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DROSOPHILA SOMATIK MUTASYON ve REKOMBINASYON TESTi (SMART)
YONTEMIYLE BAZI ANESTEZIK AJANLARIN GENOTOKSIK ETKILERININ
DEGERLENDIRILMESI

Pakize Miige KOKSAL
Erzincan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Mehmet GURBUZEL

Bu calismada, Drosophila somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile
giiniimiizde anestezi uygulamalarinda siklikla kullanilan ketamin ve rokuronyum bromiiriin
genotoksik etkileri arastirildi. Bu amagla Drosophila melanogaster’in mwh/flr® ve mwh/TM3
genotiplerine sahip normal ve yiiksek metabolik aktivasyona sahip {igiincii larva evresindeki
(7244 saatlik) trans-heterozigot larvalar kullanildi. Kullanilan anestezik ajanlarin genotoksik
etkileri, ergin sineklerin kanat killarin1 olusturacak imajinal disk hiicrelerinde meydana gelen
ayrilmama, delesyon, kararsiz translokasyon, kromozom kaybi, mutasyon, mitotik
rekombinasyon sonucu olugan genetik degisimlerin etkisiyle ortaya ¢ikan mutant trikomlara
gore degerlendirildi. Mutant klonlar kiigiik tek tip, biiyiik tek tip, ikiz, toplam mwh ve toplam
klonlar seklinde siniflandirilarak kayit altina alindi.

Calismada her iki anestezik ajan i¢in normal aktivasyonlu (standart) ve yiiksek aktivasyonlu
olmak {izere iki gaprazlama yapildi. Yapilan ¢aprazlamalar sonucu elde edilen 72+4 saatlik
trans-heterozigot larvalar, ketamin ve rokuronyum bromiir’iin farkli konsantrasyonlari (100,
250, 500 ve 1000 pg/mL) ile muamele edildi. Ayrica ketamin ve rokuronyum bromiir distile
suda ¢oziildiigii icin distile su negatif kontrol olarak kullanildi. Bu larvalardan gelisen ergin
bireylerin kanat preparatlar1 yapildi ve bu preparatlar mikroskop altinda incelendi.

Mikroskobik incelemelerden elde edilen verilerde, ketaminin, normal aktivasyonlu
bireylerde 250 pg/mL ve tizerindeki dozlarda genellikle mitotik rekombinasyon kaynakli
genotoksisiteye neden oldugu anlasildi. Ancak rokuronyum bromiir standart ¢caprazlamada
herhangi bir mutajenik ve/veya rekombinojenik etki gostermedigi tespit edildi. Yiiksek
aktivasyonlu c¢aprazlamada, ketamin en yiiksek uygulama konsantrasyonu olan 1000
pg/mlL’de, rokuronyum bromiir ise 250 pg/mL konsantrasyonu disindaki diger
konsantrasyonlarda yine ozellikle mitotik rekombinasyon kaynakli genotoksisiteye neden
oldugu belirlendi.

2015, 66 sayfa
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ABSTRACT

Master of Science

EVALUATION OF THE GENOTOXIC EFFECTS OF SOME ANESTHETIC AGENTS
USING THE SOMATIC MUTATION AND RECOMBINATION TEST IN Drosophila
melanogaster

Pakize Miige Koksal
Erzincan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Mehmet GURBUZEL

In this study, the somatic mutation and recombination test (SMART) was used to examine
the genotoxic effects of ketamine and rocuronium bromide, which are often used in the
present-day application of anesthesia. With this purpose, trans-heterozygous larvae (72+4
hours) were used at the level of the third larvae with normal and high metabolic activation,
including Drosophila melanogaster’s mwh/flr® and mwh/TM3 genotypes. The genotoxic
effects of the anesthetic agents that we used were evaluated according to mutant trichome,
which shows genetic changes as a result of the non-disjunction, deletion, unstable
translocation, chromosome loss, mutation and mitotic recombination that occur in the
imaginal disc cells that make up the wing hairs of the adult flies. Mutant clones were
registered by classifying them according to the categories of small single spot, large single
spot, twin spots, total mwh spots, and total spots.

In our study, two crosses—normal activation (standard) and high activation—were carried
out for both anesthetic agents. The trans-heterozygous larvae we obtained as a result of the
crosses were processed with different ketamine and rocuronium bromide concentrations
(100, 250, 500, and 1000 ug/mL). In addition, distilled water was used as a negative control
because ketamine and rocuronium bromide dissolve in distilled water. Wing preparates of
adult individuals developing from these larvae were done, and these were screened using
light microscopy.

In the data that we obtained from microscope examinations, it was found that ketamine
generally leads to genotoxicity as a result of mitotic recombination in the normal activation
in individuals with a dose of 250 ug/mL or over. On the other hand, rocuronium bromide did
not show any mutagenic or recombinogenic effects in the standard cross. In high activation
crosses, ketamine (at 1,000 ug/mL, the highest implemented concentration) and rocuronium
bromide (except for the 250 ug/mL concentration) again led to particular genotoxicity as a
result of mitotic recombination.
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Keywords: Genetics, Genetic Toxicology, Drosophila melanogaster, Anesthesia, Ketamine,
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1. GIRIS

1.1. Genetik Toksikoloji

Giiniimiizde teknolojik gelismelere paralel olarak endiistri, tarim ve hayvancilik, gida
ve tip gibi temel alanlarda kullanilan bir¢cok biyolojik, fiziksel ve kimyasal madde
mevcuttur. Bu maddelerin sayisi ve tretim miktar1 giin gectikge artmaktadir. Bu
maddeler kullanima sunulmadan 6nce ve sonra canli organizmalardaki zararsizlik
diizeyleri belirlenmektedir. Toksikoloji; biyolojik, fiziksel ve kimyasal ajanlarin
canli organizmalarda olusturduklari zararl etkileri belirleyen bir bilim dalidir. Ayrica
toksikoloji, deneysel olarak toksik maddelerin olusumu, mekanizmasi ve risk
diizeylerinin belirlenmesiyle de ilgilenir. Bu bilim dalinda toksik maddelerin
olusturdugu etkiler genis bir biyolojik ve fizyolojik spektrumda incelenir. Bu etkiler
tahrig gibi basit bir olusum olabilirken, bazen de akut ve tedavi edilebilir karaciger
veya bobrek hasar1 gibi kismen daha ciddi saglik problemlerine neden olabilir. Bazi
toksik maddeler ise siroz veya karaciger kanseri gibi ¢cok daha agir ve kalici etki

gostermektedir (Robert et al., 2000).

Karsinojenite, anormal hiicre poliferasyonunun goriilme sikligin1 temsil eder.
Karsinojen, yeni tiimdriin frekansini artiran herhangi bir kimyasal veya viral kaynakli
ajandir. Cogu kimyasal kaynakli karsinojen, karsinojenik etkilerinin ortaya ¢ikmasi
icin metabolik aktivasyona ihtiya¢ duyarlar. Karsinojenik siire¢, normal hiicrelerin
genetik materyalinde olusan herhangi bir mutasyona yanittir ve kontrolsiiz hiicre
cogalmasi ile sonuglanir. Aniden ortaya ¢ikan ve hizli bir sekilde gelisen hiicre
poliferasyonu, benign (iyi huylu) ve malign (koti huylu) timér seklinde
siniflandirilir. Benign tlimorler metastaz olusturmadiklart gibi bir organin belirli bir
bolgesinde sinirlandirilmis bir sekilde bulunur. Bu tiimoérler terapdtik miidahalelere
cevap verebilir. Malign timdrler ise metastaz yoluyla dogrudan veya kan-lenf

damarlar1 aracilifiyla bagka dokulara tasiir ve genellikle terdpdtik miidahalelere



cevap vermez. Mutagenesis ise herhangi bir hiicrenin genetik sekansinin fiziksel,

kimyasal veya biyolojik bir ajanin etkisi ile degigsmesidir (Barile, 2008).

Genotoksisite yine fiziksel, kimyasal ve biyolojik bir ajan araciligi ile somatik
hiicrelerde homeostatik kontrolii saglayan genlerdeki kalitsal degisikliklerdir.
Genetik toksikoloji organizmalarin kalitim mekanizmalar1 iizerinde bu ajanlarin
etkilerini inceleyen genetigin/toksikolojinin bir alt bilim dahdir. Kalitsal
anormallikler ya da DNA inaktivasyonu ile sonug¢lanan, niikleik asitlerin yapisinda
degisikliklere neden olan maddelere genotoksik madde denir. Genotoksik maddeler
geni olusturan DNA’nin yapi1 ve biitlinliigiinde degisikliklere neden olur. Genotoksik
maddeler, dogrudan DNA’ya baglandiklar1 gibi DNA sekansini da degistirerek kalici
hasarlara neden olurlar. Her genotoksik madde karsinojenik olmayabilir. Bu
degisiklikler genetik anormallikler, konjenital bozukluklar veya kanser gibi

olusumlarla sonuglanir (Barile, 2008; Brusick, 1980).

Genetik bilimindeki gelismelere paralel olarak yeni bir bilim dali olan genetik
toksikoloji hizl1 bir gelisim gostermistir. Genetik toksikolojide kullanilmak iizere
bircok test yontemi gelistirilmistir. Bu test yontemleri; bakteri, bakteriyofaj, bitki,
bocek ve diger hayvanlar, in vitro sartlarda memeli hiicresi, maya ve viriislerde
gelistirilmis ve uygulanmistir (Ames et al., 1975; Weigle, 1953; Sparow et al., 1972;
Graf et al., 1984; Russell et al., 1981; Chu and Malling, 1968; Zimmermann and
Schwaier, 1967; Seidman, 1989). Miiller’in (1927) Drosophila’da radyasyonun
genetik etkisini belirlemek i¢in yapmis oldugu calisma, genetik toksikoloji alaninda
yapilan ilk degerlendirmelerden biridir. Kimyasal maddelerin genetik materyalde
mutasyon olusturup olusturmadigini konu alan ilk calisma, Auerbach ve ark. (1947)

tarafindan yapilmistir.

1.2. Anestezi

Anestezi, herhangi bir cerrahi operasyondan 6nce veya sonra geri doniisiimlii olarak

viicudun tiimiiniin veya belirli bir kisminin agriya ve tiim dis uyarilara kars



duyarsizlastirilmast anlamina gelmektedir. Anestezi olusturmak i¢in kullanilan
kimyasal maddelere anestezik denilmektedir. Anesteziyoloji (Anestezi bilimi);
Ozellesmis tekniklerin, donanimlarin, ilaglarin ve bunlarla ilgili bilgilerin bir araya
getirilerek olusturuldugu bir uzmanlik alanidir (Morgan et al., 2004). 19. yiizyilin
baslarindan itibaren hizli bir gelisim gosteren anestezi, baslangicta inhalasyon
yoluyla cerrahi anestezi diizeyindeyken; zamanla lokal, algoloji ve yogun bakim

anestezi dlizeyine gelisim gostermistir (Miller, 2011).

Antik medeniyetler doneminde cerrahlar ameliyatlarin agrisiz gegcmesi igin afyon
hashasi, koka yapraklari, kankurutan kokii ve alkol gibi maddeler ve flebetomi gibi
uygulamalardan yararlanmistir. Ornek vermek gerekirse eski Misirlilar afyon hashasi
(morfin) ve hyoscyamus (hyoscyamine ve skopolamin) birlesimini kullanmislardir.
Glinimiizde morfin ve skolopolamin, premedikasyonlarda parental olarak
uygulanmaktadir. Antik ¢aglarda rejyonel anestezi, sinir govdelerinin sikigtirilmasi
(sinir iskemisi) veya soguk uygulamas: (kriyoanaljezi) ile saglanmaktaydi. Inkalar
doneminde, cerrahlar koka yapraklarini ¢igneyip tiikiiriiklerini yaraya siirerek lokal
anestezi olusturmaya ¢alismiglardir. Modern cerrahi inhalasyon anestezikleri,
akabinde lokal ve rejyonel anestezi ve son olarak intravendz anestezi ile gelisim

gostermistir (Morgan et al., 2004).

Eter, kloroform, nitr6z oksit inhalasyon anestezide kullanilan ilk maddelerdir. Ancak
hastalara kloroformun uygulanmasiyla kardiak aritmiler, solunum depresyonu ve
hepatotoksite bildirimlerinin artmasiyla kloroform kullanimi1 zamanla sinirlanmistir.
Daha sonraki yillarda gelistirilen ve halen daha gilinlimiizde kullanilan inhalasyon
anestezikler; etilen, etilenkloriir, divinil eter, siklopropan, trikloretilen, fluroksen ve
halotan, metoksifluran, enfluran ve izofluran gibi florlu hidrokarbonlardir (Morgan et

al., 2004).

Alexandar Wood (1855) tarafindan hipodermik siringa ve ignenin bulunmasindan
sonra kloralhidrat, kloroform ve eter ile morfin ve skolpolamin birlesimi intravenz
anestezik olarak uygulanmistir. Fischer ve von Mering (1903) tarafindan

barbitiiratlarin sentezi ile dietilbarbitiirik asit (barbital) intravendz anestezik olarak



kullanilmistir. Tiyopental ve metoheksital sonradan gelistirilen ve intravendz
anestezik olarak kullanilan ajanlardir. Ayrica diazepam, lorazepam ve midazolam
gibi benzodiazepinler, ketamin, etomidat, propofol, diizoprofilfenol giinliimiizde

siklikla kullanilan intravendz ajanlardir (Morgan et al., 2004).

Harold Griffith ve Enid Johnson (1942) kiirar1 kas gevsetici olarak kullanmislar ve
bu maddenin endotrakeal entlibasyonunu kolaylastirdigin1 ve azemi derecede kas
gevsemesi  sagladigini  gormiislerdir. Daha sonraki yillarda alkuronyum,
dekametonyum, gallamin, metokiirin ve pankuronyum gibi néromuskiiler bloke edici
ajanlar kas gevsetici olarak kullanilmistir. Noromuskiiler bloke edici ajanlarin
belirgin yan etkileri géz oniine alindiginda atrakuryum, doksakuryum, pipekuronyum
ve vekuronyum One ¢ikmis ajanlardir. 1949°da Bovet tarafindan sentezlenen
stiksinilkolin, endotrakeal entiibasyonu kolaylastirdigindan siklikla kullanilan bir
ajan olmustur. Mivakuryum, ¢ok az yan etkilere sahip olmasina karsin kisa siirede
etkili nondepolarizan bir kas gevseticidir. Ancak siiksinilkolinle karsilastirildiginda
etkisi daha yavas baglamakta ve daha uzun siirmektedir. Rokuronyum, siiksinilkoline

yakin etki baglama siiresine sahip bir kas gevseticidir (Morgan et al., 2004).

Rapakuronyum en yeni kas gevseticilerden olup hizli baslama siiresi, kisa etki
stiresine sahip ve diger ajanlara gore daha giivenilir bir kas gevsetici oldugu
diistiniilmektedir. Birka¢ bronkospazm nedeni ile gerceklesen oOliim vakalar
rapakuronyumun {iretici firmasi tarafindan bu ajanin piyasadan geri ¢ekilmesine

neden olmustur (Morgan et al., 2004).

Sertiirner (1805) tarafindan afyondan elde edilen morfin intravendz anestezik olarak
kullanilmis, ancak ytliksek dozlarda morbidite ve mortaliteye neden olmasi anestezik
islemlerde  opoidlerden  ziyade inhalasyon anesteziklerinin  kullanimim
yaygimlagtirmistir. Buna ragmen 1939°da meperidinin sentezlenmesiyle opoidler
yeniden anestezide kullanilmistir. Lowenstein (1969) tam anestezinin gerceklesmesi
i¢in yiiksek dozda opoid kullanimini 6ne siirmiistiir. Bu amacla basta morfin, daha
sonra alfentanilin, fentalin ve sufentanil kullanilmistir. Remifentanil en yeni nesil

opioidlerden biridir (Morgan et al., 2004).



1.2.1. Ketamin

NMDA (N-methil-D-aspartat) reseptorlerinin bir nonkompetitif antagonisti olan

ketamin, dissosiyatif anestezik bir ajandir.

Bu ajanin dissosiyatif anestezik 0Ozelligi merkezi sinir sisteminde jenarilize
depresyona degil elektroensefalografide (EEG) talamokortikal ve limbik sistem
arasinda dissosiyatif etki olusturmasindan dolayidir (Kegik, 2013). Yap1 olarak
fensiklidine benzeyen bu madde, arylcyclohexylamine ailesinin bir {iyesidir. Stevens
tarafindan gelistirilen bu ilag 1970’11 yillardan beri sedatif, anestezik ve analjezik
Ozelligi nedeniyle klinik ¢alismalarda kullanilmaktadir (Schmid et al., 1999). Bu
maddenin kuvvetli aneljezik etkisi, ayrica solunum ve kardiyovaskiiler sistemi
baskilamamasindan dolay1 diger indiikleyici ajanlardan farklidir. Merkezi sinir
sisteminde sempatik aktiviteyi etkileyerek kardiyovaskiiler sistemini uyarir ve bu kan
basinci kalp hizi1 ve kardiyak debide artigla sonuglanir. Bu nedenden dolay1 ketamin;
hipertansiyon, iskemik kalp hastaligi veya kalp rahatsizligi veya kardiyak
dekompanzasyonu ve vaskiiler anevrizmali hastalarda genellikle kullanilmaz (Kegik,

2013).

Ketamin ayrica muskarinik, nikotinik, opioid reseptorler ve voltaj bagimli sodyum
kanallar1 ve L-tipi kalsiyum kanallar1 ile etkilesime gecer (Jensen et al., 2008; Kegik,
2013). Bu madde sinir sisteminde noronlarin sodyum kanallari ile etkilesime girmesi
sonucu az miktarda lokal anestezik etki meydana getirir. Ayrica kalsiyum kanallarini

bloke ederek serebral vazodilatasyon olusturur (Kegik, 2013).

[k galismalar ketaminin kanser agrisi, noropatik agri, orofikal agri, komleks bolge
agr1 sendromu ve fantom uzuv agris1 gibi degisik agrilar1 diisiirdiiglinii géstermistir
(Eide et al., 1995; Mathisen et al., 1995; Mercadante et al., 2000; Okon, 2007;
Eichenberger et al., 2008; Kiefer et al., 2008). Ayrica ketaminin antidepresif etkileri
rapor edilmistir (Berman et al., 2000). Ketamin reaksiyonel ilag olarak illegal olarak

kullanilir ve Schedule II’de narkotik olarak listelenir (Jansen and Darracot-Cankovic,



2000; Lim, 2003; Moore et al., 2001). Ketamin; amnezi, yargilama bozuklugu ve
dissosyatif bozukluklara neden olmaktadir (Hsu et al., 2009). Ketamin, karacigerde
demetilasyon ve hidrosilasyon yoluyla metabolize edilerek idrarla viicuttan atilir. Bu
madde demetilasyon ile norketamine doniistiiriiliir. Norketamin, ketamine gére %20-

30 oraninda etkiye sahiptir (Kegik, 2013).

Diger anestezik ajanlardan farkli olarak tek doz ketamin uygulanmis hasta kataleptik
bir goriiniime sahip olur. Hasta amnestiktir ve derin bir aneljezik etki altindadir.
Hastanin gozleri agik, pupiller orta derecede genis istemsiz goz hareketleri mevcut,
gdzyas1 ve tiikiiriik salgis1 yaygindir. Iskelet kasmin kasilmasiyla bacak, bas, gévde
ve kol hareketleri goriiliir. Olusan bu anestezik etkiye dissosiyatif anestezi denir

(Kegik, 2013).

- HCI

Sekil 1.1. Ketamin’in kimyasal yapisi

1.2.2. Rokuronyum Bromiir

Rokuronyum bromiir (Rocuronium bromide - Esmeron) bir néromuskiiler bloke
edici, yani kas gevseticidir (neuromuscular blocking agent — NMBA). Genel
anestezide siklikla kullanilan kas gevseticiler; bilingsizlik, amnezi ve aneljezi
olusturmadiklarindan dolay1 genellikle tek baslarina kullanilmaz (Kecik, 2013).
Noromuskiiler bloke edici ilaglar, operasyon esnasinda kas gevsetici olarak kaslarin

hareketini engeller ve uzun siiren kompleks operasyonlarda solunum



fonksiyonlarmin siirdiiriilmesini saglar. Ayrica sedasyon ve analjezinin yetersiz

oldugu durumlarda mekanik ventilasyonu kolaylastirir (Hunter, 1995).

Nondepolarizan kas gevseticiler, asetilkolinin (ACh) kompetitif antagonisti olarak,
postsinaptik ve presinaptik reseptorlere baglanmak i¢cin ACh ile yarisir. Alfa alt
birimine geri donlisiimlii bir bigcimde baglanirlar. Reseptdrde bir degisiklik olmadan
iyon kanalinin acilmamasi saglanir ve boylece depolarizasyon gerceklesmez. Kas
gevseticinin  miktar1 artirildiginda reseptorlerin  ACh ile aktive olma olasiligi
azalacagindan depolarize olmayacak duruma gelir. Boylelikle nondepolarizan blok
gelisir. Blogun ortadan kalkmasi i¢in, ilag miktarmin azalmasi ya da ACh miktarinin
artmast gerekir. ACh miktarinin artmasi igin, kendisini yikan enzim olan
asetilkolinesterazin inhibe edilmesi gerekir (Keg¢ik, 2013). Nondepolarizan kas
gevseticiler genel olarak asetilkolinesteraz veya psddokolinesteraz enzimleri ile tam
metabolize edilmezler. Bu ajanlarin olusturduklart bloklarin ortadan kalkmasi igin,
asetilkolinesterazin inhibe edilmesini saglayan ajanlarin kullanilmasinin yaninda;
redistribiisyon, maddenin zamanla metabolize olmast ve viicuttan atilmasi

gerekmektedir (Morgan et al., 2004).

Depolarizan kas gevseticiler ise ACh reseptorlerine baglanarak kanallarin agilmasini
saglar ve boylece depolarizasyon gergeklesir. Bu ajanlarin temel islevi reseptore
bagl kalarak, reseptoriin uyarilara cevap vermemesini saglamaktir. Depolarizan kas
gevseticiler bifazik etki gostererek, dnce kontraksiyon olusturur, daha sonra ise etki

sliresine gore bir gevsemeye neden olur (Kegik, 2013).

Depolarizasyon kas gevseticileri asetilkolinesteraz (AChE) tarafindan metabolize
edilmedikleri i¢in, sinir kas kavsagindan diflizyon yoluyla uzaklastirilir ve karaciger
ve plazmada psodokolinesteraz (PCHE) enzimi ile hidrolize edilir (Morgan et al.,
2004).

Rokuronyum, yaygin bir sekilde ameliyat dncesinde nondepolarizan kas gevsetici
olarak kullanilmaktadir (Suy et al., 2007). Molekiiler yapisi vekuronyum ile

benzerlik gosterir ve diger kas gevseticilerle karsilagtirildiginda etkinin hizli bir



sekilde ortaya ¢ikmasi ve diisiik etki siiresine sahiptir (Xue et al., 1998). Bu ajan
yiiksek dozlarda bile uygulandiginda kardiyovaskiiler yan etkiler gdstermez, histamin

salinimini indiiklemez veya histamin salinimini uyarmaz (Kegik, 2013).

Rokuronyum; metabolize olmadan, karaciger ve bobreklerden elemine edilir.
Karaciger yetmezligi olan hastalarda, karaciger kiitlesi azalmig olan yashlarda ve
hamilelerde bu ajanin etki siiresinin uzadigi bilinmektedir. Aktif metabolitlerinin
bulunmamasindan dolay1r rokuronyum, uzun siireli inflizyonlar i¢in vekuronyuma

gore daha avantajli olabilir (Morgan et al., 2004).

HO" -

Sekil 1.2. Rokuronyum bromiir’iin kimyasal yapisi



2. KAYNAK OZETLERI

Drosophila melanogaster, son yiizyilda gerek genetik gerekse de genetik toksikoloji
calismalarinda siklikla kullanilan model organizmalardan birisidir. Drosophila kanat
somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (Wing spot test) bu organizma
kullanilarak ve daha 6nce bu organizmanin belirlenmis 6zellikleri géz oniine alinarak
Graf ve ark. (1984) tarafindan gelistirilmistir. Bu test yontemi kullanilarak gliniimiize
kadar bir¢ok maddenin genotoksik (mutajenik ve/veya rekombinojenik) veya
antigenotoksik etkileri belirlenmistir. Elde edilen sonuglar bu test yonteminin
mikroorganizmal in vitro ve memeli in vivo genotoksisite testleri arasinda bir

baglanti yani bir koprii gorevi gordiigi bildirilmistir (Frei and Wiirgler, 1996).

Gliniimiizde uygulanan basta tek hiicre jel elektroforezi (Commet Assay), ames,
kromozom anormallikleri, kardes kromatid testi ve mikroniikleus test yontemleri
olmak iizere bir¢cok genotoksisite testi olmasina ragmen, herhangi bir maddenin
antigenotoksik etkilerini belirlemek i¢in kullanilan ¢ok az test yontemi mevcuttur
(Karekar et al., 2000). Drosophila kanat SMART yontemi maddelerin antigenotoksik
etkilerini belirlemede kullanilan basarili bir test sistemidir (Graf et al., 1998).

1984 yilindan itibaren Drosophila kanat SMART yontemi kullanilarak zirai
miicadelede kullanilan ajanlar, gida, tekstil ve mobilya sanayi gibi giincel
uygulamalarda kullanilan kimyasal maddeler, sanayi ve cevresel atiklar ve tibbi
ilaglar gibi maddelerin genotoksisitelerini belirlemek i¢in yapilan bir¢ok calisma
mevcuttur. Cogunlugu 2000 yilindan sonra yapilan bu ¢alismalarin bazilar1 asagida

derlenmistir:

Kaya ve ark. (2000) yapmis olduklari ¢alismada dort farkli herbisitin (propanil,
maleik hidrazid, 2,4,5-triklorofenoksi asetik asid (2,4,5-T) ve glifosat) genotoksik
etkisini belirlemeye calismiglardir. Elde edilen sonuclara gére Maleik hidrazid ve

glifosat gore standart c¢aprazlamada diger iki herbisite, propanil ise yiiksek
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aktivasyonlu ¢aprazlamada diger ii¢ herbisite gore daha fazla genotoksik etki
gostermistir. 2,4,5-T ise sadece standart caprazlamada kiiclik tek tip klon artigina

neden olmustur.

Kaya ve ark. (2000) baska bir ¢alismada, yine farkli bes herbisitin (amitrol,
metribuzin, prometrin, terbutrin ve dikuat dibromid) genotoksisitesini belirlemeye
caligmiglardir. Elde edilen sonuglarda sadece amitrole standart ¢aprazlamada hem
mwh/flr hem de mwh/TM3 genotiplerinde klon olusumunu indiiklemistir. Boylece
SMART yontemi kullanilarak amitroliin hem mutajenik hem de rekombinojenik

ozelliklerinin varlig1 belirlenmistir.

Yapilan baska bir c¢alismada 4 farkli kimyasal maddenin genotoksik etkileri
belirlenmeye calisilmistir. Potasyum kromat ve siklofosfamid hem standart hem de
yilksek  aktivasyonlu  caprazlamada  genotoksik  etki  gosterirken, p-
dimethylaminoazobenzene standart ¢aprazlamada genotoksisite agisindan negatif,
yilksek aktivasyonlu ¢aprazlamada ise pozitif etki gostermistir. 9,10-
Dimethylanthracene yliksek aktivasyonlu c¢aprazlamada zayif pozitif etki
gostermistir. Calismalardaki sonuglar dért maddenin de rekombinojenik etkilerinin

oldugunu gostermistir (Spand et al., 2001).

Bagka bir c¢alismada dort farkli herbisitin (bentazon, molinat, tiobenkarb ve
trifluralin) genotoksik aktiviteleri belirlenmeye calisilmistir. Bentazon her ne kadar
diger c¢aligmalarda mutajenik etki gostermemisse de, yiliksek aktivasyonlu
caprazlamada pozitif sonuc¢lar vermistir. Molinat ve trifluralin her iki ¢aprazlamada
da pozitif etki gosterirken; tiobenkarb sadece standart c¢aprazlamada yiiksek

konsantrasyonlarda genotoksik etki gostermistir (Kaya et al., 2004).

Farkl1 bir caligmada ti¢ farli antiseptik gargaranin genotoksik etkileri aragtirilmistir.
Elde edilen sonuglara gore periogard ve plax hem standart hem de yiiksek
aktivasyonlu caprazlamada negatif sonuclar verirken; cepacol ozellikle mitotik
rekombinasyonun indiiksiyonu ile her iki c¢aprazlamada da genotoksik etki

gostermistir (Rodrigues et al., 2007).



11

Yemeklik yaglar iizerine yapilmis bir calismada; keten yagi kuvvetli olmak {izere,
susam, bugday tohumu ve soya yaglar1 genotoksik etkiler gostermistir. Aycigegi ve
diisiik dereceli zeytinyagl anlamsiz sonuglar verirken, siizme zeytinyagi agik bir
sekilde negatif sonuglar vermistir. Arastirmacilar yaglarda gdzlenen genotoksik
etkinin yag asidi birlesiklerinden kaynaklaniyor olabilecegini belirtmislerdir (Rojas-
Molinaet al., 2005).

Sarikaya ve Cakir (2005) gida koruyucusu olarak kullanilan sodyum nitrit, potasyum
nitrit, sodyum nitrat ve potasyum nitrat’in genotoksik etkilerini arastirmis ve elde
ettikleri sonuglara gére bu maddeler genotoksik ve toksik etki gostermistir. Bu

maddeler beraber uygulandiginda toplam klon frekansinin artigini gézlemislerdir.

Carmona ve ark. (2008) iki civa birlesiginin (civa kloriir ve metil civa kloriir)
SMART yontemi kullanarak mutajenik ve rekombinojenik etkilerini belirlemislerdir.
Elde edilen sonuglara gore her iki birlesik de herhangi bir genotoksik etki

gostermemistir.

Benzil tiirevleri gida tiriinlerinde koruyucu ve tatlandirict olarak kulanildig: gibi ilag,
kozmetik, kimya sanayinde siklikla kullanilan birlesiklerdir. Yapilan bir ¢alismada
SMART yontemi kullanilarak doért farkli benzil tiirevinin (benzaldehit, benzil asetat,
benzil alkol ve benzoik asit) genotoksisiteleri arastirilmistir. Bu maddeler genotoksik
etki gdstermistir ve indiiklenen etkinin derecesine gore siralama benzaldehit, benzil

asetat, benzil alkol ve benzoik asit seklinde ger¢eklesmistir (Demir et al., 2008).

Meme kanserinde kullanilan bir anti-ostrojen olan tamoksifen (TAM), standart
caprazlamada zayif genotoksik etki gosterirken, yiliksek aktivasyonlu ¢aprazlamada

ise negatif sonuglar vermistir (Heres-Pulido et al., 2004).

Bagka bir galismada iki farkli kemoterapik ajanin (dosetaksel ve paklitaksel)
genotoksitesi standart ve yiiksek aktivasyon caligmalar1 kullanilarak belirlenmeye

calisilmigtir. Dosetaksel standart caprazlamada genotoksik etki gosterirken; yiiksek
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aktivasyonlu ¢aprazlamada sitokrom P450 enzimlerinin detoksifikasyon kapasitesine
bagli olarak herhangi bir genotoksik etki gostermemistir. Paklitaksel her iki
caprazlamada da herhangi bir genotoksik etki gostermemistir (Cunha et al., 2001).

Farkli bir galismada dolmalik biber (Capsicum annuum) ve Kkarabiberin (Piper
nigrum) metil metansiilfonat (MMS) ve etil karbamat’in (EC) olusturmus oldugu
genotoksisiteye karsi antigenotoksik etkileri arastirilmistir. Calismadan c¢ikarilan
sonuglara gore, dolmalik biber her iki ajanin olusturmus olduklari mutasyonlar

indirgerken, karabiber sadece EC’ye kars1 etki gostermistir (Hamms et al., 2003).

Kanser tedavisinde kullanilan antineoplastik vinka alkaloidleri olan vinkristin
(VCR), vinblastin (VBL) and vinorelbin (VNR) SMART yontemi kullanilarak

mutajenik ve rekombinojenik etkiler gostermistir (Tiburi et al., 2002).

Giirblizel ve ark. (2012) iki antidepresanin (sitalopram ve sertralin) genotoksik
etkilerini belirlemek i¢in yapmis olduklar1 c¢alismada, sitalopramin normal
aktivasyonlu bireylerde, hem mwh/flr® hem de mwh/TM3 genotipinde klon
olusumuna neden oldugunu bdylece bu maddenin rekombinojenik ve mutajenik etki
gosterdigini bildirmislerdir. Sertralin ise mwh/flr® genotipinde klon artisinda doza
bagli olmayan bir artisa neden oldugunu, bu durum her ne kadar somatik
rekombinasyonun varligina isaret olsa da, yeterli bir ¢ikarim olmadigr sonucuna

varmuslardir (Giirbiizel et al., 2012).

SMART yontemi kullanilarak yapilan bagka bir ¢alismada bakir siilfat (CuSO4)
mutajenik ve rekombinojenik etki gosterirken, demir siilfat (FeSO4) sadece somatik
rekombinasyona neden olarak klon olusumunu tetiklemistir (Glirbiizel ve Kizilet,

2010).

Yapilan bagka bir calismada iki antidiyabetik ajanin (glimepiride ve glipizide)
genotoksik etkileri arastirilmis ve elde edilen bulgularda her iki ajanin da 6zellikle
mitotik rekombinasyon olusturarak, genotoksik etki gosterdikleri gorilmustiir

(Giirbiizel et al., 2012).
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Bunun yaninda yine bu test yontemi kullanilarak basta bitkisel kaynakli maddeler

olmak iizere bircok maddenin de muhtemel antigenotoksik etkileri arastirilmistir.

Yapilan bir calismada antioksidan Ozellikleri bilinen E vitamini, kafeik asit ve
glutatyon aflatoksin B1’in olusturmus oldugu mutajenik etkiyi giderip gidermedikleri
arastirllmis ve kafeik asit ve glutatyonun bu maddenin olusturmus oldugu

mutajeniteyi gidermede etkili oldugu goriilmiistiir (Karekar et al., 2000).

Kaya ve ark. (2002) yapmis olduklar1 ¢alismada askorbik asid’in antigenotoksik
etkisini belirlemeye ¢alismislardir. Askorbik asit tek basina uygulandiginda mutant
klon frekansinda bir artisa neden olmazken; potasyum dikromat (K,Cr,07) ile
beraber uygulandiginda bu maddenin indiikledigi klon indiiksiyon frekansinin

distigii gdzlenmistir.

Rizki ve ark. (2001) yapmis olduklari ¢alismada sodyum selenitin antigenotoksik
etkilerini arastirmislardir ve bu maddenin potasyum dikromat’in olusturmus oldugu

genotoksik etkiyi giderdigini gostermislerdir.

Bitkilerden elde edilen antioksidan maddelerin mutajenik, karsinojenik ve
rekombinojenik aktiviteleri engelledigi bilinmektedir. Patenkovic ve ark. (2009)
yapmis olduklar1 ¢aligmada adagaymin (Salvia officinalis) kuvvetli bir genotoksik
madde olan metil metansiilfonatin (MMS) indiiksiyonu ile olugsan genotoksisiteyi

giderdigini gostermislerdir.

Bir calismada diinya genelinde siklikla tiiketilen alt1 bitkisel ¢ayin antigenotoksiteleri
belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu amagla genotoksik ve oksidatif 6zellikleri bilinen
hidrojen peroksit kullanilmigtir. Elde edilen sonuglar bu bitkilerin hidrojen peroksite
ait olan klon indiiksiyon frekansin1 biiylik Olgiide distirdiigiinii gostermistir.
Arastirmacilar bu bitkilerin antigenotoksik etkisinin hidrojen peroksitin tirettigi
reaktif oksijen radikalleri i¢in 1iyi bir siipiiriici olan fenolik iceriklerinden

kaynaklandigini belirtmislerdir (Romero-Jiménez et al., 2005).
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Doksorubisin (DXR) serbest radikal olusumuna neden olan kemoterapide kullanilan
bir ajandir. Yapilan bir ¢aligmada antioksidan 6zelliklere sahip vitaminler (C, E ve -
karoten) ve bakir, ¢inko ve selenyum igeren Vitergan® Zinc Plus birlikte
uygulanarak genotoksik etkileri Doksorubisin etkisine karsi antigenotoksik etkileri
aragtirtlmistir. Elde edilen sonuclara gére Doksorubisinin genotoksik etkisinin biiyiik

ol¢iide giderildigi goriilmiistiir (Costa and Nepomuceno, 2006).

Ketamin, 6zellikle pediatrik anestezide siklikla kullanilan anestezik ve analjezik
etkileri bilinen bir ajandir. Midede metabolize edildiginde nitrozo bilesiklerini
olusturdugundan ve bu bilesiklerin toksik ve genotoksik etkileri bilindiginden dolayz,
genel olarak enjeksiyonla uygulanan bir aneljezik ve anestezik ajandir (Toyama et
al., 2006). Diinyanin hemen hemen her yerinde keyif verici madde olarak da alinan
ketaminin genotoksik etkisini belirleyen az sayida calisma mevcuttur ve bunlar
aragtirma bulgular1 kisminda islenmistir (Pal et al., 2002; Li et al., 2011; Ramo et al.,
2010; Bruno et al.,, 2012; Morgan and Curran, 2012). Literatiir incelendiginde
ketaminin, basta beyin hiicreleri olmak iizere, apoptotik etkisinin belirlenmeye

calisildigi goriilmektedir. Bunlardan bazilari asagida verilmistir:

Young ve ark. (2005) yapmis olduklar1 ¢alismada, diisiik oranda ketamin uygulanan

gelisim gosteren yavru farelerde, beyin hiicrelerinde apoptosis olusumu gozlenmistir.

Wang ve ark. (2005) rat 6n beyin hiicre kiiltiiriinde yaptiklar1 ¢calismada, ketaminin
onemli derecede DNA pargalanmasina ve apoptosize neden oldugunu, ndrotoksik

dozda Bax ve NR1 protein seviyelerinin arttigin1 gozlemislerdir.

Baska bir c¢alismada ise ketaminin gelismekte olan maymun beyin frontal

korteksinde dnemli derecede hiicre dliimiine neden oldugu goriilmistiir (Zou et al.,
2009).

Yapilan bir ¢alismada ketaminin etkileri insan iiroepiteliyal hiicreleri olan VHUC-1
hiicre kiiltiirii kullanilarak belirlenmeye calisilmistir. Bu amagcla hiicreler ketaminin

degisik konsantrasyonlartyla muamele edilmis ve olusan apoptosis gozlenmistir.
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Ayrica Bax, Bcl-2, pro-kaspaz-3 ve boliinmiis kazpaz-3 seviyeleri western blotlama
teknigi yardimiyla belirlenmeye calisilmistir. Elde edilen sonuglara gore, ketaminin
apoptosise neden oldugu goriilmiistiir. Ayrica Bax ekspresyonu artarken, Bcl-2
ekspresyonu azalmistir. Bax/Bcl-2 oram1 6nemli derecede artmustir. Pro-kaspaz-3
protein seviyesi diiserken, boliinmiis kazpaz-3 seviyesi kontrol grubuna gore dnemli
derecede artmistir. Bu sonuglar ketaminin beyin hiicrelerinde oldugu gibi,
tiroepiteliyal hiicrelerinde de apoptosise neden oldugunu goéstermektedir (Liang et
al., 2014).

Kunming farelerinin oosit hiicreleri ve erken embriyolar1 iizerinde yapilan bir
calismada, ketaminin anormal oosit, blastosit ve morula olusumuna neden oldugu ve

oviilasyonun olumsuz bi¢imde etkilendigi goriilmistiir (Zhou et al., 2008).

Rokuronyum bromide (Esmeron), genel anestezi uygulamalarinda iskelet kasi
gevsemesini ve endotrakeal entiibasyonu saglamak icin siklikla kullanilan bir kas
gevseticidir. Boylece viicut bosluklarindaki operasyonlar kas hareketi olmaksizin
gerceklestirilir.  Ayrica uzun siiren kompleks operasyonlarda  solunum
fonksiyonlarinin saglanmasinda etkilidir. Bu ajanin sedasyon ve aneljezinin yetersiz
oldugu durumlarda mekanik ventilasyonun uygulanmasimi kolaylagtirdigi da
bilinmektedir (Hunter, 1995). Rokuronyumun genotoksisitesini belirlemek amaciyla
yapilmis olan ¢ok nadir ¢alisma mevcuttur ve bu caligmalarin ¢ogu arastirma

bulgular1 kisminda verilmistir.

The Physicians' Desk Reference (PDR) ¢esitli ilaglarin monografilerini iceren ve
yillik olarak giincellenen bir yayimdir. Bu yayimda rokuronyumun Ames, in vivo ve
in vitro sitogenetik test ¢alismalarinda genotoksisite agisindan negatif sonuglar

verdigi belirtilmistir (Synder and Green , 2001; Synder et al., 2004; Synder, 2009).

Karabulut ve ark. (2004) yapmis olduklar1 ¢alismada, nondepolarizan kas gevsetici
ajanlarin rat embriyolar1 iizerindeki embriyonik gelisime etkilerini arastirmislardir.
Elde edilen sonuclar, bu ajanlarin kliniksel dozdan daha yukar1 derecelerinin doza

bagli olarak rat embriyolarinda toksik etkilere neden oldugunu, ancak yine de
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rokuronyum ve mivakuryumun diger ajanlara gore organogenez esnasinda toksisite

acisindan daha diisiik potansiyele sahip oldugu seklindedir.

Farkli bir in vitro calismada, 3 farkli nondepolarizan kas gevsetici ajanin
(atrakuryum, sisatrakuryum ve mivakuryum) hepatom HepG2 ve insan gobek veni
endotel hiicrelerinin poliferasyonu iizerindeki etkileri incelenmistir. Calismadan elde
edilen bulgulara gore, atrakyum ve sisatrakyum insan hiicre hatlarinin
poliferasyonunu engellerken; mivakuryum bu etkiyi gostermemistir. Atrakyum ve
sisatrakyumun gosterdigi bu etki reaktif akrilat metabolitlerinden kaynaklandigi
diistinilmektedir (Amann et al., 2001). Rieder ve ark. (2005) yapmis olduklari
calisma ile sisatrakuryumun metabolik iirtinleri olan akrilat esterlerin oksidatif strese

neden oldugunu ve boylece apoptosis olusumunu tesvik ettigini dogrulamistir.

Literatlirii inceledigimizde ketamin ve rokuronyum bromiiriin toksik etkilerini
belirlemek amaciyla yapilmis bir¢ok c¢alisma mevcut iken; her iki ajanin genotoksik
etkilerinin belirlenmesi i¢in yapilmis ¢ok az calisma mevcuttur. Anestezik ajanlar,
saglik sektoriinde siklikla kullanilan kimyasal maddelerdir. Bu maddelerin insan
saglig1 acgisindan toksik/genotoksik etkilerinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu
calismada, genotoksik etkileri tam olarak bilinmeyen ve saglik sektoriinde siklikla
kullanilan ketamin ve rokuronyum bromiiriin, olasi mutajenik ve rekombinojenik

etkilerinin arastirilmast amaglanmaistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kullanmilan organizma ile ilgili genel bilgiler

Drosophila melonagaster; Diptera takimina ait, tam baskalasim (holometabol
baskalagim) geciren ve halk arasinda meyve sinegi veya sirke sinegi olarak da
adlandirilan 6karyotik bir canlidir (Cakir ve Sarikaya, 2004; Giirbiizel, 2011). Bu
organizma, sahip oldugu bir¢ok avantajla genetik ¢alismalarda sik sik kullanilir.
Kiiltiiriiniin kolay yapilmasi, deney hayvanlar1 i¢in optimum sicaklik olan 21°C’de
yumurtanin ergin bireye kadar iki hafta gibi kisa siirede erigsmesi, hizli iiremesi, dev
kromozomlara sahip olmasi ve ihtiya¢ duydugu besin maddelerinin ucuzlugu bu
avantajlardan bazilaridir (Flagg, 2005). Bu organizma ilk olarak 1910 yilinda,
Amerikal1 bir aragtirmaci “Thomas Hunt Morgan" tarafindan genetik caligmalarda
kullanilmaya baslanmis olup, giinlimiizde genetik alaninda siklikla kullanilan
organizmalardan biridir. Kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART);
Graf ve ark. (1984) tarafindan fiziksel, kimyasal ve biyolojik maddelerin mutajenik
ve rekombinojenik etkilerini belirlemek amaciyla gelistirilmistir. Bu test yontemi
kullanilarak yapilan ilk c¢alismada; aflatoksin B1, bleomisin, etil metan siilfonat
(EMS) gibi maddelerin genotoksisitesi SMART kullanilarak belirlenmis ve bu test

yonteminin giivenirligi ispatlanmaya ¢alisilmistir.

Son yillarda yapilan c¢aligmalarda D. melonagaster’in insan hastaliklarinin
arastirtlmasinda 6nemli bir model olabilecegi diisiiniilmektedir. D. melonagaster
genomunun  sekanslarinin  belirlenmesinden  sonra, insanlardaki genetiksel
hastaliklarla iligkilendirilen genlerin %60’mmdan fazlasmin D. melonagaster
genomunda ortolog gen olarak benzer sekanslarla bulundugu goriilmiistiir.
Amplifikasyon, delesyon veya mutasyon sonucu dizilisi degisen ve insan
hastaliklariyla 1iligkilendirilen 287 genin 178’inin (%62) ortolog geni D.
melonagaster’de bulunmaktadir. Bu genler kanser, ndorolojik rahatsizliklar,

malformasyon sendromlari, metabolizma bozukluklar1 ve renal hastaliklarla ilgili
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genlerdir (Bernards and Hariharan, 2001). D. melanogaster ve insan genom
sekanslarindaki bu benzerlikler sonucu, insan genetiksel hastaliklarinin veri tabani
olan “Online Mendelian Inheritance in Man” (OMIM)’dan derlenen ve hastaliga
neden olan bir genin, D. melanogaster genomik sekansiyla karsilastirilmasiyla bu
gen hakkinda bilgi edinmeyi amaglayan “homophila” bir veritaban1 kurulmustur

(Chien et al., 2002).

3.1.2. Drosophila melanogaster’in genetik ¢alismalardaki 6nemi

1. Genetik ¢aligmalarda kullanilacak olan organizma, sahip oldugu o6zellikler
bakimindan varyasyon (farklilik) gostermelidir. Organizma ilgilenilen 6zellik
bakimindan ne kadar farkli varyasyon gosterirse ve bu varyasyonlar kolay bir
sekilde birbirinden ayirt edilebiliyorsa bu organizmanin genetik caligsmalar
icin uygun model olduguna isaret etmektedir. D. melanogaster bir¢cok dogal
ya da yapay varyasyona sahip bir organizmadir. Somatik mutasyon ve
rekombinasyon testleri bu organizmanin farkli goz, kanat ve kil tiplerini

temel almaktadir.

2. [llgilenilen &6zelliklerin nasil kalitsandigin1 gozlemlemek igin, ebeveynlerde
dagilmis olan oOzelliklerin bir bireyde (yavruda) bir araya gelmesi
(rekombinasyon) ya da bir arada olanlarin daha sonraki nesillerde birbirinden
ayrilmas1 gerekir. Rekombinasyon, eseyli lireme araciligiyla ebeveynlere ait
gametlerin birlesmesi ile gerceklesir. Calismamizda kullandigimiz D.

melanogaster eseyli tireme gostermektedir.

3. Kontrollii ¢aprazlama, aragtirmacinin gozetimi altinda istenilen ozellikleri
tasiyan organizmalarin ¢aprazlanmasidir. Uygulamalar esnasinda arastirmaci,
kosullardan birisini degisken, digerlerini sabit tutarak deney ve kontrol
gruplart olusturur ve bu sekilde hedef oOzelliklerin nesiller boyu nasil
aktarildig1 gozlemlenir. D. melanogaster, kontrollii ¢aprazlama yapilabilen en

ideal canlilardan biridir.
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4. llgilenilen ozelliklerin ebeveynlerden yavrulara nasil aktarildigim
gozlemleyebilmek i¢in, genetiksel calismalarda kullanilan canlinin hayat
dongiisiiniin kisa olmasi gerekir. Drosophila melanogaster’de hayat devri gok
kisadir. 25C£1 ortam sicakliginda yaklagik 9-10 giinde erginlesen birey,

yeniden liremeye baslamaktadir.

5. Genetik c¢alismalarda kullanilacak organizma, ¢ok fazla sayida yavru
verebilmelidir. Boylece kalitimla ilgili daha saglikli ve giivenilir bilgi
edinilebilir. Disi bir Drosophila melanogaster, giinde takriben 50 yumurta
vermektedir (Bahgeci, 2010).

6. Ayrica Drosophila, deney hayvani olarak segilen organizmada olmasi
gereken diger bir¢ok avantaja da sahiptir. Kolay yetistirilmesi ve yagamini
stirdlirmesi i¢in gerekli olan besin, kimyasal madde ve saf malzemenin temin
edilebilirligi ve ucuz olmasi da 6nemlidir. Ayrica bu organizma herhangi bir
uygulamadan once eterle kolay bir sekilde bayiltilarak, {izerinde istenilen

islemler yapilabilmektedir.

3.1.3. Drosophila melanogaster’in sistematigi

Phylum (Sube): Arthropoda (Eklembacaklilar). Eklembacaklilarda viicut ilkel bir
bas (acron), degisik sayida segmentlerden meydana gelen bir gévde ve kuyruk
(pijidyum) kisimlarindan meydana gelir. Viicudun her segmenti bir ¢ift liye tasir. Bu
subenin Uyeleri birbirine ve viicuda eklemli bir bi¢imde baglanan pargalardan
meydana geldigi i¢in eklembacakli olarak isimlendirilmistir. Epidermis tarafindan

salgilanan kitinli bir dis iskelete sahiptir.

Subphylum (Alt Sube): Mandibulata. Bu alt subenin tiyeleri besinleri ¢ignemek igin
basin {igiincii segmenti iizerindeki eklemli liyelere sahiptir. Bir veya iki cift antenleri

bulunmaktadir.
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Superclassis (Ust Simf): Hexapoda - Insecta (Alt1 bacaklilar - Bocekler). Bocekler,
alt1 bacakli eklembacaklilar olup hayvanlar aleminin en zengin gurubunu
olustururlar. Viicut; bas (cephalon), gogiis (thoraks) ve karin (abdomen) olmak iizere
lic boliimden olusmustur. Viicutlar1 embriyo doneminde 20 segmentli olup, ergin
bocekte alt1 tanesi kaynasmak suretiyle bas kapsiiliind, ti¢ tanesi gogiis bolgesini, geri
kalan 11 segment ise karin bdlgesini olusturur. Basta bir ¢ift birlesik goz ve hareket
yetenegine sahip olan bir ¢ift anten bulunur. G6giis segmentlerinin her biri bir ¢ift

bacak tasir.

Classis (Siif): Pterygota (Kanatli bocekler). Genel olarak kanatli bocekleri igerir.

Ordo (Takim): Diptera (Ikikanatlilar). Gogiis bélgesinden ¢ikan bir ¢ift kanad
bulunan bu takim, arka kanatlarmin halter adi verilen tokmak seklinde bir denge

organi doniismesiyle diger boceklerden rahatlikla ayirt edilebilir.

Subordo (Alt Takim): Brachycera (Kisa antenliler). Farkli biiytikliiklerde olan 3
segmentten olusan antenleri bulunmaktadir. En biiylik segment iiglincli segmenttir ve
bu segment arista adi1 verilen kil seklinde bir ¢ikint1 tasir. Ergin bireyler karada yasar.

Larvalari kurtguk seklindedir ve bas kapsiilii kii¢iilmiis veya kaybolmustur.

Familia (Familya): Drosophilidae (Sirke sinekleri — Meyve sinekleri). Genellikle
boylart 3-4 mm olan bu familya, ¢iliriimekte olan bitki ve meyvelerin ¢evresinde
gelisirler.

Genus (Cins): Drosophila. Yaklasik 1500 tiir igerir (Salman, 2004; Pechenik, 2013).

Species (Tiir): Drosophila melanogaster.
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3.1.4. Drosophila melanogaster’in hayat dongiisii

Laboratuvarda Drosophila melonagaster stoklari, 25+1°C’de ve %60 bagil nem
sartlarinda  kiiltlir odasinda bulunmaktadir. Bu sartlarda dollenmis bir D.
melonagaster yumurtasindan yaklasik olarak 22-24 saat sonra 1. evre larva
olusmaktadir. Hayat dongiisii 2. evre larva, 3. evre larva, prepupa, pupa ve nihayet 9.
giiniin sonunda ergin birey seklinde seyretmektedir. Ancak beslenme, 151k, nem,
kontaminasyon, radyasyon, sicaklik gibi cevresel faktorlerin gelisim siiresinde
degisiklige neden olabildigi bilinmektedir (Clark and Rockstein, 1964). Yiiksek
sicakliklarda D.melonagaster’in hayat dongiisii kisa olmasina ragmen, kiiltiir ortami
genellikle 21-25°C araliginda tutulur. Ciinkii yiiksek sicakliklar erkek bireyin
infertilite olmasina neden oldugu gibi kiiltiir ortaminda akar, bakteri ve mantar
olusumuna da neden olabilir. Diisiik sicakliklarda ise genellikle yasam dongiisii
uzamaktadir (Flagg, 2005). Ornek vermek gerekirse hayat dongiisii 28°C’de 7 giinde
tamamlanirken, 31°C’de ise erkek bireylerde kisirlik ve hatta Slim
gerceklesebilmektedir. 12°C gibi daha diisiik sicakliklarda ise hayat déngiisii 50-55
giine kadar uzayabilmektedir (Giirbiizel, 2011). Drosophila melanogaster’in hayat

dongiisii Sekil 3.1°de gdsterilmistir.

Calismada transheterozigot 3. evre larvalar kullanilmis olup, kimyasal maddelere

maruz birakilan bu larvalarin yasi1 72+4 saattir.
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Sekil 3.1. Drosophila melanogaster’ in hayat dongiisii (Flagg, 2005)

3.1.5. Drosophila melanogaster mutant stoklar1 ve kullamlan hatlarin genetik

yapisi

Calismamizda, D. melonagaster’in normal (Standard, ST) ve yiiksek metabolik
aktiviteye (High-bioactivation, HB) sahip multiple wing hair (mwh) ve flare (fir’;
flr*/In(3LR)TM3, Bd®) hatlar1 kullamlmustir. Bu hatlar degisik zamanlarda Akdeniz
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii ve Gazi Universitesi Gazi Egitim
Fakiiltesi Smif Ogretmenligi béliimlerinden temin edilmis ve béliimiimiizde bulunan
Genetik Arastirma Laboratuvari’nda ideal yasam kosullarinda (25i10C ve %60 bagil

nem) standart Lewis besiyeri (Lewis and Bacher, 1968) kullanarak kiiltiire alinmistir.
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Normal metabolik aktiviteye sahip olan hatlarin genetik yapis1 asagida verilmistir:
e mwh/mwh

e fIr¥/In (3LR) TM3, ri p° sep bx** e° Bd®. Bu mutant irkin genotipi kisaca
flr’/ TM3, Bd® seklinde gosterilmektedir.

Yiiksek metabolik aktiviteye sahip olan hatlarin genetik yapisi ise su sekildedir:
e NORR/NORR; mwh/mwh

e NORR/NORR; flr® / In (3LR) TM3, ri p” sep bx** ° Bd®. Bu mutant irkin
genotipi kisaca NORR/NORR;fIr/TM3, Bd® seklinde gdsterilmektedir
(Lindsley and Zimm, 1992).

mwh geni; resesif bir gen olup, 3. kromozomun sol kolunda, telomere yakin bir
boliimde yer alir (3-0.3). Bu gen somatik hiicrelerde homozigot durumda
(mwh/mwh) bir kanat trikomu yerine, ¢oklu kanat trikomlarinin olusmasina neden
olur (Frei and Wiirgler, 1996). Trans-heterozigot kanatlarda bazen iki trikomlu
olusumlarda g6zlenebilir. Bunlar ikiz klon ve mwh klonun hesaplanmasinda g6z ardi
edilir. Ancak ¢oklu kanat trikomlar1 ile beraber gozlendiginde, mutant klonun

biiytikliigiiniin belirlenmesi amaciyla hesaba katilmaktadir (Graf et al., 1984).

flare (fIr®) geni ise sentromere daha yakin olacak sekilde, yine 3. kromozomun sol
kolunda bulunan resesif bir gendir (3-38.8). Bu gen Drosophila’nin kanatlarindaki
normal trikomlar yerine, kisalmis ve koyulasmis, korelmis veya balon seklindeki
amorfik trikomlarin olusumuna neden olmaktadir (Graf et al., 1984). flare geninin
tic mutant alleli de embriyonik evrede letal etki gostermektedir. Bu nedenle ergin
birey olusumu gozlenmemektedir. Ancak bu gen acisindan heterezigot olan bir

bireyin, imajinal disk hiicrelerinden gelisen ve fenotipik olarak flare geninin
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Ozelligini tastyan kanat killar1 gozlemlenebilir. Bu nedenle bireyler, flare geninin
embriyonik letal etkisinden kurtulmak ve rekombinasyonu baskilamak amaciyla TM3
dengeleyici kromozomunu tasimaktadir. TM3 dengeleyici kromozomu, letal etki
gosteren genin bulundugu homolog kromozomlardan birinde yer almaktadir (Frei

and Wiirgler, 1996; Guzman-Rincon and Graf, 1995; Graf et al., 1998).

Bd® (beaded-serrat) geni dominant bir gen olup TM3 dengeleyici kromozom iizerinde
yer almaktadir ve homozigot durumda letal etki gdstermektedir. Normal bir D.
melonagaster bireyinde kanatlar diizgiin kenarli iken (Sekil 3.3) Bd® genini tastyan
bireylerde ise kanat testere agzi1 (Sekil 3.4) seklindedir (Graf and Wiirgler, 1996). Bu
geninin ortaya cikarttigi fenotipik farklilik, bireyin TM3 dengeleyici kromozomu
tastyip tasimadigina isaret etmektedir (Lindsley and Zimm, 1992).

mwh, flr® ve Bd® belirleyici genlerinin D. melonagaster’in 3. kromozomu iizerindeki

dizilisleri Sekil 3.2’de verilmistir (Kaya et al., 2000).

Sentrom er

W ﬂl‘j Bd’

l | ]

0.3 3g8 477 01.9

Sekil 3.2. Belirleyici genlerin iigiincii kromozom iizerindeki dizilisleri (Graf et al.,

1984)
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3

Sekil 3.3. Drosophila melonagaster’de normal kanat (mwh/flr® genotipine ait)

gorunumu

Sekil 3.4. Drosophila melonagaster’de serrat kanat (mwh/TM3 genotipine ait)
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Heterozigotlugun herhangi bir maddenin indiiksiyonu sonucunda olusan mutasyonlar
aracilifiyla kaybedilmesi, yabanil fenotip yerine mutant fenotipin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir (Graf et al., 1984; Guzman-Rincoén and Graf, 1995). Mutant
fenotip farkli tip mutant klonlarindan olusmaktadir (Sekil 3.5). Tek tip klon, mwh
veya flr® fenotipinde hiicrelerden olusmaktadir. Ikiz klon ise komsu mwh ve flr®
fenotipli hiicre gruplarindan olugsmaktadir. 1-2 hiicreli mwh fenotipli tek tip klonlar
kiiciik tek tip klon, lic ve daha fazla sayida hiicre tasiyanlar ise biiylik tek tip klon
olarak smiflandirilmaktadir. Kii¢iik tek tip klonlar yalmizca mwh fenotipli
hiicrelerden olusmaktadir. Dért  hiicreden az sayida flr®  fenotipli hiicreler
baskilanmamanin sonucunda olusmakta ve gozardi edilmektedir. Bu nedenle dort
veya daha fazla sayidaki flr® fenotipli hiicreler biiylik tek tip klon olarak kabul
edilmistir (Graf et al., 1984; Szabad et al., 1983).

Mutant klonlarin olusumu farkli genetik mekanizmalardan kaynaklanmaktadir. mwh
ve flr® genleri arasindaki mitotik rekombinasyon, ayrilmama, nokta mutasyonlar1 ve
delesyonlar tek tip klonlarin olusumuna neden olmaktadir. ikiz klonlar ise fir® geni
ile tiglincli kromozomun sentromeri arasindaki rekombinasyon sonucu olusmaktadir.
Serrat kanatli (mwh/TM3) bireylerde, TM3 kromozomunun baskilayic1 etkisinden
dolay1 mitotik rekombinasyon gerceklesmemektedir. Bu nedenle mwh/flr® genotipli
bireylerin kanatlarinda klonlar mitotik rekombinasyon ya da mutasyon sonucu
olusurken; mwh/TM3 genotipli bireylerin kanatlarinda ise sadece mutasyon
sonucunda klonlar olusmaktadir (Kaya et al., 2004; Frei and Wiirgler, 1996; Span¢ et
al., 2001).

Caprazlamalar flr®/ TM3, Bd® hatlarimin disi bireylerinin yiiksek yumurta verimi goz

Oniine alinarak su sekilde tasarlanmuistir:
1) Standart caprazlama: @ flr® / In (3LR), TM3 Bd®> X & mwh/mwh

2) Yiiksek bioaktivasyon gaprazlama: @ NORR/NORR; flr¥/In (3LR), TM3 Bd® X
& NORR/NORR; mwh/mwh
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Sekil 3.5. Mutasyon ve rekombinasyon olusum mekanizmalar1 (Graf et al., 1984)
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Sekil 3.6. Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi uygulama
ozeti (Graf et al., 1984)
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Transheterozigot larvalarin elde edilebilmesi i¢in yapilan caprazlamalar Sekil 3.6 *da

Ozetlenmistir.

3.1.6. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan ketamin (Ketamine, CAS: 33795-24-3, S-(+)-Ketamine
hydrochloride, C13H16CINO.HCI) ve rokuronyum bromiir (rocuronium bromide,
CAS: 119302-91-9, C32H53BrN204) Sigma Sirketi’nden (St Louis, Missouri,
USA), Drosophila besini (Drosophila Instant Medium, Formula 4-24) ise Carolina

Biological Supply (Burlington, NC, ABD) sirketinden temin edilmistir.

3.1.7. Standart Drosophila besiyerinin hazirlams:

Bir beher icerisinde 440 cc distile su kaynatildiktan sonra igerisine 7 g agar azar azar
ilave edilir. Agar, kaynayan suda tamamen ¢oziildiikten sonra {izerine 60 g toz seker
ilave edilip cam bir baget yardimiyla karistirilir. Bagka bir beher igerisinde 125 cc
distile suya 19 g bira mayasi ve 50 g misir unu katilir ve karistirma islemi homojen
bir ¢ozelti olusuncaya kadar siirdiiriiliir. Bu karisim kisik ateste kaynayan agar-seker
cozeltisine eklenir ve karistirtlmaya devam edilir. Karistirma iglemi besiyeri uygun
kivama gelene kadar siirdiiriilmelidir. Olusturulan besiyerinin katilig1 ¢ok énemlidir.
Olusturulan karistm  ¢ok sivi  olursa besiyeri sogutulduktan sonra ¢ok
katilagmayacaktir. Bu durum sineklerin besiyerine yapismasina neden olacaktir.
Besiyeri cok kati oldugunda ise siselere dokme islemi zorlasacak ve sineklerin
beslenmesi giiclesecektir. Istenilen katiliga ulasan besiyeri kisik atesten indirilir ve
yaklagik 5 dk. sogumaya birakilir. Daha sonra igerisine 3-3,5 cc propionik asit
eklenir ve asidin ¢ozeltide homojen bir sekilde dagilmasi i¢in iyice karistirilir.
Propionik asit, kiif inhibitorii olarak kullanilmaktadir. Besiyeri katilagmadan, etiivde
steril hale getirilen her bir cam siseye 50 cc besiyeri siselerin agzina ve kenarlarina

bulagsmayacak sekilde dokiiliir. Bir araya getirilen siselerin tizeri kurutma kagidi ile
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kapatilarak oda sicakliginda bekletilir. 1 gilin sonra igerisindeki su buharinin
tamamen c¢ekildigi goriilen kiiltiir siselerinin agizlari, tlilbentle sarilmig olan steril

pamuk tikacglarla tikanarak buzdolabinda saklanir.

3.1.8. Faure Cozeltisinin Hazirlanisi

Calismamizin kanat preparatlarinin  hazirlanmas1 asamasinda kullanilan faure
cozeltisi, Graf et al.”in (1984) ¢alismasindaki prosediire uygun olarak hazirlanmistir.
Faure ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan madde ve madde miktarlar1 Cizelge

3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Faure ¢ozeltisinin icerigi

MADDE MADDE MiKTARI
Distile su 50 mL
Gum arabic 30¢
Gliserol 20 mL
Kloral hidrat 50¢

Isitmali manyetik karistirici izerine konulan bir beher igerisine, 10 mL gliserol ve 25
g kloral hidrat eklenir. 40°C’de manyetik balik déndiirme islemine devam ederken,
¢ozeltinin lizerine yaklasitk 15 g gum arabic azar azar eklenir. Katilagsmanin
gerceklesmemesi i¢cin 25 mL distile su katilarak karistirma islemine devam edilir.
Karisima yeniden 10 mL gliserol, 25 g kloral hidrat ve akabinde 15 g gum arabic
katilir. Karisim, 25 mL distile su katildiktan sonra yaklasik 6 saat manyetik
karistiricida tutularak ¢6ziinmenin tamamen gerceklesmesi saglanir. Cozelti 1 giin
siireyle slizge¢ kagidi kullanarak siiziildiikkten sonra kanat preparatlarinin

hazirlanmasinda kullanilabilir durumdadar.
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3.2. Yontem

3.2.1. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)

Genotoksik maddeler tarafindan olusturulan kromozom yapist ve sayisindaki
degisikler ve gen mutasyonlarini belirlemek amaciyla bugiine kadar birgok in vivo ve
in vitro test sistemi gelistirilmistir (Barile, 2008). Somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi (SMART) giinimiizde bu amagla kullanilan gilincel bir
yontemdir. Graf ve ark. (1984) tarafindan gelistirilmis olan kanat SMART yontemi;
giiniimiizde fiziksel, kimyasal ve biyolojik maddelerin mutajenik ve rekombinojenik
etkilerini saptamak amaciyla kullanilmaktadir. Daha genis bir ifade ile SMART; bu
gibi maddelerin indiikledigi kromozom kaybi, delesyon, kararsiz translokasyon,
mutasyon, mitotik rekombinasyon ve ayrilmama gibi kromozomal aberasyonlari
belirler. Hizli, giivenilir ve ekonomik olmasi, genotoksik hasari belirlemek igin
yalnizca bir jenerasyona ihtiya¢ duyulmasi bu test yoOnteminin en biiyiik
avantajlaridir (Graf et al., 1984). Bu test yontemi embriyonik gelisim donemindeki
mitoz boliinme ile ¢ogalan imajinal disk hiicrelerinin ayrilmasindan temel
almaktadir. Eger imajinal diskteki bu hiicrelerde herhangi bir genetik degisiklik
olursa, degisim gecirmis genetik materyal yavru hiicrelere aktarilacaktir. Bu genetik
degisiklik sonucunda olusan farkli fenotipik 6zellige sahip mutant hiicre gruplari
(mutant klonlar), metamorfozla ergin bireyin degisik viicut yapilarinda (goz, kanat
vb.) gozlemlenir. Bu test yontemi maddelerin genotoksik etkilerinin ortaya
cikarmasinin yaninda, ayni zamanda genotoksik etkileri bilinen maddeler iizerine,
degisik maddelerin antigenotoksik etkilerinin belirlenmesini de saglamaktadir (Graf

etal., 1998).

Frei ve Wiirgler (1996), in vivo test yontemi olan SMART i mikroorganizmal in
vitro ve memeli in vivo test yontemleri arasinda baglanti gérevi iistlenen bir test
teknigi oldugunu belirtmislerdir. SMART, g6z spot testi ve kanat spot testi olarak
ikiye ayrilmaktadir. Bu test yontemi, D. melonagaster’in gozlerinde veya

kanatlarinda saptanabilir fenotipik baskilanmay1 ortaya c¢ikaran, uygun genlerin



32

heterozigotluk kaybinin belirlenmesini amaglamaktadir. Herhangi bir maddenin
etkisiyle Drosophila’nin trans-heterozigot larvalarinda mutasyon olustugunda,
heterozigotluk kaybindan dolayi, yabanil fenotip yerine mutant fenotipin olusumu
gerceklesmektedir (Graf et al., 1984; Guzman-Rincon and Graf, 1995; Graf et al.,
1998).

SMART yonteminin birgok maddenin  genotoksisitesinin  belirlenmesinde
kullanilmasindan sonra, Frolich ve Wiirgler (1989) tarafindan gelistirilen yeni mutant
irklarla maddelerin ayrica degradasyon iirlinlerinin promutajenik aktiviteye sahip
olup olmadigi belirlenmeye calisilmistir. Bu yeni irklar, (ORR) DDT resistant
Oregon R (OR-R) wrkindan, 1. ve 2. kromozomu tagimaktadir. 2. kromozom {izerinde
yer alan Rst(2)DDT (Resistance(2)DDT, RI) geni, yiiksek sitokrom P450 enzim
seviyesine sahiptir (Dapkus and Merrell, 1977; Hallstrom et al., 1984). Ancak
yapilan ¢alismalarda bu yeni irklarin bazi dezavantajlarinin oldugu goriilmiistiir. Bu
dezavantajlarin en 6nemlisi kanatta diizensiz olusumlardan dolayr klon sayiminin
zorlagsmasi ve objektif bir degerlendirmenin yapilamamasiydi (Graf and van Schaik,
1992). paisley (ply) geni; resesif bir gen olup, 2. kromozomun 90. pozisyonunda yer
almakta ve bu diizensiz olusumlara neden olmaktadir. Bu gen, yiiksek biyo-
aktivasyondan sorumlu olan RI genine baghdir. Pacella (1993) tarafindan gelistirilen
NORR (New ORR) irklari, ORR 1rklarima benzer sekilde promutajen ve
prokarsinojenlerin genotoksisitesini belirlemekle beraber; ply geni tasimamaktadirlar.
Bu yeni irklar, Rl geni agisindan homozigot olmasina karsin, ply geni Rl geninden
ayirildigindan dolayr kanatlarda diizensiz olusumlar gézlenmemektedir. Ayrica ORR
wrklariyla karsilagtirlldiginda daha fazla biyo-aktivasyon kapasitesine sahiptirler
(Pacella et al., 1996).

SMART, diger test yontemleri ile karsilastirildiginda arastirmaciya bir¢ok avantaj
sunmaktadir (Graf and Wiirgler, 1996). Bu avantajlar su sekilde 6zetlenebilir:

a) Bir maddenin SMART yontemi kullanilarak genotoksik veya antigenotoksik

etkisinin belirlenmesi i¢in sadece bir jenerasyona ihtiya¢ vardir.
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b) Genotoksik veya antigenotoksik etki; kanat ve goz gibi somatik dokulardaki

hiicreleri etkilediginden, ¢ok sayida hiicrenin analizini yapmak miimkiindiir.

¢) Belirleyici genlerin 6zellikleri bilindiginden dolayi, herhangi bir maddenin

olusturdugu indiiksiyon kolay bir sekilde fark edilebilir.

d) SMART yontemi kullanilarak bugiine kadar yapilmis olan galismalar, bu
testin giivenilir, hizli ve ekonomik bir yontem oldugunu gostermistir

(Giirbiizel, 2011).

3.2.2. Transheterozigot larvalarin elde edilmesi

Hem normal hem de yiiksek metabolik aktiviteye sahip transheterozigot larva elde
edebilmek i¢in maksimum 8 saat araliklarla flare kiiltiiriinden virjin disi sinekler ayri
bir besiyerinde toplanmistir. Calismamizda geng bireylerin tireme verimliligi dikkate
aliarak 2-8 giinliik bireyler kullanilmistir. Larvalarin elde edilmesi i¢in 40 flr® disi,
40 mwh erkek ¢aprazlamasi yapilmistir. Transheterozigot larvalarin ayni yasta olmasi
calismanin objektifligi agisindan 6nemli oldugundan c¢aprazlamada kullanilan
bireyler 8 saat araliklarla yeni bir besiyerine alinarak burada da yumurta birakmalari
saglanmistir. Boylece c¢aprazlamada kullanilan bireyler transheterozigot larva elde
etmek amaciyla defalarca kullanilmigtir. 72+4 saat sonra elde edilen 3. larva evresine
ait bireyler, ince gozenekli siizge¢ kullanilarak c¢esme suyu altinda yikanarak
besiyerinden ayrilmistir. Larvalarin elde edilmesi icin yapilmis olan ¢aprazlama

Sekil 3.6 ’da 6zetlenmistir (Graf et al., 1984).

3.2.3. Anestezik ilaclarin larvalara uygulanmasi

Genotoksik ¢alismaya baglamadan 6nce ketamin ve rokuronyum bromiiriin larvalar
tizerinde gosterecegi toksik etkiler, standart LD50 testi kullanilarak belirlenmeye

calisilmigtir. Elde edilen sonuglara goére her iki ajanin da 1000 pg/mL
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konsantrasyonundan sonra larvalar {izerinde toksik etki gosterdigi ve larval yasam
yiizdesini ciddi oranda diistirdiigli goriilmiistiir. Bu nedenle en yiiksek konsantrasyon
1000 pg/mL olmak tizere, 100, 250, 500 ve 1000 pg/mL seklinde dort konsantrasyon

hazirlanmstir.

Stizge¢ yardimiyla besiyerinden ayrilan larvalar (yaklasik 100 larva), uygulama
ortami olan cam tiipler igerisine alinmistir. Bu tiiplerin igerisinde anestezik ajanlarin
degisik konsantrasyonlarina ait 7 mL test soliisyonu ile sulandirilmis 4.5 g hazir
Drosophila besini (Drosophila Instant Medium) bulunmaktadir. Larvalar yumusak
bir firca yardimiyla cam tiiplerdeki besiyeri yiizeyine dagitildiktan sonra cam
tiplerin agizlan tikaglarla kapatilmistir. Cam tiipler, inkiibatére alinarak larvalar
erginlesene kadar bu ortamda tutulmus ve her bir ergin bireyin larval donemde

yaklagik 48 saat test soliisyonlarina maruz kalmalar1 saglanmistir.

3.2.4. Ergin bireylerin toplanmasi ve kanat preparatlarinin hazirlanmasi

Anestezik ilaglarin uygulanmasindan sonra farklilasarak pupadan ¢ikan ergin bireyler
eterizasyon isleminden ge¢irilmis ve %70’lik etil alkol icerisine alinarak +4°C’de

muhafaza edilmistir.

Eppendorf tiiplerinde -%70’lik etil alkol icerisinde muhafaza edilen bireyler kanat
olusumlart dikkate alinarak normal kanatli (transheterozigot mwh/flr® genotipli) ve
serrat kanatli (dengelenmis heterozigot - mwh/TM3, Bd® genotipli) olmak iizere, iki
gruba ayrilmistir. Ayirma isleminde Bd® geninin olusturmus oldugu fenotipik 6zellik
goz Oniline alinmistir. Normal kanatli bireylerde kanatlar diiz iken, serrat kanath
bireylerde kanat testere agzi seklindedir. Normal kanatli bireyler, mutasyon ve
mitotik rekombinasyon sonucu olusan mutant klonlar1 goriilebilir. Serrat kanath
bireyler ise, TM3 dengeleyici kromozomun mitotik rekombinasyonu
baskilamasindan dolayr sadece mutasyon sonucu olusan mutant klonlar
gozlemlenebilir. Boylece ayn1 konsantrasyon uygulanmig normal kanatli bireylerin

serrat kanatli bireylerle karsilastirilmasi sonucu, uygulanan maddenin olusturmus
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oldugu genotoksisitenin mutajenik ve/veya rekombinojenik kokenli oldugu sonucuna

varilabilir. Bu amagla her iki fenotipteki kanatlarin preparatlar: hazirlanmistir.

Kanat preparatlar1 hazirlanmadan Once, etil alkolden c¢ikarilan bireyler kanat
morfolojilerine gore ayrilarak distile su icerisine alinmistir. Cukur lam {izerine 1-2
damla faure soliisyonu damlatilmis ve ince uglu pens yardimiyla kanatlar1 alinacak
birey, faure soliisyonu ortamina alinmistir. Rastgele secilmis bireylerin kanatlari,
ince uglu pens ve igne yardimiyla stereo mikroskop (Leica EZ4) altinda

viicutlarindan dikkatli bir sekilde alinmistir.

Bu islem yapilirken, kanatlarin viicuda baglandigi yerden tutularak kanada ve
kanadin iizerinde bulunan trikomlara zarar verilmemeye calisilmistir. Kanatlar lam
tizerine yerlestirilirken, bir bireyin herhangi bir kanadi islem esnasinda zarar
gormiigse diger kanat da kullanilmamistir. Ayni bireye ait kanatlar yan yana olmak
lizere, kanatlar lam {iizerinde her sirada 8 kanat c¢ifti 3 sira halinde dizilmistir.
Hazirlanan preparatlar bir giin boyunca petri kabi icerisinde bekletilerek kurumalari
saglanmistir. Daha sonra lamlara entellan damlatilarak, hava kabarcigi kalmayacak
sekilde lamel (24X60 mm) ile kapatilmistir. Kapatma isleminden kisa siire sonra
preparatlarin dis yiizeyleri, ksilen ile islatilmis tlilbent yardimiyla temizlenerek

mikroskobik inceleme i¢in hazir hale getirilmistir.

3.2.5. Kanat preparatlarinin mikroskobik analizi

Mikroskobik analizlerde kanat trikomlarinin fenotipini belirleyen 3. kromozomun
iizerinde yer alan mwh ve flr® genlerindeki degisimler dikkate alinmis ve degisimler
kaydedilmistir. Kanatlarda olusan mutasyonlar, genotoksik etkisi incelenen

maddenin 6zelligine bagl ortaya ¢ikmaktadir.

Hazirlanan kanat preparatlar1 151k mikroskobunda (Leica DM500) 40X10 biiytitmeli
objektif ile incelenmis ve kanatlarin hem dorsal hem de ventral yiizeylerinde
ortalama 24.400 trikom bulundugundan, tek tek dikkatlice analiz edilmistir.

Incelemede kolaylik saglamas1 amaciyla kanat iizerinde sayim yapilacak alanlar A,
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B, C, C', D, D', E seklinde bolgelere ayrilmistir (Sekil 3.7). Bolgeler ve klon tipleri

kullanilarak cizelge hazirlanmis, ¢ikan klonlar kayit altina alinmistir. Kanatlarda

gbzlenen klon tipleri sekil 3.8 *de gosterilmistir.

J | w dg d A / /\//
i \4 \:M vl 55/ Jb" Ad’ ;AJ “A

120 4.4 Glo!
e loz 47/

Sekil 3.8. Kanatlardaki farkli tip trikomlar (Graf et al., 1984) *

* a) Normal kanat trikomlar1 b) mwh veya fIr® fenotipi olarak kabul edilmeyen yapisal bozukluklar ¢) mwh
geninin etkisiyle olusan trikomlar d) flr® geninin etkisiyle olusan trikomlar
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Cizelgede kayit altina alinan mutant klonlar su sekilde siniflandirilmstir:

e Kiigiik tek tip klon ( 1-2 mwh hiicre)

e Biiyiik tek tip klon (>3 mwh veya flr® hiicre): 4 hiicreden az sayida olusan flr®
fenotipli klonlar baskilanmamanin sonucunda olustugundan dolay1r géz ardi
edilmektedir (Szabad et al., 1983). Fakat, Graf ve ark. (1984) klonlari 1, 2, 3-
4,5-8, 9-16, 17-32 hiicre gruplar1 seklinde siniflandirmistir. Calismamizda bu
uygulamaya riayet edilerek 3 ve daha fazla sayidaki flr® fenotipli klonlar

biiyiik tek tip klon olarak kaydedilmistir.

e ikiz klon: mwh ve flr® fenotipine sahip trikomlarin genellikle yan yana iki
ayr1 klon halinde gelmesiyle veya bazen de bu fenotiplere sahip trikomlarin
karigik bir sekilde klon olugturmasiyla meydana gelmektedir. Her iki fenotipe
ait trikomlar birbirileri ile bitisik sekilde iki ayri bolge olusturmuslarsa
aralarinda yabanil (normal) tip trikomlarin sayisinin {igli ge¢gmemesi
gerekmektedir. Yabanil tip trikom sayisinin ti¢li gectigi durumlarda her iki

bolge ayr1 ayr1 klon olarak kaydedilmistir.

Imajinal diskler, larval gelisim esnasinda yiiksek mitotik béliinme yetenegi olan ve
bireyin degisik viicut bolgelerindeki hiicrelerin koken aldigi hiicrelerdir. Bireylerde
hiicre farklilagmasinin goriildiigii ve metamorfoz gecirdigi pupal doneme (yaklasik
120 saat) kadar bu hiicreler siirekli mitoz boliinme ile ¢ogalmaktadir. Somatik
hiicrelerdeki genetik degisikliklerin indiiksiyon zamani ve klonlarin biiyiikligii
arasinda pozitif bir kolerasyon bulunmaktadir. Eger mutasyon hiicre bdliinmesinin
yogun oldugu erken embriyonik donemde meydana gelirse mutasyonun
indiiklemesiyle olusan mutant hiicrenin mitoz béliinme ile ¢ogalmasiyla olusan
klonlar ¢ok fazla sayida trikom igerecektir. Genotoksisitesi belirlenmeye ¢aligilan
herhangi bir madde geg¢ larval donemdeki bireylere uygulandiginda, klon biiyiikligi
erken donemdeki larvalara gore kiiciik ancak klon sayisi nispeten daha fazladir.
Ayrica erken donem larvalarda ikiz klon olusumlari neredeyse goriilmemektedir

(Graf et al., 1995). Bu nedenlerden dolay1r c¢alismamizda anestezik ajanlarin
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mutajenik ve/veya rekombinojenik 6zelliklerinin var olup olmadigini belirlemek i¢in

3. larval doneme ait bireyler (72+4 saat) kullanilmistir.
3.2.6. Klon indiiksiyon Frekansinin Hesaplanmasi

Herhangi bir maddenin genotoksisitesinin belirlenmesi i¢in gergeklestirilen SMART
uygulamasinda, 10° hiicre bagina diisen klon frekansi asagida verilen denkleme gore

hesaplanmaktadir (Szabad et al., 1983).

ﬂ =
=yl

Denklemde sadece mwh fenotipli klonlar géz oniine alindiginda; “f” mwh klonlarinin
indiiksiyon ortalama frekansi, “n” gozlenmis olan toplam mwh klon sayisi, “N”
analiz edilmis olan kanat sayis1 ve “C” bir kanat iizerindeki incelenebilecek hiicre
sayisint gostermektedir. Bir kanat {izerinde incelenebilecek hiicre sayisi ortalama
24.400 olarak tahmin edilmektedir (Wirgler and Vogel, 1986; Frei and Wiirgler,

1996).
3.2.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Calisma sonucunda elde edilen veriler degerlendirilirken, orijinal (null) hipotezde
(Ho) test uygulamalar1 ile kontrol grubu arasinda istatiksel olarak herhangi bir fark
olmadig1 varsayilmistir. Alternatif hipotezde (Ha) ise uygulama gruplarinda gozlenen
mutasyon oraninin kontrol grubundan m defa daha fazla oldugu varsayilmistir.
Orijinal ve alternatif hipotezlerin kabul veya red edilmesine karar verilirken
Kastenbaum ve Bowman’in (1970) gelistirdigi Sartli Binomial Test kullanilmis
hesaplanmis ve elde edilen sonuglar: pozitif (+), onemsiz fark (i) ve negatif (-) olarak

gosterilmistir. Bir sonucun pozitif, onemsiz fark veya negatif olduguna karar
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verebilmek i¢in Frei ve Wiirgler (1988) tarafindan gelistirilen “the multiple-decision

procedure” kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Hipotezlerin kurulmasi sirasinda yapilan hesaplamalarda kullanilan parametreler

sunlardir:

Nc= Kontrol grubunda incelenen kanat sayisi

Nt= Uygulama grubunda incelenen kanat sayisi

nc= Kontrol grubunda gdzlenen klon sayis1

nt= Uygulama grubunda go6zlenen klon sayisi

n= nt+nc= toplam klonlarin sayis1

Po= Kontrol grubunda beklenen klon frekansi, orijinal hipotez ( Ho ) i¢in Po=Nc /
(NC+Nt)

go= Uygulama grubunda beklenen klon frekansi, orijinal hipotez (Ho) i¢cin qo=Nt /
(NC+ Nt)

PA= Kontrol grubunda beklenen klon frekansi, alternatif hipotez (Ha) icin PA=NC /
(NC+ mNt)

qA= Uygulama grubunda beklenen klon frekansi, alternatif hipotez (Ha) i¢in qA=
(MNC+mNi)

Pon= Kontrol grubunda beklenen klon sayisi, orijinal hipotez (Ho) i¢in
gon= Uygulama grubunda beklenen klon sayisi, orijinal hipotez (Ho) icin
PAn= Kontrol grubunda beklenen klon sayisi, alternatif hipotez (Ha) i¢in
gAn= Uygulama grubunda beklenen klon sayisi, alternatif hipotez (Ha) i¢in

M= Carpim sabit
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Yukarida verilen parametreler, SMART ¢alismalarinda siklikla kullanilan Microsta
bilgisayar programi ile hesaplanmistir. Uygulama grubundaki (nt) klon sayis1 ¢izelge
degerine esit veya cizelge degerinden biiyiik oldugunda orijinal hipotez; kontrol
grubundaki (nc) klon sayisi ¢izelge degerine esit veya c¢izelge degerinden biiylik
oldugunda alternatif hipotez red edilmistir. Orijinal ve alternatif hipotezin kabul veya
red edilmesiyle sonuglar pozitif, onemsiz fark veya negatif olarak Cizelge 3.2.

kullanilarak degerlendirilmistir.

Cizelge 3.2. Orijinal ve alternatif hipotezlerin degerlendirilmesi

HA (ALTERNATIF)
HiPOTEZLER
KABUL (1-p) RED ()
KABUL ONEMSIZ FARK NEGATIF

(1-a) P= (1-a)(1-B) = 1-a-pf+af P= (1-a)p= B-ap

HO
(Null)
RED POZITIiF -
(o) P=a (1-B) = a-off




41

4.  ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu calismada gliniimiizde anestezik uygulamalarda siklikla uygulanan ketamin ve
rokuronyum bromiiriin, mutajenik ve rekombinojenik 6zelliklere sahip olup olmadigi
Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile
arastirilmistir. Ayrica bu anestezik ajanlarin degradasyon iriinlerinin de muhtemel
genotoksik  etkileri, sitokrom P450 enzim aktivasyonuna sahip yiliksek
biyoaktivasyonlu mwh ve fir® iwklar1 kullanilarak belirlenmeye ¢alisilmistir. 3.
bolimde anlatilan deney asamalarimin basinda her iki anestezik ajanin LD50
degerleri belirlenmistir. Elde edilen ilk sonuglara gore her iki maddenin 1000 pg/mL
konsantrasyondan sonra larval gelisim iizerine ciddi toksik etkilere neden oldugu
goriilmistiir. Bu nedenle uygulama konsantrasyonlarinin en yiiksek dozu 1000
ng/mL olarak kabul edilmis ve her madde icin 4 farkli konsantrasyon hazirlanarak 3.

larvalarin beslenecegi besiyerine eklenmistir.

Ergine gelisen trans-heterozigot bireylerin kanatlar1 TM3 dengeleyici kromozom

tastyan ve tasimayan bireyler seklinde ikiye ayrilmistir:

e Normal kanatli bireyler (mwh/flr® genotipli)

e Serrat kanatli bireyler (mwh/TM3 genotipli)

TM3 kromozomunun iizerinde dominant olan ve homozigot halde letal etki gosteren
Bd® geni bulunmaktadir. Bu geni tasiyan bireylerde kanatlar yabanil irkta oldugu gibi
diizglin kenarli olmay1p testere agz1 seklindedir (Graf ve Wiirgler, 1996). Calismada
kanat preparatlarin hazirlanmasinda stereo mikroskop (Leica EZ4), kanatlarin
tizerindeki klonlarin taranmasi i¢in 1s1k mikroskobu (Leica DM500) kullanilmustir.
Hazirlanan cesitli preparatlardaki kiigiik tek tip, biiylik tek tip, ikiz klonlarin
fotograflar1 151k mikroskobu (Leica DM 4000B) ile c¢ekilmistir. Sekil 4.1-8de

gosterilmistir.
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Sekil 4.1. Normal genetik 6zellige sahip bireyde gbzlenen kanat trikomlari
(1) (10X40)

Sekil 4.2. Normal genetik 6zellige sahip bireyde gozlenen kanat trikomlar (2)
(10 X 40)



Sekil 4.3. Mutant mwh/mwh hattina sahip bireyde gozlenen kanat trikomlari
(10 X 40)

A

Sekil 4.4. Mutant kiigiik tek tip mwh klonlarin goriiniimii (10 X 40)
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Sekil 4.5. Mutant biiyiik tek tip mwh klonlarin goriiniimii (1) (10 X 40)

Sekil 4.6. Mutant biiyiik tek tip mwh klonlarin goriiniimii (2) (10 X 40)
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Sekil 4.8. Mutant ikiz klonlarin gériiniimii (2) (10 X 40)
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Ketamin ve rokuronyum bromiir distile suda ¢oziilmiistiir. Bu nedenle distile su
negatif kontrol olarak kullanilmistir. Laboratuvarimizda kullanilan mutant irklarin
genetik Ozellikleri haftalik rutin kontrolden gectiginden dolay1 pozitif kontrol

kullanimina gerek duyulmamustir.

Toplam klon, ¢ogu kiiciik tek tip klon olmak iizere az miktarda biiyiik tek tip klon ve
ikiz klondan olusmaktadir. Ayni zamanda toplam klonlarin tamaminin mwh

fenotipinden koken aldig1 da goriilmektedir (Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1 ve 4.2°de distile suyun normal ve yiiksek aktivasyona sahip mwh/flr® ve
mwh/TM3 genotipli bireylerde spontan (kendiliginden olusan) klonlar gésterilmistir.
Elde edilen sonuglara goére distile su igin klon indiiksiyon frekansi normal metabolik
aktivasyona sahip mwh/flr® genotipli bireylerde 0.51 iken mwh/TM3 genotipli
bireyler i¢in 0.10°dur. Yiiksek aktivasyona sahip mwh/flr® genotipli bireylerde
gozlenen klon indiiksiyon frekansi 0.26 iken mwh/TM3 genotipli bireylerde ise
0.31°dir.

Yiiksek aktivasyonlu bireylerle yapilan ¢aprazlamalarda gozlenen spontan klonlarin
normal aktivasyonlu bireyler kullanilarak yapilan ¢aprazlamalarda gozlenenlere gore
daha fazla olmas1 beklenmektedir (Graf and van Schaik, 1992). Yiiksek aktivasyonlu
mwh/TM3 genotipli bireylerde goézlenen spontan klonlar, normal aktivasyonlu
mwh/TM3 genotipli bireylerde gézlenen spontan klonlardan daha fazladir. Ancak
¢alismada normal aktivasyonlu mwh/flr® genotipli bireylerde gbzlenen spontan
klonlar, yiiksek aktivasyonlu mwh/flr? genotipli bireylerde gozlenenlerden daha fazla
¢ikmistir.  mwh/TM3 genotipli bireylerde ikiz klon TM3 dengeleyici kromozomun
mitotik rekombinasyonu baskilamasindan dolay1 goriilmemektedir. Bilindigi gibi ikiz
klonlar flr® geni ile 3. kromozomun sentrozomu arasindaki mitotik rekombinasyon

sonucu olugmaktadir (Graf et al., 1984).



Cizelge 4.1. Ketamin uygulanmasiyla normal metabolik aktivasyona sahip mwh/flr® ve mwh/TM3 Drosophila hatlarinda olusan etkiler

Test Kanat Kiigtik tek tip Biiytik tek tip Ikiz klon Toplam mwh klon Toplam klon 10 hiicre basma
konsantrasyonlar1 ~ Sayisi (N) klon klon (m=15) (m=2) (m=2) diisen klon
(ng/mL) (1-2 hiicre) (m (>2 hiicre) (m = indiiksiyon
=2) 5) frekansi

No Fr. D No Fr. D No Fr D No Fr. D No Fr. D

Normal kanat (mwh/flr®)

Distile su 80 10 013 0 0.00 0 0.00 10 0.13 10 0.13 0.51
100 40 7 018 i 2 005 i 1 0.03 i 10 025 i 10 025 i 1.03
250 40 12 030 + 0 000 i 0 0.00 i 12 030 + 12 030 + 1.23
500 40 9 023 i 4 010 + 0 0.00 i 13 033 + 13 033 + 1.33
1000 40 13 033 + 2 005 i 0 0.00 i 15 038 + 15 038 + 1.54

Serrat kanat (mwh/TM3)

Distile su 80 2 0.03 0 0.00 2 0.03 2 0.03 0.10
100 40 0 000 - 0 000 i 0 000 - 0 000 - 0.00
250 40 2 005 i 0 000 i 2 005 i 2 005 i 0.21
500 40 2 005 i 0 000 i 2 005 i 2 005 i 0.21
1000 40 3 008 i 0 000 i 3 008 i 3 008 i 0.31

No: Klon sayisi, Fr: Frekans, D: Frei and Wiirgler (1988) prosediiriine gore istatistiksel degerlendirme, +: pozitif, -: negatif, i: 6nemsiz fark, m: ¢arpim
faktorii, olasilik diizeyi a = = 0.05.
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Cizelge 4.2. Ketamin uygulanmastyla yiiksek metabolik aktivasyona sahip mwh/flr* ve mwh/TM3 Drosophila hatlarinda olusan

etkiler
Test Kanat Sayisi Kiigiik tek tip Biiyiik tek tip Ikiz klon Toplam mwh Toplam klon 10° hiicre basina
konsantrasyonlari (N) klon klon (m=05) klon (m=2) diisen klon
(ng/mL) (1-2 hiicre) (m (>2 hiicre) (m = (m=2) indiiksiyon
=2) 5) frekansi
No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No  Fr. D
Normal kanat (mwh/flr®)
Distile su 80 5 0.06 0 0.00 0 0.00 5 0.06 5 0.06 0.26
100 40 7 018 i 0 0.00 i 0 0.00 i 7 0.18 i 7 018 i 0.72
250 40 3 008 i 0 0.00 i 0 0.00 i 3 0.08 i 3 008 i 0.31
500 40 6 015 i 1 0.03 i 0 0.00 i 7 0.18 i 7 018 i 0.72
1000 40 8 020 + 2 0.05 i 0 0.00 i 10 025 + 10 025 + 1.03
Serrat kanat (mwh/TM3)
Distile su 80 6 0.08 0 0.00 6 0.08 6 0.08 0.31
100 40 2 005 i 0 0.00 i 2 0.05 i 2 005 i 0.21
250 40 2 005 i 0 0.00 i 2 0.05 i 2 005 i 0.21
500 40 4 010 i 0 0.00 i 4 0.10 i 4 010 i 0.41
1000 40 4 010 i 0 0.00 i 4 0.10 i 4 010 i 0.41

No: Klon sayisi, Fr: Frekans, D: Frei and Wiirgler (1988) prosediiriine gore istatistiksel degerlendirme, +: pozitif, -: negatif, i: onemsiz fark, m: ¢arpim
faktorii, olasilik diizeyi a = = 0.05.

8y
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Calismada genotoksik etkileri belirlenmeye ¢alisilan ilk madde NMDA (N-methil-D-
aspartat) reseptorlerinin bir nonkompetitif antagonisti bir dissosiyatif anestezik ajan
olan ketamindi. Daha onceki kisimlarda anlatildigi gibi ketamin i¢in ¢6ziicli olarak
distile su kullanilmis (Son and Yang, 2009; Fahringer et al., 1974) ve dort farkli
konsantrasyon (100, 250, 500 ve 1000 pg/mL) halinde Drosophila Instant Medium’a
katilarak ticiincii larva evresindeki bireylere (7244 saat) kronik olarak uygulanmuistir.
Elde edilen sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir. Bu sonuglara gore normal
aktivasyonlu mwh/flr® genotipli bireylerde kiigiik tek tip klon agisindan 100 ve 500
ng/mL konsantrasyonlarda ¢ikan sonu¢ anlamsiz, 250 ve 1000 pg/mL
konsantrasyonlarda ise pozitiftir. Biiyik tek tip klon 100, 250 ve 1000 pg/mL
konsantrasyonlar i¢in anlamsiz, 500 pg/mL konsantrasyonunda ise pozitiftir. Ikiz
klon biitiin konsantrasyonlarda anlamsizdir. Toplam mwh klon ve toplam klonlarda
100 pg/mL konsantrasyonunda ¢ikan sonug¢ anlamsiz iken; 250, 500 ve 1000 pg/mL

de ise sonug pozitiftir.

Normal aktivasyonlu mwh/TM3 genotipli bireylerde kiigiik tek tip klon 100
pg/mL’de negatif iken; 250, 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda ise
anlamsizdir. Biiyiik tek tip klon i¢in biitiin konsantrasyonlarda ¢ikan sonuglar
anlamsizdir. Toplam mwh ve toplam klonlar ise 100 pg/mL de negatif; 250, 500 ve
1000 pg/mL konsantrasyonlarda ise anlamsizdir. Normal aktivasyonlu mwh/flr® ve
mwh/TM3 genotipli bireylerin kanatlarinda ¢ikan toplam klonlar karsilastirildiginda,
ketaminin 250 pg/mL ve {lizeri konsantrasyonlarda genotoksik etkilere neden oldugu
ve bu etkinin Ozellikle mitotik rekombinasyondan kaynaklandigir goriilmektedir

(Cizelge 4.1).

Yiiksek metabolik aktivasyona sahip mwh/flr® genotipli bireylerde kiigiik tek tip klon
100, 250 ve 500 pg/mL konsantrasyonlarda anlamsiz iken; 1000 pg/mL’de ise
pozitiftir. Biiyiik tek tip klon ve ikiz klon biitiin konsantrasyonlarda anlamsizdir.
Toplam mwh ve toplam klonlarda 100, 250 ve 500 ug/mL konsantrasyonlarda ¢ikan

sonuclar anlamsiz iken; 1000 pg/mL’ de ise pozitiftir.
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Yiiksek metabolik aktivasyonlu mwh/TM3 genotipli bireylerde kiigiik tek tip, biiyiik
tek tip, toplam mwh ve toplam klonlar biitiin konsantrasyonlarda anlamsiz sonuglar
gostermistir.  Yiiksek metabolik aktivasyonlu mwh/flr® ve mwh/TM3 genotipli
bireylerin kanatlarinda c¢ikan toplam klonlar karsilagtirildiginda, 1000 pg/mL
konsantrasyonlarda ketaminin degradasyon iiriinleri 6zellikle mitotik rekombinasyon

orjinli genotoksisite gostermistir (Cizelge 4.2).

Ketaminin genotoksik etkilerini belirlemek amaciyla yapilmis ¢ok az calisma
mevcuttur. Elde edilen bu sonuglar daha once yapilmis olan c¢aligmalarla biiyiik
benzerlik gostermektedir. Mikronukleus testi kullanilarak yapilmisg bir ¢alismada kisa
stireli bir uygulamadan sonra ketamin ve N-ketamin (ketaminin bir nitro birlesigi)
Cin hamsteri ovaryum hiicrelerinde hem S9 metabolik aktivasyon sistemi varliginda
hem de yoklugunda genotoksik etki gdstermistir. Ancak bu maddelerden biriyle
yapilan siirekli muameleden sonra mikroniikleus frekansinda bir degisiklik
olmamistir (Toyama et al., 2006). Benzer bir etki yine Cin hamsteri ovaryum
hiicreleri kullanilarak yapilan bir ¢calismada goriilmiistiir. Kardes kromatid degisimi
(SCE assay) testi kullanilarak, bu maddenin in vitro sartlarda genotoksik etki

gosterdigi goriilmistiir (Adhvaryu et al., 1986).

Daha Once yapilmis bazi ¢alismalarda ise S(+)-ketaminin apoptotik etkisi
aragtirtlmistir. Bir ¢alismada in vitro kosullarda ketamin insan hepatom HepG2
hiicrelerine uygulanmis ve ketaminin apoptosise neden oldugu goriilmistiir (Lee et
al., 2009). Baska bir ¢alismada S(+)-ketamin ve rasemik ketamin 24 saatlik bir siire
icin (1) antiapoptotik  B-hiicre lenfoma 2 proteininin asir1 ekspresyonunu
gerceklestiren insan jurkat T lenfoma hiicreleri, (2) kaspas-8, kaspas-9 ya da fas
protein agisindan fakir hiicreler ve (3) noroblastom hiicreleri (SHEP) kullanilmastir.
Elde edilen sonuglara gore ketamin doza bagl olarak lenfosit ve néroblastom hiicre
hatlarinda apoptosise neden olmustur. Ayrica S(+)-ketamin ve rasemik ketamin
jurkat hiicrelerinde benzer oranlarda hiicre O6limiinii indiiklerken; S(+)-ketamin

noroblastom hiicrelerinde hafif toksik etkiye neden olmustur (Braun et al., 2010).
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Yeni dogmus siganlarin 6n beyinlerinden alinan néronlar iizerinde yapilmis bir in
vitro calismada, uzun siire ketamine maruz birakilan hiicrelerde NMDA reseptor
ekspresyonunun arttig1; ketamin ortamdan uzaklastirildiginda yiiksek oranda toksik
kalsiyum girisinin olusumuna neden oldugu ve bdylece serbest oksijen radikallerinin
artigt ve noron hiicrelerinin dlimiiniin gergeklestigi goriilmistiir (Liu et al., 2013).
Yenidogan ratlarda ketaminin hiicre 6liimlerine neden oldugu baska calismalarda da
goriilmiistiir (Ikonomidou et al., 1999). Scallet ve ark. (2004) yapmis olduklari
calismada Fluoro-Jade B (Norodejenerasyon icin segici olan bir yesil fluoresan boya)
ve DAPI (mavi bir DNA boyasi) kullanarak ketamin uygulanmis yenidogan ratlarda
noronal apoptosise neden oldugunu teyit etmislerdir. Baska calismalarda pediatride
siklikla kullanilan ketaminin, Rhesus maymunlarinda yine erken gelisim doneminde

ndron hiicrelerinin 6liimiine neden oldugu goriilmistiir (Slikker et al., 2007; Zou et

al., 2009).

Yapilan bazi ¢alismalarda ketaminin sitokrom enzimlerinin aktiviteleri lizerinde de
ciddi olumsuz etkilerinin oldugu gorilmiistiir. Meneguz ve ark. (1999) Sprague
Dawley 1rki erkek ratlar1 {izerinde yapmis olduklari bir in vivo ¢alismada ketaminin
sitokrom CYP 1A, CYP 2B, CYP 2E1 ve CYP 3A enzimleri iizerindeki etkisi
arastirilmistir. Ketamin her ne kadar CYP 1A, 2B, 2E1 enzim seviyeleri lizerinde etki

gostermese de, CYP 3A enzim seviyesini diislirdligli goriilmiistiir.

Calismamizda genotoksik etkilerini belirlemeye ¢alistigimiz bir diger madde kas
gevsetici olarak giiniimiizde siklikla kullanilan rokuronyum bromiirdii. Ketamin gibi
rokuronyum brémiir igin de ¢oziicli olarak distile su kullanilmig (Zeng et al., 2011)
ve dort farkli konsantrasyon (100, 250, 500 ve 1000 pg/mL) halinde Drosophila
Instant Medium’a katilarak {igiincii larva evresindeki bireylere (72+4 saat) kronik

olarak uygulanmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.3 ve 4.4’de verilmistir.



Cizelge 4.3. Rokuronyum bromiir uygulanmasiyla normal metabolik aktivasyona sahip mwh/flr®* Drosophila hattinda olusan etkiler

Test Kanat Kiigiik tek tip Biiyiik tek tip Ikiz klon Toplam mwh Toplam klon 10 hiicre basmna
konsantrasyonlar1  Sayis1 (N) klon klon (m=15) klon (m=2) diisen klon
(ng/mL) (1-2 hiicre) (m (>2 hiicre) (m = (m=2) indiiksiyon
=2) 5) frekansi
No Fr. D No Fr D No Fr. D No Fr D No Fr D

Normal kanat (mwh/flr®)

Distile su 80 10 0.13 0 0.00 0 0.00 10 0.13 10 0.13 0.51
100 40 3 008 - 0 000 i 0 0.00 i 3 008 - 3 008 - 0.31
250 40 6 015 i 1 003 i 0 0.00 i 7 018 i 7 018 i 0.72
500 40 4 010 i 0 000 i 0 0.00 i 4 010 i 4 010 i 0.41
1000 40 4 010 i 1 010 i 0 0.00 i 5 013 i 5 013 i 0.51

No: Klon sayisi, Fr: Frekans, D: Frei and Wiirgler (1988) prosediiriine gore istatistiksel degerlendirme, +: pozitif, -: negatif, i: 6nemsiz fark, m: ¢arpim faktori,
diizeyi a = = 0.05.
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Cizelge 4.4. Rokuronyum bromiir uygulanmasiyla yiiksek metabolik aktivasyona sahip mwh/flr* ve mwh/TM3 Drosophila hatlarinda

olusan etkiler

Test Kanat Kiigiik tek tip Biiyiik tek tip Ikiz klon Toplam mwh Toplam klon 10 hiicre basmna
konsantrasyonlar1  Sayisi (N) klon klon (m=5) klon (m=2) diisen klon
(ng/mL) (1-2 hiicre) (m (>2 hiicre) (m = (m=2) indiiksiyon
=2) 5) frekansi
No Fr. D No Fr D No Fr. D No Fr. D No Fr. D

Normal kanat (mwh/flr®)

Distile su 80 5 0.06 0 0.00 0 0.00 5 0.06 5 0.06 0.26
100 40 8 020 + 0 0.00 i 0 0.00 i 8 020 + 8 020 + 0.82
250 40 6 015 i 0 0.00 i 1 0.03 i 7 018 i 7 018 i 0.72
500 40 6 015 i 2 005 i 0 0.00 i 8 020 + 8 020 + 0.82
1000 40 17 043 + 2 005 i 0 0.00 i 19 048 + 19 048 + 1.95

Serrat kanat (mwh/TM3)

Distile su 80 6 0.08 0 0.00 6 0.08 6 0.08 0.31
100 40 5 013 i 0 000 i 5 013 i 5 013 i 0.51
250 40 0 000 - 0 000 i 0 000 - 0 0.00 - 0.00
500 40 0 000 - 0 000 i 0 000 - 0 0.00 - 0.00
1000 40 3 008 i 0 000 i 3 008 i 3 008 i 0.31

No: Klon sayisi, Fr: Frekans, D: Frei and Wiirgler (1988) prosediiriine gore istatistiksel degerlendirme, +: pozitif, -: negatif, i: dnemsiz fark, m: carpim
faktort, olasilik diizeyi o = = 0.05.
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Rokuronyum bromiir uygulanmis normal aktivasyonlu mwh/flr* genotipine sahip
bireylerde klon tipleri genellikle anlamsiz sonuglar géstermistir. Biiyiik tek tip ve
ikiz klon biitiin uygulama konsantrasyonlarinda anlamsiz sonuglar vermistir. Kiigiik
tek tip, toplam mwh ve toplam klonlarda 100 pug/mL konsantrasyonunda sonuglar
negatif iken; 250, 500 ve 1000 pug/mL konsantrasyonlarda sonuglar anlamsizdir.
Rokuronyum bromiir normal aktivasyonlu mwh/flr® genotipinde herhangi bir
genotoksik etki meydana getirmediginden dolayl, bu maddenin mwh/TM3
genotipinde olusturmus oldugu etki incelenmemistir. Elde edilen verilere dayanarak
bu maddenin larval donem {iizerinde olusturdugu toksik etkinin esik degere kadar

genotoksik etkiye neden olmadig1 sonucuna varilmistir (Cizelge 4.3).

Rokuronyum bromiir ile muamele edilmis yiiksek metabolik aktivasyonlu mwh/flr®
genotipine sahip bireylerde biiyiik tek tip ve ikiz klon biitiin konsantrasyonlarda
anlamsiz sonucglar vermistir. Buna ragmen kiigiik tek tip klon 100 ve 1000 pg/mL
konsantrasyonlarinda pozitif, diger iki konsantrasyonda anlamsiz sonu¢ vermistir.
Toplam mwh ve toplam klon parametrelerine bakildiginda ise sonuglar 250 pg/mL
konsantrasyonunda anlamsiz iken, diger ii¢ konsantrasyonda pozitiftir. mwh/TM3
genotipinde ise elde edilen sonuclar ya anlamsiz ya da negatiftir (Cizelge 4.4). Bu
sonuglara gore rokuronyum bromiir Drosophila melanogaster’in transheterozigot
larvalarinda 1000 pg/mL konsantrasyonuna kadar her ne kadar genotoksik etki
gostermese de, P450 enzim sistemi araciliiyla olusturulan degradasyon iiriinlerinin
ayni konsantrasyonlarda ozellikle somatik rekombinasyon orjinli genotoksisiteye
neden oldugu goriilmiistiir. Ayrica tablolara bakildiginda en yiiksek klon indiiksiyon
frekans1 degeri 1000 pg/mL konsantrasyonunda rokuronyum uygulanmis yliksek
metabolik aktivasyonlu mwh/flr® genotipine sahip bireylerde goriilmektedir (1.95)
(Cizelge 4.4). 10° hiicre basina diisen klon indiiksiyon frekansi 2.0’dan yiiksek
oldugunda bu genotoksik aktiviteleri belirlenmeye c¢alisilan maddenin mutajenik
ve/veya rekombinojenik Ozelliklere sahip oldugunun bir isareti olarak kabul
edilmektedir (Graf et al., 1994). Calismamizda elde edilen sonuglara bakildiginda her
ne kadar genotoksik etki agisindan pozitif parametreler bulunsa da, klon indiiksiyon

frekansi 2.0’dan yiiksek bir deger géstermemistir.
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Rokuronyum bromiir ile alakali literatiir incelendiginde, bu maddenin genotoksik
etkilerinin belirlenmeye calisildig1 ¢ok az ¢alismanin mevcut oldugu goriilmektedir.
Zan ve ark. (2011) yapmis olduklar1 ¢alismada, insan periferal kan lenfositlerinde
kardes kromatid degisimi (sister chromatid exchange — SCE) ve kromozom
aberasyonu (chromosome aberration — CA) ve mikroniikleus (micronucleus — MN)
analizlerini  kullanarak  rokuronyumun  genotoksik etkilerini  belirlemeye
calismiglardir. Elde edilen sonuglara gore, rokuronyum kromozom aberasyonlarinin
frekansini artirirken; kardes kromatid degisimi frekansinda herhangi bir artisa neden
olmamustir. Ayrica poliferasyon indeksi ve mitotik indeksi diistirmemistir. Buna gore
rokuronyum her ne kadar c¢ekirdek boliinme indeksini diisiirmemisse de,
mikroniikleus frekansinda artisa neden olmustur. Calismadan bu maddenin klastojen
etkili oldugunu, ancak insan periferal kan lenfositlerinde sitotoksik etki gostermedigi
sonucuna vartlmigtir. Ayrica bu maddenin mutajenitesi Ames, E. coli’de tersinir
mutasyon, Cin hamsteri V79 hiicrelerinde in vitro memeli hiicre mutasyonu, insan
lenfositlerinde in vitro kromozom aberasyonu ve rat kemik iliginde in vivo
mikronukleus test yontemleriyle arastirilmis ve elde edilen sonuglar bu maddenin
herhangi bir mutajenik etkiye neden olmadigimi gostermistir (Merc, 2014).
Calismamizda normal aktivasyonlu bireylerden elde edilen veriler bu sonuglarla
benzerlik gosterirken; yiiksek aktivasyonlu bireylerden elde edilen sonuclar sasirtict
bir bigimde pozitif ¢ikmistir. Bu sonuglar rokuronyumun P450 enzim mekanizmasi
sonucu tamamen detoksifiye olmadigin1 gostermektedir. Her ne kadar literatiirde
rokuronyum ile ilgili yeterli genotoksik ¢alisma bulunmasa da; diger nondepolarizan
kas gevseticiler olan atrakyum ve sisatrakyumun metabolizma iirtinleri olan reaktif
akrilat metabolitlerinden oksidatif strese neden oldugu gesitli ¢alismalarda
gozlenmistir. Oksidatif stresin apaptosis olusumunda potansiyel bir etken oldugu goz
oniine alindiginda, bu metabolitler sonucunda hepatom HepG2 ve insan gobek veni
endotel hiicrelerinin poliferasyonunda inhibisyon ve insan gobek veni endotel
hiicrelerinde apoptosis olusumuna neden oldugu sonucuna varilabilir (Amann et al.,
2001; Rieder et al., 2005). Rokuronyumun memeli metabolizmasindaki
metabolitlerinin 17-desacetyl ve N-desallyl oldugu bildirilmisse de, bu maddeler

hakkinda literatiirde toksik/genotoksik ¢alisma mevcut degildir (Proost et al., 2000).
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5. SONUC

Giliniimiizde genetik toksikolojide kullanilan bir¢ok test yontemi mevcuttur. Bir
genotoksisite test yonteminin gegerli olmasi i¢in bircok avantaja sahip olmasi
beklenmektedir. Test yonteminin uygulanabilirligi, kullanilan malzemelerin kolay
temini ve ucuz maliyetli olmasi, deneyde kullanilan organizmanin ¢ok sayida yavru
vermesi, bircok varyasyona sahip ve kisa Omiirlii olmasi gibi bir¢ok avantajin
saglanmasiyla belirlenmektedir. Giinlimiizde ayrica ulusal ve uluslararasi etik
kurullarinin almig oldugu kararlarin da test yonteminin se¢iminde dikkate alinmasi
gerekmektedir. Herhangi bir farmakolojik ajanin, genotoksisitesinin belirlenmesinde
memeli in vivo test yontemleri kullanilmadan 6nce ilk olarak mikroorganizmalarin
kullanildig1 test yontemleriyle baslamanin daha saglikli sonuglar doguracagini
disiinmekteyiz. Frei ve Wirgler (1996) tarafindan SMART yonteminin,
mikroorganizmal in vitro ve memeli in vivo test yontemleri arasinda baglanti gorevi

gordiigii belirtilmistir.

Anestezik ajanlar, tip veya veterinerlikte siklikla herhangi bir cerrahi miidahaleden
Once veya sonra operasyon bolgesinin veya viicudun tiimiiniin olusan agriya karsi
duyarsizlastirilmasi amaciyla kullanilmaktadir. Genel olarak bu ajanlar yiliksek dozda
istenmeyen olumsuz etkilere neden oldugu gibi 6limciil de olabilmektedir. Ketamin
gibi Schedule II narkotik listesinde olan bazi anesteziklerin ise toplumda keyif verici
madde olarak kullanildig1 g6z oniine alindiginda bu maddelerin toksik, mutajenik ve
rekombinojenik etkilerinin belirlenmesi hayati onem tasimaktadir. Ayrica, bu
maddelerin metabolize edilmesi sonucu olusabilecek metabolitlerinin de promutajen
Ozellige sahip olabilecegi gozardi edilmemelidir. Metabolitlerin muhtemel etkisi,
ajanin hangi yolla viicuda alinacaginin belirlenmesinde biiyiik 6nem tasimaktadir.
Literatiir incelendiginde bu maddeler iizerinde yapilan genotoksik ¢aligmalarin siirl
oldugu goriilmektedir. Bu nedenle calismamizda SMART yontemini kullanarak
tizerinde ¢ok sinirli calisma olan ketamin ve rokuronyum bromdiiriin genotoksisiteleri
belirlenmeye c¢alisilmistir. Calismamiz ayrica anestezik ajanlarin  genotoksik
etkilerinin belirlenmesinde SMART yonteminin uygulanabilir bir test metodu

oldugunu gostermektedir.
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