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OZET

Paxil ve Prozac, cesitli psikiyatrik bozukluklarin tedavisinde kullanilan
antidepresan ilaclardir. Bu calismada, Prozac ve etken maddesi fluoksetin
hidrokloriiriin genetik etkileri, 1) kromozom anormallikleri (KA), 2) kardes
kromatid degisimi (KKD) ve 3) Mikronukleus (MN) testi ile incelenmistir. Her
iki maddenin de 1.25, 2.50, 5.00 ve 10.00 pg/ml’lik konsantrasyonlari, 24 ve 48
saat siireyle, insan periferal lenfositlerine, in vitro kosullarda uygulanmstir.
Hem prozac ve hem de fluoksetin, her iki uygulama siiresinde, kromozom
anormalliklerinde doza bagh bir artis meydana getirmistir (Prozac’ta, 24 saatte
r=0.86, 48 saatte r=0.85; fluoksetinde 24 saatte r=0.90, 48 saatte r=0.90). Her iki
kimyasalin da en sik meydana getirdigi anormallikler, kromatid kirigi,
disentrik kromozom ve kardes kromatidlerde birlesmedir. Prozac ve fluoksetin,
sayisil, konsantrasyon artisina paralel olarak artis gostermistir (Prozac’ta 24
satte r=0.92, 48 saatte r=0.97; fluoksetin hidrokloriiriide 24 saatte r=0.92, 48
saatte r=0.98). Benzer sekilde her iki madde de mikronukleus frekansinda doza
bagh artisa nedene olmustur (Prozac’ta r=0.98, fluoksetin hidrokloriirde
r=0.99). Prozac ve etken maddesi fluoksetin hidrokloriir mitotik indeksi doza
bagh olarak diisiirmiistiir (Prozac’ta 24 saat r=-0.95, 48 saatte r=-0.80;
fluoksetin hidrokloriir’de 24 saat r=-0.95 , 48 saatte r=-0.76). Prozac ve



fluoksetin hidrokloriir replikasyon indeksini etkilememistir. Bu calismanmin
ikinci kisminda, Prozac ve Paxil kullanan hastalardan elde edilen periferik
kanlarda da yukaridaki ii¢ genotoksik test uygulanmustir. Prozac ve Paxil
kullanan hastalarda kromozom anormalliklerinde bir artis meydana gelmistir.
Ancak bu artis istatiksel olarak anlamh degildir. KA/hiicre sayis1 Prozac icin
30-39 yas grubunda, Paxil icin ise 20-29 yas grubunda anlamhdir. Prozac ve
Paxil’i kullanan tiim hasta yas gruplarinda, KKD/hiicre sayis1 onemli diizeyde
artiy gostermistir. MN olusumunda Prozac ve Paxil kullanan hastalarda
kontrole gore onemli bir farklihk yoktur. Prozac ve Paxil’i tedavi amach
kullanan kisilerde yapilan incelemelerde, Prozac’in sadece 20-29 yas grubunda,
Paxil’in de 30-39 yas grubunda MI’i anlamh diizeyde diisiirdiigii belirlenmistir.
Replikasyon indeksinde onemli bir farklihk yoktur. Bu calismada ozellikle
uygulama ve kontrol gruplar1 arasinda KA, KKD, MI ve MN frekanslarinda
anlamh diizeyde farkhhiklar gozlenmesi, Prozac ve fluoksetin hidrokloriiriin
klastojenik, sitotoksik, mutajenik ve angjenik oldugunu gostermektedir. Prozac
ve Paxil kullanan hastalarda ise sadece KKD sayisinda kontrole gore onemli

artiglar gozlenmistir.
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ABSTRACT

Paxil and Prozac are two drugs used in the treatment of psychiatric disorders.
Prozac and its active ingredient fluoxetine hydrochloride were evaluated using
three genetic endpoints; 1) chromosomal aberrations (CAs), 2) sister chromatid
exchanges (SCEs) and 3) Micronucleus (MN). Prozac and fluoxetine
hydrochloride were used at final concentrations of 1.25, 2.50, 5.00 and 10.00
pg/ml for the treatment of human peripheral lymphocytes in vitro for 24 h and
48 h. All the treatment concentrations in both treatment times increased the
frequency of CAs in a dose dependent manner (in Prozac, r=0.86 for 24 h and
r=0.85 for 48 h. in fluoxetine hydrochloride, r=0.90 for 24 h and r=0.90 for 48
h). Most frequent type of aberrations were chromatid breaks, dicentric
chromosomes and sister unions for both drugs. Prozac and fluoxetin
hydrochloride significantly increased SCE frequency dose- dependently in both
treatment times (in Prozac, r=0.92 for 24 h and r=0.97 for 48 h; in fluoxetine
hydrochloride, r=0.92 for 24 h and r=0.98 for 48 h). Both chemicals also
increased the number of micronuclei per cell in a dose dependent manner
(r=0.98 for Prozac, r=0.99 for fluoxetine hydrochloride). Prozac and fluoxetine
hydrochloride significantly decreased mitotic index at both treatment times in a
dose dependent manner (in Prozac, r=-0.95 for 24 h and r=-0.80 for 48 h; in
fluoxetine hydrochloride, r=-0.95 for 24 h and r=-0.76 for 48 h). Prozac and

fluoxetine hydrochloride did not affect replicative index. In the second part of



vii

this study, lymphocytes from Prozac and Paxil treated patients were examined
using three genetic endpoints mentioned above. No statistically significant
increase was found in the number of chromosomal aberrations in Prozac and
Paxil treated patients. The number of CA/cell statistically increased in patients
in 30-39 age group treated with Prozac and in 20-29 age group treated with
Paxil. The number of SCE/cell increased in all age groups in patients treated
with Prozac and Paxil. MN assay did not show significant differences between
exposed and control groups. Mitotic index was significantly decreased in Prozac
treated patients in age group of 20-29 and, in Paxil treated patients in age group
of 30-39. Replication index did not show significant differences between exposed
and control groups. In this study significant differences in CA, SCE, MI and
MN frequency between exposed and control groups indicate that Prozac and
fluoxetine hydrochloride are clastogenic, cytotoxic, mutagenic and aneugenic in
cultured human lymphocytes. In patient treated with Prozac and Paxil only the

number of SCE/cell increased significantly compared with their controls.
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1. GIRIS

Diinyada gittik¢e artig gosteren saglik sorunlarindan biri olan depresyon, kompleks
psikolojik bir rahatsizliktir. Bu rahatsizliga sahip bireylerde tipik olarak asir
alinganlik, sikinti, bitkinlik, uykusuzluk, psikomotor degisimler, sucluluk duygusu,
kendine giivensizlik, konsantrasyon bozuklugu ve ogrenme giicliigii ile oliim ve
intihar1 diisiinme gibi belirtiler gézlenir. Bu hastalik, diger bir¢ok hastalikta oldugu

gibi i¢ veya dis faktorlerden kaynaklanabilir [1].

Depresyon, gerek kisinin kendisinde olusturdugu ciddi etkileri ve gerekse aile ve
cevre sorunlart ile toplum i¢inde olusturdugu iletisim bozukluklar1 ve is giicli kayb1

nedeniyle 6nemli bir toplum saglig1 sorunudur [2].

Depresyon tedavisi oncelikle psikolojik yardima ve cevresel destege dayanir. Buna
ilave olarak, boyle bireylere fizyolojik ve psikolojik destek saglayan c¢ok cesitli
antidepresan ilaclar verilmektedir. Bu ilaglarin kullanilmasindaki amag, hastanin

giinliik yasamini en az bozan etkiyle, en iyi sonucu elde etmektir [3].

Depresyonun en etkili sekilde tedavisi icin c¢esitli antidepresan ilaglar
kullanilmaktadir. Son zamanlarda bu amagla, 0©zgiil serotonin geri alim
engelleyicileri (OSGE, SSRI=selective serotonine reuptake inhibitor) kullanilmaya
baglanmistir. Deney hayvanlarinda yapilan klinik oncesi calismalar, OSGE’lerin
genotoksik olmadigint gostermektedir. Fakat bu konuda yapilan ¢alismalarda, bazi
antidepresan ilaclarin ¢esitli organizmalarda yapilan testler sonucunda genotoksik

olduklari belirlenmistir [2].

Bu calismanin amaci, yaygin kullanimlarina ragmen, genetik etkileri agisindan pek
fazla incelenmeyen OSGE’lerden Paxil ve Prozac ile Prozacin etken maddesi
fluoksetin hidrokloriiriin genetik etkilerini incelemektir. Bunun i¢in Paxil ve Prozac
kullanan hastalardan alian periferal lenfositlerde ve Prozac ile bunun etken maddesi

olan fluoksetin hidrokloriiriin kiiltiirdeki insan lenfositlerinde, mitotik indeks ve



replikatif indeks ile kromozom anormallikleri, kardes kromatid degisimi ve

mikronukleus testleri uygulanmustir.

Depresyon

Insanlik tarihi kadar eski olan depresif bozuklugun nedenlerini agiklamaya yonelik
goriisler Hipokrat’a (M.O. 460-357) kadar gider. Depresyonla ilgili calismalar
giiniimiizde ozellikle molekiiler biyoloji ve beyin goriintiileme tekniklerindeki
gelismeler sayesinde oldukca yol kat etmistir. Boylece hastaligin nedenleri ile ilgili
cesitli gorilisler ortaya ¢ikmis, arastirmalar yapilmis ve hastaligin tedavisi icin yeni

imkanlar ortaya konmustur [4]

Depresyon, insanin duygu durumunu ve mizacini etkileyen bir hastaliktir. Hastanin
giinliik hayatin1 etkileyecek diizeyde uzamis bir ‘¢cokkiinliik’ hali ile hastalik tipik
olarak tammlanir. Depresyonla birlikte istahta azalma, kilo kaybi, uyku
diizensizlikleri, hafizada zorlanma, dikkat daginikligi, iizgiin goriintii, degersizlik,
umutsuzluk ve sucluluk duygusu, 6liim ve intihar1 diisiinme ve yetersiz kisisel bakim

ve giinliik aktivitelerden zevk alamama gibi belirtiler gozlenir.

Epidemiyolojik calismalar ruh saghig alaninda, yas ve cinsle iliskili olarak farkli
ozellikler ortaya koymaktadir. Ornegin, 45 yasm altindakilerde, 45 yasin
istiindekilere gore daha yiiksek oranlarda ruhsal bozukluklar saptanmistir. Keza tim
depresyon ve yaygin anksiyete bozukluklarinda kadinlar erkeklere gore daha fazla
risk tagimaktadir. Bunun aksine madde kullanimi ve antisosyal kisilik bozukluklari,
erkeklerde daha sik goriilmektedir. Temel saglik hizmetlerine basvuran bireylerin
yaklagik 1/3’iinde ruhsal bozukluga rastlandigi, bu bireylerin yaklasik 1/20 oraninda
psikiyatrik bagvuruda bulundugu belirlenmistir [5, 6].

Depresyon, genel tip ve psikiyatri uygulamalarinda karsilasilan en yaygin
hastaliklardan biridir [7]. Amerika Birlesik Devletleri'nde major depresyonun
goriilme siklign bayanlarda % 7 iken, erkeklerde % 2,6 ve yetiskinlerde goriilme

siklig1 da yillik prevalanst % 5-10,3 arasindadir [8].



Tiirkiye’deki epidemiyolojik calismalarin sonuglarina goére toplum iginde klinik
diizeyde depresyon prevalansi %10 dolayindadir ve hastalarin yaklagik iicte birinde

ise depresyon kroniklesmistir [9].

Psikiyatrik bozukluklarin ortaya c¢ikmasinda genetik etkilerin rol oynadigi uzun
zamandir bilinmektedir. Sizofreni, bipolar bozukluk, depresyon gibi psikiyatrik
bozukluklarda dizigotik ikizlerle kiyaslandiginda monozigotik ikizlerde konkordans
oranmin yiiksek olmasi genetik gecisin en onemli bulgularindandir. Bozukluklardan
sorumlu olan genlerin belirlenmesi i¢in baglanti caligsmalart yapilmis ve bu
calismalar sonucunda psikiyatrik bozukluklarin Mendelyan kalitim sekli
gostermedigi ortaya cikmustir. Baglanti calismalari sonucunda tek bir mutasyonun
sorumlu olmadigi anlasilinca, hasta kontrol ¢alismalari 6nem kazanmistir. Diyabet,
hipertansiyon gibi hastaliklarda oldugu gibi psikiyatrik hastaliklarda da genetik gecis
komplekstir ve bircok gen hastaligin olusumuna katkida bulunabilir yani

poligenetiktir [10].

Depresyonun tedavisinde, ilaclar, psikoterapi, diyetin diizenlenmesi, egzersiz ve
uykunun diizenlenmesi gibi yontemler kullanilir. Klinikte kullanilan antidepresan
ilaglar dogrudan veya dolayli olarak dopamin, norepinefrin veya serotoninin
beyindeki etkilerini artirarak etki gosterirler. Diger kanitlarla beraber bu bilgi
biyojenik amin teorisine yol agmistir. Bu teori depresyonun beyindeki anahtar
bolgelerinde norepinefrin, serotonin gibi monoaminlerin eksikligine bagli olarak
ortaya c¢iktigr seklindedir.  Depresyonun amin teorisi, hastalifi ¢ok basite
indirgemektedir ciinkii antidepresan ilaclarin ndérotransmiterlerin sinir hiicresine

alim1 disinda pek cok bagka biyolojik sistemi de etkiledikleri bilinmektedir.

Antidepresanlar, temel olarak dort grup altinda toplanir. Bunlar :

1. Trisiklik antidepresanlar (TCA)
. Amitriptilin
. Amoksapin

. Desipramin



. Doksepin

. Imipramin

. Maprotilin

. Nortriptilin

. Protriptilin

. Trimipramin
2. Ozgiil serotonin geri alim engelleyicileri (SSRI, selective serotonine reuptake
inhibitor)

. Fluoksetin

. Paroksetin

. Sertralin

. Fluvoksamin
. Nefazodon

. Trazodon

. Venlaflaksin

3. Monoamin oksidaz inhibitorleri (MAQO)

. [zokarboksazid
. Fenelzin

. Tranilsipromin
4. Lityum tuzlar

Tiimkaya ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir arastirmaya gore hastalarin
kullandiklar1 ilaglar agisindan bakildiginda, yeni kusak antidepresanlar arasinda

OSGE’lerin en sik regete edilen ilaglar (% de 55,3) oldugu saptanmustir [11].

Ozgiil serotonin geri alum engelleyicileri

Ozgiil serotonin geri alim engelleyicileri, spesifik olarak serotonin geri alimini

engelleyen ve cesitli psikiyatrik bozukluklarin tedavisinde kullanilan antidepresan



ilaglarin icinde bir gruptur. Zimelidin, klinik uygulamada mevcut ilk OSGE olmus
fakat ilacin toksisitesi yiiziinden birakilmistir. OSGE’ler, depresyon tedavisine
ilaveten panik bozukluk ve bagka anksiyete bozukluklari, obsesif kompulsif
bozukluk (OKB) ve bulimiada yaygin sekilde kullanilabilmektedir. Kullanimda
bulunan SSRI’lar fluoksetin, fluvoksamin, sertralin, paroksetin ve sitalopramdir [12].
Selektif serotonin geri alim inhibitorleri, merkezi sinir sistemindeki membran
tastyicilarini hedef alarak serotonin (5-hidroksitriptamin;5-HT)  molekiillerinin

sinaptik konsantrasyonlarini artirir [9].
Ozgiil serotonin geri alum engelleyicileri grubu ilaglarin etki mekanizmalar
Etkilerini merkezi sinir sisteminde sinaps araligina saliverilerek ndérondan norona

impuls iletimini gergeklestiren norotransmitterlerden serotoninin presinaptik hiicreye

geri-alimim engelleyerek gosterirler. Bu gruptaki antidepresan ilaglarin mekanizmasi

1) Serotonin mesajlarinin  gonderilmesiyle, serotonin paketleri hiicreden
saliverilir.

2) Serotonin sinaps araliina gecer ve sinyal gonderen reseptorlere baglanir

3) Sinyal gonderildikten sonra orijinal hiicre kullanilmayan serotonini geri

absorbe ederek temizler. Prozac gibi bir ila¢ kullanildiginda:

Sekil 1.1. Serotoninin beyindeki normal davranisi

1) Segici serotonin geri-alim inhibitorleri, geri-alim kanallarimi bloke ederek hiicreye

serotoninin geri alimin1 engeller.



2) Sonucgta daha fazla serotonin sinapsta kalir ve bunlar daha fazla reseptore

baglanir.Bu durum beyindeki sinyali uzatir.

Sekil 1.2. Beyindeki néral hiicreler arasindaki sinaptik bosluk

Fluoksetin

Tedavide kullanimi

Fluoksetin, Prozac adli ilacin etken maddesidir ve primer kullanim alani, trisiklik
antidepresanlar kadar etkili oldugu depresyondur. Blumia nervoza ve obsesif—
kompiilsif bozukluklarm tedavisinde etkilidir. Anoreksiya nervoza, panik
bozukluklar, diyabetik noropatiye bagh agrilar ve  premenstrual sendromun

tedavisinde de kullanilir.

Temel farmakolojisi

Fluoksetin, bir¢ok iilkede klinik olarak kullanima sunulan ilk SSRI’dir [13]. S-
enantiyomer ve R-enantiyomerin rasemik karigimidir. Her iki bilesik de
demetilizasyon ile aktif metabolitleri olan norfluoksetine cevrilirler [14]. Fluoksetin
ve norfluoksetin viicuttan yavas yavas atilirlar. Ana bilesigin yarilanma 6mrii 1 ile 10
giin, aktif metabolitin yarilanma 6mrii ise 3 ile 30 giin arasinda degisir. Fluoksetin,
oral kullanimi sonrasi iyi absorbe edilir ve 40mg’lik bir tek dozdan 6-8 saat sonra 15-
55 ng/ml arasinda degisen maksimal plazma diizeyine ulasir. % 94.5 oraninda serum

proteinlerine baglanir. Sabit doz uygulamasiyla ilacin plazma kararli durum



konsantrasyonuna, tedaviye baslandiktan haftalar sonra ulasilir. Diger lipofilik
ilaglara benzer bir sekilde, fluoksetin 14 ile 100 L/kg arasinda de§isen genis bir
dagilim hacmine (Vd) sahiptir ve bu da fluoksetinin dokularda yiiksek oranda
biriktigini gosterir . Tiim SSRI’lar icinde Vd degeri en yiiksek olan fluoksetindir
[15]. Birikimin en yiiksek oldugu organ lizozomlarca zengin olan karacigerlerdir

[16].

Fluoksetin, karacigerde trisiklik antidepresanlari, noroleptik ilaclar1 ve bazi anti
aritmik ve B-bloke edici ilaglar1 metabolize eden sitokrom P-450 izoenzim
sisteminin gii¢lii inhibitoriidiir. Beyaz irkin yaklasik % 7 ‘sinde P-450 enzimi yoktur

ve fluoksetini ¢cok yavas metabolize ederler.
Metabolizmast

Fluoksetin, norfluoksetin ve ¢ok sayidaki diger metabolitlerine doniisebilmek igin
olduk¢a yogun bir metabolik doniisiim gecirir (Sekil 1.3). Karacigerde metabolize
edilerek aktif metaboliti norfluoksetine ve diger tanimlanmamis metabolitlerine
dontigiir.  Viicuttan Oncelikle karacigerden metabolize edilir sonrasinda ise

bobreklerden atilarak uzaklagtirilir.

Fluoksetin, oral uygulamadan sonra temel olarak iirin seklinde, % 10’dan daha az bir

kismi1 degisime ugramadan veya fluoksetin N-glukuronid olarak atilir [17].

/ H,
LY!ZCJ -
e WO e N
crrc r.. SN
CYPiAd CFs [ |]
Sy

Fluoxetine Norflucxetine

N

Fluexeting glusuranide ather metabaltes (73%)  Norfluoxetine
glucurenide

Sekil 1.3. Faz I reaksiyonlarin1 katalizledigi diisiiniilen CYP izoenzimleri,
aminoksidaz ve N —asetiltransferaz ile fluoksetin metabolizmasi



Bugiine kadar CYP izoenzimlerinin fluoksetin metabolizmasiyla ilgili yapilan
caligmalara gore CYP2D6, fluoksetinin ve paroksetinin N-demetilasyonu iizerinde
etkili bir enzimdir [18]. Yapilan bir bagka invitro calismaya goére, CYP2C9,

fluoksetinin N-demetilasyonunda, kilit bir role sahiptir [19].

Fluoksetin ile ilgili yapilan calismalar ve canlilar iizerindeki etkileri

Floksetin en sik recete edilen selektif serotonin geri alim inhibitorlerinden biridir .
Depresyon disinda, serotoninin rol oynadigi pek ¢ok psikiyatrik ve tibbi durumlarda
da kullanilir. Fluoksetinin sik rastlanilan yan etkileri, bulanti, anksiyete, uykusuzluk,
seksiiel disfonksiyon, istahsizlik, kilo kayb1 ve tremordur. Fluoksetinin asir1 dozlari

kardiyak aritmilere neden olmaz ancak konviilziyonlar goriilebilir [13].

Fluoksetinin rat karaciger mitokondrisindeki in vivo ve in vitro etkilerinin
arastirildign bir baska arastirmanin sonuclarina gore fluoksetin, rat karaciger
mitokondrisi enerji metabolizmasi iizerinde ¢ok yonlii etkiye sahiptir ve yiiksek
dozlan toksik etki gostermektedir [20]. Fluoksetin hidrokloriiriin rat ve faredeki
karsinojenite ¢alismalari, fare ve ratda meydana gelen kendiliginden tiimor olusum
oraninda herhangi bir artis olduguna dair bir bulguya raslanmadigim1 ve kanserojen
olmadigin1 gostermistir [21]. Fluoksetinin oral olarak rat ve tavsanlara uygulandigi
bir arastirmada; fluoksetinin maternal olarak toksik dozlarina maruz kalan rat ve

tavsanda herhangi bir toksisite bulgusuna rastlanmamigstir [22].

Antidepressan ilaclardan fluoksetin, clomipramin, amitriptilin, imipramin ve
citalopram’in insan lenfositlerinde mitojen sitiimiilasyonu iizerine etkilerinin
aragtirlldigt  bir calismada fluoksetin ve clomipramin ‘in % 50-60 mitojen
stiimiilasyonuna neden oldugu diger ilaclarin ise boyle bir etkiye sahip olmadiklar
bulunmustur. Mitojen stimiilasyonu ise ilerde kanser olusumuna neden

olabilmektedir [23].

Fluoksetinin hamile fare kemik iligi hiicreleri iizerindeki genotoksik etkileri

arastirilmig, 80 adet fareye gebeligin belli donemlerinde farkli dozlarda fluoksetin



verilmistir. Mitotik indeksteki diisiis tiim dozlarda anlamli oldugundan ilacin, kemik
iligi hiicrelerinde sitotoksik etkili oldugu saptanmistir. Ayrica kromozomal
anormalliklerden kirik, disentrik olusumlar, halka olusumu ve poliploidi gézlenmis
bunlarin sayis1 da kontrollerle karsilastirildiginda doza bagli anlaml artis gosterdigi

bulunmustur [24].

Paroksetin

Tedavide Kullanimi

Paroksetin, 6zgiil serotonin geri alim engelleyicileri grubuna ait olan Paxil adli ilacin
etken maddesidir. Baslangicta sadece depresyon tedavisinde kullanilirken daha
sonralar1 obsesif kompulsif ve panik bozukluklarda da hatta sosyal fobinin

tedavisinde de kullanilmaktadir.

Temel farmakolojisi

Paroksetin, klinik olarak yararlanilan en giiclii serotonin geri alim engelleyicisidir
[25]. Paroksetin agiz yoluyla alinir ve gidalar emilimini etkilemez. Alindiktan
yaklagik 5 saat sonra maksimum sistemik konsantrasyona ulasir. %95-93 oraninda ve
100-400 ng/ml’lik konsantrasyonlarda serum proteinlerine baglanir. Doz
ayarlandiktan 5-10 giin sonra uygun plazma konsantrasyonuna ulasilir. Paroksetin,
mide-bagirsak sisteminden etkin bir sekilde geri emilir ve karacigerden ilk gecisi
sirasinda kolayca metabolize olur. Onemli miktardaki paroksetin (yaklasik % 36)
fecesle atilir bunun % 1’den az bir kismu degisime ugramamis paroksetindir [26].
Viicutta ilacin dagilim hacmi 2-12 L/kg‘dir, yarilanma siiresi maruziyet siiresi ve
doza bagl olarak degiskendir. 20 mg/giin’liikk dozun oral alimindan 15 giin sonra ,
yarilanma siiresi yaklasik % 12 (16,4-18,3 saat) artar ve 30 mg/giin’liik paroksetin
alimindan sonra % 100’den (9,8-21,0 saat) fazladir. Fluoksetin gibi karacigerde

sitokrom P450 enzim sistemi yardimiyla metabolize edilir [27].



10

Metabolizmasi

Diger lipofilik psikotrofik ilaglar gibi paroksetin de hidrofilik atilabilir iiriinleri
olusturmak iizere karacigerde genis capta metabolize edilir. Paroksetin CYP2D6
izoenziminin de dahil oldugu sitokrom P450 (CYP) sistemi yardimiyla oksidasyon
ve metilasyon asamalarindan gecerek metabolitlerine doniisiir. Metabolizma,
metilendioksi kopriisiinden oksidatif ayrilmayla saglayan meta pozisyondan meta
metoksi tiirevine veya para pozisyondan para metoksi tiirevine doniisiime aracilik
eden ve daha ileri metillenmeyi saglayan kararsiz bir bilesik olan katekol olugumu ile
sonuglanir. Her iki metabolit de siilfirik asit veya glukuronik asit ile birlesir (Sekil

1.4) [26].
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Sekil 1.4. Faz I reaksiyonlarim katalizledigi diistiniilen enzimler ve paroksetin

metabolizmasi: CYP2D6 ve katekol-O-metiltransferaz (COMT).

Oksidatif ayrilmanin CYP izoenzimleri tarafindan gerceklestirildigi diisiiniiliirken,

metilasyon i¢in diger enzimler gereklidir.
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Paroksetin ile ilgili yapuan calismalar ve canlilar iizerindeki etkileri

Paroksetinin yan etkileri; terleme, mide bulantisi, bag donmesi, uykusuzluk, titreme,
sinirlilik ve genital bir takim bozukluklardir. OSGE grubuna ait bu ilacla ilgili ¢ok
sayida arastirma mevcuttur. Paroksetinle ilgili yapilan bir ¢alismada akut toksisite
rodent modeli gelistirilmis ve tek doz uygulanmak suretiyle test uygulanmistir.
Paroksetine maruz kalan grupta viicut agirligi,gida ve su tiikketimi gibi parametreler
dikkate alinmisg ve 7 giin sonunda kirmizi kan hiicrelerinde ve hemoglobinde doza
bagh olarak artis goriilmiistiir. Kullanilan deney hayvanlarinin karacigerlerinin
agirhginda yiiksek dozda artis goriilmiistiir. Ilacin  tek yiiksek doz uygulanmasi
bircok parametre ile incelenmis ve yiiksek dozlarimin toksisiteye neden olabilecegi
sonucuna vartlmistir [28]. Kim ve arkadaglarmin yapmis oldugu bir arastirmada,
panik bozuklugu olan 3 ay boyunca paroksetin tedavisi goren 26 hasta ve ayni
sayidaki kontrol gruplartyla calisilmis ve ila¢ tedavisinden sonra T lenfosit sayisinda
belirgin bir artig goriiliirken B lenfosit sayisinda da azalma goriilmiistiir. Bu bulgular
ila¢ tedavisinin panik bozukluklarda bagisiklik sistemini etkiledigini gostermistir

[29].

Antidepresan kullanimi ve gogiis kanseri iliskisi ile ilgili deney hayvanlariyla yapilan
arastirmalar, dogum sonrasindaki bir aylik donemde antidepresanlara maruz
kalindiginda bu ilaglarin meme tiimorii gelisimini tetikledigi ve ratlarda kolon
kanseri olusumuna neden olabildigi yoOniindedir [30]. Paroksetinin kanserojenite
calismalarinda farede tiimor sayisindaki artisin doza bagli oldugu ilaca bagh
olmadigi saptanmustir. Insandaki kanserojenik etkileri ise bilinmemektedir.
Antidepresan kullanimi ve gogiis kanseri riski arasinda bir iliski olduguna dair
hayvan ve insanlarda pek ¢ok calisma yapilmistir. Steingart paroxetine ve sertralin
kullanan hastalarla vaka kontrol ¢calismasi yapmis uzun siireli ila¢ kullanimi ile gogiis

kanseri arasinda az da olsa bir iligski oldugunu belirlemislerdir [31].
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Mutajenite testleri

Insanlarin gesitli yollarla maruz kaldiklar1 gesitli kimyasal maddelerin, mutasyonlara
neden olmasi durumunda, hem bireyin kendisini etkileyen ve hem de ileriki
jenerasyonlari etkileyebilecek anormallikler ortaya cikabilir. Bu nedenle, insanlarin
maruz kaldiklar1 kimyasallarin mutasyona neden olup olmadiginin belirlenmesi
biiyiik énem tagimaktadir. Iste bu amagla kisa siireli genotoksisite testleri olarak
bilinen testler uygulanmaktadir. Bu testlerde hem farkli tipte organizmalar ve hem de

farkli tipte test metodlar1 kullanilmaktadir.

Bu testlerden birisi Ames testi olarak adlandirilir ve Salmonella typhimurium’un iki
farkli susunda calisilir. TA98 susu, cerceve kaymasi mutasyonlari i¢in, TA100 susu
ise baz cifti degisimleri icin kullanilir. Bu test ile, kullanilan kimyasalin DNA
molekiilinde nokta mutasyonlarina neden olup olmadigi belirlenir [32]. Sikca
kullanilan testlerden bir digeri, Drosophila melanogaster’ de eseye bagh resesif letal
testidir. Bu teknikte, hem nokta mutasyonlar1 hem de kiigiik delesyonlar
belirlenmektedir. Mayalarda ise, Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces
pompe gibi  tiirler kullanilarak genotoksisite testleri  yapilir. Genotoksisite
calismalarinda, pH ve sicaklik degisimlerini tolere edebilecek fizyolojik yapilar1 ve
yiikksek yapili organizmalarin hiicre yapilarina benzemeleri nedeniyle Okaryotlar
icinde en c¢ok calisgilan gruptur. Saccharomyces cerevisiae’nin hem diploid hem
haploidlerin, Saccharomyces pompe’nin ise sadece haploidlerde gen mutasyonlari

icin genotoksisite testleri yapilmaktadir [33].

Yukaridaki testlerin disinda, memelilerde in vivo ve in vitro kromozom
anormallikleri metodu da ¢ok¢a kullanilmaktadir. In vivo mutajenite testlerinde fare,
rat gibi memelilerin kemik iligi kullanmlarak kromozomlarda olusabilecek yapisal
degisimlerin saptanmasi amaciyla kromozom anormallikleri incelenir. In vitro
kromozom anormallikleri metodunda, kiiltiirdeki memeli hiicrelerinde belli bir ajanin
meydana getirdigi yapisal kromozom anormallikleri belirlenir. Yapisal kromozom
anormallikleri iki tipte olusur, bunlar kromozom tipi ve kromatid tipi

anormalliklerdir. Kimyasal mutajenlerin biiyiik bir kismi kromatid tipi anormallikler
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olustururken, bir kismi kromozom tipi anormallikler de olusturmaktadir. Bazen belli
bir kimyasalin etkisiyle poliploidi de meydana gelebilir. Boyle bir durum, sayisal
anormallik olarak degerlendirilir. insan populasyonlar iizerinde yapilan calismalar,
periferal lenfositlerdeki spontan kromozomal anormallik frekanslar ile kanser

olusumu arasinda pozitif korelasyon oldugunu ortaya koymaktadir [34].

Diger bir 6nemli test, kardes kromatid degisimi testidir. Bu test bir kromozomun iki
kardes kromatidi arasinda karsilikli degisimin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilir. Bu
degisimin gerceklesmesi i¢in, DNA kirilmalarinin olmasi ve bunlarin yeniden
diizenlenmesi gerekir. Kardes kromatid degisiminin saptanabilmesi icin kiiltiir
ortamina BrdU ilave edilir. Bu madde DNA replikasyonu sirasinda sentezlenen yeni
poliniikleotid zincirinde timinin yerini alir. BrdU’yu biinyesine almis DNA,
1sinlanmaya maruz kalirsa boyama sonucunda bu bolgeler acik renkli gozlenir. Bu

boyanma farki da DNA’da kardes kromatidler aras1 degisimleri gostermektedir [35].

Mikronukleus testi ise bir veya birka¢ kromozomun ya da kromozomdan kopan
parcalarin mitoz esnasinda ana c¢ekirdekten ayr1 bir sekilde hiicre iginde
olusturduklart kiiciik cekirdekleri belirler. Kromozomal hasarin Ol¢iilmesinde bu
yontem; genotoksisite ve sitotoksisite ¢aligmalarinda kromozom kirigi, kromozom
kaybi ve hiicre boliinmesinin inhibe edilmesini basit morfolojik kriterlerle 6l¢iimiinii
saglar. Cyt B, aktin polimeraz inhibitorii olup niikleer boliinmeyi durdurmadan,
mitotik sitokinezi yani sitoplazmanin boliinmesini durdurur. Cyt B etkisiyle, hiicre
cekirdegi boliiniirken, sitoplazma boliinmesi (sitokinez) durur ve biniikleer hiicreler
ortaya cikar. Ayrica niikleer boliinme indeksi hesaplanmasi ile test edilen kimyasal

veya fiziksel ajanin sitostatik etkinligi hakkinda bilgi edinilir [36].

Cesitli materyal ve test yontemleriyle yapilan genotoksik arastirmalar

Yapilan aragtirmalar dogal cevremizde bulunan pek ¢ok kimyasal maddenin
immiinotoksik, genotoksik, mutajenik, kanserojenik ve teratojenik oldugu gercegini
ortaya koymaktadir. Bu etkilere sahip olma potansiyeli olan kimyasallardan biri de

ilaglardir. Bu nedenle, ilaclarin insanda tedavi edici etkilerinin belirlenmesinin
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yaninda, bunlarin insan genomunda mutasyonlara sebep olup olmadiklarinin ortaya
cikarilmasi da son derece Onem tasimaktadir. Bir kimyasal maddenin, potansiyel
genotoksik olup olmadiginin belirlenmesi icin ¢esitli testler yapilmaktadir. Bunun
icin kullanilan testlerden bazilar, kardes kromatid degisimi (KKD) analizi,
kromozom anormallikleri (KA) analizi ve mikronukleus (MN) analizidir. Bir ilacin
genetik etkilerinin olup olmayacaginin belirlenmesi i¢in de benzer analizler
kullanilmaktadir. ilaglarin genotoksisite profilinin belirlenmesiyle ilgili olarak
yapilmig cok sayida arastirma vardir. Megazol adli ilacin genotoksik etkilerinin
arastirlldignt bir calismada mitotik indeks ve kromozom anormalligi sikliginda
anlamli diizeyde artis goriilmiistiir [37]. Sulfamethoksazol antimikrobiyal ilaciyla
kiiltiire edilmis insan periferal lenfositleri kullanilarak yapilan bir arastirmada KKD
ve MN frekanslar1 incelenmis her iki test de DNA hasari, klastojenite ve anojenite
gibi genetik hasarlarin saptanmasimi saglamaktadir. KKD ve MN frekanslarinda en
yiiksek dozlarda artig goriilmiis ve anlamli bulunmustur [38]. Yine Antimikrobiyal
bir ila¢ olan trimethoprim’in ve kuinolon’un MN frekansim1 6nemli oranda artirdigi
ayrica DNA hasarinda da goriilen artis nedeniyle de genotoksik etkili oldugu
bildirilmistir  [39,40]. Antibiyotik olarak kullanilan violasein’in memeli hiicre
kiiltiirlerinde yapilan bir arastirmada MN frekansinda artisa neden oldugu
saptanmistir [41]. Abou-FEishaa , antimikrobiyal bir ila¢ olan sulfamethoksazol’iin,
KKD frekansinda doza bagl bir artisa neden oldugunu, bu artisin sadece en yiiksek
dozda (500 pg/ml) istatiksel olarak anlamli oldugunu ve bu nedenle insan lenfosit
kiiltiirlerinde bu ilacin, zayif da olsa kromozomal hasara ve sitotoksik etkiye neden

oldugu sonucuna varmigtir [38].

Teo, hiperaktivite bozuklugu i¢in kullanilan bir ila¢ olan d-metilfenidat’in, in vitro
ve in vivo genotoksisite denemelerinde KKD’inde anlamli bir artisa neden
olmadigindan genotoksik ve klastojenik olmadigin1 bulmustur [42]. Anestezik
cerrahide kullanilan diazepam ve propofol kullanilarak acik kalp ameliyati olan
hastalarda, kromozomal aberasyon testi uygulanmis ve bu ilaglarin herhangi bir
genotoksik etkisi olmadig sonucuna varilmistir [43]. ikbal ve arkadaslar1, uyku ilaci
olarak kloral hidrati kullanan cocuklarin periferal lenfositleriyle yaptiklari bir

calisma sonucunda, bu ilacin KKD ve mikronukleus frekansinda belirgin bir artisa
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neden oldugunu, bu nedenle ilacin az da olsa genotoksik potansiyele sahip oldugunu

bulmuslardir [44].

Wu ve arkadaslari, 53 florozisli hastanin lenfositleriyle MN ve KKD testi
uygulayarak kontrol gruplarina gére KKD ve MN frekansinin anlamli derecede
yiikksek oldugunu saptamisdir. Bu sonuglardan florozisli hastalarda DNA’nin ciddi
sekilde hasar gordiigii sonucuna varmiglardir. Florinin DNA ve kromozom hasarina

yol acan mutajenik bir ajan oldugunu saptamislardir [45].

Antimikrobiyal bir ila¢ olan enrofloksasin ve metaboliti siprofloksasin kullanan 8
bireye ait kiiltiirdeki insan periferal lenfositlerinde mitotik indeks ve kromozom
anormallikleri incelenmis ve kromozom anormallik frekansinda her iki grupta da
kontrole gore istatiksel olarak Onemli bir artis oldugu ve en sik kromatid ve
kromozom kiriklar1 anormalliklerinin goriildiigii bundan da ilaclarin genotoksik
oldugu sonucuna varmislardir. Kontrolle kiyaslandiginda mitotik indekste goriilen
azalma ise bu antimikrobiyalin sitotoksik etkili oldugunu gostermektedir.
Enrofloksasin ayrica KKD frekansini da arttirdigindan bu ilacin genotoksik etkili

oldugu saptanmistir [46].

Oztiirk ve arkadaslar1 miyelodisplastik sendromlu 16 hastayla yapilan bir arastirmada
KKD’inin kontrole goére anlamli diizeyde arttigin1 gézlemislerdir. DNA hasari
gostergesi olan KKD’deki bu artisin hastalifin ilerlemesinde rol oynayabildigi

sonucuna varmiglardir [47].

Kanser hastanesinde calisan ila¢ teknisyenleri ve hemsirelerin lenfositleri iizerinde
antineoplastik ilaglarin genotoksik etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, kontrol
gruplart ile ilaclara maruz kalan kisiler arasinda mikronukleusda oOnemli bir
degisiklik goriilmezken yanak epitelyum hiicrelerinin MN testinde ise Onemli
farkliliklar gézlenmistir. Yine CA frekansinda da énemli derecede artis gézlenmistir
[48]. Ballardin ve arkadaslari, iodin-131 tedavisi goren tiroid kanserli hastalarla
yapmis olduklar1 bir calismada MN frekansinda anlamli diizeyde artis oldugunu

tespit etmislerdir [49]. Bir baska c¢alismada kanser ilaci olarak kullanilan Arjentatin-
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A ve Arjentatin-B’nin insan lenfositleri iizerindeki genotoksik etkileri MN testi ile
incelenmiglerdir. Sonugta ilaglarin herhangi bir genotoksik etkilerinin olmadigi

saptanmistir [50].

Hiperaktivite ve dikkat dagimiklig1 tedavisinde kullanilan bir ila¢ olan metilfenidat
tedavisi goren 12 cocukla yapilan bir calismada, bu ilacin mutajenite ya da
kanserojenite ile baglantistnin olup olmadig arastirilmistir.  Kromozom
anormallikleri, KKD ve MN frekanslarinda onemli oranda artis gozlenmistir.

Arastiricilar bu durumun kanser riskini artirdigi sonucuna varmiglardir [51].

Ektoparazitlere karsi kullanilan bir ilag olan apitol’lin kiiltiire alinmis insan periferal
lenfositleri iizerindeki genotoksik etkilerinin incelendigi bir arastirmada KKD
frekansinda ve mitotik indekste tiim konsantrasyonlarda anlamli oranda artis
gbzlenmis ve tiim bu bulgulardan ilacin genotoksik potansiyeli olabilecegi sonucuna
varilmigtir. Apitol’iin ayn1 zamanda yapisal kromozom aberasyonlarinda artisa neden

olup en ¢ok da kromozom kiriklarina yol agtigi bulunmustur [52].

Psikiyatri boliimiinde 18’i lityum karbonat ve 18’i de benzodiazepin ilaglar ile
tedavi goren 36 hasta ile yapilan bir calismada her iki grupta da kromozom
aberasyon oranindaki artisin 6nemli diizeyde oldugu en sik goriilen anormalliklerin
disentrik kromozom ve kromatid degisimi oldugu ve hiicre basma diisen KKD
frekansinda da anlamli oranda artis oldugu ancak her iki grup arasindaki aberasyon
ve KKD/hiicre frekansi arasinda bir farklilik olmadigi saptanmistir [53]. Bozkurt ve
arkadaslari, selektif serotonin geri alim inhibitorlerinden biri olan sertalin kullanan
hastalarin periferal lenfositlerindeki KKD ve kromozom aberasyonu frekanslarini,
kontrol gruplanyla karsilastirmak suretiyle incelemisler ve sonugta ilaci kullanan
kigilerde saglikli bireylere gore KKD frekansi daha fazla olsa da, bu artisin istatiksel

olarak anlaml olmadigim ortaya koymuslardir [54].



17

Amag

[laclar insanlarin en stk maruz kaldig1 kimyasallardan biridir. Pek ¢ok kimyasal gibi
ilaglarin da genotoksik etkili olup olmadiginin saptanmasinda yapisal kromozom
aberasyonlar1 (KA), kardes kromatid degisimi (KKD) ve mikronukleus (MN) testi
gibi ¢cok sayida test kullanilmaktadir.

OSGE grubu ilaglar ile laboratuar hayvanlarinda yapilan klinik 6ncesi testlere gore ,
bu ilaclarin genotoksik olduguna dair kesin bir kanit bulunamamistir. OSGE’lerin
insan hiicre sistemleri tizerindeki etkilerinin arastirildigr in vitro ¢alismalarin sayisi
yeterli degildir. Ayrica pek cok psikotik ila¢ genotoksisite yoniinden test edilmistir
ancak bazi arastirmalarin sonuglari birbirleriyle celismektedir. Ornegin diazepam
olarak da bilinen antipsikotik ila¢, benzodiazepin ile ilgili ¢cok sayida genotoksisite
testi yapilmistir. Bu ilacin genotoksik olup olmadig ile ilgili negatif ve pozitif
sonuclar elde edilmistir. Yine deney hayvanlariyla yapilan bazi arastirmalara
bakilarak bu ilaglarin insanda olusturabilecegi etkileri tahmin etmek oldukca biiyiik
bir problemdir. Tiim bu nedenlerden dolay1 daha ¢ok aragtirma yapilarak daha net

sonuclara ulagilabilir.

Bu amagla calismamizda; depresyon, anksiyete, bulimia nevroza ve obsesif-
kompulsif gibi ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde kullanilan ilaglarin (etken maddesi
paroksetin olan Paxil ve etken maddesi fluoksetin olan Prozac), kiiltiirdeki insan
periferal lenfosit hiicrelerinde; mitotik indeks, replikatif indeks, kardes kromatid
degisimi, kromozomal anormallikler ve mikroniikleus olusumlar1 {izerine etkileri

kontroller ile karsilastirilmak suretiyle aragtirilmistir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyal

2.1.1. Prozac’n in vitro insan lenfosit kiiltiirlerine uygulanmasi

Periferik kanlarin elde edilmesi

Antidepresan olarak kullamilan Prozac’in insan periferal kanindan elde edilen
lenfositlerdeki genetik etkilerini incelemek amaciyla, sigara, alkol veya ilag
kullanmayan, herhangi bir hastaligi saptanmamis saglikli kisilerden (25 yasinda bir

bayan ve bir erkek dondrden ) kan temin edilmistir.

Test Materyali

Bu arastirmada kullanilan antidepresan ilacin ticari adi: Prozac, etken maddesi:
fluoksetin hidrokloriir, [UPAC adi: N-metil-3-phenil-3-[4-(trifluorometil)phenoksi]-
propan-1-amin, kimyasal formiilii: C;7H;sFsNO*HCl, Fare ve ratdaki LDsy degeri
sirasiyla 248 ve 452 mg/kg’ dir (oral olarak verildiginde) . Yapisal formiilii Sekil

2.1°de verilmistir.

CFj

_CHay

Iz

Sekil 2.1. Fluoksetinin yapisal formiilii
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2.1.2. Prozac ve Paxil antidepressan ilaclarim kullanan hastalardan periferik

kanlarin elde edilmesi

Bu arastirma i¢in kullanilacak kan, belli bir siiredir antidepresan olarak Paxil ve
Prozac ilaglarin1 kullanan, sigara, alkol veya bagka bir ila¢ kullanmayan kisilerden
alinmistir. Kanlar, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi’nde, depresyon ve anksiyete
tedavisi goren hastalardan temin edilmistir. Ayrica, hasta kisiler ile ayni cinsiyet ve
ayn1 yasta olmak iizere, tibbi tedavi altinda olmayan normal kisilerden de periferik
kan temin edilmistir. Bu ¢alismada, s6z konusu ilaglar1 kullanan toplam 24 hastadan
kan alinmistir. Paxil kullanan hasta sayist 12, Prozac kullanan hasta sayis1 12 olmak
tizere hastalar; 20-29, 30-39 ve 40-49 olarak ii¢ yas grubuna ayrilmistir. Buna gore
20-29 yas grubunda Paxil kullanan 1 kisi, Prozac kullanan 5 kisi, 30-39 yas arasinda
Paxil kullanan 5 kisi, Prozac kullanan 3 kisi, 40-49 yas arasinda ise Paxil kullanan 6,

Prozac kullanan ise 4 kisi vardir.

2.2. Metot

Laboratuarda kullanilacak konsantrasyonlarin belirlenmesi

Fluoksetin hidrokloriir ile ilgili daha once yapilan ¢alismalarda, bu etken madde i¢in
LDsy degeri 248 mg/kg olarak belirlenmistir. Bu arastirmada; Prozac adli ilacin
LDso/2s, LDsoss0, LDsos100 ve LDsono’liik konsantrasyonlart olan 1,25, 2,5, 5 ve 10
pug/ml’lik konsantrasyonlar1 kulanilmistir. Prozacin belirlenen bu konsantrasyonlari
ile insan lenfosit kiiltiirleri 24 ve 48 saat siire boyunca muamele edilmistir. Ayrica
calismalarda hi¢bir kimyasal uygulanmamis negatif bir kontrol grubu ve mitomycin

C (MMC) eklenmis pozitif bir kontrol grubu da kullanilmistir.

Prozac ve Paxil ilaglarimi kullanan hastalar icin sadece negatif kontrol grubu
kullanilmig, periferal kan hastalardan temin edilerek kiiltiir ortamina ekilmis ve
KKD, KA ve MN saptanmasi i¢in ilag ilavesi yapilan yukardaki ayni teknik takip

edilmistir.
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Kromozom anormallikleri (KA) testi ve kardes kromatid degisimlerinin (KKD)

belirlenmesi

Hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi amaciyla, saglikli, sigara igmeyen bir bayandan ve
bir erkekten ayr1 ayr1 alinan ve 1/10 oraninda heparinize edilmis periferik kanin 0,2
ml’si (6 damla) steril sartlarda 2,5 ml’lik kromozom medyumu (Chromosome
Medium B) iceren tiiplere ekilmistir. Daha 6nce sartorius membran filtre ile steril
edilerek hazirlanan BrdU soliisyonundan her tiipe 10 pug/ml olacak sekilde toplam 50
ul ilave edilmis ve tiipler alt iist edilerek karigsmalar1 saglanmistir. Ardindan kiiltiir
tiipleri aliiminyum folyo ile sarilarak, egik pozisyonda, 37°C’deki inkiibatdrde 72

saat bekletilmistir.

Prozac ve etken maddesi fluoksetin hidrokloriir i¢in belirlenen uygulama dozlarinin
kiiltiir tiiplerine ilave edilmesi su sekilde yapilmistir; Prozac’in ve fluoksetin
hidrokloriir’iin 24 saatlik etkisini arastirmak amaciyla kiiltiir siiresinin (72 saat)
bitiminden 24 saat 6nce herbir tiipe sirasiyla 1,25 pg/ml, 2,5 pg/ml, 5 pg/ml ve 10
pg/ml olacak sekilde Prozac ilave edilmis, kontrol grubu olan 1. tiipe test maddesi
eklenmemis, pozitif kontrol grubu olan 2. tiipe son konsantrasyonu 0,1 pg/ml olacak
sekilde mitomycin-C (MMC) eklenmistir. Ilacin 48 saatlik etkisinin arastiriimasi
icin, kiiltiir siiresi bitiminden 48 saat once aymi islemler tekrarlanmistir. [lacin
belirtilen uygulama dozlarn tiiplere ilave edilmis, tiipler tekrar inkiibatore alinarak 72
saatlik toplam kiiltiir siiresinin dolmas1 beklenmistir. Kiiltiir siiresi bitiminden 2 saat
once ( kiiltiirtin 70. saatinde) her tiipe steril saf su icinde hazirlannis kolkisin
solisyonundan (kullanilan kiiltiiriin her ml’sinde 0,06 pug olacak sekilde ) eklenmis
ve tiipler hafifce sallanip karismalar saglanmistir. Bu sekilde hiicreler 2 saat

boyunca 37'C’deki inkiibatorde kolkisin ile 6n isleme tabi tutulmustur.

Tiipler, kiiltiir siiresi bitiminde 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve iistte
kalan siv1 (siipernatant) uzaklastinlmistir. Lenfosit hiicrelerini iceren tiipiin dibindeki
0,5-0,7 mI’'lik kisim iyice karnstirilarak, hiicrelerin kalan sivi iginde homojen olarak
dagilmasi saglanmstir. Ardindan bu tiiplere, énceden 37 C’ye getirilmis etiivde

bekletilen 0,075 M KCI hipotonik soliisyonundan, otomatik karistiricida damla
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damla (5’er ml) ilave edilerek 30-60 saniye karigsmalar1 saglanmistir. Tiiplere
hipotonik soliisyonun homojen bir sekilde karismasi saglandiktan sonra tiiplerin agzi
tekrar kapatilarak, 37 C‘deki etiivde 30 dakika hipotonik soliisyonda bekletilmistir.
Bu siire sonunda tiipler 1200 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant
atildiktan sonra , odnceden buzdolabinda sogutulmus 3:1 metanol:asetik asitten olusan
soguk fiksatiften 5’er ml yavas yavas otomatik karistiricida karigtinlarak tiiplere
eklenmistir. Fiksatifle yikama islemi ii¢ kez tekrarlanarak tiipte kalan sivinin
tamamen berraklagsmasi saglanmistir. Tiipler her yikama isleminden sonra santrifiij
edilmis, son fiksatifle muamele sonunda dipte 0,5-0,7 ml kalacak sekilde siipernatant

atilmistir.

Siipernatantin son kez atilmasinin ardindan dipte kalan sivi, pipetaj yapilip icindeki
hiicreler homojen hale getirilmistir. Daha sonra bu hiicre siispansiyonu pastor
pipetine ¢ekilmistir. Bu siispansiyonun, daha 6nce 1IN HNO3‘te temizlenmis ve etil
alkolde buzdolabinda bekletilen nemlendirilmis lamlar {iizerine, 15-20 cm
yiikseklikten, farkli alanlara birer damla damlatilarak yayilmasi saglanmistir.

Hazirlanan preparatlar kurumak iizere 24 saat oda sicakliginda bekletilmistir [55].

Mikronukleus (MN) testi

Insan periferal lenfosit hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi igin steril kosullarda saglikli,
sigara icmeyen bir bay ve bir bayandan alinan ve 1/10 oraninda heparinize edilmis
periferik kanin 0,2 ml’si (6 damla), icerisinde 2,5 ml’lik kromozom medyumu
bulunan (Chromosome Medium) tiiplere ekilmistir. Bu tiipler 37°C sicakliktaki

etiive 45° egik sekilde yerlestirilmistir.

Kiiltiirdeki hiicreler, MN calismasi icin Prozac’in ve fluoksetin hidrokloriir’iin
yukarida verilen konsantrasyonlari ile yalnizca 48 saat muamele edilmistir. Kiiltiir
siiresi  baslangicindan 24 saat sonra dort tiipe daha Once de bildirilen
konsantrasyonlarda ilag ilavesi yapilirken, kalan iki tiipten 1. sine (negatif kontrol)
ekim yapilmamig 2. tiipe pozitif kontrol i¢in 0,1 pg/ml MMC ekimi yapilmistir.

Sitokinezi engellemek i¢in 44. saatte 5,2 ul Cytochalasin-B eklenmistir. Kiiltiir siiresi
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doldugunda tiipler, 10 dakika boyunca 1000 rpm’de santrifiij edilmis, ardindan iistte
kalan siipernatant atilmistir. Geriye kalan 0,5-0,7 ml’lik kisim vorteks yardimiyla
homojenize edildikten sonra, 37°C’deki 0,075 M KCI soliisyonundan tiiplere vorteks
izerinde karistirarak damla damla 5 ml ilave edilmis ve ardindan buzdolabinda 5
dakika bekletilmistir. Tiipler buzdolabindan c¢ikarilarak, 1000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilip siipernatant atildiktan sonra, tiiplere, 5’er ml 3:1 metanol: asetik
asitten olusan soguk fiksatiften ilave edilmistir. Ardindan tiipler buzdolabinda 10
dakika bekletilmistir. Bu islem 2 kez tekrarlandiktan sonra 3. fiksatife son
konsantrasyon 0,01 olacak sekilde 5 ml formaldehit ilave edilmis ve son kez santrifiij
edilmistir. Tiiplerdeki siipernatant atilmis, geriye kalan hiicre siispansiyonu pipetle
yavasca homojenize edilmistir. Daha once 1IN HNOj’de temizlenmis ve
buzdolabinda etil alkolde bekletilmis ve sonrasinda kurulanmig lamlar {izerine 15-20
cm yiikseklikten farkli alanlara birer damla damlatilarak siispansiyonun yayilmasi

saglanmistir. Preparatlar kurumasi icin 24 saat oda sicakliginda birakilmigtir.

Preparatlarin boyanmasi

Mitotik indeks, kromozomal anormallikler ve mikroniikleuslarin go6zlenmesi
amactyla hazirlanmig olan preparatlar % 5°lik giemsada 15-20 dakika boyanmuistir.
Bir kromozomdaki kardes kromatidlerin farkli boyanmasinmi saglamak amaciyla Speit
ve Haupter (1985)’in gelistirdikleri metot modifiye edilerek kullanilmistir [56]. Bu
uygulamaya gore bir giin boyunca kurutulan preparatlar diiz bir cam tepsiye
konularak iizerleri ince bir tabaka halinde fosfat tamponu (pH 6.8) ile kapatilmistir.
Sonraki asamada preparatlar, 15 cm yiikseklikten, 254 nm dalga boyunda 1s1k
yayabilen UV lambasi ile karanlikta 13 dakika isinlanmistir. Isinlama bitiminin
ardindan preparatlar, dnceden 60 ° C sicakliga getirilen 2xSSC soliisyonunda 35
dakika inkiibe edilmistir. Son olarak preparatlar, fosfat tamponu ile hazirlanan %

5’lik giemsa ile (pH 6.8) 15-20 dakika boyanmistir.

Boyama siiresinin dolmasindan sonra, her iki yontemde de boyadan c¢ikarilan
preparatlar, fazla boyanin akmasi i¢in ti¢ ayrn kaptaki saf sudan gegirilerek

yikanmistir. Sonra preparatlar dik bir sekilde kurumaya birakilmistir. Kuruyan
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preparatlara DPX damlatilip lamelle kapatilarak daimi hale getirilmistir ve bir giin

kurumaya birakildiktan sonra mikroskobik incelemeye alinmistir.

Mitotik indeks (MI) ve kromozom anormalliklerinin (KA) saptanmasi

Mitotik indeksin tespit edilmesi amaciyla biitiin uygulamalar icin kadin ve erkek
bireye ait preparatlarin her birinden 1000’er hiicre incelenmis ve bu hiicreler iginde
metafaz evresindeki hiicre sayisinin toplam hiicre sayisina orani yiizde cinsinden
hesaplanmistir. Kromozomal anormalliklerin belirlenmesi icin her bir uygulama
grubunda, kromozomlar1 iyi dagilmis olan 100’er hiicre incelenmistir. incelenen
toplam hiicre icindeki anormal hiicrelerin yiizdesi ve hiicre basina diisen kromozom
anormalligi sayis1 belirlenmistir. Ilacin etkisiyle mitotik indeks ve kromozom
anormalliklerinde olusan degisimlerin negatif kontrole gore Onemli olup
olmadiklarinin belirlenmesi icin z-testi uygulanmis ve her bir grubun regresyon
denklemi ile korelasyon katsayist ( r ) bulunup regresyon dogrusu cizilerek doz etki

iliskisi saptanmstir.

Kardes kromatid degisiminin (KKD) saptanmasi

Her bir uygulama i¢in, mitoz 1 (M1), mitoz 2 (M2) ve mitoz 3 (M3) sathalarindaki
toplam 100 hiicre, kardes kromatid degisimi sayisinin saptanmasit amaciyla
incelenmistir. Kardes kromatid degisimi sayisi, bir kromozomun agik boyanmis
kromatidindeki koyu boyanmis parcalarin veya koyu boyanmis kromatidindeki acik
boyanmis parcalarin sayilmasiyla, olusan kirilma sayisina gore birli, ikili, ti¢li ve
dortlii degisimler olarak degerlendirilmistir. Uygulama gruplarinin her birinde
olusan KKD’nin negatif kontrole gore anlamli olup olmadigi t-testi ile analiz
edilmistir. Tek yonlii varyans analizi metodu ile hiicre basina diisen KKD orani i¢in
her bir grubun ortalamalar arasindaki farkin 6nemli olup olmadig saptanmistir. Yine
her bir grubun regresyon denklemi ile korelasyon katsayisi ( r ) bulunup regresyon

dogrusu cizilerek doz etki iliskisi saptanmisgtir.
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Replikasyon indeksinin saptanmasi

Preparatlarin her birinden 100 hiicre, replikasyon indeksini hesaplamak amaciyla
incelenmistir. incelenen hiicreler arasinda birinci (M1), ikinci (M2) ve iigiincii (M3)
metafaz evresindeki hiicreler sayilmig ve replikasyon indeksi
RI=1x(M1)+2x(M2)+3x(M3)/N (N=incelenen toplam hiicre sayis1) formiili
yardimiyla hesaplanmistir [57]. Doz etki iliskisini saptamak i¢in her gubun r degeri

bulunarak regresyon dogrular1 ¢izilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. insan lenfosit kiiltiirlerinden elde edilen bulgular

3.1.1.Prozac’in invitro insan periferal lenfositleri iizerine uygulanmasi sonucu

olusan etkisi

Prozac’m 24 ve 48 saatlik uygulamalari, replikasyon indeksi iizerinde doza bagl
olarak diismeye neden olsa da (24 saat i¢in r=- 0,68 ve 48 saat icin r=-0,41), bu
azalma istatiksel olarak 6nemli degildir. 24 ve 48 saatlik uygulamalarda doz artisina
bagh olarak M1, M2 ve M3’te cesitli degisimler gézlenmis ise de, bu degisimlerin
doz artistyla iliskili olmadig belirgindir. 24 saatlik uygulamada Prozac, mitotik
indeksi doza bagli olarak azaltmistir (r=-0,95). Bu azalma sadece en yiiksek dozda
(10 pg/ml), istatiksel olarak anlamlidir. 48 saatlik uygulamada da mitotik indeks
doza bagli olarak azalmistir (r=-0,80) (Cizelge 3.1). Bu azalma biitiin
konsantrasyonlarda anlamh diizeydedir. Prozac’in 24 ve 48 saatlik uygulamalarinda,
konsantrasyon artigina bagli olarak mitotik indekste olusturdugu azalma Sekil 3.1’de
, mitotik indeks ile konsantrasyon arasindaki doz-etki iligkisi Sekil 3.2’de,
replikasyon indeksi ile konsantrasyon arasindaki doz-etki iligkisi ise Sekil 3.3de

gosterilmistir.

Prozac’in KKD {izerine etkileri incelendiginde, 24 saatlik uygulamada 1,25 ug/ml’lik
doz harig, diger tiim dozlarda KKD olusumu istatiksel olarak anlamli bir artis
gostermistir. Konsantrasyon ve KKD/hiicre sayist arasinda giiclii bir korelasyon
vardir (r=0,92), 48 saatlik uygulamada da tiim dozlar kontrol ile kiyaslandiginda
KKD olugumunu anlamli diizeyde artirmaktadir. Burada da KKD/hiicre sayisi ile doz
artis1 arasinda bir korelasyon vardir (r=0,97) (Sekil 3.4. a-b). Cizelge 1.1°de en diisiik
ve en yiiksek sayidaki KKD’ler ve hiicre basina diisen KKD sayis1 gosterilmistir.
Prozac muamelesi sonucu olusan kardes kromatid degisimi ikinci mitozu geciren

lenfositlerde (M2) gozlenmektedir (Resim 3.1).



Cizelge 3.1. Prozac’in insan periferal lenfositlerinde replikasyon indeksi, mitotik indeks ve kardes kromatid degisimi iizerine etkileri

Test maddesi Uygulama Min-max KKD/hiicre + SH M1 M2 M3 RI+ SH MI + SH
Prozac KKD
Siire Doz
(saat) (pg/ml)
Negatif kontrol 24h 0,0 0-3 0,46+0,12 110 75 15 1,53+0,045 4,840,047
Pozitif kontrol 24h 0,10 7-21 10,82+0,42 123 51 26 1,52+0,051 3,0+0,038
Prozac 24h 1,25 1-5 0,60+0,13 60 129 11 1,760,039 4,740,047
2,50 1-5 0,88+0,17* 136 61 3 1,34+0,036 4,040,043
5,00 1-6 2,1240,36* 97 87 16 1,60+0,045 3,740,042
10,00 2-8 2,26+0,29* 143 50 7 1,32+0,038 3,2+0,039a’
Negatif kontrol 48 h 0,0 1-3 0,62+0,11 42 50 108 2,33+0,057 5,6+0,051
Pozitif kontrol 48 h 0,10 9-38 13,5+0,80 24 50 126 2,51+0,050 1,640,028
Prozac 48 h 1,25 1-5 1,86+0,13* 22 74 104 2,41+0,048 4,0£0,044 a'
2,50 1-6 3,01£0,17* 12 58 130 2,59+0,043 3,0+0,038a”
5,00 2-7 4,03+0,16* 40 58 102 2,31+0,056 2,540,035 a”
10,00 2-9 6,02+0,24%* 46 50 104 2,29+0,058 2,340,034 a”

a' kontrole gére p<0,05 diizeyinde anlamli (z test)
a*kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z test)
* kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-test)
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Sekil 3.1. Prozac’in insan periferal lenfositlerinde MI iizerine etkisi
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Sekil 3.2. Prozac ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde mitotik indeks ve
konsantrasyon arasindaki doz-etki iliskisi. a) 24 saatlik uygulama (r=-0,95),
b) 48 saatlik uygulama (r=-0,80).
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Sekil 3.3. Prozac ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde replikasyon
indeksi ve konsantrasyon arasindaki iliski. a) 24 saatlik uygulama (r=-
0,68), b) 48 saatlik uygulama (r=-0,41).

Resim 3.1. Prozac muamelesi sonucu olusan kardes kromatid degisimleri
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Sekil 3.4. Prozac ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde KKD/hiicre ve
konsantrasyon arasindaki korelasyon a) 24 saatlik uygulama (r=0,92), b)
48 saatlik uygulama (r=0,97).
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Lenfosit kiiltiirlerinin Prozac ile 24 ve 48 saatlik muamelesi sonucunda anormal
hiicre frekansinda (24 saatte r=0,86, 48 saatte r=0,85) ve hiicre basina diisen
kromozomal anormallik sayisinda (24 saatte r=0,74, 48 saatte r=0,88) doz artisina
bagh olarak artis gozlenmistir (Sekil 3.5 a-b ve Sekil 3.6 a-b). Bu artis her iki
muamele siiresi icin de 2,50 pg/ml’lik konsantrasyondan itibaren istatiksel acidan

onemlidir (Cizelge 3.2).

Prozac’mn etkisiyle insan lenfositlerinde en sik goriilen kromozomal anormallikler

sirasiyla kromatid kingi, disentrik kromozom, kardes kromatidlerde birlesme ve

kromozom kirgidir (Resim 3.2).

Resim 3.2. Prozac ile muamele edilen insan lenfosit kiiltiirlerinde gozlenen
kromozomal anormallikler. a) Kromatid kirgi ve kromozom kirigi, b)
disentrik kromozom, c) kardes kromatidlerde birlesme
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Sekil 3.5. Prozac ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde KA/hiicre ve
konsantrasyon arasindaki korelasyon. a) 24 saatlik uygulama (r=0,74), b)
48 saatlik uygulama (r=0,88).



Cizelge 3.2. Prozac’in insan periferal lenfositlerinde olusturdugu kromozomal anormallik tipleri, anormal hiicre frekansi ve KA/hiicre

sayisl

Test maddesi Uygulama Anormallikler Anormal hiicre + SH KA/Hiicre + SH
Prozac (%)
Siire (saat) Doz Kkb Ktk Dk Kzk
(ug/ml)
Negatif kontrol 24 h - 2 3 - - 2,50+1,10 0,02540,011
Positif kontrol 24h 0,10 18 15 27 9 29.5041,50 0,345+0,033
Prozac 24h 1,25 1 6 3 - 5,0022,50 0,050+0,015
2,50 5 15 8 1 12,5042,90% 0,14540,025*
5,00 4 15 21 3 14,0042,90% 0,21540,029*
10,00 8 18 13 4 16,5043,40% 0,21540,029*
Negatif kontrol 48 h - - 3 2 - 2,50+1.10 0,02540,011
Positif kontrol 48 h 0.10 19 17 28 10 30,5043..21 0,370+0,015
Prozac 48 h 1.25 1 3 4 2 5,00%1.54 0,050+0,015
2.50 5 15 10 - 14,5042.48% 0,15040,025*
5.00 6 16 23 - 17,5042.68% 0,22540,029*
10.00 4 19 15 9 19.00+2.77% 0,235+0,029*

Kkb:Kardes Kromatidlerde Birlesme, Dk:Disentrik Kromozom, Ktk: Kromatid kirigi, Kzk:Kromozom kirigi
* kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlaml1 (z test)

0¢
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Sekil 3.6. Prozac ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde anormal hiicre
yiizdesi ve konsantrasyon arasindaki iligki. a) 24 saatlik uygulama
(r=0,86), b) 48 saatlik uygulama (r=0,85).

Insan lenfosit kiiltiirlerinde Prozacla muamele sonucu 1-2 mikronukleuslu hiicreler
gozlenmistir (Resim 3.3). Prozac antidepresan ilacinin 48 saatlik uygulamasi
sonucunda tiim uygulama dozlarinda MN/hiicre sayisinda artis meydana gelmistir
(r=0,98). Ancak bu artis sadece en yiiksek doz olan 10 pg/ml’lik konsantrasyonda
negatif kontrole gore anlamlidir . Niikleer boliinme indeksi kontrolle kiyaslandiginda
doz arttikca azalmistir ancak bu azalma istatiksel olarak 6nemli degildir. MN sayisi,
MN tasiyan hiicrelerin frekans1 ve niikleer boliinme indeksi Cizelge 3.3°de
verilmigtir. Sekil 3.7 mikronukleus olusumu ile konsantrasyon arasindaki

korelasyonu gostermektedir.

Cizelge 3.3. Prozac’in insan periferal lenfositlerinde mikronukleus olusumuna etkisi

Test Maddesi Uygulama Niikleer
Sire Doz BN MN’un sayisina gore BN MN/Hiicre boliinme
Prozac Hiicre hiicrelerin tanimlanmast Indeksi
(saat)  (ug/ml)
say1st (D) 2) (CBPI)
Negatif Kontrol 48 - 2000 2 - 0,10 £ 0,07 1,77+ 0,42
Pozitif Kontrol MMC) 48 0,10 2000 50 12 3,70 £ 0,42 1,38 £ 0,37
Prozac 48 1,25 2000 3 - 0,15 £ 0,08 1,73 £ 0,41
2,50 2000 5 - 0,25+0,11 1,72 £ 0,41
5,00 2000 3 2 0,35+0,13 1,64 £ 0,40
10,00 2000 8 3 0,70 £0,19* 1,60 £ 0,39

*kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml1 (z test)
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Resim 3.3. Prozac ile muamele edilen insan lenfosit kiiltiirlerinde biniikleatlarda
gozlenen mikronukleus olusumlari.a) 1 mikronukleuslu b) 2

mikronukleuslu
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Sekil 3.7. Prozac ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde MN/hiicre ve
konsantrasyon arasindaki iliski (r=0,98).

3.1.2.Prozac’in etken maddesi Fluoksetin hidrokloriir’iin Kiiltiire alinmis insan

periferal lenfositleri iizerine etkKisi

Fluoksetin hidrokloriiriin, 24 ve 48 saatlik uygulamalar1 sonucunda replikasyon
indeksindeki degisimler istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. Replikasyon indeksi
ile doz artig1 arasinda bir korelasyon belirlenememistir (24 saat i¢cin r= -0,11 ve 48
saat icin r=-0,31) (Sekil 3.10). Etken madde ile 24 ve 48 saatlik muamele sonucunda
mitotik indeks, doza bagli olarak azalmistir (24 saat i¢in r=-0,95 ve 48 saat i¢in r=-

0,76). Bu azalma, 24 saatlik uygulamada sadece 10 pg/ml’lik dozda istatiksel agidan
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onemli iken 48 saatlik uygulamada biitiin konsantrasyonlarda 6nemli diizeydedir
(Cizelgel.4) (Sekil 3.9). Mitotik indeks ile konsantrasyon arasindaki korelasyon,
Sekil 3.8’de ve Sekil 3.9’da gosterilmistir.

Fluoksetin hidrokloriir, 24 ve 48 saatlik uygulamalarda tiim dozlarda, KKD {iizerinde
doza bagl bir artisa neden olmustur (24 saat i¢in r=0,92 ve 48 saat icin r=0,98). Bu
artig biitiin konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 3.11 a-b).En
diisiik ve en yiiksek sayidaki KKD’ler ve hiicre basina diisen KKD sayisi Cizelge
3.4’de gosterilmistir.

] Kontrol
125
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W10

24 Saat 48 Saat
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Sekil 3.8. Fluoksetin hidrokloriir’iin insan periferal lenfositlerinde MI iizerine etkisi



Cizelge 3.4. Fluoksetin hidrokloriir’iin insan periferal lenfositlerinde replikasyon indeksi, mitotik indeks ve kardes kromatid degisimine

etkileri
Test maddesi Uygulama Min-max KKD/hiicre + SH M1 M2 M3 RI+ SH MI + SH
Fluoksetin KKD
Hidrokloriir Siire Doz
(saat) (pg/ml)
Negatif kontrol 24h 0,0 13 1,27+0,10 82 52 66 19240061 5,4+0,051
Pozitif kontrol 24h 0,10 8-25 12,200,66 2,53£0,049  2,7+0,036
Fluoksetin 24h 1,25 13 1,630,12% 22 50 128 1,730,057 5,2 0,050
Hidrokloriir 2,50 1-5 2,56+0,15% 100 54 46 2,32+0,054  4,9+0,048
5,00 16 2,64+0,26% 36 64 100 1,630,077 4,1+0,044
10,00 2-8 3,3240,26% 112 50 38 2,05£0,061  3,8+0,043a"
70 50 80
Negatif kontrol 43h 0,0 13 1,27+0,10 82 52 66 1,920,061 540,051
Pozitif kontrol 48h 0,10 9-38 14,1+1,01 2,00£0,061 2,540,035
Fluoksetin 48h 1,25 1-5 2,0240,11% 75 50 75 2,110,057 420,045 a
Hidrokloriir 2,50 1-6 3,130,17% 56 66 78 2,310,055 3,9+0,0432
5,00 1-8 4,52+0,35% 38 62 100 1,970,061 3,520,041 a2
10,00 3-10 6,30+0,32 ;2 gg ;2 2,19+0,060 2,340,034 a*

a' kontrole gére p<0,05 diizeyinde anlamli (z test)
a’kontrole gére p<0,01 diizeyinde anlamli (z test)
* kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (t-test)

123
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Sekil 3.9. Fluoksetin hidrokloriir ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
mitotik indeks ve konsantrasyon arasindaki korelasyon. a) 24 saatlik
uygulama (r=-0,95), b) 48 saatlik uygulama (r=-0,76).
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Sekil 3.10. Fluoksetin hidrokloriir ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
replikasyon indeksi ve konsantrasyon arasindaki iliski. a) 24 saatlik
uygulama (r=-0,11), b) 48 saatlik uygulama (r=-0,31).
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Resim 3.4. Fluoksetin hidrokloriir muamelesi sonucu olusan Kkardes kromatid

degisimleri
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Sekil 3.11. Fluoksetin hidrokloriir ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
KKD/hiicre ve konsantrasyon arasindaki korelasyon. a) 24 saatlik
uygulama (r=0,92), b) 48 saatlik uygulama (r=0,98)

Fluoksetin hidrokloriir ile 24 ve 48 saatlik uygulamalar sonucunda olugsan anormal
hiicre frekansi (24 saatte r=0,90 ve 48 saatte r=0,90) ve hiicre basina diisen
kromozomal anormallik sayisinda (24 saatte r=0,91 ve 48 saatte r=0,90) doza baglh
artis gdzlenmistir. Bu artis 24 saatlik uygulama i¢in anormal hiicre frekansinda ve
hiicre basina diisen kromozomal anormallik frekansinda 2,5 pg/ml’lik dozdan
itibaren istatiksel olarak p<0,001’e gore anlamli iken, 48 saatlik uygulama igin
anormal hiicre frekansi ve hiicre basina diisen kromozomal anormallik frekansi
1,25’lik dozda p<0,01 diizeyinde, 2,5 pug/ml’lik dozdan itibaren ise p<0,001

diizeyinde istatiksel yonden onemlidir. Fluoksetin hidrokloriir’iin neden oldugu
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kromozomal anormallikler ile anormal hiicre frekans1 ve KA/hiicre sayis1 Cizelge

3.5 de gosterilmistir.

Fluoksetin hidrokloriir’iin etkisiyle insan lenfositlerinde en sik goriilen kromozomal
anormallikler sirasiyla disentrik kromozom, kromatid kirigi, kromozom kirigi, kardes
kromatidlerde birlesme ve poliploididir. Bu anormallikler disinda yiiksek dozlarda
kromozom morfolojisinde bozukluklar ve kromozomlarda kontraksiyon da
gozlenmistir. Fluoksetin hidrokloriir muamelesine bagli olarak ortaya cikan

anormalliklerin fotograflart Resim 3.5’de gosterilmistir.
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Sekil 3.12. Fluoksetin hidrokloriir ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
KA/hiicre ve konsantrasyon arasindaki iliski. a) 24 saatlik uygulama
(r=0,91), b)48 saatlik uygulama (r=0,90).
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Sekil 3.13. Fluoksetin hidrokloriir ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
anormal hiicre yiizdesi ve konsantrasyon arasindaki korelasyon. a) 24
saatlik uygulama (r=0,90), b)48 saatlik uygulama (r=0,90).



Cizelge 3.5. Fluoksetin hidrokloriir’iin insan periferal lenfositlerinde olusturdugu kromozomal anormallik tipleri, anormal hiicre
frekans1 ve KA/hiicre sayisi

Test maddesi Uygulama Anormallikler Anormal hicre £+ SH KA/Hucre £+ SH
Fluoksetin Hidroklortr (%)
Sire (saat) Doz Kkb Kik Dk Kzk  Kd
(Hg/ml)
Negatif kontrol 24 h - - 3 2 - - 2,5041,10 0,025:0,011
Pozitif kontrol 24 h 0,10 10 17 25 15 3 0,360+0,034
Fluoksetin Hidrokloriir 24 h 1,25 2 5 5 1 - 34,00+3,35 0,065+0,017
2,50 2 10 12 6 - 6,5021,74 0,150+0,025*
5,00 8 12 16 4 - 12’8823'35* 0,200+0,028"
10,00 6 11 19 9 - 002, 0,235+0,030*
22,50+2,95*
Negatif kontrol 48 h - - 3 2 - - 2,50+1,10 0,025+0,011
Pozitif kontrol 48 h 0,10 17 19 27 13 10 0,3900,034
Fluoksetin Hidroklorir 48 h 1,25 2 3 8 4 - 35,003,37 0,085+0,020a"
2,50 5 8 10 8 - 8,50+1,97 a 0,155+0,026*
5,00 5 18 13 10 - ;288?3’35* 0,230+0,029*
10,00 7 12 17 13 1 002, 0,255+0,031*
24,00£3,02%

Kkb:Kardes Kromatidlerde Birlesme, Dk:Disentrik Kromozom, Ktk: Kromatid kirigi, Kzk:Kromozom kirigi, Kd:Kromatid degisimi, P:Poliploidi
* kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z test)
a' kontrole gore p<0,01 diizeyinde anlamh (z test)

38
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Resim 3.5. Fluoksetin hidrokloriir ile muamele edilen insan lenfosit kiiltiirlerinde
gozlenen kromozom anormallikleri. a) Kromatid kirigi, b) Kromozom
kingi c¢) Disentrik kromozom, d) Poliploidi, e) Kardes kromatidlerde
birlesme

Insan lenfosit kiiltiirlerinde fluoksetin hidrokloriir ile muamele sonucunda 1-2 arasi
mikronukleuslu hiicreler gézlenmistir. MN/hiicre sayilar1 Cizelge 3.6’da ve MN
olusumlarinin fotograflar1 Resim 3.6’da gosterilmistir. Yapilan incelemede en ¢ok bir
MN igeren biniikleat hiicre goriilmiistiir. Daha sonra 2 MN igeren ve en az da 3 MN
iceren biniikleat hiicreler sayilmistir. Fluoksetin hidrokloriir etken maddesinin 48
saatlik uygulamasi sonucunda tiim uygulama dozlarinda MN/hiicre sayisinda
kontrole gore artis gozlenmistir (r=0,99). Bu artis 5 pg/ml’lik konsantrasyon i¢in
negatif kontrole gore p<0,01’e gore anlaml iken, 10 pg/ml’lik i¢in ise p<0,001’e
gore anlamlidir. Niikleer boliinme indeksi kontrolle kiyaslandiginda doz arttik¢a
azalmistir ancak bu azalma istatiksel olarak 6nemli degildir. MN say1si, MN/hiicre
sayist ve niikleer boliinme indeksi Cizelge 3.6 ‘da verilmistir.

Cizelge 3.6. Fluoksetin hidrokloriir’iin insan periferal lenfositlerinde
mikronukleus olusumuna etkisi



Test Maddesi Uygulama BN MN’un sayisina gére BN MN/Hiicre Niikleer

“Sire Doz hiicre hiicrelerin tamimlanmasi boliinme

Fluoksetin Hidrokloriir (saat) (ug/ml)  sayist (1) 2) 3) Indeksi

(CBPI)
Negatif Kontrol 48 - 2000 2 - - 0,10+ 0,07 2,07+ 0,45
Pozitif Kontrol (MMC) 48 0,10 2000 75 12 4 5,55+0,51 1,45 +0,38
Fluoksetin Hidrokloriir 48 1,25 2000 3 - - 0,15 +0,08 1,76+ 0,42
2,50 2000 6 - - 0,30+0,12 1,92 + 0,43
500 2000 5 4 - 0,65+0,17 a' 1,64 £0,40
10,00 2000 9 - 1,05 £0,23* 1,68+ 0,41

* kontrole gore p<0,001 diizeyinde anlamli (z test)
a' kontrole gére p<0,01 diizeyinde anlamli (z test)

Resim 3.6. Fluoksetin hidrokloriir ile muamele edilen insan lenfosit kiiltiirlerinde
biniikleatlarda gbzlenen mikronukleus olusumlari.a) 1 mikronukleuslu

b)2 mikronukleuslu
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Sekil 3.14. Fluoksetin hidrokloriir ile muamele edilen insan periferal lenfositlerinde
MN/hiicre ve konsantrasyon arasindaki korelasyon (r=0,99).

3.1.3. Prozac ve Paxil antidepresan ilaglarini kullanan hastalarm lenfosit kiiltiirlerinden elde edilen sonuglar

Prozac ve Paxil ilaglarim kullanan hastalar yaslarina gore ii¢ gruba ayrilarak bu
ilaglarin etkileri aragtirilmistir. Prozac ve Paxil kullanan hastalarin 3 yas grubunda da
kontrolleriyle kiyaslandiginda, replikasyon indeksinde gozlenen artis istatiksel olarak
anlamli degildir. Prozac kullanan hastalarda mitotik indekste her ii¢ yas grubu icin de
negatif kontrolle kiyaslandiginda azalma gostermistir ancak bu azalma sadece 20-29
yas grubunda p<0,05 diizeyinde anlamli bulunmustur. Diger gruplardaki azalma
onemli diizeyde degildir. Paxil kullanan hastalarda ise mitotik indekste 30-39 yas
grubunda p<0,05 diizeyinde anlamli azalma gozlenmistir. Prozac ve Paxil kullanan
hasta gruplarinin her ikisinde hiicre basina diisen kardes kromatid degisimleri sayisi
incelendiginde, her hasta grubunda artis oldugu, bunun tiim yas gruplarinda p<0,05’e

gore anlamli oldugu gozlenmistir. (Cizelge 3.7 ve Cizelge 3.8) (Resim 3.7).

‘4

‘ -

~ ‘4 ' "
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Resim 3.7. Prozac kullanan hastalara ait periferal lenfosit kiiltiirlerinde saptanan
kardes kromatid degisimleri



Cizelge 3.7. Prozac kullanan hastalara ait insan lenfosit kiiltiirlerinde, kardes kromatid degisimi, replikasyon indeksi ve mitotik indeks

degerleri

Yas grubu Donor sayisi Hastalarin ilact incelenen Min-Mak KKD/Hiicre M, M, M; RI+SH MI + SH
kullandig: siire  hiicre sayist KKD +SH (%)
(ay)
20-29
Kontrol 2 - 50 03 0.46:0.12 110 75 15 15320045 482047
20-29
Prozac 5 8-48 ay 125 0-6 0,94+ 0,16a* 92 124 204 2,4440,035 4,1+0,28a"
30-39
Kontrol 2 - 50 0-4 0,67+0,12 48 69 83 2,17+0,056 4,5+0,46
30-39
Prozac 3 12-48 ay 75 1-5 1,23+0,12 a* 36 114 150 2,38+0,039 4,0+0,35
40-49
Kontrol 2 - 50 0-6 0,7240,17 25 83 92 2,33+0,049 4,3 +0,45
40-49
Prozac 4 12-30 ay 100 1-7 2,18+0,23 a’ 59 126 215 2,39+0,036 3,7 £0,29

a' Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (z test)
a*> Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml (t-test)

[44



Cizelge 3.8. Paxil kullanan hastalara ait insan lenfosit kiiltiirlerinde, kardes kromatid degisimi, replikasyon indeksi ve mitotik indeks

degerleri
Hastalarin
ilac incelenen ) .
Yag grubu Donér sayisi kullandigi hiicre sayisi M'Qk'\gak KKE)/IS-||l_J|cre M M, Mg Rl + SH MI(:_;O)SH
slire -
(ay)
20-29
2 - 50 0-3 0.46£0.12 110 75 15 1.5340.045 4.810,47
Kontrol
20-29
_ 1 8 25 0-5 0,94+ 0,41 a® 3 44 53 2,500,056 3,9+0,61
Paxil
30-39
2 - 50 0-4 0,67+0,12 48 69 83 2,170,056 4,5+0,46
Kontrol
?;?ejﬁ’ 5 8-48 125 17 1,69+0,19 a® 63 192 245 2,360,031 3,740,26 a'
40-49
Kontrol 2 ; 50 0-6 0,72+0,17 25 83 92 2,33+0,049 4,3 40,45
4&;? 6 8-24 150 18 2,00£0,15 a® 89 212 299 2,350,030 3,7 0,24

a' Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (z test)
a* Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml1 (t-test)

(974



Prozac kullanan hasta gruplarinda dort tip anormallik gézlenmistir. Bu anormallikler
goriilme sikhigina gore disentrik kromozom, kromatid kirigi, kardes kromatidlerde
birlesme ve kromozom kirigidir. Anormal hiicre yiizdesi ve hiicre basina diisen
anormallik sayis1 negatif kontrolleriyle karsilastinldiginda, tim yas gruplarinda artig
gostermistir. Bu artis anormal hiicre frekansi i¢in, hicbir yas grubunda istatiksel
olarak onemli degildir. Hiicre basina diisen anormallik sayis1 bakimindan 30-39 yas
arasindaki kisilerde, istatiksel acidan onemli bir artis gozlenmistir (Cizelge 3.9)
(Resim 3.8). Benzer sekilde Paxil kullanan tedavi altindaki bireylerde de anormal
hiicre frekansi ve hiicre basina diisen anormallik sayisinda, kontrollere nazaran bir
artis saptanmistir. Anormal hiicre frekansindaki artis Paxil ile tedavi goren higbir yas
grubunda kontrole gore anlamli degilken, hiicre bagina diisen anormallik, 20-29 yas

grubunda p<0,05 diizeyinde 6nemlidir. En sik rastlanan anormallikler ise sirasiyla

kromatid kirigi, disentrik kromozom, kardes kromatidlerde birlesme ve kromozom

kingidir (Cizelge 3.10).

Resim 3.8. Prozac ve Paxil kullanan hastalara ait periferal lenfosit kiiltiirlerinde
gozlenen kromozomal anormallikler. a) kromozom kirigi(Prozac), b)
kromatid king (Prozac), c¢) disentrik kromozom (Paxil), d)kardes
kromatidlerde birlesme (Paxil).



Cizelge 3.9. Prozac kullanan hastalara ait insan lenfosit kiiltiirlerinde, gbzlenen kromozomal anormallikler

) Anormallikler

Yas grubu Donér Hastalarin ilact Incelenen hiicre Kk Kzk Kkb Dk

sayis1 kullandigy siire sayist Anormal Hiicre + SH KA/Hiicre + SH

(ay) (%)
20-29 2 - 200 3 - 2 - 2,50 £0,01 0,025+ 0,01
Kontrol
2029 3 848 500 10 1 8 6 440001 0,0500,09
Prozac
2

30-39 ) 200 3 - - 2 2,50 £0,01 0,025+ 0,01
Kontrol
30-39 3 12-48 300 8 2 2 8 5,70 £0,01 0,066+0,01*
Prozac
40-49 2 - 200 3 1 1 1 3,00+0,01 0,030+0,01
Kontrol
40-49 4 12-30 400 5 3 3 12 5,30+0,01 0,057+0,01
Prozac

Kkb:Kardes Kromatidlerde Birlesme, Dk:Disentrik Kromozom, Ktk: Kromatid kirig1, Kzk:Kromozom kirig1
*Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlaml (z test)

97



Cizelge 3.10. Paxil kullanan hastalara ait insan lenfosit kiiltiirlerinde, gbzlenen kromozomal anormallikler

Yas grubu Donér  Hastalarin Incelenen hiicre Anormallikler Anormal Hiicre + SH KA/Hiicre + SH
sayist ilact say1st
kullandig1 (%)

sure Ktk Kzk Kkb Dk

@ay) ¢ g
20-29

2

Kontrol - 200 3 - 2 - 2,50 0,01 0,025+ 0,01
20-29 |
Paxil 8 100 6 1 1 - 7,0 £0,03 0,080+0,03*
30-39 2
Kontrol - 200 3 - - 2 2,50 0,01 0,025+ 0,01
30-39
Paxil 5 8-48 500 8 1 3 13 4,20+0,01 0,050+0,01
40-49
Kontrol 2 - 200 3 1 1 1 3,00+0,01 0,030+0,01
40-49
Paxil 6 8-24 600 13 3 5 11 4,50+0,01 0,053+0,01

Kkb:Kardes Kromatidlerde Birlesme, Dk:Disentrik Kromozom, Ktk: Kromatid kirig1, Kzk:Kromozom kirig1
*Kontrole gore p<0,05 diizeyinde anlamli (z test)

9y
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Prozac ve Paxil kullanan hastalarda MN/hiicre sayist kontrolle karsilastirildiginda

bazi yas gruplarinda artis gozlenmekle birlikte, bu artis

hicbir yas grubunda

istatiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bazi yas gruplarinda ise hem hasta ve hem

de kontrollerde gozlenen degerler aym ¢ikmistir.

Cizelge 3.11. Prozac kullanan hastalara ait insan lenfosit kiiltiirlerinde mikronukleus

olusumu
Hastalarin MN sayisina gore
. Niikleer boliinme
Dondr ilac1 BN hiicre BN hiicrelerin =~ MN/hiicre .
Sayis1 Indeksi (CBPI)
Yas Grubu kulandig: sayist tanimlanmasi
siire (ay) (N
20-29 Kontrol 2 - 2000 2 0,10 + 0,07 1,60+0,39
20-29 Prozac 5 8-48 5000 6 0,1240,05 1,59+0,25
30-39 Kontrol 2 - 2000 1 0,0540,04 1,55+0,39
30-39 Prozac 3 12-48 3000 3 0,10+0,06 1,57+0,32
40-49 Kontrol 2 - 2000 2 0,10 + 0,07 1,64+0,40
40-49 Prozac 4 12-30 4000 4 0,10£0,05 1,57+0,27
Cizelge 3.12. Paxil kullanan hastalara ait lenfosit kiiltiirlerinde mikronukleus
olusumu
Donor Hastalarin BN hiicre MN sayisina gore MN/hiicre Niikleer boliinme
Sayis1 ilac1 say1s1 BN hiicrelerin Indeksi (CBPI)
Yas Grubu kulandig tanimlanmasi
siire (ay) @)
20-29 Kontrol 2 - 2000 2 0,10 0,07 1,60+0,39
20-29 Paxil 1 8 1000 1 0,10+0,09 1,61+0,56
30-39 Kontrol 2 - 2000 1 0,0540,04 1,55+0,39
30-39 Paxil 5 8-48 5000 3 0,06+,0,04 1,58+0,25
40-49 Kontrol 2 - 2000 2 0,10 £ 0,07 1,64+0,40
40-49 Paxil 6 8-24 6000 6 0,10+0,04 1,65+0,23

Prozac kullanan hastalarda niikleer boliinme indeksi incelendiginde, 20-29 ve 40-49
yas gruplarinda bir azalma olmakla beraber, bunun 6nemli olmadig1 goriilmektedir.
Benzer sekilde Paxil kullanan hastalarda, niikleer boliinme indeksindeki degisimler,

istatiksel agidan 6nemli degildir.
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Resim 3.9. Prozac ve Paxil kullanan hastalara ait periferal lenfosit kiiltiirlerinde
biniikleatlarda gozlenen mikronukleus olusumlari
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4. SONUC VE ONERILER

Depresif bozukluklar, genetik, biyolojik ve ¢evresel pek cok faktore bagli olarak
ortaya c¢ikan ve oldukca yaygin rastlanan hastaliklardandir. Paxil ve Prozac,
depresyon tedavisinde en sik recete edilen ilaglardir [58]. Insanlarda ve hayvanlarda
yapilan bazi caligmalara gore, tibbi tedavide antidepresan kullanimi ile gogiis kanseri
arasinda az da olsa bir iligski oldugu rapor edilmistir [31]. SSRI grubu ilaglarla deney
hayvanlar1 kullanilarak yapilan calismalardan bu ilaglarin genotoksik olmadigi
belirtilse de insan hiicre sistemlerinde SSRI grubunun invitro testleriyle ilgili
calismalar halen yetersizdir [54]. Bu calisma, Paxil ve Prozac’in genotoksik etkili
olup olmadigini, kromozom anormallikleri, kardes kromatid degisimi ve
mikronukleus testleriyle belirlemek amaciyla yapilmistir. Calisma, iki yonlii olarak
yiiriitiilmiistiir. Bir yandan Paxil ve Prozac antidepresan ilaclarin1 kullanan
hastalarda, bu ilaglarin genetik etkisi periferal lenfositlerde in vivo- in vitro
kosullarda incelenmistir. Diger yanda Prozac ve Prozac’in etken maddesi olan
Fluoksetin hidrokloriiriin genetik etkisi, saglikli bireylerlerden alinan periferal kan

lenfositlerinde in vitro kosullarda incelenmistir.

Kromozom anormalligi testi, kromozom veya kromatid kiriklarinin, degisimlerinin,
yeniden diizenlenmelerinin, translokasyon, inversiyon ve kopriilerin frekansini
belirler. Kromozom anormalliklerindeki artig, klastojenitenin bir gostergesi olup, bu

da genetik hastaliklar ve kanser riskini attirir [65].

KKD frekansinin ve kardes kromatid degisiminin yiiksek siklikta oldugu hiicrelerin
saptanmasi, mutajenik ve karsinojenik ajanlarin  klastojenik potansiyelinin
belirlenmesinde hassas bir gostergedir. KKD, yeni eslenmis kromatid ve bunun
kardesi kromatidi arasinda karsilikli degisimlerle sonuclanan S faziyla iligkili bir
tamir islemidir [54]. KKD’nin molekiiler mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte, DNA’daki hatalarin ve yanlis DNA onarimlarinin KKD’ye neden oldugu
disiiniilmektedir. Buradaki tamir islemi, homolog rekombinasyon yoluyla
yapilmaktadir, fakat burada homolog olmayan uglarin birlesmesiyle onarim

mekanizmasi da gorev yapmaktadir. Bu ikinci mekanizma, yiiksek diizeyde sekans
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(DNA dizisi) homolojisi gerektirmeden kirik olan komsu DNA uglarimi tamir
ederken (birbiriyle birlestirirken), homolog rekombinasyon mekanizmasi, tamir
islemini gerceklestirebilmek i¢in tam bir homolog sekansa ihtiya¢ gostermektedir.

[54,59]

Mikronukleus testi de genotoksik ya da genotoksik olmayan kimyasallar saptamada
kullanilan metodlardandir. Kullanilan ajanin etkisiyle ortaya c¢ikan biitiin bir

kromozom veya kromozom kiriklari, bu yontem ile tespit edilmektedir [34].

Bu arastirmada, Prozac’in ve bunun etken maddesi fluoksetin hidrokloriiriin insan
lenfosit kiiltiirlerine uygulanmasi i¢in dozlar belirlenirken LD50 degerleri dikkate
alinmistir [33]. Bu deger dikkate alinirken, Prozac’in etken maddesi fluoksetin
hidrokloriiriin faredeki LD50 degeri olan 248 mg/kg’a bagh olarak , ilacin iginde
bulunan etken madde miktar1 da hesaplanmis ve Prozac’in ve fluoksetin
hidrokloriir’iin uygulama dozlar1 LD50/25, LD50/50, LD50/100 ve LD50/200’1lik
konsantrasyonlan 10, 5, 2,5 ve 1,25 pg/ml olarak belirlenmistir. Negatif kontrol i¢in
kiiltiire hicbir madde eklenmemis ve pozitif kontrol icin kiiltiire mitomycin-C

(MMC) eklenmistir.

Bu arastirmada kiiltiirdeki memeli hiicrelerinin hiicre siklusu yaklasik 24 saat
oldugundan, ikinci ve {i¢iincii mitozlarin gozlenebilmesi amaciyla inkiibasyon siiresi
72 saat olarak belirlenmistir. Ilaclarin genotoksik potansiyellerini saptamak amaciyla
insan lenfosit Kkiiltiirleri kullanilarak yapilan arastirmalarda, etkisi arastirilacak
kimyasalin muamele siiresi belirlenirken, hiicre siklusu dikkate alinarak ve bu siireler

24 saat veya 48 saat olarak uygulanmistir [33].

Bu caligmada KA ve KKD testleri i¢in Prozac ilacinin uygulama siiresi 24 ve 48 saat
olarak belirlenmis, boylece ilacin sirasiyla 1 ve 2 hiicre siklusu boyunca kiiltiirde
kalmas1 saglanmistir. MN c¢alismasi i¢in ise muamele siiresi 48 saat olarak

uygulanmastir.
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Secilen uygulama dozlari, insan lenfosit kiiltiirlerine 24 ve 48 saatlik siirelerde
uygulanmis ve her bir doz icin erkek ve disi bireylere ait preparatlardan her birinden
1000 hiicre sayilarak metafaz evresindeki hiicrelerin sayisinin belirlenmesiyle

mitotik indeks hesaplanmistir.

Prozac, konsantrasyon ve siire artisina bagli olarak mitotik indeksi diistirmiistiir (24
saatte r=-0,95, 48 saatte r=-0,80). 24 saatlik uygulamada, biitiin dozlar negatif
kontrole gore MI'i diisiirmiistiir. Ancak bu diisiis sadece 10 pg/ml’lik dozda énemli
diizeydedir. 48 saatlik uygulamada ise biitiin uygulama dozlari, MI'i negatif kontrole
gore oOnemli diizeyde diislirmiistiir. Sonuclara gore Prozac, hiicre boliinmesini
engelleyici etkiye yani sitotoksik etkiye sahiptir. Prozac’m etken maddesi fluoksetin
hidrokloriir de, mitotik indeksi doza bagl olarak diislirmiistiir (24 saat icin r=-0,95 ve
48 saat icin r=-0,76). Burada da Prozac’in 24 saatlik uygulamasinda oldugu gibi,
sadece 10 pg/ml’lik dozda Onemli bir azalma meydana gelmistir. 48 saatlik
uygulamada ise, Prozac’ta oldugu gibi, uygulanan biitiin konsantrasyonlar, MI’i
anlamli diizeyde diisiirmiistiir. Bu sonuglar, hem Prozac’in hem de etken maddesi
fluoksetin  hidrokloriiriin ~ ayn1  konsantrasyonlarinin  MI'te  benzer etkiler
olusturdugunu ve her ikisinin de, ozellikle uzun siire kullaniminin sitotoksik

oldugunu gostermektedir.

Prozac’1 tedavi amaclh kullanan kisilerin lenfosit kiiltiirlerindeki MI degerleri de,
kontrol gruplariyla karsilastirildiginda bir diisiis gostermistir. Ancak bu diisiis, sadece
20-29 yas grubunda anlamlhidir. Benzer sekilde, Paxil kullanan hastalarda da, MI,
kontrol gruplarina nazaran bir azalma gostermistir. Ancak burada sadece 30-39 yas
grubundaki anlamh diizeydedir. Bu sonugclar, her iki ilacin da MI’de azalmaya neden
oldugunu yani sitotoksik oldugunu ancak bunun, 6nemli diizeyde olmadigini
gostermektedir. Fakat, burada degerlendirilen hasta sayilarmmin c¢ok fazla
olmamasindan dolay1 da boyle bir sonuca varilmis olabilir. Paxil’in en etkili oldugu
yas grubundaki hastalar, bu ilac1 8-48 aydir kullanan, yani bu grup igerisinde en uzun
siire kullanan grup olmasi nedeniyle de bu gruptaki kisilerde MI degeri onemli
diizeyde diisiik ¢cikmig olabilir. Prozac kullanan hastalar degerlendirildiginde, MI’in

onemli diizeyde diisiis gosterdigi 20-29 yas grubunda ilag 8-48 aydir
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kullanilmaktadir. Ilac1 12-48 aydir kullanan 30-39 yas grubundaki azalma onemli
diizeyde degildir. Bu da, biiyiik olasilikla, ilact kullanan kisilerin ¢ogunun (2/3) 48
aydan daha kisa siiredir bu ilaci kullaniyor olmalarindan kaynaklanabilir. Buradaki
farkliligin bir baska nedeni de, insanlarin tasidigir genler, ozellikle viicuda alinan
ilaglar1 metabolize eden enzimlerden sorumlu olan gen veya genlerin farkliligindan

da kaynaklanabilir [54].

Mitotik indeksteki azalma, hiicrelerin mitoza girmesini saglayan G2 safhasinin
engellenmesine ya da ATP seviyesinde azalma ve enerji iiretim merkezindeki
bozukluga baglanmaktadir. Mitotik indeksteki diisiisiin diger nedenleri arasinda
DNA sentezinin engellenmesi, DNA sentezi icin gerekli ve ig olusumundan sorumlu
olan enzimlerin baskilanmasi ve G2 periyodunun uzamasi da gosterilmektedir [60].
Mitotik indeksin doz ve siireye bagl olarak azaldig ilaclarla ilgili bagka ¢alismalar
da mevcuttur. Viral enfeksiyonlarin ve bazi tiimorlerin tedavisinde kullanilan kanser
ilac1 gemcitamine, insan periferal lenfositlerinde tiim dozlarda mitotik indeksi
anlamli diizeyde diisiirmiis ve bu bulgulardan ilacin sitotoksik etkili oldugu sonucuna
varilmigtir [59]. Antimikrobiyal bir ilag megazol ile yapilan bir arastirmada,
enrofloksasin ve metaboliti siprofloksasin ile yapilan bir baska arastirmadaki
sonuglara benzer sekilde, mitotik indeks doz artisina bagl olarak onemli oranda
azalmis, mitotik bolinme {iizerindeki etkilerinden dolayr ilaclar sitotoksik
bulunmustur [37,46]. Prazikuantel antiparazitik ilac1 ve antibiyotik olarak kullanilan
spiramisin ile gerceklestirilen bir ¢alismada ise mitotik indeksin doz artisindan

etkilenmedigi bulunmustur [61,62].

flac ve etken maddenin sitotoksik etkilerinin saptanmasinda yararlanilan diger bir
test replikasyon indeksi olup hiicre siklusu kinetiklerinin 6l¢iilmesinde kullanilir.
Replikasyon indeksinin saptanmasinda, her bir birey i¢in 1.mitoz (M1), 2.mitoz (M2)
ve 3.mitoz (M3) boliinme geciren toplam 100 hiicre incelenmistir. Prozac’in 24 ve 48
saatlik uygulamalari, replikasyon indeksi iizerinde doza bagli olarak diismeye neden
olsa da (24 saat icin r=- 0,68 ve 48 saat icin r=-0,41), bu azalma istatiksel olarak
onemli degildir. Prozac’in etken maddesi olan fluoksetin hidrokloriiriin, 24 ve 48

saatlik uygulamalar sonucunda da replikasyon indeksindeki degisimler istatiksel
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olarak anlamli bulunmamistir (24 saat i¢in r= -0,11 ve 48 saat icin r=-0,31).Yas
gruplarina gore Prozac ve paxil ilaglarini kullanan hastalardaki RI, kontrolleriyle
kiyaslandiginda buradaki artis istatiksel olarak anlamli degildir. Bir kanser ilaci olan
gemsitaminin doza bagh olarak replikasyon indeksinde ve mitotik indekste anlaml
diizeyde diisiise neden oldugu ve dolayisiyla sitotoksik oldugu belirlenmistir [59].
Spiramisin antibiyotiginin ise, sadece 48 saatlik uygulamasinda tiim dozlarda
replikasyon indeksinde diismeye neden oldugu, mitotik indeksi ise etkilemedigi ve
sitotoksik olmadigi saptanmistir [62]. Fungisit olarak kullanilan afugan ile yapilan

bir arastirmada ise, ilacin replikasyon indeksini etkilemedigi bulunmustur [60].

Mutajenite ve karsinojenitenin saptanmasinda kullanilan hassas metodlardan biri de
kardes kromatid degisimi (KKD=SCE) testidir. KKD’nin saptanmasi i¢in bu
arastirmada erkek ve disi bireylere ait preparatlarin her birinden 2. mitoz (M2)
boliinmeyi geciren 25 hiicre incelenmistir. Prozac’in 24 ve 48 saatlik muamelelerinde
KKD/hiicre sayisinda doza bagh olarak artiglar saptanmistir. Bu artis 48 saatte tiim
dozlarda, 24 saatlik uygulamada ise 1,25 pg/ml’lik doz hari¢ diger tiim dozlar igin
onemli diizeydedir. KKD/hiicre ile konsantrasyon arasinda kuvvetli bir korelasyon
vardir (24 saatte r=0,92, 48 saatte r=0,97). Fluoksetin hidrokloriir de hem 24 saat
hem de 48 saatlik uygulamalarda KKD/hiicre sayisinda doza bagli artisa neden
olmus, bu artis tiim dozlar i¢in anlamhidir ( 24 saat i¢in r=0,92 ve 48 saat i¢in
r=0,98). Prozac ve paxil kullanan hasta gruplarinin her ikisinde de hiicre basina
diisen kardes kromatid degisimleri sayis1 kontrol gruplariyla karsilastirildiginda her
yas grubunda anlamli bir artig oldugu gézlenmistir. Gerek Prozac ve etken maddesi
fluoksetin hidrokloriiriin insan lenfosit kiiltiirlerinde ve gerekse Prozac ve Paxil’i
tedavi amacl kullanan kisilerin lenfositlerinde, kontrol gruplarina gore anlamlh
derecede KKD go6zlenmesi, bu ilaclarin genetik materyalde mutasyona neden oldugu

yani mutajenik oldugunu gostermektedir.

KKD olusumunda DNA’nin ¢ift ipligi kirilir ve 6zdes DNA molekiilleri arasinda
degisim gerceklesir. Bir kimyasalin KKD frekansinda artisa neden olmasi, onun
replikasyon mekanizmasinm etkileyerek DNA hasar1 olusturabildiginin gostergesidir.

Klastojenlerin ve klastojenik aktivitenin belirlenmesinde KKD testi hassas bir
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metoddur. KKD siklig1 sadece test edilen genotoksik ajandan degil, ayn1 zamanda
DNA replikasyonunu etkileyebilen enzimler gibi endojen ajanlar, oksidatif stres ve

bireyler arasindaki genetik cesitlilik gibi faktorlerden de kaynaklanabilir [52].

[laglar ve ilaglar1 kullanan hastalarda yapilan KKD testi ile ilgili pek ¢ok arastirma
mevcuttur. Oztiirk ve arkadaslari, miyelodisplastik sendromlu 16 hastayla yaptiklari
bir arastirmada KKD’nin kontrole gore anlamli diizeyde arttigin1 gozlemislerdir.
DNA hasar1 gostergesi olan KKD’deki bu artisin hastaligin ilerlemesinde rol
oynayabilecegi sonucuna varmiglardir [47]. El-Zein ve arkadaslari, hiperaktivite ve
dikkat daginikliginda kullanilan bir ila¢ olan metilfenidat tedavisi géren 12 ¢ocukla
yapmis olduklar1 bir calismada, bu ilacin mutajenite ya da kanserojenite ile
baglantisinin olup olmadigimi arastirmis ve KKD/hiicre sayilarinda Onemli artis
oldugunu gozlemislerdir. Arastiricilar bu durumun kanser riskini artirdig1 sonucuna
varmislardir [51]. Wu ve Wu 53 florozisli hastanin lenfositlerinde KKD testi
uyguladiklarinda kontrol gruplarina gore KKD sayisinin anlamli derecede yiiksek
oldugunu saptamislardir. Bu sonuglardan florozisli hastalarda DNA’nin ciddi sekilde
hasar gordiigii sonucuna varmiglardir. Florinin DNA ve kromozom hasarina yol acan
mutajenik bir ajan oldugunu bildirmislerdir [45]. KKD/hiicre’deki artislarin anlaml
bulundugu diger arastirmalara antimikrobiyal olarak kullanilan enroflaksasin [46] ve
sulfametoksazol [38] ornek verilebilir. Bigatti ve arkadaglar psikiyatri boliimiinde
18’1 lityum karbonat ve 18’1 de benzodiazepin ilaglar ile tedavi géren 36 hasta ile
yaptiklar1 ¢alismada her iki grupta da kromozom aberasyon oranindaki artisin 6nemli
derecede anlamli oldugunu, en sik goriilen anormalliklerin disentrik kromozom ve
kromatid degisimi oldugunu ve hiicre basina diisen KKD frekansinda da anlamlh
oranda artis oldugunu, ancak her iki grup arasindaki aberasyon ve KKD/hiicre
frekans1 arasinda bir farklilk olmadigim1 saptamislardir [53]. Psikiyatrik
bozukluklarin tedavisinde kullanilan ve calismamizda adi gecen Paxil ve Prozac
ilaglar1 gibi OSGE grubuna ait olan sertralin antidepresan ilacin1 kullanan hastalarda,
bu ilacin klastojenik etkisinin olup olmadigin1 belirlemek amaciyla KKD ve KA
testleri kullanilarak bir arastirma yapilmistir. Bu arastirmada, depresyon tedavisi i¢in
sertralin kullanan 10 kisi, bu hastalarla aym psikolojik sikayeti olan ama tedavi

gormeyen 18 hasta ve 18 saglikli bireye ait periferal kan ornekleri incelendiginde,
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saglikli kontrollerle hasta kanlar karsilastiginda KKD frekansinda anlamli bir artis
goriilmiisken,  depresyon  hastaligt  olup ilag  kullanmayan  bireylerle
karsilastirildiginda ise KKD frekansinda fark goriilmemistir. Bu sonuglara gore ilacin
genotoksik oldugu yorumu yapilmistir. Ayrica kontrol ve hasta grubu arasindaki
KKD frekans1 farkliliginin ilacin diginda, hastaligin da uzun siiren stresten

kaynaklanabilecegi sonucuna varilmistir [54].

Trisiklik antidepresan grubundan desipramin ve imipramin ilaglar1 kullanilarak fare
kemik iliginde in vivo olarak KKD testi ugulanmis ve her iki ilag da doza bagh
olarak KKD frekansin1 anlaml diizeyde arttirdigindan bu ilaglarin genotoksik oldugu
belirlenmistir [63]. Pek ¢ok psikiyatrik ilacin cesitli test sistemleri ile in vivo ve in
vitro olarak genotoksisite testi yapilmistir. Ancak sonuclar birbiriyle celigkilidir.
Ornegin diazepam olarak da bilinen antipsikotik ila¢c benzodiazepin ile ilgili ¢ok
sayida genotoksisite testi yapilmistir. Bu ilacin genotoksik etkili olduguna dair hem
negatif ve hem de pozitif sonuclar elde edilmistir. KKD ve CA frekansindaki artis,
kesin olarak DNA’da hasar olustugunun gostergesidir. Bu nedenle bu iki metod,
genotoksik maddelere maruz kalan insanlarda uygulanan en hassas ve en kullanish

metoddur.

[laclarin genotoksisite potansiyelinin belirlenmesinde sik¢a kullanilan diger bir
metod, kromozom anormallikleri metodudur. Mitoz boliinmenin metafaz asamasi,
kromozomlardaki kirilmalarin ve yeniden diizenlenmelerin gozlendigi safhadir.
Kromozomal aberasyon tekniginde hiicreler kolsisin eklenmesi sonucu metafazda
tutulur ve bdylece kromozomlarin kolayca gozlenebilmesi saglanir. Prozac insan
lenfosit kiiltiirlerinde hem 24 ve hem de 48 saatlik uygulamalarda, negatif kontrole
gore, anormal hiicre frekans1 ve KA/hiicre sayisinda artisa neden olmustur. Bu artis,
1,25 pg/ml’lik dozun disindaki diger tiim dozlarda anlamlidir. Prozac uygulamasi
sonucunda disentrik kromozom, kromatid kirngi, kardes kromatidlerde birlesme ve
kromozom kirig olmak iizere dort tip anormallik gozlenmistir. Buna ilave olarak,
ozellikle en yiiksek dozda olmak iizere kromozomlarda kontraksiyon ve morfolojik
bozukluklar da goriilmiistiir. Prozac’in etken maddesi fluoksetin hidrokloriir de

anormal hiicre frekansinda ve hiicre basina diisen anormallik sayisinda hem 24 ve
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hem de 48 saatlik uygulamada, negatif kontrole nazaran doza bagh artisa yol
acmistir. 24 saatlik uygulamada, 1,25 pg/ml’lik dozun disindaki tiim uygulamalarda
anormal hiicre frekanst ve KA/hiicre sayist anlamlh diizeyde artmistir. 48 saatlik
uygulamadaki KA frekansi ve KA/hiicre sayisi, tiim dozlarda anlamlhi sekilde
artmistir. Fluoksetin hidrokloriir’iin etkisiyle insan lenfositlerinde en sik goriilen
kromozomal anormallikler sirasiyla disentrik kromozom, kromatid kirigi, kromozom
kingi, kardes kromatidlerde birlesme ve poliploididir. Prozac kullanan hasta
gruplarinda dort tip anormallik gézlenmistir. Bu anormallikler goriilme sikligina gore
disentrik kromozom, kromatid kirigi, kardes kromatidlerde birlesme ve kromozom
kirigidir. Anormal hiicre yiizdesi ve hiicre basina diisen anormallik sayisi negatif
kontrolleriyle karsilastirildiginda, tiim yas gruplarinda artis gostermistir. Ancak bu
artis sadece hiicre basina diisen anormallik sayisinda, 30-39 yas grubunda, istatiksel
acidan 6nemli diizeydedir. Paxil kullanan hasta gruplarinda da goriilme sikligina gore
kromatid kirig, disentrik kromozom, kardes kromatid birlesmesi ve kromozom kirigi
olusumu olmak iizere 4 tip anormallik gézlenmistir. Tiim yas gruplarinda anormal
hiicre frekansinin ve hiicre bagina diisen anormallik sayisinin  kontrolle
kiyaslandiginda artmis oldugu belirlenmistir. Ancak anormal hiicre frekansindaki
artis hicbir yas grubunda anlamhi degildir. Hiicre basina diisen anormallik sayis1 20-

29 yas grubunda anlamli bulunmustur.

Prozac ve etken maddesi fluoksetin hidrokloriir, insan periferal lenfositlerinde
anormal hiicre frekansini ve hiicre basina diisen anormallik sayisini kontrollerle
kiyaslandiginda doza bagl olarak arttirmigtir. Bu artis istatiksel olarak ©nemli
diizeyde anlamlidir. Tiim bu sonuglar dikkate alindiginda Prozac ve etken maddesi
fluoksetin hidrokloriir, kromozomlarda onemli diizeyde anormalliklere neden olusu

hem bu ilacin hem de etken maddesinin klastojenik oldugunu gostermektedir.

Prozac kullanan hastalarda, anormal hiicre yiizdesi ve hiicre basina diisen anormallik
sayist negatif kontrollerle kiyaslandiginda biitiin yas gruplarinda artmistir ancak
sadece 30-39 yas grubunda hiicre basina diisen anormallik sayisi istatiksel olarak
onemlidir. Bu yas grubundaki bireyler kullanim siiresi itibariyle ilaca daha uzun siire

(12-48 ay) maruz kalmistir. Ayrica bu yas grubunun kendi i¢inde, ilaca daha uzun
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siire maruz kalan bireylerde (48 ay), kromozomal anormallik sayis1 daha fazladir.
Paxil kullanan hastalarda da ayn1 sekilde tiim yas gruplarinda kontrollere nazaran
anormal hiicre yiizdesi ve hiicre bagina diisen anormallik sayisinda artis oldugu
belirlenmistir. Ancak sadece hiicre basina diisen anormallik sayisindaki artig
istatiksel olarak 20-29 yas grubunda anlamli bulunmustur. Bu yas grubu ilaci en az
siire kullanmis olmasina ragmen hiicre basina diisen anormallik sayisindaki artisin
anlamli olmasi, bireyler aras1 genetik farkliliktan kaynaklanmis olabilecegi gibi bu

grupta sadece bir hasta bulunmasi da sonucu etkilemis olabilir.

Bu ilaglarin etkisiyle gozlenen kromozomal anormalliklerden kromatid kirigi, bir
kromozomun iki kromatidinden birinde kirigin olmasi durumudur. Aradaki bosluk
kromatid kalinligindan daha genistir ve dogrultusu da genelde farklidir. Kromozom
kingt bir kromozomun iki kromatidinde de kingin olmasidir. Yakin
kromozomlardaki basit kiriklarda, kirik uglart tekrar birlesebilir ve yeniden
diizenlenmis kromozomlar olusur. Bu olay olusan kirigin onarilmasi seklinde ya da
disentrik kromozomlar, translokasyonlar ve ters dénmeler (inversiyon) big¢iminde
sonuglanabilir. Disentrik kromozom, iki kromozomda, u¢ kismindan kromozom
kirig: tipinde bir kirilma ile sentrik fragmentlerin kopuk olan ug¢larinin birbirleriyle
birlesmesi sonucu meydana gelir. Kardes kromatidlerde birlesme ise, kromozomal
kirllma sonucu olusan iki hasarli kardes kromatidin, kirik olan uglariin
birlesmesiyle olusur. Poliploidi, bir hiicrenin ikiden fazla kromozom takimi
bulundurmasi olarak tanimlanir. Kromozom kontraksiyonu, kiiltiirdeki hiicrelerin
kromozomlarmin kontrol kiiltiirdeki hiicrelerin kromozomlarina nazaran boylarinin
cok kisalmasi ve kalinliginin ¢ok artmasi durumudur [35]. Kromatid degisimi ise,
triradyal (iicli)), quadriradyal (dortlii) sekillerde biiyikk ve kiiciik submetasentrik
kromozom kollarinin yan yana gelmesiyle ve kromatidlerin birbiriyle degismesiyle

olusur [33].

Kromozom anormallikleri (KA) ve kardes kromatid degisimi (KKD) genotoksik
maruziyetin ve genotoksik kanserojenlerin etkilerinin Onceden saptanmasinda
kullanilan sitogenetik testlerdir. Epidemiyolojik calismalar, yiiksek frekanstaki

kromozomal anormallikler ile kanser riski arasinda pozitif bir iliski oldugunu
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gostermektedir. KA ve kanser riski arasindaki baglantida beslenme, ¢evre, endojen
kaynaklar ve bireysel duyarliliktaki farkliliklar gibi pek cok faktor de etkili
olmaktadir [64,65]. Calismamizda, Paxil ve Prozac kullanan hasta kanlarinda
gozlenen hiicre basina diisen kromozomal anormallik sayisindaki farkliliklar, biiyiik
olasilikla  bu  faktorlerin  bireyler arasinda  ¢esitlilik  gdstermesinden

kaynaklanmaktadir.

Hiperaktivite ve dikkat dagimiklig1 tedavisinde kullanilan bir ila¢ olan metilfenidat
(ritalin) tedavisi goren 12 cocukla, El-Zein ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 bir
calismada , bu ilacin mutajenite ya da kanserojenite ile baglantisinin olup olmadigini
arastirmiglardir. Kromozom  anormallikleri ~ tiim  gruplarda  kontrolle
karsilastirildiginda onemli oranda artmistir ve arastirmacilar, artan kanser riski ile
kromozom aberasyon sikligi arasindaki iliskiden dolayr bu ilacin insan sagligi
tizerindeki etkileriyle ilgili ¢ok daha fazla ¢aligma yapilmasi gerektigi sonucuna

varmiglardir [51].

Antimikrobiyal bir ila¢ olan enrofloksasin ve metaboliti siprofloksasin kullanan 8
bireye ait kiiltiirdeki insan periferal lenfositlerinde mitotik indeks ve kromozom
anormallikleri incelenmis ve kromozom anormallik frekansinda her iki grupta da
kontrole gore istatiksel olarak onemli bir artis oldugu ve kromatid ve kromozom
kiriklarmin en sik goriilen anormallikler oldugu gozlenmis bundan da ilaclarin
genotoksik oldugu sonucuna varilmisdir [46]. Megazol adli antimikrobiyal ilacin
genotoksik etkilerinin arastirildigr bir ¢alismada kromozom anormalligi sikliginda
anlamli diizeyde artig goriilmiis ilacin klastojenik oldugu bulunmustur [37].
Psikiyatri boliimiinde, lityum karbonat ve benzodiazepin ilaglar ile tedavi goren 36
hasta ile yapilan bir calismada her iki grupta da kontrole gore kromozom anormalligi
sayisindaki artisin anlamli oldugu ve en sik raslanan anormalliklerin, disentrik
kromozom ve kromatid degisimi oldugu saptanmistir. Yapilan son caligmalar,
lenfositlerde kromozomal aberasyon frekansi ile tiimor olusumu arasinda baglanti
oldugunu gostermektedir [53]. Fluoksetinin fare kemik iligi hiicrelerinde doza bagh
olarak mitotik indekste anlamli bir diisiise neden oldugu bu sebeple sitotoksik oldugu

ve kromozomal anormallikler incelendiginde kirik, delesyon,halka kromozom ve
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poliploidiye neden oldugu ve kromozomal anormallik sayisinda doza bagli olarak
istatiksel olarak anlamli diizeyde artisa neden oldugu, bu nedenle klastojenik oldugu

saptanmustir [24].

Topaktas ve Speit, KKD ve kromozomal anormalliklerin, birbirinden farkli
mekanizmalarla olusan farkli DNA kiriklar olusumu neticesinde meydana geldigini
bildirmistir [66]. Fiziksel etki sonucunda, kromatid kirig1 ve halka gibi anormallikler
olusmakta, ig yapisinin etkilenmesi de tetraploidiye yol a¢gmaktadir. Kromozom
anormalliklerinin kimyasallarin alkilleyici 6zelliklerinden kaynaklandigini belirten
aragtirmacilar, alkilleyici ajanlarin DNA hasarina neden oldugunu belirtmislerdir.
Kimyasalin mutajenik aktivitesinin molekiiliin yapisindaki elektrofilik kismin
DNA’daki niikleofilik kisma baglanabilme kapasitesine bagli olacagini
belirtmislerdir. DNA hasarimin biiyiik bir kismi hiicre dongiistinin G2 fazinda
onarilir bu nedenle kromozom anormalliklerinin olusumunda G2 fazi Onemlidir.
Kromozom anormalliklerinin artmasi, DNA onarimi yapilmadigini, yanls yapildigim
veya onarimin engellendigini gostermektedir. Kromozom anormallikleri, sentez
sirasinda tek zincir kiriklari, ge¢ sentez veya G2 fazina etki edilmesi neticesinde
olusur. Kromozom kiriklarinin DNA’nin fosfodiester omurgasindaki kirilmalardan,
kontraksiyonlarin ise histon proteinlerinin etkilenmesi sonucu olustugu belirtilmistir
[33]. Yapilan arastirmalara gore, akut maruziyetler sonucu olusan disentrik
kromozomlar kalic1 degildir. Kronik maruziyetlerle olusan translokasyonlar ise kalict
aberasyonlardandir. Spontan kromozomal aberasyon diizeyi, cesitli i¢ ve dis
etkenlerden etkilenebilir. Bunlara ornek olarak yas, viral enfeksiyonlar, radyasyon,

genetik duyarlilik, besinlerde yer alan genotoksinler ve sigara icmek verilebilir [34].

Bu arastirmada kullanilan bir baska genotoksisite testi de mikronukleus testidir.
Mikronukleus, hem klastojenik hem de anojenik mekanizmalar sonucu
olusabilmektedir. Kromozomlarda ortaya c¢ikan bu yapisal veya sayisal hasarlar,
canlilarda mutajenik ve klastojenik ajanlara maruziyetin  gostergesidir.
Mikronukleuslar spontan olarak olusabilecekleri gibi genotoksik maruziyete yanit
olarak da olusabilir. Mikronukleuslar, asentrik kromozomal fragmentlerin veya biitiin

kromozomlarin hiicre boliinmesi sirasinda yavru cekirdek seklinde ana cekirdek



60

disginda kalmasindan olusur ve genotoksik hasarin belirlenmesinde kullanilir. Bu
metotta, sitokalasin-B kulanilarak tek mitoz gegiren hiicreler biniikleer yapida elde

edilmekte, bu hiicrelerde mikronukleus sayilar1 degerlendirilmektedir [34].

Prozac antidepresan ilacinin 48 saatlik uygulamasi sonucunda, lenfositlerde MIN
olusumu negatif kontrolle karsilastirildiginda doza baglh olarak artmigtir (r=0,98). Bu
artis sadece 10 pg/ml’lik konsantrasyonda anlamlidir. Prozac insan lenfositlerinde 1—
2 MN olusturmustur. Niikleer boliinme indeksi kontrolle kiyaslandiginda doz arttik¢a
azalmistir, ancak bu azalma istatiksel olarak 6nemli degildir. Fluoksetin hidrokloriir,
lenfositlerde 1-3 MN olusumuna neden olmustur. Bu uygulamalarda, MN/hiicre
sayisi, negatif kontrole gore artig gdstermis (r=0,99), fakat bu artig 5 ve 10 pg/ml’lik
dozlarda anlamhdir. Niikleer boliinme indeksinde de negatif kontrole gore bir diisiis

olmasina ragmen bu diisiis anlamli degildir.

Prozac ve Paxil ilacim kullanan hastalarin lenfositlerinde yapilan MN testi
sonucunda, her iki ilacin da lenfositlerde 1 MN olusturdugu gozlenmistir. Prozac
kullananlarda 20-29 ve 30-39 yas gruplarindaki MN/hiicre sayis1 negatif kontrole
gore artmis olmasina ragmen, anlamh degildir. 4049 yas grubunda ise bir farklilik
yoktur. Niikleer boliinme indeksinde, biitiin yas gruplarinda, kontrollerine nazaran
degisimler olmakla birlikte, bunlarin higbiri anlamli degildir. Paxil kullanan
hastalarin lenfositlerinde de sadece 30-39 yas grubunda negatif kontrole gore az bir
artis olmus fakat bu artis anlamli degildir. Niikleer boliinme indeksindeki farkliliklar
da anlam tagimamaktadir. Biitiin bu sonuclar, Prozac ve Paxil’in, bu ilact kullanan
kisilerde 6nemli diizeyde MN olusturmadigin1 gostermektedir. In vitro kosullarda
uygulanan Prozac ve fluoksetin hidrokloriir, insan lenfositlerinde ozellikle yiiksek
konsantrasyonlarda MN olusumunu &nemli diizeyde artirmaktadir. Ila¢ kullanan
hastalardaki MN/hiicre sayisinin énemli diizeyde olmamasi, ya degerlendirilen hasta
sayisinin yetersiz olmasindan, ya da degerlendirilen hastalarin, bu ilac1 kullanma
siirelerinin kisa olmasindan, ya da bu kisilerin genetik yapilarinin farkli olmasi
nedeniyle, hem bu ilac1 metabolize etme yeteneklerinin ve hem de bu ilacin etkisiyle
meydana gelen anormallikleri onarma  Ozelliklerinin  farkli  olmasindan

kaynaklanabilir. Bunlarin disinda, kromozom aberasyonlar1 tasiyan hiicrelerin
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yasama yeteneklerini kaybetmesi nedeniyle, MN tasiyan hiicrelerin gézlenemedigi

bir durumda so6z konusu olabilir.

Hasta kanlart kullanilarak yapilan MN testi calismalarina Oornek olarak kanserli
hastalarda iodin-131’in [49], Hiperaktivite tedavisi goren cocuklarda ritalin’in [51],
florozisli hastalarda florin’in [45] etkisinin arastirildigi ¢alismalar 6rnek verilebilir.
Antimikrobiyal ilaclardan trimethoprim insan periferal lenfositlerinde MN frekansini
doza bagli olarak Onemli diizeyde arttirmis ilacin klastojenik ve anojenik oldugu
bulunmustur [39]. Yine antimikrobiyal olarak kullanilan; sulfametoksazol [38] ,
kuinolon [40] ve violasein [41], MN iceren biniikleatli hiicre frekansini anlamlh
diizeyde arttirmistir. Kanser ilaclarindan argentatin-A ve argentatin-B ile ilgili
calisgmalar da MN frekansinin artmis olarak bulundugu calismalardandir [50].
Cavallo ve arkadaslarinin, kanser hastanesinde calisan ilag teknisyenleri ve
hemsirelerin lenfositleri iizerinde antineoplastik ilaglarin genotoksik etkilerini
arastirdiklan bir calismada, kontrol gruplar ile ilaglara maruz kalan kisiler arasinda
mikronukleusda 6nemli bir degisiklik goriilmezken yanak epitelyum hiicrelerinin
MN testinde ise yiiksek degerlerde farkliliklar gbzlenmistir. Yine CA frekansinda da

onemli derecede artig gozlenmistir [48].

Sonu¢ olarak antidepresan olarak kullanilan Prozac ve bunun etken maddesi
fluoksetin hidrokloriiriin 24 saatlik uygulamasinda 10 pg/ml’lik doz, MI'i anlaml
sekilde diistirmiistiir. 48 saatlik uygulamada, kullanilan biitiin dozlar (1.25, 2.50, 5.0,
10.0 pg/ml’lik) MI’i anlaml sekilde diisiirmiistiir. MI'teki azalma her iki kimyasalda
da dozla iligkilidir. Bu sonuglar, bu ilaglarin sitotoksik etkili oldugunu

gostermektedir.

Prozac’in 24 saatlik uygulamasinda 2,5, 5 ve 10 pg/ml’lik dozlari, 48 saatlik
uygulamasinda ise biitiin dozlart KKD/hiicre sayisini istatistiksel olarak ©6nemli
diizeyde arttirmistir. Fluoksetin hidrokloriiriin her iki uygulama siiresinde, kullanilan
biitiin dozlarn KKD/hiicre sayisinda 6nemli artislar olusturmustur. KKD olusumunda

doz-etki iliskisi bulunmaktadir. Bu sonuglar, Prozac ve Fluoksetinin her ikisinin de



62

krozomlarda mutasyona neden olan ajanlar yani yani mutajen olduklarni

gostermektedir.

Prozac’in 24 ve 48 saatlik uygulamasindaki 2,5, 5 ve 10 pg/ml’lik konsantrasyonlari,

anormal hiicre frekansimi ve KA/hiicre sayisin1 anlaml diizeyde arttirmiglardir.

Fluoksetin hidrokloriiriin 48 saatlik uygulamasindaki biitiin konsantrasyonlar1 ve 24
saatlik uygulamasindaki 3 yiiksek konsantrasyonu anormal hiicre frekansini ve

KA/hiicre sayisini anlamli diizeyde arttirmistir.

Hem Prozac ve hem de fluoksetin hidrokloriiriin kromozom anormallikleri
olusturmasinda doz-etki iliskisi belirlenmistir. Bu calismada gozlenen sonuglar, her

iki ajanin da klastojenik oldugunu gostermektedir.

Prozac ve fluoksetinin her ikisi de MN olusumunu uyarmasina ragmen, Prozac
sadece en yiiksek konsantrasyonda (10 pg/ml), fluoksetin hidrokloriir ise en yiiksek
iki konsantrasyonda (5 ve 10 pg/ml) MN olusumunu anlamh diizeyde arttirmistir. Bu
da, bu kimyasallarin diisiik konsantrasyonlarinin klastojen-andjen olmadiklar
seklinde yorumlanabilir. Ancak, bu ajanlarin her ikisinin de diisiik
konsantrasyonlarda bile anlamli sayida kromozom anormalligi olusturmasi, ya bu tip
anormalliklerin zamanla onarilmis olabilecegini veya bu tip anormalliklere sahip
olan hiicrelerin canliliklarin1 yitirmesi ve normal bir bdliinme gecirmemeleri

nedeniyle ortamdan elenmis olabileceklerini gostermektedir [34].

Prozac ve Paxil’i tedavi amacl kullanan kisilerde yapilan incelemelerde, Prozac’in
sadece 20-29 yas grubunda, Paxil’in de 30-39 yas grubunda MI’i anlamli diizeyde
disiirdiigii belirlenmistir. Prozacin kiiltiirdeki etkisi ile bireydeki etkisinin farkli
olmas1 ya incelenen birey sayisinin yeterli olmamasindan, ya da bunlarin genetik

farkliliklarindan kaynaklaniyor olabilir.



63

Prozac ve Paxil’i kullanan tiim hasta yas gruplarinda, KKD/hiicre sayis1 6nemli
diizeyde artis gostermistir. Bu da, bu maddelerin insan lenfositlerinde mutajenik

oldugunu desteklemektedir.

Prozac ve Paxil’in her ikisi de hastalarda kromozom anormalliklerinde artiglara
neden olmustur. Ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli degildir. Oysa Prozac ve
fluoksetin hidrokloriir, anlamli diizeyde kromozom anormalligine neden olmaktadir.
Bu sonuglar, ya insanlarda kromozom anormalligi tasiyan hiicrelerin dolagim
sisteminden elimine oldugunu veya anormalliklerin tamir edilebildigini
gostermektedir. Bir baska 6nemli neden ise, cesitli ilaglart metabolize etmek igin
insanda cesitli enzimlerin iiretiliyor olmast ve bunlarin da ilac1 kullanan kisilerin

genetik yapilarina gore farkliliklar gostermesinden kaynaklanabilir [44].

Prozac ve Paxil kullanan hastalarda kontrolleriyle karsilastirildiginda MN olusumu
bazi yas gruplarinda kontrollerle ayn1 c¢ikmis bazilarinda da kontrole gore artig
gostermistir. Sadece 1 MN tasiyan hiicreler goriilmiistiir. Prozac ve fluoksetin
hidrokloriirde ise MN olusumu tiim dozlarda kontrole gore artmis ve her ikisi i¢in de
sadece en yiiksek konsantrasyonlarda anlamli bulunmustur. Kromozomal
aberasyonlar icin pozitif sonu¢ veren ilacin ve etken maddesinin mikronukleus
yonteminde bu ilaci kullanan hastalarda negatif sonu¢ vermesi, kromozomal
aberasyonlarin kalic1i olmayan aberasyonlar1 da ortaya ¢ikarmasi, ancak
mikronukleusda bunlarin ac¢iga ¢ikmamasi seklinde aciklanmig, neden olarak da
kromozomal aberasyonlarin ilk mitoz sirasinda belirlenmesi ve bu hiicrelerin daha
sonra boliinebilme ya da canli kalma etkinliklerinden emin olunmamasi gosterilmistir

[34].

Uzun donem siiresince ilagla tedavi goren hastalarda 6zellikle antidepresan kullanan
hastalarda bu bireyler, sikayetlerinin artmast durumunda ilacin dozunu
artirmaktadirlar. Ancak hem doz artisi hem de maruziyet siiresinin uzunlugu
insanlarda bu ilaclarin risk-yarar oranminin dikkatli sekilde goézden gecirilmesini
gerektirmektedir. Ciinkii ilaclar, tedavi amaciyla kullanilirken doz artis1 ve maruziyet

siiresine bagli olarak genotoksik hasarlara da yol acabilirler. Ayrica bu ilaclar diger
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ilaglarla , alkolle ya da viicuda alinan diger kimyasal ajanlarla etkilesime girerek
insan sagligt acisindan tehlike yaratabilir. Bireyler arasindaki immiin sistem
farkliliklari, yas, cinsiyet ve genetik farkliliklar da ilaca duyarliligli ya da ilacin
bireyler iizerinde olusturacagi etkilerde farklilik yaratabilir. Bu nedenle bu tiir
ilaglarin dikkatli kullamilmasi, dozlarinin doktor kontroliinde ve kisilerdeki bu
farkliliklar dikkate alinarak belirlenmesi ve bu tiir epidemiyolojik caligmalarin ve
ilag-etken madde calismalarinin ve calismalarda kullamilan hasta-kontrol grubu
sayilarinin artirilarak insanda bu kimyasallarin uzun dénemli etkilerinin saptanmasi

ile daha giivenilir sonuglar elde edilmesi gerekmektedir.
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