doz zaman kombinasyonlarinda kromozomal

yapisal bir anomali goriilmemigtir.

4. Tluoksetinin farkli doz ve siirelerindeki andploidi oranlart kontrol grubuyla
karsilastinldiginda fark anlamh bulunurken (p<0.001***) fluoksetinin 107
M’lik doz uygulamalarmin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonucundaki
andploidi oranlar1 kontrol grubuyla karsilagtinldifinda fark anlamh
bulunmamugtir (p>0.05").

5. Farkli konsantrasyonlardaki CBMN degerleri kontrol grubuyla
kargilagtinldiginda fark istatistiksel olarak anlamh bulunurken (p<0.01**)
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10” M’lik fluoksetin uygulamasi sonucunda hiicreler mitoza giremedgi i¢in
CBMN sayilar1 olmadifindan kontrol grubuyla kargilastirildiginda aradaki
fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmugtur (p>0.05").

6. Mitotik indeks, an6ploidi ve CBMN agisindan kadin ve erkek bireyler
karsilagtinilmug ve fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamgtir (p<0.05™).

in vivo calismada ise, 64 adet 225-250 gram agirhigindaki 3 aylik Spraque
dawley tiirii erkek sigana 21 giin boyunca i.p. olarak 5mg/kg, 7.5mg/kg, 10mg/kg’lik
fluoksetin enjeksiyonu yapilmigtir. Sigan kemik iligi hiicrelerinden hazirlanan
preparatlar mitotik indeks, sayisal ve yapisal kromozom anomalisi, CBMN, apoptotik

hiicre agisindan degerlendirilmistir.
Aragtirma bulgular in vivo olarak degerlendirildiginde;

1. 10mg/kg’lik fluoksetin  enjeksiyonu sonucunda mitoza giren hiicre
goriillmemigtir. Smg/kg‘lik grup ile kontrol grubu mitotik aktivite agisindan
karsilastinldiginda fark anlamli bulunmazken (p>0.05"), gruplar (7.5mg/kg
ve 10mg/kg fluoksetin) birbirleriyle ve kontrol grubuyla karsilastinldiginda
fark anlamli bulunmustur (p<0.001%**%*),

2. 7.5mg/kg’lik grupta 8 sicandan 1’inde tekrarlamayan 2 adet kromatid tipi
kink goriilmiigtiir. Gruplar arasinda 1.grup (5 mg/kg) hari¢ andploidik
sayisal kromozom anomalisi agisindan fark anlamli bulunmugtur
(p<0.001%**),

3. CBMN agisindan gruplar arasinda fark yokken (p>0.05"), gruplar kontrol
grubuyla karsilagtirildiginda fark anlamli bulunmustur (p<0.01%%*).

4. En yiiksek dozda hiicrelerin apoptoza ugradigi goriilmiis ve diger gruplarla
kargilagtinlmigtir. Smg/kg’lik en dustik doz ile kontrol grubu arasinda
apoptotik hiicre sayilan bakimindan fark bulunmazken (p>0.05"), gruplar
arasindaki apoptoza ugrayan hiicre sayilan agisindan fark istatistiksel agidan
anlamh bulunmustur (p<0.001***),

In vitro ve in vivo degerlerimiz birbiriyle uyumlu bulunmustur. Fluoksetinin,
yilksek dozlarna bagh olarak mitotik aktivitede azahs, CBMN’de, andploidide ve
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apoptotik hiicrelerde artiga neden olup normal hiicre bslinmesindeki mitoz ve apoptoz

dengesini bozdugu belirlenmistir.
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