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Ozet

Depresyon beyindeki biyokimyasal degisikliklerden kaynaklanan bir hastalik olup toplumdaki en yaygin psikiyatrik
durumlardan biridir. Bu ¢alismada, son yillarda diinyada yaygin olarak kullanilan bir antidepresan preparatin etken maddesi
olan fluoksetinin, mitotik aktivite ve kromozom diizeyindeki etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bunun i¢in fluoksetinin
in vivo sartlardaki etkilerini belirlemek tizere calisma diizenlenmistir. In vivo calismamuzda 32 adet 225-250 gram
agirhgindaki 3 aylik Spraque dawley erkek sigana 21 giin boyunca intraperitoneal olarak Smg/kg, 7.5mg/kg, 10mg/kg’lik
fluoksetin enjeksiyonu yapilmistir. Sican kemik iligi hiicrelerinden hazirlanan preparatlar mitotik indeks, sayisal ve yapisal
kromozom diizensizligi ac¢isindan degerlendirilmistir. Fluoksetin antidepresanlar igerisinde biiyiik bir kesif olarak
goriinmesine ragmen yiiksek dozlarinda, DNA onarimmin engellenmesi protein sentezini etkilemektedir. Bu da mitotik
indeksde, kromozomlarda diizensizlige ( andploidi) neden olmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Fluoksetin, kromozom, in vivo

ANALYSIS OF FLUOXETINE CYTOGENETICALY

Abstract

Depression is an illness caused by the brain, biochemical changes in the society is one of the most common psychiatric
conditions. In this study, a widely used antidepressant in the world in recent years, with the active ingredients of the
preparation of fluoxetine, was to determine the effects of mitotic activity and chromosome level. For this study to determine
the effects of fluoxetine in-vivo conditions are arranged. In vivo study of 32 Sprague Dawley male rats 225-250 grams in
weight 3 months for 21 days intraperitoneally Smg/kg, 7.5mg/kg, 10mg/kg were injected with fluoxetine. Preparations of rat
bone marrow cells prepared were evaluated in terms of mitotic index, numerical and structural chromosomal disorder.
Fluoxetine antidepressants, though it seems as a great discovery in high doses, blocking protein synthesis and affects DNA
repair. This is caused the mitotic index, chromosome disorder (aneuploidy).
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1.Giris

Insanlarda en sik rastlanan hastaliklardan biri olan depresyon, 6nemli diizeyde intihardan kaynaklanan morbidite ile
iligkilidir. Clinkii her yedi depresyon hastasindan biri genellikle depresyon tedavisi igin kendilerine verilen ilaglar:
yiiksek dozda alarak intihar girisiminde bulunmaktadir. Bu nedenle 6zellikle antidepresan ilaglarin yiiksek dozda
giivenilirligi ¢ok Onemlidir [1,2]. Depresyona karsi kullanilan antidepresan ila¢ grubundan SSRI’lar, (Selektif
Serotonin Re-uptake Inhibitoril) mutluluk duygusu veren serotonin hormon seviyesinin artmasina neden olur. 1987
yilinda piyasaya sunulan fluoksetin 1988 yilindan itibaren klinikte depresyon tedavisinde en g¢ok recete edilen
antidepresan olmustur [1]. Fakat mutluluk hapt olarak, kozmetik farmakolojiye hizmet ettirilerek kullanilan
fluoksetin, ila¢ kullaniminda suistimale ugramistir [3]. Modern toplum {iriinlerinden biri olarak tanimlanan
depresyon, giiniimiizde ilaglarla, uyusturucularla karsilikli iligki i¢indedir. Depresyondaki kisi ilaglara yonelmekte ve
ilaglar da depresyonu bir taraftan tedavi ederken bir taraftan da besleyip yeniden {iretmektedir [3].

Son yillarda artan fluoksetin kullanimina bagh olarak bu ilacin yiiksek dozlardaki giivenilirligi 6nem kazanmuistir.
Ozellikle T hiicre proliferasyonu (artis1) iizerine olan etkisi incelenmeye baslanmustir. T hiicre proliferasyonundaki
etki, somatik hiicre boliinme defektleri ile birlikte farkli kromozom anomalilerine neden olma riskini de beraberinde
getirmektedir [4,5,6,7,8].

Fluoksetinin molekiiler agirligi 345.79’dur. 14mg/ml’de distile su veya serum fizyolojik ile maksimum ¢dziinme
saglar. Fluoksetin bir fenil ve bir toyl grubu ile ikinci amin grubundandir, yani fenilpropilamin tiirevidir. Yapica
amfetaminlere benzer [9]. Fluoksetin bir secici serotonin geri alim inhibitoriidiir, diger ndrotransmitterler lizerinde
¢ok az etkisi bulunmaktadir. Agiz yoluyla alindiktan sonra emilimi iyidir ve en yiiksek plazma diizeyine 6-8 saat
i¢inde ulasir. Fluoksetin 4-6 giinliik bir yarilanma 6mriine sahipken, aktif metaboliti olan norfluoksetin 7-10 giinliik
yarilanma Omriine sahiptir. Bu uzun yarilanma O6mrii sporadik olarak ila¢ kullanimina uyumsuzluk gdsteren
hastalarda koruyucu olmakta ve ilag kesme fenomeninin ortaya ¢ikmasim dnlemektedir. Ilag kullanimidan 2-8 hafta
iginde iyilesme baslamaktadir [10]. Fluoksetinin Onerilen baslangi¢ ve siirdiirim dozu 20mg/giin’diir. Bu doz
hastalarin ¢ogu igin yeterli olmakla birlikte giinliik doz maksimum 80 mg/giin olabilir. Tedavide 2-3 hafta i¢inde bir
ilerleme kaydedilmediyse 20mg/giin’liik bir artig diistiniilebilir [1, 11].

Calismada, in vivo kosullarda fluoksetinin mitotik aktivite ve kromozom diizeyindeki etkilerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Bunun icin, sigan kemik iligi hiicrelerinde farkli dozlardaki (Smg/kg, 7.5mg/kg, 10mg/kg)
fluoksetinin mitotik aktiviteyi ve kromozomlari nasil etkiledigi sitogenetik yontemlerle incelenmistir.

2.Deney ve Tartisma
2.1. Materyal

In vivo ¢alismada 3 aylik Spraque dawley 32 adet erkek sigan kullanilmistir. Farkli dozlardaki (5 mg/kg, 7.5 mg/kg,
10 mg/kg’lik) fluoksetinle 21 giin boyunca enjeksiyon yapilmistir .Sigan kemik iligi hiicrelerinden metafaz
kromozom preparati1 hazirlanarak, Levan ve arkadaglarmin hazirladigr sigan kromozom haritasi baz alinarak sayisal
ve yapisal kromozom anomalileri agisindan degerlendirilmistir [12, 13].

2.2.Yontemler

Sicanlara, eter anestezi altinda sakrifikasyonundan 2 saat 6nce 4 mg/kg kolsemid enjeksiyonu yapilmistir.
Sakrifikasyondan sonra ise, kemik iligi almak i¢in siganlarin femur kemikleri ¢ikarilarak, proksimal ucu ilik kanali
goriilebilecek sekilde acilip, 3 ml transport medyum bulunan enjektore alinmistir. Transport medyumlu kemik iligi
santrifiij tiiplerine aktarilmig ve 1300 rpm’de 8 dakika santrifiij edilmistir. Santriflij sonrasi siipernatant bir pastor
pipeti yardimiyla atilarak hiicre peletinin iistiine 5 ml. 0.075 M KCl1 yavag ayarli vorteks {izerinde damla damla
ilave edilmistir. 30 dakika 37°C’lik etiivde bekletildikten sonra taze hazirlanmis Cornay fiksatifinden (1/3 oraninda
asetik asit/methanol) tiiplere 3-5 damla damlatilmis ve 1300 rpm’de 8 dakika santrifiij edilmistir.Cornay fiksatifi ile
yikama iglemi 2 kez daha tekrarlanmistir. En son olarak santrifiij edilmis ve siipernatanti almmis hiicre peleti pipetaj
isleminden sonra temizlenmis lamlara 20-25 c¢m yiikseklikten 45°’1lik ag1yla yayma islemi yapilmistir.
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Direkt boyama ya da solid bantlama 1970°li yillara kadar rutin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu tip boyama ile
kromozomlarin biiyiik bir kismini tanimlamak miimkiin degildir. Giiniimiizde, kromozom kirik noktalarmi
saptamada, kromozomlar1 saymada ya da mikronukleus analizlerinde kullanilmaktadir .Yayma islemi yapilip
yaslandirilmis olan lamlar 9%5°lik Giemsa soliisyonunda 3-5 dakika tutularak distile sudan gegirilen preparatlar
mikroskop altinda degerlendirilmeye alinmustir. .In vitro olarak, preparatlart degerlendirilebilecek 30 bolge segilerek
doz-siire kombinasyonlarina ait kiiltiirlerden MI ( Mitotik Indeks) i¢in 1000 hiicre, kromozom diizensizligi i¢in 200
adet metafaz plagi sayisal ve yapisal agidan olympus-BX mikroskobunda degerlendirilmistir. Preperatlardaki
goriintiiler, insight color Olympus CH-40 CCD kamera araciligiyla alinmistir. Elde edilen degerlerin sikliginin
anlamli olup olmadigin belirleyebilmek i¢in SPSS70 paket programindaki istatistiksel testlerden faydalanilmistir.

3.Bulgular ve Tartisma
3.1 Farkh dozlardaki Fluoksetinin In vivodaki Mitotik Aktivitesi

l.grup (5 mg/kg), 2.grup (7.5 mg/kg), 3.grup (10 mg/kg) ve kontrol gruplari mitotik aktivite agisindan
degerlendirilmistir (Sekil 3.1, Cizelge 3.1, Cizelge 3.2, Sekil 3.2).
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Sekil 3.1. 100°1iik biyiitmedeki sican metafaz kromozomlari

Cizelge 3.1. In vivodaki fluoksetinin farkl1 dozlarindaki %MI degerleri

Grup n Mitoza Giren Hiicre Ortalama MI % MI
Kontrol 8 428 53.500 5.350
1 8 318 39.750 3.975
2 8 198 24.750 2.475
3 8 - - -
% MI: % Mitotik Indeks n: Sigan Sayisi

% Ml
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!
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Kontrol 1.Grup 2.Grup 3.Grup
Gruplar

Sekil 3.2. In vivodaki farkli fluoksetin dozlarindaki % MI degerlerinin karsilastirilmast
g
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izelge 3.2. Gruplarin % MI (% Mitotik Indeks ) agisindan karsilastiriimasi
g p

Karsilastirilan
Gruplar P

Kontrol 1.Grup 0.209"
Kontrol 2.Grup 0.001%**
Kontrol 3.Grup 0.001%**
1.Grup 2.Grup 0.150™
1.Grup 3.Grup 0.001#**
2.Grup 3.Grup 0.006**

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

3.2 Farkh Dozlardaki Fluoksetinin In vivodaki Sayisal ve Yapisal Kromozom Anomalisi A¢isindan

Incelenmesi

In vivoda, sayisal ve yapisal kromozom anomalisini belirleyebilmek i¢in her hayvana ait 200 metafaz kromozomu
incelenirken 2. grupta (7.5mg/kg fluoksetin) 8 sicandan 1’inde tekrarlamayan 2 adet kromatid tipi kiriga
rastlanmistir. Fakat diger metafaz kromozomlarinda bu anomali tekrar etmedigi igin bu bulgu anlamli kabul
edilmemistir. Sayisal kromozom anomalisi agisindan metafaz kromozomlari incelendiginde gruplar arasinda
anoploidi oranlarinin farkliligi ortaya konmustur (Cizelge 3.3 ve Cizelge 3. 4 Sekil 3.3 ). Her hayvana ait 200
metafaz hiicresinde kromozomlarda artan fluosetin dozuna karsilik kromozomal andploidi tipindeki sayisal
diizensizlikler tek yon Anova testi ile de dogrulanmustir.

Cizelge 3.3. In vivoda farkli dozlardaki fluoksetinin andploidi oranlari

Sekil 3.3 In vivoda farkli dozlardaki fluoksetin gruplarindaki andploidi oranlari

Gruplar

Gruplar % Anoploidi
Kontrol 3.750%0.365
1.Grup 6.250%1.030
2.Grup 11.250+1.359
3.Grup 0
14
12 1
10 l
s
2 8
=
4 97
= ]
0 j T T T
Kontrol 1.Grup 2.Grup 3.Grup
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Cizelge 3.4.Andploidi acisindan gruplarin karsilastirilmasi

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 0.001***
2.Grup 3.Grup 0.001***

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

Calismamizda, Smg/kg, 7.5mg/kg ve en yiiksek doz olarak da 10mg/kg’lik fluoksetin dozunu sigana 21 giin boyunca
uyguladik. Fluoksetinin uygulama dozu yiikseldikge; 6rnegin, 7.5mg/kg’da mitotik aktivite azalirken, en yiiksek
uygulama dozu olan 10mg/kg’lik fluoksetinin mitozu inhibe edici etkisi belirlenmistir. En diigiik doz olan 5 mg/kg’
lik fluoksetinin kontrol grubuyla mitotik aktivite agisindan karsilastirildiginda farkin istatistiksel olarak anlamli
olmadigr belirlenmistir.

4. Sonuglar

Raep ve arkadaslari, 0.3-1 mg/kg’lik fluoksetin enjeksiyonlarmimn insanlardaki giinlik 20-60 mg’lik normal
fluoksetin kullanimiyla es oldugunu belirtmislerdir [14]. Calismamizda da si¢anlara uyguladigimiz fluoksetin dozlari
Smg/kg, 7.5mg/kg ve 10mg/kg’dir. Bu uygulamalar sirasiyla insanlardaki 100-300 mg/kg, 150-450 mg/kg ve 200-
600 mg/kg’lik fluoksetin alimlarma denk gelmektedir. Bizim bulgularimiz gdsteriyor ki; insanlardaki giinliik alimin
7.5 katina kadar olan dozlarda, mitotik aktivite agisindan kontrol grubuna gore ¢ok biiyiik oranda fark bulunmazken,
fluoksetinin 10 katlik alimlarinda hiicre bdliinmesi engellenmektedir. Bu bulgu da fluoksetinin farkli doz ve
stirelerde hiicre boliinmesini 6nemli derecede baskiladigini, doz zaman artisina bagli olarak kromozom anomalilerine
sebep olabilecegini ve mitotik indeksi yani hiicre boliinme frekansmni azalttigini gostermistir.

Calismamiz sonucunda, fluoksetinin farkli doz ve siirelerde hiicre boliinmesini énemli derecede baskiladigini, doz
zaman artigina bagl olarak kromozom anomalilerine sebep olabilecegini ve mitotik indeksi yani hiicre boliinme
frekansmi azalttigin1 goésterdik. Bununla beraber fluoksetinin farkli dozlarinda MN (MikroNiikleus) ve SCE (Sister
Chromosome Exchange) gibi kromozom kiriklarini 6lgen ¢aligmalara da ihtiyag vardir.

TesekKkiir:
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