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OZET

BAZI ANTi_DEPRESANLAR!N Drosophila melanogaster’de
GENOTOKSIK VE MUTAJENIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

HADI ESHRAGHI OSKOUEI
Yuksek Lisans, Biyoloji Bolumu
Tez Danismani: Prof. Dr. HACER UNLU
Ocak 2016, 72 sayfa

Bu calismada antidepresan etken maddelerinden olan sertralin, fluoksetin ve
sitalopramin genotoksik ve mutajenik etkileri, Drosophila kanat Somatik Mutasyon
ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile arastirildi. Bu yontemde, Uguncu
kromozomlarinda gekinik flare (fir®) ve ¢oklu kanat ki (mwh) belirleyici genlerini
tasiyan Ug gunluk larvalar kullanildi. D. melanogaster larvalari, maddelerin dort ayri
dozunu (0.01, 0.1, 1.0 ve 5.0 mM) igceren besin ile kronik olarak beslendiler.
Uygulama sonunda larvalardan c¢ikan sineklerin kanatlarinda goézlenen mutant
trikomlara goére genetik degisimler (nokta mutasyonu, delesyon, ayrilmama,
rekombinasyon) degerlendirildi. Mutant klon degerlendirmeleri, kiigUk tek tip, blyuk
tek tip, ikiz klon, toplam mwh ve toplam klon siniflandirmalari esas alinarak yapildi.

Genotoksik etkisi arastirilan sertralin’in dort farkli dozdan sadece 1.0 mM’lik
konsantrasyonda, mwh/TM?3 fenotipli serrat kanatl bireyler ile kontrol gruplari
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar bulunmustur.

Fluoksetin’in 1.0 ve 5.0 mM’lik derisimlerdeki uygulanmasinda normal ve serrat
kanatli bireylerde kontrol gruplarina gore anlamli farklar gézlenmistir.

Genotoksik etkisi arastirilan sitalopram’in dért dozunun uygulama sonuglarina gére
mwh/flr® fenotipli bireylerde 0.1, 1.0, 5.0 mM’lik konsantrasyonlarinda ve mwh/TM3
fenotipli serrat kanath bireylerde 1.0 ve 5.0 mM’lik derisimlerde kontrol gruplarina
gore istatistiksel olarak anlamli farklar saptanmistir.

Bu bulgular, calismamizda kullanilan antidepresan etken maddelerden Sitalopram
ve Fluoksetin’in Sertralin’e gore D. melanogaster’ de genotoksik etkisinin daha fazla
oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Sertralin, Fluoksetin, Sitalopram, SSRI, Drosophila
melanogaster, SMART



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE GENOTOXIC AND MUTAGENIC
EFFECTS OF SOME ANTIDEPRESSANTS in Drosophila
melanogaster

HADI ESHRAGHI OSKOUEI
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof. HACER UNLU

January 2016, 72 pages

In this research, the genotoxic and mutagenic effects of antidepressant agents;
Sertraline, Fluoxsetine and Citalopram were studied with Drosophila wing Somatic
Mutation and Recombination Test (SMART).

In this method 3-day old larvae with recessive flare (flr3) and multiple wing hair
(mwh) marker genes on their third chromosome were used. Larvae were chronically
fed different doses of drugs. The effects of drugs were evaluated according to
genetic changes (point mutation, deletion, non-disjuncton, and recombination) in
wing imaginal disc cells which lead to the formation of mutant trichomes. Mutant
trichome’s evaluation was based on small single spot, large single spot, twin spot,
total mwh and total spot classification.

The result of investigation of the genotoxic effect for four different (0.01, 0.1, 1.0 and
5.0 mM) doses of Sertraline that gives to the larval with feding were shown
statistically significant difference in mwh/Tm3 phenotype with serrate wing just in
1.0 mM concentration. The study of investigated of the genotoxic effect of four
different doses of Fluoxetine and according to the result we have been found
significant difference at 1.0 and 5.0 mM concentration in both of normal and serrate
wing. According to the investigation of genotoxic effect of Citalopram in four different
doses that shown significant difference in mwh/flr® phenotype with normal wings at
0.1, 1.0 and 5.0 mM concentration and in mwh/TM?3 phenotype with serrate wings
at 1.0 and 5.0 mM concentration.

According to the results that we obtained in our study Citalopram and Fluoxetine
show more toxic effect than Sertraline in D. melanogaster.

KeyWords: Sertraline, Fluoxetine, Citalopram, SSRI, Drosophila melanogaster,
SMART
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GiRIiS
insanlar yasam tarzlari, beslenme aliskanliklari ve medikal galismalardan dolayi zararli

bilesiklere maruz kalmaktadirlar.

Gunumuzde vyiyeceklerin ve hayat boyu maruz kaldigimiz sentetik olarak Uretilen
maddelerin guvenirliligi ve insan sagligina zararll etkileri Uzerinde yapilan galismalar
gittikge daha fazla ilgi uyandirmaktadir. Bu bilesikler insan ve diger canhlarda farkl
fonksiyonel bozukluklara ve gesitli hastaliklara neden olmaktadir. Bunun sonucunda
genotoksik potansiyele ve c¢esitli hastaliklarin ortaya c¢ikma risklerine yodnelik

arastirmalar da giderek artmaktadir.

Bu bilesiklerden buyuk bir kismi ilag ve etken maddelerden olugmaktadir. Bu etken
maddeler gunumuzde hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir.

Bunlardan en 6nemlilerinden biri secici serotonin geri alim inhibitorleridir.

GuUnumuzun yasam tarzindan dolayi her on kisiden biri depresyona girmekte ve bunun
tedavisi ile ilgili genel olarak antidepresan ilaglar kullaniimaktadir. Birgok durumda ilagla
tedavi, vicutta farkli seviyelerde ikinci bir saglik sorununa sebep olmaktadir. Tedavide
kullanilan antidepresan ilaglar genelde uzun sureli ve surekli kullaniimaktadirlar ve bu
nedenle potansiyel hasarlar kimyasalin uzun sure kullaniimasi sonucunda
olabilmektedir [1]. Ayrica gunimuizde antidepresan ilaclar depresyon tedavisinin
disinda kronik agri, premenstural sendrom, doymama hastaligi, dikkat eksikligi, panik
bozukluk, hiperaktivite bozuklugu, sigara birakma ve bunun gibi g¢esitli hastaliklarin

tedavisinde de sikc¢a kullaniimaktadir [2, 3].

Bu kimyasallarin ve etken maddelerin canli metabolizmasinda potansiyel etkilerini
belirlemek icin yapilan calismalar hastalarin gézlenmesi ve bunun yaninda fare ve
sican gibi memeliler Uzerinde yogunlasmistir. Bu madde ve bu maddeleri igeren
ilaclarin olasi genotoksik potansiyelleri, maddeyi tedavi sureglerinde kullanan veya bir
sekilde maruz kalan hastalardan alinan kan ve doku Ornekleri incelenerek ortaya
cikariimaktadir.



Son yillarda bu etken maddelerin olasi etkilerini insan vicudunda zarar meydana
gelmeden ve daha kisa surede ortaya ¢ikarmak icin omurgasiz canlilar Gzerinde gesitli

caligsmalar yapilmistir.

Gunumuzde endustriyel ve evsel atiklar, sucul ortamlara kontrolstiiz atiimakta ve
atiklarda bulunan olumsuz maddelerin konsantrasyonlari sucul ortamda endise
verecek oranda artmaktadir. Buna bagl olarak bu habitatta yasayan canlilar zarar
gormekte ve caligsmalarin buyuk bir kismi biyoindikator olarak kullanilan sucul
omurgasizlar Uzerinde yogunlagmaktadir [4]. Ancak sucul omurgasizlar buyuk

omurgasiz gruplarinin tamamini temsil etme konusunda yetersiz kalmaktadir [5].

Bu tez galismasinda kullanilan Drosophila melanogaster karasal bir bocek olmasinin
yani sira, genetik, fizyolojik ve noérobiyolojik acilardan insana buylk benzerlik
gOstermesi  sebebiyle genotoksisite ¢alismalarinda daha guvenilir sonuglar
verebilmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada 1990’ yillarin bagindan bu yana kullanilan
secici serotonin geri alim inhibitorleri ailesinden sertralin, fluoksetin ve sitalopramin
genetik materyal Uzerinde olasi etkileri D. melanogaster’in kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi (SMART) ile in vivo olarak arastiriimigtir. Bu test ¢esitli avantajlari
nedeni ile genetik toksikolojisinde yaygin olarak tercih edilen ve kullanilan standart bir

test yontemidir [6].

Bu amagla D. melanogaster’in flare ve mwh soylari ¢gaprazlanmis, belirli bir stire sonra
yumurta ve larvalar toplanmis, belirlenen dozlarda kimyasal ve hazir besiyeri (Carolina)
ile hazirlanan uygulama tuplerine alinmistir. Boylece larvalar istenilen stre boyunca

kimyasal ile beslenmisgtir.

Yapilan kanat benek testi, genetik materyal Uzerinde meydana gelen degisiklikler
sonucunda olugan mutant klonlar, biyolojik agcidan anlamli olan 3 kategoriye ayrilmistir.
Kategoriler; sadece mwh tipi klonlardan olusan kuguk tekli benekler, mwh ya da flare
tipi klonlardan olusan buyuk tekli benekler ve hem mwh hem de flare tipi klonlardan

olusan ikiz benekler olarak adlandiriimistir.

Bu siniflandirmaya goére kanatlarda olusan benekler kaydedilmis ve veriler hipotez
testleri ve microsta adli program ile istatiksel olarak degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Antidepresanlar

Antidepresan, depresyon veya distimi (kronik depresyon) gibi hastaliklarda kullanilan
psikyatrik ilag, besin veya bitkisel maddeleri tanimlayan bir terimdir. Antidepresan
ilaglarin gogu etkilerini zamanla gdsterir ve bu ylzden tlketimleri haftalar, aylar veya
yillarca devam edebilir. Antidepresanlar stimulanlardan ve hemen 6forik etki gosteren
ilaglardan ayrilirlar. Antidepresan ilaglar, depresyon ve distiminin diginda anksiyete
bozukluklari, bipolar bozukluk, obsesif ve kompulsif bozukluk (saplantili ve takintil
olma), sosyal fobi, dikkat eksikligi, hiperaktivite bozuklugu (ADHD), uyku bozukluklari,
bulimia nervosa gibi yeme bozukluklari ve ayrica kronik agr tedavilerinde
kullaniimaktadir. Ayrica dusuk dozlu antipsikotikler ve benzodiazepin gibi diger ilaglar
da antidepresan sinifina girmese bile depresyon tedavileri i¢in kullaniimaktadirlar [7].
Monoamin oksidaz (MAO) inhibitorleri, trisiklik antidepresanlar ve segici serotonin geri
alim inhibitora gibi ilag gruplari antidepresanlar arasinda tanimlanmaktadirlar.
Antidepresan ilaclarin etken maddelerinin ortaya c¢ikmasi 1950’li yillara kadar
uzanmaktadir [8]. Modern psikotrop ilaglarin psikiyatrik tedavide kullanimi tesadifen
olmustur. Tamamen sentetik olarak hazirlanan chlorpromazin ilk olarak 1952 yilinda
sizofren hastalarinda kullaniimistir ve iyilestirici etkisi belirlenmistir. Bu ilacin ilk kez
psikotik bir hastalikta kullanimi psikofarmakoloji alaninda yenilikgi bir yaklagim
olmustur [9].

Psikofarmakolojide ikinci 6nemli yenilik chlorpromazin’nin sentezinden bir sire sonra
monoamin oksidaz inhibitéri (MAOQOI) tird antidepresanlarin kesfedilmesi olmustur. Bu
kesifte de etken maddenin tedavideki etkisi tesadufen belirlenmigtir.

Tuberkulozlu hastalarin tedavisindeki kullanilan iproniazid ile bu hastalarin olmalari
gerekenden daha hareketli ve neseli olduklari gozlenmistir. Bunun nedeni ilacin
Monoamin oksidaz (MAO) enzimini inhibe ederek beyindeki monoamin seviyesini
degistirmesidir. Boylece 1956 yilinda iproniazid ilk kez hastalarin tedavisinde
kullanilmistir [10]. iproniazid’in toksik ve yan etkilerinin gok olmasi, yaygin bir sekilde
kullanimini engellemis ancak bu konudaki ¢calismalara hiz kazandirmigtir.

Ayni sekilde trisiklik antidepresanlarin (TCA) etken maddeleri, pre-anestezik ilaglarin

arastirimasi ile ortaya cikmustir. imipramin’nin psikotik etkisi arastirildiginda ilacin
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bdyle bir etkisinin olmadigi belirlenmistir. Fakat yapilan c¢alismalarda depresyon
tedavisinde duzelmeye neden olabilecegi belirlenmis ve ilacin psikofarmakolojik ilag
sektorindeki kullanimi hizli olarak gelismistir. Monoamin oksidaz inhibitorleri (MAQI)
ve trisiklik antidepresanlarin (TCA) beyin ndérotransmiterleri Uzerindeki etkilerinin
belirlenmesi, depresyonlarda biyojenerik amin hipotezinin ortaya c¢ikmasina ve
geligtiriimesine neden olmustur. Sonug olarak depresyonda beyinin noradrejenik ve
serotonerjik fonksiyonlarinda disis oldugu ortaya c¢ikmistir [9]. Bundan sonra
psikotropik hastaliklarin tedavisi i¢in farkh bir ila¢ grubu olan segici serotonin geri alim
inhibitorleri (SSRI) tasarlanmistir.

Antidepresanlarin kullanim tarihine bakacak olursak, 1957-1970 yillari arasinda TCA
ve MAOI grubu ilaglar, 1970-1980 yillari arasinda NARI (noradrenalin geri alim
inhibitdri) grubu ilaglar, 1980’li yillardan sonra SSRI'lar, RIMA (geri dontsumli
monoamin oksidaz inhibitdrt), SNRI (serotonin ve noradrenalin geri alim inhibitoru),
NASSA (noradrenalin ve spesifik serotonejik antidepresan) ve diger antidepresan ilag
gruplari depresyon tedavisi i¢in kullanima sunulmustur [11].

Norepinefrin, serotonin ve dopamin gibi bazi ndérotransmiterler sinaptik araliga
salindiktan sonra sinir uclarindan geri ahlnirlar. Bu sistem, ndrotransmiterlerin
etkilerinin sona ermesine yol acar ve post sinaptik membrandaki diger reseptorlerin
asiri uyarilmasinin engellenmesine neden olur. Antidepresanlar bu geri alim sistemini
bloke ederek ve sinaptik aralikta nérotransmiterlerin seviyesini yiksek tutarak etkili
olurlar. Norotransmiterlerin etkileri antagonist bir ajan yolu ile post sinaptik
reseptorlerin bloke edilmesi ile secici ve ani bir sekilde ortadan kaldirilabilir [11].
Arastirmacilar, bu etkilerin, Gi¢ 6nemli nérotransmiterin (dopamin, norepinefrin ve
serotonin) yikimina sebep olan monoamin oksidaz enziminin aktivitesinin bloke
edilmesi ile ortaya c¢iktigini belirlemislerdir [8].

Monoamin oksidaz inhibitorlerinin (MAQI) yani sira, norepinefrin ve serotonin geri alim
sistemlerinin bloke edilmesinde etkili olan trisiklik antidepresanlar da (TCA), bu
donemde ortaya ¢ikarak tedavilerde kullanima baslamistir [12].

Psikolojik hastaliklarin tedavisi i¢in giderek kullanimi artan bu ilaglarin, zamanla
olumcul yan etkileri ortaya ¢cikmistir. Bu ylzden arastirmacilar daha guvenilir ve yan

etkileri daha az olan etken maddeleri bulmak i¢in galismalar yapmaya baslamiglardir.



1990’ yillarin bagindan itibaren, yan etkilerinin daha az oldugu disunulen serotonin-
norepinefrin geri alim inhibitorleri (SNRI) ve secici serotonin geri alim inhibitorleri
(SSRI) grubu ilaglar piyasaya surulerek tedavilerde yaygin olarak kullaniimaya
baglanmistir. Ancak bu tarihden sonra SSRI grubunun etken maddeleri Uzerinde
yapilan calismalar, bu maddelerin yan etkilerinin yani sira toksik etkiler de
gOsterebilecegini ortaya ¢ikarmigtir [13].

Serotonin

Serotonin ilk kez 1937 yilinda Ersparmer ve Vialli tarafindan diz kaslarda kasici
etkisinden dolayi enteramin olarak tanimlanmigtir [14]. Ayrica ayni ddnemde Rapport
ve arkadaglari tarafindan (1937) serotonin olarak adlandiriimis ve hipertansiyona
sebep olan bir molekul olarak tariflenmistir. Daha sonra 1948 yilinda 6kizden alinan
serumlarda kratinin ve sulfurik asitle kompleks yapan vazokonstriiktor madde olarak
izole edilmis serotonin olarak isimlendirilmistir [15].

1953 yilinda Twarong ve Page, serotonini beyinden izole etmigler ve ayni yilda
Gaddum, LSD-25 (liserjikasid dietilamid-25)'in anti-seroton etkisi oldugunu
belirlemistir [2, 16].

Serotoninin mental bozukluklar ile baglantili oldugunu dustnen arastirmacilar,
¢alismalarinin bir kismini, bu maddenin somatik sinir sistemindeki fizyolojik rolu
Uzerine yapmiglardir [2, 16].

Serotonin yapi olarak bir indoletilamindir (C10 H12 NO2) ve molekul agirhgi 176.2 dir.
Bu maddenin kimyasal yapisi 5-hidroksitriptamin (5-HT) olarak belirlenmistir (Sekil 2.
1).

HO CH,CH,NH,

Sekil 2. 1. Serotoninin kimyasal yapisi.



Serotonin bagirsak ve gastrik mukozasinin enterokromafin hdcrelerinden izole
edilebilmektedir. Cunku vicuttaki serotoninin  %90’dan fazlasi gastrointestinal
sistemindeki enterokromafin hicrelerinde depolanmaktadir [17, 18].

Vucuttaki toplam serotoninin sadece %1’i merkezi sinir sisteminde bulunmasina
ragmen, kan basinci regulasyonu, uyku mekanizmasi, termo-regulasyon, davranislar,
hafiza ve yeme-icme gibi bir gok 6nemli olaylarda rol almaktadir [19]. Bazi hastaliklar,
serotonin metabolizmasindaki patolojik degisiklikler ile birlikte ortaya c¢ikmaktadir.
Ornegin, karsinoid sendromunda, serotonin miktari ve 6lcimi hastalik teshisinde ¢ok
degerlidir. 1954 yilinda tanimlanmig olan karsinoid sendromunun 6nemli bir madde
olarak gorulmesinin nedeni, serotonin duzeyinin yliksek oldugu dusuncesidir [20, 21].
Serotoninin farkl sistemlerdeki yeri ve mekanizmalari ile ilgili yapilan cesitli
arastirmalar sonucunda bu maddenin ¢ok 6nemli bir monoamin oldugu ortaya
cikmistir [22].

Serotonin omurgali, omurgasiz ve bitkiler olmak Uzere ¢ok farkli canli gruplarinda
bulunabilmektedir. Sentezi; kdpek, ordek, balik, kaplumbaga, akrep, bdcek ve 6érimcek

gibi farkli canlilarda gdsterilmistir [17, 23].

Son yillarda yapilan c¢alismalar, serotoninin beyin gelisiminde ve ndral dokularin
olusumunda (nérogenez) 6nemli rol oynadigini ortaya ¢ikarmistir [24, 25]. Aragtirmalar
sonucunda serotoninin  omurgasizlarda merkezi sinir sistemi (MSS) ve motor
fonksiyonlarinda degdisimlere neden oldugu tespit edilmistir [26]. Memeli sinir

sisteminde epinefrin, serotonine benzer bir fonksiyon gostermektedir [27].

Wooley ve Shaw (1954) serotoninin beyin gelisimindeki etkisini, bitkilerdeki buyume
hormonu olarak tanimlanan oksine benzedigini ispatlamislardir [28]. Daha sonra
Gaddum ve Picarelli (1975) tarafindan serotonin reseptérlerinin var oldugu tespit
edilmistir [29]. Bugune kadar serotoninin 7 farkli reseptori saptanmistir [30].
Serotoninin bu farkli reseptor alt tiplerinden olan selektif agonistlerden sumatriptan ve
analoglari migrenin akut tedavisinde, antagonistlerinden tropisetron ve analoglari
kemoterapiye bagli kusmalarda, urapidil ve ketanserin de hipertansiyon tedavisinde
yaygin olarak kullaniimaktadir [31].



Genel olarak norotransmiterler kendi etkilerini reseptorler vasitasi ile gergeklestirirler.
D. melanogaster genomunda, 5-HT1Adro, 5-HT1Bdro, 5-HT2dro ve 5-HT7dro isimli 4
farkh serotonin reseptoru tespit edilmistir [32]. Farmakolojik ve genomik ¢alismalara
gbre serotonin reseptoérlerinin bir ¢ok alt tipi oldugu [33] ve bu alt tiplerin kendi
aralarinda homoloji gosterdikleri ortaya ¢ikmistir [30]. Bu nedenle, uygun bir model
organizma kullanilarak serotonin reseptorlerini etkileyen madde ve bilesenlerin
genotoksik etkilerinin aragtirilmasi, bu maddenin insan gibi, ¢aligilmasi tehlikeli ve uzun

zaman alan canlilardaki fonksiyonlarina i1sik tutacaktir.
2. 1. 1. Segici Serotonin Gerialim inhibitérleri (SSRI)

1950’ yillardan itibaren antidepresan olarak kullanilan trisiklik antidepresan
gruplarinda ortak olan yan etkilerinden (prokonvlilsif etkinlik, antikolinerjik etkileri
gOsterme, hipotansiyon ve Ust dozlarda belirgin kardiyotoksisite) dolayl daha az yan
etki gosteren ilaglari bulmak amaglanmaktadir. Bu ¢alismalar sonucunda, trisiklik
olmayan yeni antidepresan gruplari gelistirilmistir. Bu antidepresanlarin bazilarinin
tedavi surecleri, trisiklik antidepresanlara gore ¢ok avantajli olmasa da yan etkileri
agisindan daha guvenilirdir.

Segcici serotonin geri alim inhibitérler grubu antidepresanlar, MAOI ve TCA grubu
ilaglarin aksine tedavi dozlarinda beyindeki diger nérotransmiterlere (adrenalin,
dopamin ve norepinefrin) hi¢ etki gdstermeden ve dogrudan serotoninin geri alimini
cok gucla bir sekilde bloke ederler. Bu ylzden segici olarak adlandirilirlar [34, 35].
Gunumuzde segici serotonin geri alim inhibitorlerinin (SSRI), major depresyonlarda
etkili oldugu kadar panik bozukluk ve saplantili bozukluk gibi c¢esitli psikolojik
hastaliklarin tedavisinde de etkili olduklari kabul edilmigtir. Yukarida deginilen
maddelere gore daha guvenilir olduklarindan dolayi ¢cogu ulkede en yaygin olarak
recetelenen antidepresanlardir [36].

Bu ilaclar basta depresyon olmak Uzere birgok psikiyatrik hastaligin sebebi olan
serotonin ndérotransmisyonundaki bozukluklarin arastirimaya baslamasindan sonra
geligtirilmigtir.

Segici seratonin geri alim inhibitérleri grubundan ilk sentezlenen ilag 1987 yilinda
zimelidin olmustur. Ancak bu ilacin Gullian Barre sendromuna neden oldugu ortaya

¢ikinca kullanimi sonlanmigtir. Bu ilag yerine 1988 yilinda sentezlenen SSRI

7



grubundan fluoksetin gunumuzde de yaygin olarak kullaniimaktadir. Zimedilin’den
sonra bu gune kadar SSRI grubundan 5 ilag sentezlenmistir: fluoksetin, fluvoksamin,
sertralin, paroksetin ve sitalopram [37].

Bu grup ilaglarin etki mekanizmalari her ne kadar ayni olsa da segici serotonin geri

alim inhibitorleri kendi aralarinda farmakokinetik acgidan farklilik gostermektedir.

SSRI grubu ilaglarin konsantrasyonlarina bagl olarak etkileri sirasiyla sunlardir:
1- Serotoninin sinir terminallerine geri aliminin engellenmesi,

2- Antidepresif etkinlik,

3
4

Serotonine bagl olan yan etkilerin sikh@i ve agirhgi,

Sitokrom (P450) enzim sistemine etkisi,

SSRI grubu ilaglar gastrointestinal sistem tarafindan yavascga ve tamamen emilirler ve
genelde bu emilimleri besinlerden olumsuz olarak etkilenmez. Bu ilaglarin, plazma
konsantrasyonlarinin pik yapma ve genis dagilim gosterme sureleri 3-8 saat arasidir.
Ancak proteinlere baglanma kapasiteleri, aktif metabolitleri, sitokrom P enzimlerini de
iceren metabolizmalari, yari 6murleri, dozlara yanit iligkilerinin dogrusal olmalari veya
olmamalari, segicilik duzeyleri, yasa bagli etkileri ve organ yetmezliklerindeki etkileri

agisindan birbirlerinden farkhdirlar.

SSRI grubu ilaglar, serotonin geri alimini inhibe etme acisindan su sekilde

siralanmaktadirlar:
sitalopram > paroksetin > sertralin > fluvoksamin > fluoksetin [37].

Pre-sinaptik noron uglarin keseciklerinden salgilanan serotonin, sinaptik araliga
gectikten sonra post-sinaptik noronlardaki serotonin reseptorlerine baglanarak
impulslari olusturur ve ardindan pre-sinaptik néronlardaki serotonin geri alim tasiyici
proteinleri (serotonin reuptake transporter protein — SERT) vasitasi ile geri alinir. Bu
geri alm mekanizmasi beyindeki serotonin salgilanma seviyesini ayarlama

konusunda ¢ok onemli bir rol oynamaktadir.

SSRI grubu antidepresanlar, SERT kanalini bloke ederek serotoninin geri alimini

engeller ve bu yolla beyindeki serotonin seviyesinin yuksek olmasina neden olurlar



[12]. Beyindeki serotonin konsantrasyonun fazlaligi, hastalarda belirgin bir gekilde
depresyon isaretlerinin azalmasina neden oldugu daha 6nceki galismalarda tespit
edilmistir [8].

Son yillarda ilag ve diger kimyasal atiklarin ayristirilmadan ¢oplere ve atik maddelere
karismasi, ¢evreye ve Ozellikle agik denizleredeki sucul hayvan ve organizmalar igin
ciddi bir tehlike haline gelmigstir [38]. SSRI grubu antidepresan etken maddelerinden,
fluoksetin ve sertralin’in zooplanktonlar Uzerindeki olasi toksik etkilerini belirlemek
amaci ile yapilan bir caligsma sonucunda, bu etken maddelerinin gevresel olarak tolere
edebilir dozlarda populasyonlar Uzerinde henlz toksik bir etki gdstermedikleri

belirlenmistir [39].

Bu tez g¢alismasinda kullandigimiz SSRI grubu antidepresan etken maddelerinden,
fluoksetin (FLU), sertralin (Ser), ve sitalopram (Cit), 2011 yilinin verilerine gére ABD’de
en ¢ok kullanilan ilaglardir [40].

2.1.1.1. Sertralin

Sertralin (sertralin hidroklorir, C17H17NCl2 . HCI), ilk olarak 1991 yilinda piyasaya
cikarilmis olan ve noéral serotonin (5-HT) icin ¢ok gucli ve segici 6zelligi yuksek olan
bir geri alim inhibitéradar. Bu ylzden depresyon tedavisinde en ¢ok kullanilan etken
maddelerden biridir. Ancak MAOI ve TCA'lerden farkh olarak diger nérotransmiterler
uzerinde goz ardi edilebilir bir etkisi vardir ve bu nedenle antikolinerjik, antihistaminik

ve antidopaminerjik etkileri olan ilaclarin sebep oldugu yan etkilere sahip degildir [41].

Klinik dozlarda sertralin, trombositlerde serotonin alinimini bloke eder. Sertralin
sedasyon yapmaz ve psikomotor performansda bir etkisi yoktur. Noral serotoninin (5-
HT) geri alimi Uzerine yaptigi secici inhibisyon ile uyumlu olarak sertralinin
katekolaminerjik aktivitesini gogaltmaz. Sertralin kolinerjik reseptorlerini etkilemedigi
gibi serotonin, dopamin, adrenalin, histamin, GABA veya benzodiazepin
reseptorlerinde de etkisi yoktur. Sertralin 6zellikle diger SSRI grubu ilaglari tolere

edemeyen hastalara faydalidir [41].

Sertralin erigkin hastalarda major depresif bozukluk tedavisinde, hem erigkin hem de

cocuk hastalarda obsesif-kompulsif bozukluk, panik bozuklugu ve anksiyete



bozuklugu gibi hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilan etken bir maddedir
[42].

Ancak son yillardaki calismalara gore; uyku problemi, cinsel isteksizlik ve cilt
problemleri gibi yan etkilerinin yaninda gen¢ hastalarda intihara sebep olabilecegi
belirlenmistir [42]. Sertralin, 6zellikle hamile kadinlarda ciddi akciger hasarlarina ve

fetusta morfolojik bozukluklarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir [43].

Draz ve arkadaslari (2009) SSRI grubundan fluoksetin ve sertralin, TCA antidepresan
grubundan da chlomipramin kullanan bir grup hastada bir calisma yapmistir [36]. Bu
calismada ilaglar kullanan belli sayida kadin ve erkek hastalarin ve kontrol grubu
olarak ila¢ kullanmayan saglikl kisilerin 16kosit izolasyonu yapilarak, jel elektroforez
yontemi ile olusan DNA hasarlari birbiri ile karsilastiriimistir. Sonug¢ olarak, bu ilag
gruplarinin énemli 6lcide DNA hasari olusturdugu tespit edilmistir [36]. Ayrica
calismada en ¢ok hasarin fluoksetin kullanan hastalarda ve en az hasarin ise
chlomipramin kullanan hastalarda oldugu goézlenmistir. Calisma sonuglarina goére
erkek hastalarda olusan DNA hasarinin, kadin hastalara gére daha fazla oldugu
belirtilmistir [36].

Ayrica bu konuda gunimuze kadar gesitli yontemler ile yapilan galismalarin toplandigi
bir yayinda, sertralinin erkek sicanlarda karaciger tumorune (gunde 10 mg/kg), disi
si¢anlarda ise tiroid ve uterus timorlerine (ginde 40 mg/kg) neden oldugu belirtiimis
ve sitalopramin da siganlarda ince bagirsak timortine sebep oldugu tespit edilmistir
[13].

Bagka bir galismada sertralinin ratlardaki somatik bliyume ve refleks gelisimleri
Uzerindeki etkileri arastirlmis ve bu calismanin  sonucunda sertralin
konsantrasyonunun fazla oldugu siganlarda vicut ve organ gelisimlerinin geciktigi,
vucut agirliklarinin azaldigi, kuyruk ve kafa gelisimlerinin yavasladidi tespit edilmistir
[44].

2.1.1. 2. Fluoksetin

Fluoksetin (fluoksetin hidroklorir, C17HisFsNO . HCI) isimli etken maddenin, santral

noronlarda serotoninin geri alimini inhibe ederek antidepresan etkisi gosterdigi
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dugunulmektedir. Fluoksetin de diger SSRI’lar gibi secici olarak serotoninin geri alimini

engeller ve noradrenalin ve dopamin geri alimini etkilemez.

Fluoksetin ilk SSRI grubu etken maddelerinden biridir. Bu etken madde 1987 yilinda

piyasaya tanimlanmis ve 2001 yilindan itibaren genel kullanimina baslanmistir.

Fluoksetin; adrenalin, asetilkolin, serotonin, histamin, dopamin ve GABA reseptorleri
ile baglanti yapmaz. Fluoksetin uzun yillardan beri erigkinlerde ve coguklarda major
depresif bozukluk, panik bozuklugu, obsesif-komplusif bozukluk, bulimia nervosa,
premenstriel disforik bozuklugu gibi ¢ok cesitli psikiyatrik hastaliklarin tedavisinde

yaygin olarak kullanilan SSRI grubu ilaglardandir [45].

Farkli grup antidepresanlarin etken maddeleri ve SSRI grubundan sadece fluoksetin
kullanildigi bir calisma sonucunda da ila¢g dozlan arttikga, sican C6 glioma

hicrelerinde DNA hasarlarinin arttigi gézlenmistir [46].
2.1.1. 3. Sitalopram

Sitalopram (sitalopram hidrobromuir, C20H21FN20 . HBr), Citalopram olarak da
isimlendiriimektedir. Sitalopram, serotonin icin en yuksek secicilik 6zelligine sahip olan
bir molekuldur, ancak karaciger sitokrom P enzimleri ailesi ile ¢ok az etkilesime gecer

ve bu nedenle diger ilaglar ile etkilesimlerden ¢ok az etkilenmektedir.

Sitalopram basta major depresif bozukluklar olmak Uzere, relaps/rekiranslarin
onlenmesinde, yaygin anksiyete bozukluklari, obsesif-kompulsif bozukluk, adet dncesi
depresif duygular, beden dismorfik bozukluk ve agorafobili veya agorafobisiz panik
bozuklugu gibi mental hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Ayrica
Alzheimer hastalarinin davranis sorunlari Uzerinde etkili olan nadir ilaglardandir.
Ancak ince bagirsak gibi organlarda 5-HT konsantrasyonunu artirarak bazi yan

etkilerin meydana gelmesine sebep olabilir [23].

Sitalopram da dahil olmak tzere tim SSRI grubu ilaglarin, MAO inhibitérler grubu ile
birlikte kullanildig1 durumlarda, hipertansif krizlere (serotonin sendromu) ve élumcul

olabilen yan etkilere neden olabilecegi belirtiimektedir [8].
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2. 2. Toksisite ve Genotoksisite

Bir maddenin canli bir organizma uzerinde zararh veya zehirleyici etkisi toksisite olarak
tanimlanmaktadir. Toksik etkiye sebep olan maddeye toksik veya toksikant denir.
Cevremizde bulunan bir cok madde miktarlar yeterince fazla oldugunda toksik etkiye
sahip olabilir [47].

Eger bir maddenin toksik etkisi, organizmanin genetik materyali Uzeride degisiklige
neden oluyorsa bu etkiye genotoksik etki ve 0 maddeye de mutajen denir. Genetik
toksikolojinin temel konusu, genotoksik maddelerin hicre veya organlarda kalitima

etkileri ve bu etkilerin mekanizmalaridir.

Genetik toksikologlar, mutajenlerin karakterizasyonu ve bu mutajenlerin neden

olabilecegi riskleri belirlemek igin ¢esitli test sistemleri kullanmaktadirlar.

Mutajenler simdiki ve sonraki nesillerde genetik materyal Uzerinde hatalari indukleyip,
kanser olusumu gibi somatik hicre hasarlarini artirirlar [48]. Deney hayvanlari Gzerinde
uygulandidi zaman timor veya kanser olusturan maddelere karsinojen, kanserojen
veya onkojen denmektedir. Karsinojenik maddeler fiziksel, kimyasal ve biyolojik kokenli
olabilir [49].

Fiziksel karsinojenler: Fiziksel karsinojenlere en iyi érnek radyasyonlar ve ultraviole
(mor otesi) gibi 1sinlardir. Mor 6tesi gibi 1sinlarin karsinojenik etkilerinin temel nedeni,
bu isinlarin, DNA'nin yapisini olusturan molekullerin yapilarini degistirerek cesitli
mutasyonlari induklemesidir. Radyasyonlar da kromozom kingi, translokasyon ve
nokta mutasyonlara sebep olduklari igin gucli karsinojenlerden sayilirlar. Ayrica fiziksel

karsinojenlere drnek olarak sicaklik verilebilir.

Viral karsinojen ajanlar: Virtslerin hepsi karsinojenik etki gostermez. Hayvanlarda
timorlere sebep olan yaklasik 150 virts tlrl bulunmustur. Bu sayinin yaklasik 1/3’G
DNA, digerleri ise RNA virastudur. DNA virtslerinden ornek olarak Papova, Herpes,
Epstein barr (EBV), Hepatit B ve Papilloma viruslerini sayabiliriz. RNA viruslerine de

HTLV-1, fare meme kanseri ve fare I6semi virtisiini 6érnek gdsterebiliriz [50].
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Kimyasal karsinojenler: Bu grup, karsinojenlerin en bayuk grubudur. Karsinojenik etki
gOsteren kimyasallarin, yapi ve etki mekanizmalari birbirinden farkhdir. Bu kimyasal

maddeler etki mekanizmalarina goére siniflandiriimaktadirlar:

a) Baz analoglari: Ornek olarak 5-bromourasil timin analogudur. Bu baz adenin veya
guanine ile baz giftlesmesi yapabilir ve boylece sonraki replikasyonlarda, timin-adenin
baz ciftlerini, guanin- sitozin baz ¢iftlerine ve guanin-sitozin baz ciftlerini, timin- adenin

baz ciftlerine donustirerek hataya sebep olabilir.

b) DNA’dan bazlarin uzaklagsmasina neden olan kimyasallar: Ornegin aflatoksin
guanin bazina baglanarak, guanini kararsiz hale getirir ve boylece guanin DNA’dan

uzaklasir ve abazik (herhangi bir bazin olmadigi) bolge olugur.

c) DNA’ya baglanan kimyasallar: Ornegin etidyum bromdir, cift iplikli DNA'daki
bazlarin arasina girerek DNA'nin seklini bozar. Bdylece DNA replikasyonu ve DNA

onarim sisteminin ¢alismasini bozabilmektedir.

d) DNA’daki bazlarin degisimine neden olan kimyasallar: Ornegin EMS (etil metan
sulfonat) guanin alkilasyonu gibi ¢esitli ntkleotid degisikliklerine neden olur ve bu
nedenle rasgele mutasyonlara sebep olabilir. EMS 5x10 ile 5x102 gende bir genin
mutasyonuna neden olur. EMS’nin etil grubu DNA’daki guanine saldirarak, anormal O°-
etilguanin bazinin olusumuna sebep olur. Bu nedenle DNA replikasyonunda DNA
polimeraz normal sartlarda guaninin karsisina sitozin getirmesi gerekirken O°S-
etilguanin karsisina timin getirir ve bdylece sonraki replikasyonlarda G-C baz ¢ifti, A-T

baz ciftine donlserek hasar olusur.

EMS zaman zaman guanini N7 ve adenini N3 pozisyonlarindan da metilleyebilir. Bu
durum DNA replikasyonunu bloke ettiginden dolayi, onarilmazsa oldurtcu bir hasar

ortaya ¢ikabilmektedir [51].

EMS’nin olusturdugu mutasyonlar genellikle nokta mutasyonlardir ve bu 6zelliklerden

dolayl EMS bilim adamlari tarafindan mutajen olarak sik¢a kullaniimaktadir [52].
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2. 2. 1. Genotoksisite Testleri

Genetik toksikolojisinin temel konusu olan mutajenlerin sebep olduklari mutasyonlari
ve kromozom degisikliklerini belirlemek amaci ile ¢esitli in vivo ve in vitro test sistemleri

uygulanmaktadir [53].
2.2.1. 1. In vitro Genotoksisite testleri

Bu testler; insan, deney hayvani ve gesitli canlilardan alinan g¢esitli dokularin hucre
kdlturlerinin veya bu amagcla Uretilen hazir htcre kdlturlerinin kullanildigi mutajenite
testleridir. Bu testler ile kromozom kirikliklari, kromatid degisiklikleri, kromatid
birlesmeleri ve halka kromozom olusumu gibi kromozomal anormallikler

saptanmaktadir.

In vitro genotoksisite testlerinden, beyaz kan hiicrelerindeki kromozom kiriklarinin
sayllma yontemi ve cesitli bitki veya memeli hicre kulturlerinde kardes kromatid

degisimi (KKD) yontemi [54], drnek verilebilir.

Genotoksisite testlerinde bakteriler sikga kullaniimaktadir [55]. Bakteriyel mutajenite
testlerinden en iyi bilineni AMES testidir. Bu test sisteminde histidin bagimli Salmonella
typhimurium suslari kullanilir [56]. Nitrofuranli gida katki maddelerinin g¢esitli dozlarinin
mutajenite etkileri AMES testi ile arastiriimis ve bunlarin mutajen olduklari saptanmistir
[57].

Okaryotlarin daha yiiksek organizasyonlu canlilar olmalari mayalarin bakterilere gore
daha c¢ok tercih edilmesinin sebebidir. Bu yluzden Saccharomyces cerevisiae ve
Schizosaccharomyces pompe tirleri mutajenite testlerinde en c¢ok kullanilan model
organizmalardir. Okaryot olmalarindan dolayi mayalarin hicresel yapilar ve
kromozom dizilimleri daha ylksek yapili canlilara benzerliklerinin yaninda, laboratuvar
caligmalari, kultarlerinin hazirlanmasi ve deneylerinin kurulmasi, yuksek yapili canlilara

goOre daha kolaydir.
2.2.1. 2. In vivo Genotoksisite testleri

Bu testler genellikle memelilerde veya Drosophila turlerinde genotoksik etkileri

arasgtinilan kimyasallarin beslenme veya enjeksiyon gibi yontemler ile canliya verilmesi
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ve bunun sonucunda induklenen genotoksik etkinin farkli yontemler ile belirlenmesine

dayanmaktadir.

Bu amacla yaygin olarak kullanilan memeli testlerinden biri dominant letalite testidir.
Bu test sisteminde mutajenik etkisi arastirlan madde erkek sigcanlara uygulanir ve
kromozomal degisiklikler, interfaz mikronukleusu sayimi ve mitotik metafaz

kromozomlarindaki anormalliklerin analizleri ile saptanir.

Drosophila turlerinde kolaylikla saptanabilen dominant letalitenin yani sira en ¢ok

calisiimis konulardan biri de eseye bagli resesif letalitedir.

Eseye bagli resesif letaliteyi arastiran test sisteminde, esey hucrelerinde olusturulan
mutasyonlar sonraki nesillerde bazi fenotiplerin gdzlenip gobzlenmedigine goére
belirlenmektedir [58].

Genetik mekanizmalari ve detoksifikasyon mekanizmalari agisindan memelilere olan
benzerliginden dolayi, Drosophila melanogaster toksisite ve genotoksisite ¢alismalari

icin uygun bir model organizmadir.

Drosophila turleri bir gok kimyasal ve kimyasal karisiminin metabolize edilmesi igin
gereken metabolik yollarin ¢oguna sahiptir. Ayrica insanlar icin karsinojenik etki
gOsteren birgok madde, bu organizmalar Uzerinde yapilan testlerde de pozitif sonuglar
gOstermektedir [59, 60, 61]. Drosophila tarleri ile yapilan ¢alismalarda promutajen ve
prokarsinojenlerin etkilerinin arastirlmasinda ilave metabolik enzimlere gerek yoktur.
Halbuki kuiltire alinan memeli hlcrelerinde ve mikroorganizmalarda, memelilerin
metabolik aktivasyon sistemlerinin gogunun bulunmamasi, bu testlerin yapildigi kalttr
ortamlarina  alternatif metabolik aktivasyon sistemlerinin  de eklenmesini

gerektirmektedir [6].
2. 3. SMART Testi

Model organizma olarak D. melanogaster’i kullanan testler iginde son yillarda oldukca

kullanilanlardan biri de somatik mutasyon ve rekombinasyon (SMART) testidir [62].

D. melanogaster'de somatik mutasyon ve rekombinasyon testi, fiziksel ve kimyasal
ajanlarin genotoksik etkilerinin belirlenmesi igin uygun bir test sistemidir [6, 63].

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testleri ile sadece bir nesilde sonug
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alinabilmektedir [62]. Mesela kanat benek testinde yapilan tek ¢aprazin sonucu elde
edilen larvalara toksik etkisi arastirilacak madde uygulanir ve ergin hale gelen bireylerin
kanat preparatlari Uzerinde incelemeler yapilir. Ayrica kanat benek testi,
antigenotoksisite deneyleri i¢cin de genis bir varyasyon ve uygulama esnekligi
saglamaktadir [64]. Somatik mutasyon ve rekombinasyon test sisteminde hem 6nce
(pre-) hem de sonra (post-), olmak Uzere ¢esitli donemlerde, ayni anda bir veya birden
fazla bilesik uygulanabilir [65]. Bu test sistemi ile calismanin amacina gére larvalara
akut olarak, yani 1-6 saatlik periyotlarla veya kronik olarak, yani 24-96 saatlik surekli
uygulamayla toksik bilesik, besin yolu ile verilebilmektedir. Ayrica bazi 6zel durumlarda

kimyasal, enjeksiyon yolu ile de larvaya uygulanabilir.

SMART testi, ireme hucrelerindeki mutasyonlari belirlemeyi hedefleyen testler ile
karsilastirdiginda c¢ok daha avantajlidir [65]. Bu test sisteminde sonug¢ almak igin
sadece bir jenerasyon yeterlidir. SMART da kullanilan kanat preparatlarindaki genetik
isaretleri fark etmek oldukc¢a kolaydir ve tek bir bireyde bile gok sayida hicre analizi
yapabilme imkani bulunmaktadir. SMART testinde c¢alisma suresi olduk¢a kisadir.
Bunun yaninda bu test sistemi olduk¢a ekonomiktir. Yapilan birgok deney ve galisma
ile guvenirliligi kanitlanmistir. SMART testi ile nokta mutasyonlari, delesyonlar,

kromozom bozukluklari ve mitotik rekombinasyonlar belirlenmektedir [64].

SMART testinin temeli, uygun gen isaretlerinin heterozigotlugunun kaybina dayalidir.
Yani bir genin heterozigotlugunun herhangi bir mutasyonla kaybedilmesi mutant

fenotipin ortaya ¢ikmasina neden olur [48, 66].

SMART testi, gdz benek testi ve kanat benek testi olmak Uzere iki gesite ayrilir. Bu test
yontemleri D. melanogaster larvalarinin imajinal disklerinde mitotik olarak ¢ogdalan
biylk hiicre gruplarini hedef almaktadir. imajinal diskler, larval gelisim déneminde
mitozla c¢ogalirlar ve metamorfoz ile ergin bireyin farkh yapi ve organlarini
olusturmaktadirlar. Eger imajinal disklerdeki hucrelerin herhangi birinin genetik
materyali Uzerinde bir degisiklik olusursa bu degisiklik sonraki ogul hicrelere
aktarilarak mutant hidcre gruplari olusturur. Eger bu genetik degisiklik fenotipte
gOzlenebilen bir degdisiklige neden olursa, mutant hicre gruplari ergin bireyin kanatlari

ve gozlerinde mutant hiicre benekleri olarak ortaya ¢ikarlar.
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Bu calismada, D. melanogaster’in kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi

veya diger ismi ile kanat benek testi kullaniimistir.
2. 3. 1. Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi

Bu test sisteminde kanat Uzerinde fenotipik olarak gozlenebilen iki isaret geni
kullaniimaktadir. Bu genlerden birincisi ¢coklu kanat kili (mwh) genidir. Bu gen Gguncl

kromozomun sol kolunun ucuna yakin (3-0.3) bolgesinde yer almaktadir (Sekil 3. 4).

Bu gen resesif bir gendir ve homozigot olarak (mwh/mwh) mwh stoklari seklinde
tutulabilir. Homozigot olarak bulundugu bireylerde hucre basina bir kanat kili yerine

¢oklu kanat killarinin olusumuna neden olur [67].

Diger isaret geni flare (flr®) ise kanat killarinin seklini etkileyen resesif mutant bir gendir.
Bu gen, tg¢lunct kromozomun sol kolunda fakat sentromere daha yakin bir bolgede (3-
38.8) yer almaktadir (Sekil 3. 4), (Sekil 2. 2).

Sentromer
mwh flr Bd

03 388 477 919

Sekil 2. 2. Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde kullanilan

belirleyici genlerin Gglincu kromozom Uzerindeki yerlesimleri [66, 67].

Flare geninin U¢ mutant alleli vardir ve her U¢lu de homozigot letaldir (flr geni icin

homozigot olan zigotlar ergin bireye dénusemez).

Fakat heterozigot bir bireyin kanat imajinal disklerindeki homozigot hicreler yasayabilir

ve mutant kanat hicrelerini olugturabilir. Homozigot letalite nedeni ile Flare allelleri, cok
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inversiyonu olan homozigot halinde letal olan ve dominant bir igaret geni
(BeadedS(BdS)) tasiyan dengeleyici bir kromozom ile birlikte (flr3/TM3, BdS)
stoklanabilir (Sekil 2. 3). Bu stoklarda kanat kenarlari testere seklindedir ve serrat kanat
diye adlandirilir [67].

+ fir 3 + + fir 3 +
—o—1 t +o—1
X
i o—t— t t =
S S
+ + Bd 4 + Bd
S S
+  fir 3+ + fir3d + + + Bd + + Bd
+—t0— t {O— t {@—+ t 1o—t
—to— } to— = 1 e t {o— S
+ fir? 4 + + Bd° + fir3 4+ + + Bd
Letal e T M Letal
—_—
Yagayan bireyler

Sekil 2. 3. flr3/ TM3, BdS bireylerindeki homozigot letal etkiler [66].

Kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde farkli mutant soylari iceren iki tar
caprazlama kullaniimaktadir. Bunlardan biri standart capraz (ST) digeri ise yuksek

biyoaktivasyon (YB) ¢caprazidir.

Standart g¢apraz igin flr3/TM3, BdS soyundan toplanan virjin disiler, mwh soyundan
toplanan erkek bireyler ile caprazlanir. flr3/TM3, BdS soyu daha yiksek yumurta

verimine sahip oldugu icin standart caprazin digileri bu soydan kullaniimaktadir.

Yiksek biyoaktivasyon caprazinda ise ORR/ORR; flr3/TM3, BdS soyundan alinan virjin
disiler, NORR/NORR; mwh erkek bireyleri ile ¢aprazlanir. Yuksek biyoaktivasyon

caprazinda kullanilan bu soylar, D. melanogaster’in DDT’ye direngli olan Oregon-R
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soyundan gelistiriimistir. Bu soylar dijer mutant soylara goére (flr3/TM3, BdS) daha
yuksek sitokrom P450 seviyesine sahiptir. Yuksek biyoaktivasyon caprazi ile birgok

pro-mutajenin artan genotoksisitesi belirlenmistir [67, 68, 69, 70].

Her iki caprazlamada da mutajenitesi arastirilan maddeler heterozigot larvalara
uygulanmaktadir. Bu larvalardan gelisen ergin bireylerin kanatlari, beklenen somatik

mutasyonu belirleme amaci ile incelenmektedir.

Ergin bireyler fenotipik olarak ayirt edilebilen iki farkli fenotipe sahiptirler:
a) Trans-heterozigot bireyler (mwh flr+/mwh+ flr3; normal kanatlari olan bireyler).

b) Dengeleyici-heterozigot bireyler (mwh flr+/TM3,BdS; kanat kenarlari testere disli olan

bireyler) (Sekil 2. 4), (Sekil 2. 5).

+ fir? + mwh + +
i ——1 X i ® :
i ——1 } o—i-
+ + Bo mwh + +
mwh + + mwh + +
i b i ——j—
+ fir? + + + Bd
Transheterozigot Dengelenmis Heterozigot

Sekil 2. 4. flr3/ TM3, Bds ve mwh/mwh caprazi ve transheterozigot mwh/flr® ve

dengelenmis heterozigot mwh/TM3, Bds birey elde edilmesi [71].
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Sekil 2. 5. Caprazlardan elde edilen bireylerin kanat tipleri: a) transheterozigot
bireylerin yabanil tipteki kanatlari, b) BdS genini tasiyan bireylerin testere uglu (Serrat)
kanat tipleri [50].

Dengeleyici-heterozigot bireylerde ¢ok sayida inversiyon oldugu i¢in rekombinasyonlar

engellenmigtir [67].

Kanat benek testinde meydana gelen mutasyonlari belirlemek amaci ile kanatlar
mikroskop altinda incelenmektedir. Boylece mutasyon veya mitotik rekombinasyon
sonucunda heterozigotlugun kaybedilebilmesi ile ortaya ¢ikan mutant hicre klonlari
arastinimakta ve mutant hucre klonlari farkli beneklere sahip gruplara ayrilarak
kaydedilmektedir. Tekli benekler, mwh veya flr fenotipindeki hiicrelerden olusurken ikili

benekler, mwh ve flr fenotiplerini gosteren hicreleri birlikte tagimaktadir [70].

Tekli beneklerden 1-2 hicreli olanlar kiguk tekli benek olarak, 3 veya daha fazla benek

olanlar ise buyuk tekli benek olarak tanimlanmaktadir.
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Ayrica somatik hulcrelerde mutasyonlarin induksiyon zamani ile mutant hucre
klonlarinin bayUklugu arasinda pozitif bir baglanti saptanmigtir. Yani eger mutasyon,
hidcre bolunmesinin baglarinda ve yogun oldugu donemde meydana gelirse, bu mutant
hicreden koken alan benekler daha fazla hicre igerdigi icin daha buylk olacaktir [6,
48].

Farkli benek tipleri, farkli genetik mekanizma ve mutasyonlar sebebi ile ortaya
ctkmaktadir. Tekli benekler, nokta mutasyonu, delesyon ve iki isaret geni (mwh/flr)
arasindaki mitotik rekombinasyondan kaynaklanmaktadir. Ancak ikili benekler 3.
kromozomun sentromeri ile flr geni arasindaki mitotik rekombinasyon sonucunda
ortaya ¢cikmaktadir (Sekil 2. 6).
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Sekil 2. 6. Somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde kanat beneklerinin olusumunun goésterilmesi: mwh ve flr hicre
belirteclerinin ifadesi, a) normal kromatid ayrilmasi, b) flr belirtecinin kargilikli rekombinasyonu sonucu olusan ikiz klon, c)

delesyon sonucu, d) flr belirtecinin distal rekombinasyonu sonucu, €) nokta mutasyon sonucu ve f) ayriimama sonucu olusan
tekli benekler [66].
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3. GEREG VE YONTEM

3. 1. Kullanilan Organizma

Bu calismada, Drosophila melanogaster’in (Diptera, Drosophilidae) mwh/mwh ve

flr3/In (3LR) TM3 Bds mutant soylarina ait larva ve ergin bireyler kullaniimistir.

Caprazlarda kullanilan soylar, isvigre Zirih Universitesi'nde bulunan Dr. F. E.
Wadrgler tarafindan geligtiriimigtir. Bu ¢galismada kullanilan Drosophila melanogaster
soylari Prof. Dr. Bilent KAYA'dan (Akdeniz Universitesi Fen Fakultesi Biyoloji

Bolumu) temin edilmistir.
3. 2. Deney Kosullan
3. 2. 1. Laboratuvar Kosullar

Bu calismada kullanilan stok kultlrler, kontrol ve uygulama gruplar 25+1°C
sicaklikta, %40 — 60 bagil nem oraninda, 12 saat aydinlik, 12 saat karanlk 1si1k
peryodunda ve sabit sicakligi koruyan kabinde (etuv) saklanmigtir. Calisma
boyunca stok kidltirleri iki haftada bir taze besiyerine aktarilarak saklanmistir.
Kontrol ve deney gruplarini olusturacak ciftlesmemis (virjin) bireyler karbondioksit
ile bayiltilarak toplanmistir. Bu islem sirasinda, stoklar etiivden gikariimig ve bu

sirada c¢alisilan ortamin sicakliginin 25£1°C olmasina dikkat edilmistir.
3. 2. 2. Drosophila Besiyeri

Laboratuvarimizdaki tum stok kuilturler standart Drosophila besiyerinde (Cizelge 3.
1) tutulmaktadir. Standart Drosophila besiyeri, misir unu, seker, bira mayasi, agar,
distile su ve anti-fungal amagch kullanilan asit karisimi icermektedir. Anti-fungal
olarak hazirlanan asit karisimi, propionik asit, ortofosforik asit ve distile sudan
olusmaktadir (Cizelge 3. 2), [72].

Bu ¢alismada, besiyerini mite ve bunun gibi parazit organizmalardan korumak igin
metil hidroksibenzoat (metil paraben) veya diger adiyla nipagen ¢ozeltisi (Cizelge
3. 3) kullaniimistir. Besiyeri hazirlanirken 6nce asit ve metil paraben disindaki diger
maddeler, karigtirilarak kaynatilir. Kaynadiktan sonra asit ve metil paraben
cOzeltileri eklenerek 1k halde 250 ml'lik siselere ya da 2,5 cm x 7,5 cm boyutundaki
cam tuplere dokulur. Besiyerleri, vantilator karsisinda kurutulduktan sonra tip ya

da siseler steril pamuklarla kapatilarak kullanima hazir hale getirilir.
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Cizelge 3. 1. Drosophila besiyeri igerigi.

Madde Miktar
Misir Unu 13 g
Seker 60
Maya 237549
Agar 0,759
Asit karisimi (bkz. Cizelge 3. 2) 0,75 mL
Metil paraben (bkz. Cizelge 3. 3) 1,3mL
Distile su 130 mL

Cizelge 3. 2. Asit karigimi.

Madde Miktar (mL)
Propionik asit (%99) 104,50
Ortofosforik asit (%85) 10,4

Distile su 135,1
TOPLAM 250

Cizelge 3. 3. Metil hidroksibenzoat ¢ozeltisi (%20’lik).

Madde Miktar
Metil hidroksibenzoat 409
Etil alkol (%99) 200 mL

3. 3. Kullanilan Kimyasallar
3. 3. 1. Antidepresan Etken Maddeleri
Sertralin hidroklorur (C17H17NCl2 - HCI)

M.A.= 342.69 gr/mol

CAS No: 79559-97-0 (Sigma Aldrich Co. Ltd.)

Fluoksetin hidroklorur (C17H1sFsNO - HCI) H o
-~
M.A. = 345,79 gr/mol \/X/ \©\
CF;
CAS No: 56296-78-7 (Sigma Aldrich Co. Ltd.)
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Sitalopram hidrobromiir (C20H21FN20 - HBr) .

M.A. = 405,30 gr/mol O
CAS No: 59729-32-7 (Sigma Aldrich Co. Ltd.) O o

3. 3. 2. Cozucu Madde
Dimetil siilfoksit — DMSO ((CH3s)2SO)
M.A. = 78,13 gr/mol
CAS No: 67-68-5 (Sigma Aldrich Co. Ltd.)
Calismada tim etken maddelerin ortak ¢dzucusu olan DMSO kullaniimistir.
3. 3. 3. Poazitif kontrol
Etil metan siilfonat — EMS (CH3SO3C2Hs)
M.A. = 124,16 gr/mol
CAS No: 62-50-0 (Sigma Aldrich Co. Ltd.)

Kanat benek testinde mutajenik etkisi oldugu bilinen EMS, pozitif kontrol olarak

kullanilimistir.
3. 3. 4. Negatif kontrol

Yaptigimiz calismada higbir mutajenik etkisi olmayan distile su negatif kontrol olarak
kullaniimistir. Ayrica ¢ozucu olarak kullanilan ve deneylere gore mutajenik etkisi

olmadidi belirlenen DMSO da negatif kontrol olarak kullanildi.
3. 3. 5. Faure Soliisyonu

Bu solUsyon kanat preperatlarinin hazirlanmasinda kullanilir. 30 gr. arap zamki
(gum arabic), 20 mL gliserol, 50 gr kloral hidrat, 100 mL distile su karisimindan
olusan sollsyon Graf ve ark. [66] ile Wurgler ve Vogel'in [6] ¢alismasindaki tarife

gore hazirlanmigtir.
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3. 4. Larva Toplama

Bu calismada kontrol ve uygulama gruplarini olusturmak igin, Drosophila
melanogaster’in 72+4 saatlik (L3) transheterozigot larvalari kullaniimigtir. Bu
larvalari elde etmek igin laboratuvarimizdaki flr3 disileri ile mwh erkekleri
caprazlanmistir. Stoklar yeterince ¢ogaltildiktan sonra 4 saat arayla flr® soyundan
virjin disiler, mwh soyundan da virjin erkek bireyler toplanmistir. Capraz kurulmadan
once sinekler eseysel olgunluga erigsmeleri icin 3 guin bekletiimiglerdir. Bu bireyler
daha sonra ciftlestiriimek igin besiyeri iceren kultlr siselerine alinmistir. Yeterli
sayida transheterozigot larva elde etmek icin her sisede 25 flr3 9, 25 mwh & ¢apraza
alinmig ve 24 saat boyunca bir arada tutulmuglardir. Daha sonra ayni yasta larvalar
elde etmek amaci ile yeni besiyeri iceren siselere aktariimislar ve 8 saat boyunca
yumurta birakmalari saglanmistir. Bu slure sonunda bireyler kaltur siselerinden
cikarilmig ve ayni bireyler yumurta toplama islemi icin yeni siselere aktarilarak
kullaniimistir. Bireyler yumurta birakmalari i¢in siseye alindiktan 72+4 saat sonra
kaltur siseleri icine %20’lik NaCl ¢ozeltisi eklenerek larvalarin hipertonik ortamin
etkisiyle ¢ozelti yuzeyinde toplanmasi saglanmistir. Daha sonra ig¢inde larvalarin
bulundugu bu ¢ozelti L3 larvalarini gegirmeyen bir elege dokulerek elekteki larvalar

su ile birkag defa yikanarak ¢ozeltiden arindiriimigtir [63, 66].
3. 5. Yumurta Toplama

Yumurta toplama kaplari kullanilarak yumurta toplama islemi gerceklestirilmistir. Bu
islem igin 6 gr agar, 1000 ml distile suyun icinde ¢ozulerek, kaynatiimigtir. Daha
sonra bu sivi, yumurta toplama kaplarinin kapak kismina ince bir sekilde
dokulmustur. Katilastiktan sonra digi bireylerin yumurta verimini arttirmak amaci ile

ortasina bir miktar maya serpilmigtir.

flr¥ soyundan alinan 25 virjin disi ile mwh soyundan alinan 25 virjin erkek birey bir
kultar sisesinde gaprazlanip 24 saat boyunca bir arada tutulmustur. Ayni yasta
yumurta ve L1 larvasi elde etmek icin bu bireyler yumurtlama kaplarina aktarilip
agar iceren kapaklar hava gecirecek sekilde kapatilirmistir. Boylece 8 saat boyunca
dollenmig digilerin yumurta birakmalari saglanmigtir. Bu bireyler 8 saat ara ile yeni

besiyerlerine alinarak hedef sayida yumurta elde edilmistir.
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3. 6. Cozeltilerin Hazirlanmasi ve Larvalara Uygulanmasi

Bu calisma icin etkilerinin arastirlmasi planlanan sertralin, fluoksetin ve
sitalopramin literatur arastirmalari sonucunda belirlenen 0.01 mM, 0.1 mM, 1.0 mM

ve 5.0 mM’lik dozlari kullaniimistir.

Uygulamada kullanilacak konsantrasyonlardaki g¢ozeltileri hazirlamak igin etken
maddelerin herbiri, dimetil sulfoksit (DMSO) iginde ¢dzulmus ve 5.0 mM’lik stok
gOzeltiler halinde saklanmistir. Uygulamalar sirasinda bu stok c¢ozeltilerden
deneyde kullanilacak dozlar elde edilmistir. iclerine Drosophila hazir besiyeri
(Carolina, Formula 4-24) koyulan tuplere bu konsantrasyonlardaki maddelerden tup
basina 100 yL madde eklenerek larvalarin beslenme yolu ile bu maddelere maruz
kalmalari saglanmistir. Tlp basina uygulanan maddelerin miktarlari Cizelge 3. 4’te

gOsterilmektedir.

Cizelge 3. 4. Deney gruplarinda tip basina uygulanan madde miktarlari.

Konsantrasyon Sertralin Fluoksetin Sitalopram
0.01 mM 0.0003 mg 0.0003 mg 0.0004 mg
0.1 mM 0.0034 mg 0.0034 mg 0.0040 mg
1.0mM 0.0342 mg 0.0345 mg 0.0405 mg
5.0 mM 0.1713 mg 0.1728 mg 0.2026 mg

3. 7. Uygulama Gruplari

imajinal diskler larval gelisimi boyunca siirekli mitotik olarak bélinen hiicre
gruplandir. Kanat imajinal disk hlcrelerinin sayisi 1. larval evrede 50-100, 3. larval
evrede 24400’tur. Boylece bu iki evre arasinda mutasyonlarin hedef hicre sayisi
agisindan énemli fark bulunmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda bu farki genotoksisite
acisindan arastirmak icgin birbirinden bagimsiz iki ayri deney yapiimistir. Bu yuzden
calismamizda  kullanilan  antidepresan  etken  maddelerini  Drosophila
melanogaster’in iki farkli larval evresinde yani L1 ve L3 evrelerinde uygulma

yapilmistir (Sekil 3. 1).

e Birinci deney: 2414 saatlik larvalara, 96 saat boyunca kullandigimiz anti
depresan etken maddelerin 4 ayri dozu kronik olarak uygulanmigtir (Sekil 3.
2).
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e ikinci deney: 72+4 saatlik larvalara, 48 saat boyunca kullandigimiz anti
depresan etken maddelerin 4 ayri dozu kronik olarak uygulanmistir (Sekil 3.
2).

Uygulama yapilan her bir doz i¢in hem normal kanath (mwh/flr3), hem de serrat
kanath (mwh/TM3) bireylerden, rasgele olarak 40 birey (80 kanat) secilerek kanat
preparatlari  hazirlanmistir. Bu deney igin her dozdan 80 kanadin

degerlendiriimesinin istatistiksel olarak yeterli oldugu Frei ve Wurgler [73] tarafindan

belirlenmistir.
Pupa
Yumlum 2 L N L 1 s 1 (Bagkalagim)
} { + + + o Ergin Birey
o 24 a8 72 120 228 Saat
Mutajene maruz
kalma sureleri
2 saat
4saat | Akut uygulama
6 saat
48 saat
72 saat — Kronik uygulama
| 96 saat .

Sekil 3. 1. SMART testinde akut ve kronik uygulamalar.
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Fir3/TM3, Bdz mwhimwh

- -
- ~
- “

24 saat bir arada tutulur(standart besiyeri)

.

8 saat yumurtlamak icin bekletilir(standart besiyeri)

TS

2414 saatlik larvalar (L1) 7214 saatlik larvalar(L3)
llaglarin uygulanmasi (carolina) laglarin uygulanmasi (carolina)

\ /

Ergin bireylerin toplanmasi

™

mwh/Bds genotipinde mwh/fl3 genotipinde
serrat kanath erginler normal kanath erginler
Nokta mutasyon ve delesyon Somatik rekombinasyon
Kucuk Tekli Klonlar Buyuk Tekli Klonlar
mwh (1-2 Hicre) fir (=3 Hicre)
ikiz klonlar

Buyuk Tekli Klenlar
mwh (>2 Hucre)

Sekil 3. 2. Calisilan kanat benek testi uygulamasinin sematik gosterimi [71].
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3. 8. Kanat Preparatlarinin Hazirlanmasi

Uygulama ortaminda antidepresan etken maddelerine maruz birakilan larvalarin
pupa evresini takiben ¢ikan ergin bireyler, ginlik olarak karbondioksit ile bayiltilarak
toplanmigtir. Kanat preparatlarini hazirlamak igin yeterli birey sayisi elde edilene
kadar toplanan bireyler %70’lik etil alkole alinmigtir. Alkolde saklanan bireyler distile
su bulunan bir petriye alinarak incelenmislerdir. Toplanan ergin bireylerin kanat

fenotiplerine gore iki gruba ayrildiklari gézlenmisgtir:

1- Normal kanath (transheterozigot mwh/flr3),

2- Serrat kanatl (dengelenmis heterozigot mwh/TM3).

Normal kanath fenotipe sahip (mwh/flr3) bireyler, hem mutasyon hem de
rekombinasyon sonucu olugan mutant klonlari icermektedir. Ancak serrat kanatl
fenotipe sahip olan bireyler (mwh/TM3, BdS), dengeleyici kromozomun
rekombinasyonu baskilamasi nedeni ile sadece mutasyon sonucu olusan klonlari

icermektedir.

Bu nedenle bu iki farkli fenotipteki kanatlarin preparatlar ayri ayri hazirlanarak
deg@erlendirilmigtir.  Preparatlar hazirlanirken g¢ukur lam (zerine faure
solusyonundan iki damla koyulmustur. Etanol iginde saklanan ancak daha 6nce
kanat fenotiplerine goére ayrilan bireyler distile suya alinmistir. Bu bireylerin
kanatlari, diseksiyon mikroskopu altinda igne ile tutulup, ince uglu pens yardimi ile
kanatlarin Uzerindeki killara ve kanat buatunligune zarar vermeden vicuttan
dikkatlice ayriimistir. Ayirma iglemi sirasinda zarar goren kanatlar kullaniimamistir.
Her bireyin kanatlari ayrildiktan sonra ayni bireye ait kanatlar lam Uzerine yanyana
uygun araliklarla yerlestiriimistir. Kanatlar lam Uzerine yerlestirildikten sonra bu
preparatlar kurumalari igin tozsuz bir yerde (petri kaplari igerisinde) bir gun
bekletilmistir. Preparatlar kuruduktan sonra lamlarin Uzerine bir iki damla faure
solusyonu damlatiimig ve Uzerleri hava kabarcigi kalmayacak sekilde lamel ile
kapatilmigtir Kanatlarin dizgun bir sekilde kurumasi i¢in kapatilan lamlarin Gzerine
mermer agirliklar konularak G¢ gun boyunca bekletilmistir. Daha sonra preparatlarin
uzerinden agirliklar alinarak lam Uzerinden tagsmis olan faure sollsyonu, distile su
ve kurutma kagidi ile temizlenmistir. Bu sekilde hazirlanan preparatlar isik
mikroskobunda incelenmigtir [66].
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3. 9. Kanatlarin Mikroskobik Analizleri

Hazirlanan kanat preparatlar 1sik mikroskobunda X 40’lik objektifte incelenmigtir.
Kanat preparatlarin incelenmesinde kolaylik saglamak i¢in kanat uzerindeki
sektorler Sekil 3. 3'deki gibi A, B, C, C', D, D', E olarak bolumlere ayriimistir [66].

Kanatlarin her iki yiztundeki hucrelerin incelenmesi mikrovida yardimi ile yapiimig

ve bu sekilde her iki taraftaki mutant klonlar sayilarak kayit edilmistir.

Sekil 3. 3. Kanadin sayim igin sektorlere ayriimasi [66].

Bu calismada gozlenen beneklerin siniflandiriimasi ve biyolojik agidan anlami daha
once Graf ve arkadaslar (1984) [66] tarafindan gosterilmistir. Graf'a gore 3 tip
benek vardir: Tekli kigcuk benek, tekli buyuk benek ve ikili (ikiz) benek.

Sayimlar sirasinda rastlanan anormal kanat killari Graf'in siniflandirmasina goére

ayrilarak degerlendirilmistir (Sekil 3. 4).

31



Sekil 3. 4. Kanat ylizeyindeki killar: a) normal kanat kili, b) mwh ya da flr® olarak
sayllmayacak bozuk kanat killari, ¢c) mwh tipinde trikomlar, d) tipik flr3 killar [66].

Kliiguk tekli benekler: Bir veya iki mwh fenotipindeki trikomlarin olusturdugu
beneklerdir (Sekil 3. 5).

Sekil 3.5. Tekli kiiglk klon (mwh fenotipinde 1 trikom), [50].

Biiyiik tekli benekler: Uc veya daha fazla sayidaki mwh tipi trikomlardan olusan

benekler (Sekil 3. 6) veya 4 ve lizeri sayidaki flr3 tipi trikomlardan olusan beneklerdir
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(Sekil 3. 7). Ug ve altindaki sayilardaki flr3 tipi trikomlar ise varyasyon sonucu

olusabilecegi igin bu siniflandirmaya dahil edilmemektedir [66, 74].

Sekil 3.6. mwh tipi tekli blyuk klon (mwh fenotipinde 8 trikom), [50].

Sekil 3.7. fr3 tipi tekli blyik klon (flré fenotipinde 14 trikom), [50].

ikiz benekler: Ayni anda bir ya da birden fazla mwh ve flIr3 tipi trikomlar yan yana
g6zlendiginde bu tur benekler ikiz benek olarak siniflandirilir. Ancak yan yana
bulunan mwh ve flr® klonlarin arasindaki normal tip trikomlarin sayisi gl
gegmiyorsa o zaman ikiz klon olarak degerlendirebiliriz. Eger aralarindaki normal tip
trikomlarin sayisi Ugl gegiyorsa benekler ayri ayri degerlendirilir (Sekil 3. 8).
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Sekil 3. 8. ikiz (ikili) klon (mwh fenotipinde [kirmizi kesikli oklarla gdsterilmistir] 15
trikom ve fIr3 fenotipinde [siyah oklarla gosterilmistir] 12 trikom), [50].

3. 10. istatistiksel Yontemler
3.10. 1. Verilerin Analizi

Bu calismada elde edilen verilerin istatiksel olarak degerlendiriimesinde Drosophila
kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi icin hazirlanan MICROSTA adli
bilgisayar programi kullaniimistir. Bu sistemde degerlendirme yapilmadan once iki
farkh hipotez kurulmustur:

1- Orijinal (null) hipotez (Ho)'da uygulama gruplar ile kontrol grubu arasinda

istatistiksel olarak fark olmadigi varsayillmaktadir.

2- Alternatif hipotez (Ha)da ise uygulama gruplarindaki indiklenen mutasyon
oraninin kontrol grubundan m defa daha fazla oldudu varsayiimaktadir.

Bu iki hipotez, binomial sartli test kullanilarak sinanmigtir.

Hesaplamalar sonucunda eger uygulama grubundaki (nt{) mutant benek sayisi
cizelgede belirlenen degere esit veya bu degerden biylkse Ho hipotezi reddedilir.
Ayni sekilde kontrol grubundaki (nc) mutant benek sayisi eger gizelgedeki dedere

esit veya daha buyukse Ha hipotezi red edilmektedir. Buna gdre orijinal ve alternatif
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hipotezlerin kabul veya red edilmesi Kastenbaum ve Bowman (1970) [75]

cizelgesine gore yapilmigtir (Cizelge 3. 5), [75].

Cizelge 3. 5. Hipotez degerlendirme tablosu [75].

Ha
HiPOTEZLER
KABUL (1-B) RED (B)
KABUL | ONEMSIZ FARK NEGATIF

(o) | P=(Lo)1-B)=1-a-rop | P=(1-)B=p-ap

RED POZITIF ZAYIF POZITIF

(o) P=a(1-B)=a-af P=aof3

Degerlendirmeler sonucunda Ho ve Ha'nin kabul veya red edilmesine gére Cizelge
3. 5’i kullanilarak pozitif (+), zayif pozitif (z), onemsiz fark (i) veya negatif (-) olarak

belirlenmistir [50, 73].
3. 10. 2. Klon indiiksiyon frekansinin hesaplanmasi

Bu calismada ve tum kronik uygulamalarda her hiicrede ve hicre bolinmesindeki
ortalama induksiyon frekansi Szabad ve arkadaslarina (1983) [74] gore asagidaki

formul ile hesaplanmistir.
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Sadece mwh klonlar dikkate alinirsa formaldeki “f”,mwh klonlarin indiksiyonunun
ortalama frekansinin; “n”, gézlenen toplam mwh klon sayisinin; “N”, analiz edilen
kanat sayisinin ve “C” de bir kanat Uzerindeki incelenebilecek hlicre sayisinin
simgesidir. Onceki yapilan ¢alismalara gore bu sayi 24400 olarak belirlenmistir ve
bu sayi sabit 24400 olarak kullaniimaktadir [76].
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4. BULGULAR

Antidepresan etken maddelerinden sertralin, fluoksetin ve sitalopramin genotoksik

etkileri Drosophila kanat testi (SMART) ile incelenmisgtir.

L1 larvalarinda yapilan uygulamalarda, distile su ve DMSO uygulama gruplari
disinda tum etken madde ve dozlarinda toksik etki gozlenmig ve larvalarin ¢ogu
olmustur. Bu nedenle etken maddelerin genotoksik etkisi sadece L3 larvalarina

yapilan uygulamalar ile olgulmustar.
4. 1. Sertralin

SSRI grubu antidepresan etken maddelerinden sertralin’nin  dort dozunun
Drosophila melanogaster’in transheterozigot larvalari Uzerinde uygulanmasi

sonucunda hig pozitif sonug ortaya ¢cikmamistir (Cizelge 4. 1).

mwh/flr® genotipli bireyler tizerinde 0.01 mM sertralin uygulama deneyinde sadece
ikiz klonlarda kontrol grubuna gore fark olugsmustur ki bu fark istatistiksel olarak
anlamsizdir. Diger kuguk tek tip, buylk tek tip, toplam mwh ve toplam klonlarda

kontrole goére fark saptanmamistir (Cizelge 4. 1).

Normal kanath bireylerin 0.1 mM sertralin uygulamasinda, ikiz klonlarin yani sira
kUguk tek tip klonlarda da fark ortaya ¢ikmistir, ancak bu farklar istatistiksel olarak
anlamsizdir. Bu dozda da buyuk tek tip, toplam mwh ve toplam klonlarda elde edilen

veriler kontrole gore negatiftir (Cizelge 4. 1).

mwh/flr® genotipli bireylerin 1.0 ve 5.0 mM sertralin uygulamasinda blyik tek tip
klonlarda kontrole goére anlamh fark olusmamistir. Ancak kuguk tek tip, ikiz klon,
toplam mwh ve toplam klonlarda kontrol grubuna goére fark olusmustur ama bu

farklar istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (Cizelge 4. 1).

Normal kanatli bireylerde klon induksiyon frekansi agisindan doza bagl bir artigtan
soz edilebilir ancak bu frekans sertralin’nin 5.0 mM dozunda 1.0 mM’a gore dusus

gOstermektedir (Cizelge 4. 1).

mwh/Tm3 genotipine sahip serrat kanatl bireyler 0.01 mM sertralin uygulanmasi
sonucunda sadece kuguk tek tip klonlarda kontrole gére fark bulunmustur ancak bu
fark istatistiksel olarak anlamsizdir. Buyuk tek tip, toplam mwh ve toplam klonlarda
kontrole gore bir fark saptanmamistir ve sonuglari negatif olarak degerlendirilmistir
(Cizelge 4. 2).
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Serrat kanatl bireyler 0.1 mM’lk sertralin uygulanmasi sonucunda buyuk tek tip
klonlarda kontrole gore fark gorilmemistir. Ancak kuiguk tek tip, toplam mwh ve
toplam klon gruplarin dederleri ile kontrol arasinda fark goérilmektedir ancak bu fark

istatistiksel olarak anlamsizdir (Cizelge 4. 2).

Serrat kanatli bireylere 1.0 mM’lik sertralin uygulandiginda buyuk tek tip klonlar
agisindan fark énemsiz gorulurken, kiguk tek tip, toplam mwh ve toplam klonlar
agisindan pozitif sonu¢ goértlmektedir. Bu uygulama dozu normal kanatl bireylerin

benzer klonlarinda 6nemsiz farklar géstermistir (Cizelge 4. 2).

mwh/Tm3 genotipli bireyler 5.0 mM sertralin uygulandiginda tim klonlarda olusan
fark istatistiksel olarak anlamsizdir. Ama 1.0 mM uygulama sonuglarinda ug¢ klonda

olusan bu fark istatistik olarak anlamli bulunmustur (Cizelge 4. 2).

Serrat kanatl bireylerin klon indtksiyon frekanslarinin ilk G¢ derisiminde (0.01, 0.1
ve 1.0 mM) doza bagli artis gosterdigi, ancak 5.0 mM uygulama dozunda ise dusus

gosterdigi saptanmistir (Cizelge 4. 2).

Sertralin uygulama sonucunda normal ve serrat fenotipine sahip bireylerde ortaya
cikan tim klon tipleri ve sayilari (Sekil 4. 1) ve (Sekil 4. 2)’de, toplam klonlarin sayisi
agisindan normal ve serrat kanath bireylerde karsilastirmalari (Sekil 4. 3)'de ve klon

frekans induksiyon kargilastirmasi ise (Sekil 4. 4)’de verilmektedir.

Buna gore sertralinin normal ve serrat kanatlarda toplam klon sayisi ve klon frekans

indUksiyonu bakimindan ¢ok farkllik ortaya ¢ikarmadigi gorulmektedir.
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Cizelge 4. 1. Sertralinin Drosophila melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyona etkileri (normal kanat).

Gruplar | Kanat Kuctk tek tip Buyuk tek tip klonlar ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klon Klon
Ve Sayisi| klonlar (1-2 hicre) (>2 hicre) (m=5) klonlari (m=2) indiksiyon
(N) _ _ _ frekansi
Dozlar (m=2) (m=5) (m=2)
(10% hiicre)

Sayi1 | Fr. D (|| Say: Fr. D ||{Sayi| Fr D l|Sayi1| Fr. D (|| Sayr| Fr. D

Distile su| 80 15 0.19 4 0.05 0 0.00 18 | 0.23 19 | 024 0.92
DMSO 80 14 0.18 - 6 0.08 I 1 0.01 i 19 | 0.24 - 21 | 0.26 - 0.97

EMS 80 44 0.55 + 59 0.74 + 27 | 034 | + 1121 | 1.51 + (I 130 [ 1.63 + 6.20
001TmmMm| 80 14 0.18 - 2 0.03 - 0 0.00 I 16 | 0.20 - 16 | 0.20 - 0.82
0.1 mM 80 16 0.20 i 1 0.01 - 1 0.01 i 18 0.23 T 18 | 0.23 - 092
1.0 mM 80 22 0.28 i 6 0.08 - 3 0.04 i 30 0.38 | 31 0.39 i 154
50 mM 80 19 024 i 5 0.06 - 3 0.04 i 26 | 0.33 | 27 | 0.34 i 133

Kanat benek testi igin; Fr: frekans; D: Frei ve Wurgler'in [73] istatistiksel degerlendirme karari; +, pozitif; -, negatif; i, dnemsiz

(inconclusive); m=garpim faktord; olasilik dizeyleri p=0.05.
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Cizelge 4. 2. Sertralinin Drosophila melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyona etkileri (serrat kanat).

Gruplar | Kanat Kuactuk tek tip Buytuk tek tip klonlar Toplam mwh Toplam klon Klon
Sayisi| klonlar (1-2 hicre) (>2 hacre) klonlan _ induksiyon
Ve (m=2)
(N) _ _ _ frekansi
Dozlar (m=2) (me3) (=2
(10% hiicre)
Sayi Fr. D ||| Say: Fr. D (| Say Fr. D I|Sayi1| Fr. D
Distile su| 80 10 013 2 0.03 12 0.15 12 0.15 0.61
DMSO 80 11 0.14 I 2 0.03 I 13 0.16 | 13 | 0.16 i 0.67
EMS 80 40 0.50 + 35 0.44 + 75 094 | = 75 | 094 + 3.84
0.01 mM 80 11 0.14 I 0 0 = 11 0.14 - 11 0.14 - 0.56
0.1mM | 80 19 | 024 | j 0 0 -l 19| 024 V{fl 19| 024] 1 0.97
1.0 mM 80 27 0.34 + 3 0.04 I 30 038 | = 30 | 0.38 + 154
50 mM 80 13 0.16 i 2 0.03 i 15 0.19 i 15 | 0.19 i 077

Kanat benek testi icin; Fr: frekans; D: Frei ve Wirgler'in [73] istatistiksel degerlendirme karari; +, pozitif; -, negatif; i, Gnemsiz

(inconclusive); m=g¢arpim faktord; olasilik dizeyleri p=0.05.
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Sekil 4. 1. Sertralinin normal kanatli bireylerde klon tipleri ve klon sayilari.
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Sekil 4. 2. Sertralinin serrat kanath bireylerde klon tipleri ve klon sayilari.
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»m mwh/flr3
® mwh/TM3

Toplam klon sayisi

0.01 mM 0.1 mM 1.0 mM 5.0 mM

Sekil 4. 3. Sertralin uygulamasinda normal ve serrat kanatli bireylerde toplam klon

sayisl.
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Sekil 4. 4. Sertralin uygulamasinda normal ve serrat kanatli bireylerde klon indiksiyon

frekansi.
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4. 2. Fluoksetin

SSRI grubu antidepresan etken maddelerinden olan fluoksetin’nin dort derisiminin

uygulanmasi sonucunda bazi dozlarda pozitif etki saptanmistir.

mwh/flr3 genotipindeki normal kanatlara sahip bireylerin 0.01 ve 0.1 mM fluoksetin
uygulama sonucunda kuguk tek tip, buyuk tek tip, toplam mwh ve toplam klonlarda
kontrole gore anlamli bir fark olmadigi ve sonugclarin negatif oldugu goérulmustar. Bu
dozlarda sadece ikiz klonlarda kontrole goére farkin oldugu saptanmis ancak istatistiksel

olarak 6nemsiz oldugu ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4. 3).

Normal kanath bireylerin 1.0 mM fluoksetin uygulamasinda buyuk tek tip klonlarda
kontrole gére anlamh bir fark gdézlenmemistir ve sonug negatiftir. ikiz klonlarda fark
g6zlenmistir ama bu fark istatistiksel olarak 6nemsizdir. Ancak bu dozda kui¢ulk tek tip,
toplam mwh ve toplam klonlarin degerlerinin kontrole gére anlamli olarak farkl oldugu

g6zlenmig ve sonucun pozitif oldugu bulgulanmistir (Cizelge 4. 3).

Fluoksetin’nin 5.0 mM uygulama sonucunda mwh/flr® genotipli normal kanatli bireylerin

tim klon tiplerinde pozitif sonug gértlmustur (Cizelge 4. 3).

Normal kanath bireylerin klon indiksiyon frekansina bakildiginda tim klon tiplerinde

doza bagli bir artis s6z konusudur (Cizelge 4. 3).

mwh/TM3 genotipine sahip serrat kanath bireylerin 0.01 ve 0.1 mM fluoksetin uygulama
sonuglarina gore kuguk tek tip, toplam mwh ve toplam klonlarinda kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur ve degerlendirmelere gére sonuglar negatiftir
(Cizelge 4. 4). Ancak buyulk tek tip klonlar agisindan bu dozlarda kontrole goére fark
oldugu ama bu farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli olmadigi gézlenmistir (Cizelge
4. 4).

Serrat kanatl bireylerin 1.0 ve 5.0 mM fluoksetin uygulamasinda buytik tek tip klonlarin
degerleri kontrole goére dnemli fark gostermezken kiguk tek tip, toplam mwh ve toplam
klonlarda kontrole gore anlamli farkin olustugu ve de@erlendirmelere goére pozitif

sonuglar vermigtir (Cizelge 4. 4).
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mwh/TM3 genotipli bireylerin klon indlksiyon frekanslarinda da normal kanatlardaki
gibi doza bagh artis gozlenmigtir. Ancak serrat kanatli bireylerde normal kanatl

bireylere gore bu frekans azalmaktadir (Cizelge 4. 4).

Fluoksetin uygulama sonucunda normal ve serrat fenotipine sahip bireylerde ortaya
ctkan tim klon tipleri ve sayilari (Sekil 4. 5) ve (Sekil 4. 6)’'de, toplam klonlarin sayisi
acisindan normal ve serrat kanatli bireylerin karsilagtiriimasi (Sekil 4. 7)’de ve klon

frekans induksiyon karsilastirmasi ise (Sekil 4. 8)'de gosterilmigtir.

Buna gore fluoksetin uygulama grubunda oldugu gibi normal kanath bireylerde ortaya

ctkan klon sayilarinin ve indiksiyon frekanslarinin daha yuksek oldugu goérulmektedir.
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Cizelge 4. 3. Fluoksetinin Drosophila melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyona etkileri (normal kanat).

Gruplar | Kanat Kicik tek tip Buyuk tek tip klonlar Ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klon Klon
Ve Sayisi| klonlar (1-2 hicre) (>2 hicre) (m=5) klonlar (m=2) induksiyon
(N) - o . frekansi
Dozlar (m=2) (m=5) (m=2)
(107 hiicre)

Sayi | Fr. D ||l Say: Fr. D {||Sayi| Fr. | D (liSayi| Fr. D (I|Say1| Fr. D

Distile su| 80 15 | 019 4 0.05 0 | 0.00 18 | 0.23 19 | 0.24 0.92

DMSO 80 14 | 018 | - 6 0.08 0.01 19 | 024 | - 21 | 026 | - 097

—
N

EMS 80 44 | 055

+

59 0.74 + W27 034 | + 121 151 | = |J130| 163 [ + 6.20

001mM| 80 7 009 | - 1 0.01 . 1| 001 i 9 (o011 | -t 9 [ 011 ]| - 0.46
0.1mM | 80 8 010 | - 3 0.04 5 1 (oo01| i [ 11| o014 | -()f 12| 015 | - 0.56
1.0mM | 80 31 | 039 | + 4 0.05 S 4 | 005| 1 [l 38| 048 | +|Jl 39 | 049 | + 1.95

50 mM 80 59 | 074

+

15 0.19 + 8 | 010 | || 79 | 099 | +fi 82 | 1.03 | + 405

Kanat benek testi icin; Fr: frekans; D: Frei ve Wargler'in [73] istatistiksel degerlendirme karari; +, pozitif; -, negatif; i, 6nemsiz

(inconclusive); m=garpim faktord; olasilik dizeyleri p=0.05.
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Cizelge 4. 4. Fluoksetinin Drosophila melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyona etkileri (serrat kanat).

Gruplar | Kanat Kuciik tek tip Buyiik tek tip klonlar Toplam mwh Toplam klon Klon
Sayisi| klonlar (1-2 hicre) (=2 hicre) klonlan _ indiaksiyon
Ve (m—2)
(N) - 5 -5 frekansi
Dozlar (m" ) (m" ) (m_ )

(10% hiicre)

Sayi Fr. D ||| Say: Fr. D Il Say1| Fr. D [||Sayi| Fr. D

Distile su 80 10 013 2 0.03 12 0.15 12 0.15 0.61
DMSO 80 11 0.14 i 2 0.03 i 13 | 016 | | 13 | 0.16 i 0.67
EMS 80 40 050 | + 35 0.44 - 75 | 094 | =)l 75 | 094 | + 3.84
001mm| 80 5 006 | - 1 0.01 i 6 008 | - 6 | 008 | - 0.31
0.1 mM 80 5 006 | _ 2 0.03 i 7 009 | - 7 009 | - 036
1.0 mM 80 25 | 031 | + 2 0.03 I 27 | 034 | =« [l 27 | 034 | =+ 1.38
|
5.0 mM 80 44 | 0565 | + 8 0.10 i 52 | 065 | = Il 52 | 065 | =+ 2.66

Kanat benek testi icin; Fr: frekans; D: Frei ve Wargler’'in [73] istatistiksel degerlendirme karari; +, pozitif; -, negatif; i, 6nemsiz

(inconclusive); m=garpim faktora; olasilik dizeyleri p=0.05.
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Sekil 4. 5. Fluoksetinin normal kanatli bireylerde klon tipleri ve klon sayilari.
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Sekil 4. 6. Fluoksetinin serrat kanath bireylerde klon tipleri ve klon sayilari.
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4. 3. Sitalopram (Citalopram)

SSRI grubu etken maddelerinden olan sitalopram’in dort dozu (0.01, 0.1, 1.0, 5.0 mM)
ile transheterozigot larvalara (L3) yapilan uygulamalarin sonuglari negatif kontrol ile
kargilastirdiginda hem normal kanath hem de serrat kanatli bireylerde bazi dozlarda

pozitif sonuglar gorulmastir (Cizelge 4. 5).

mwh/flr® genotipine sahip bireylerde sitalopram 0.01 mM dozunun uygulama
sonuglarina gore kuguk tek tip, buyuk tek tip, toplam mwh ve toplam klonlar agisindan
kontrole goére negatiftir, ancak bu doz ikiz klonlarda kontrole gére anlamli bir fark

gostermemektedir (Cizelge 4. 5).

Sitalopramin 0.1 mM uygulama dozunda, kuglk tek tip, buylk tek tip ve ikiz klonlar
kontrole gore donemsiz fark gosterirken toplam mwh ve toplam klonlar agisindan

kontrole goére pozitif sonug gostermistir (Cizelge 4. 5).

Sitalopramin 1.0 mM uygulama dozunda, ikiz klonlar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda iki grup arasindaki farkin anlamsiz oldugu gorulmustir. Ancak bu

dozun diger klon tiplerinin hepsinde pozitif sonug ortaya ¢ikmistir (Cizelge 4. 5).

Sitalopramin 5.0 mM dozunda tim klon tiplerinde pozitif sonug gérilmustir (Cizelge
4. 5).

Sitalopram uygulama sonucunda mwh/flr3 genotipli normal kanada sahip olan
bireylerde klon indiksiyon frekansina bakildiginda tim klon tiplerinde doza baglh artis

ortaya ¢cikmistir (Cizelge 4. 5).

mwh/TM3 genotipli bireylerin sitalopram 0.01 mM uygulama sonucunda kuguk tek tip,
toplam mwh ve toplam klonlarda kontrole gore negatif sonu¢ gorulmustar. Buylk tek

tip klonlarda kontrole gore dnemsiz fark ortaya cikmistir (Cizelge 4. 6).

Serrat kanath bireylerin 0.1 mM sitalopram uygulama sonucunda tim klon tiplerinde
kontrole gére 6nemsiz fark gértulmustir (Cizelge 4. 6).

Serrat kanath bireylerin 1.0 ve 5.0 mM sitalopram uygulamasinda blyuk tek tip
klonlarda kontrole gore fark 6nemsiz olarak saptanmistir. Ancak kuguk tek tip, toplam
mwh ve toplam klonlar agisindan bu iki derisim icin pozitif sonuglar goralmustar
(Cizelge 4. 6).
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Serrat kanath bireylerde de klon induksiyon frekansina bakildiginda doza bagh artig
gorulmektedir. Ancak normal kanath bireylere gore bu degerin dusuk oldugu

gorulmustar (Cizelge 4. 6).

Sitalopramin uygulama sonucunda normal ve serrat fenotipine sahip bireylerde ortaya
ctkan tum klon tipleri ve sayilari (Sekil 4. 9) ve (Sekil 4. 10)’'de, toplam klonlarin sayisi
acisindan normal ve serrat kanatl bireylerde karsilastirma (Sekil 4. 11)'de ve klon

frekans induksiyon kargilastirmasi ise (Sekil 4. 12)’de gosteriimektedir.

Buna goére normal kanatl bireylerde ortaya cikan klon sayilarinin ve induksiyon

frekanslarinin daha yuksek oldugu goriimektedir.
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Cizelge 4. 5. Sitalopramin Drosophila melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyona etkileri (normal kanat).

Gruplar | Kanat Kicik tek tip Buyuk tek tip klonlar ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klon Klon
Ve Sayisi| klonlar (1-2 hicre) (>2 hiicre) (m=5) klonlan (m=2) indiksiyon
(N) ” s s frekansi
Dozlar (r=2) (=5) (m=2)
(10° hiicre)

Sayi1 | Fr. D ||l Say: Fr. D (l|Sayi| Fr. D |||Say1| Fr. D || Sayi| Fr. D

Distile su| 80 15 019 4 0.05 0 0.00 18 | 0.23 19 | 024 0.92
DMSO 80 14 | 018 | - 6 0.08 | 1 0.01 I 19 (024 | -[j| 21 | 026 | - 0.97

EMS 80 44 | 055 | + 59 0.74 + il 27 [ 034 | = 1121 151 [ + [ 130 163 | + 6.20
001mM| 80 12 015 | - 6 0.08 - 2 | 003 | | 17 | 0.21 -l 20 | 025 | - 0.87
0.1mM | 80 22 | 028 | | 23 | 029 I 51006 | I[fl34 043 | *||l| 50| 063 + 1.74
1.0 mM 80 43 054 | + 30 0.38 + 6 | 008 | I 60 | 075 | =1 79 | 099 | + 3.07
5.0 mM 80 5 | 070 | + 24 0.30 + 71009 +[ 76 | 095 | «|jf 87 | 109 | + 3.89

Kanat benek testi icin; Fr: frekans; D: Frei ve Wargler’'in [73] istatistiksel degerlendirme karari; +, pozitif; -, negatif; i, 6nemsiz

(inconclusive); m=c¢arpim faktoru; olasilik duzeyleri p=0.05.
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Cizelge 4. 6. Sitalopramin Drosophila melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyona etkileri (serrat kanat).

Gruplar | Kanat Kuclik tek tip Buyik tek tip klonlar Toplam mwh Toplam klon Klon
Sayisi| klonlar (1-2 hicre) (=2 hacre) klonlar _ indiksiyon
Ve (m=2)
(N) - -5 - frekansi
Dozlar (m- ) (m— ) (m_ )

(105 hiicre)

Sayi Fr. D [} Say Fr. D ||l Sayi| Fr. D (|[Say:| Fr. D

Distile su 380 10 013 2 0.03 12 0.15 12 0.15 0.61
DMSO 80 11 | 014 | 1| 2 0.03 i 13 | 016 | 1 [l 13 | 016 | 1 067
EMS 80 40 | 050 | + 35 0.44 + Wl 75 | o094 | + [l 75 | 094 | =+ 384
001mMm| 80 9 0.11 5 2 0.03 i 11 [ 014 | - [ll 11 | 014 | - 0.56
0.1 mM 80 16 | 020 i 4 0.05 i 20 | 025 | V|l 20 [ 025 | 1 1.02
10mM | 80 35 | 044 | + 7 0.09 i 42 | 053 | + ||l 42 | 053 | =+ 215
I
50mM | 80 45 | 056 | + 6 0.08 i 51 | 064 | + [l 51 | 064 | + 2.61

Kanat benek testi icin; Fr: frekans; D: Frei ve Wargler’'in [73] istatistiksel degerlendirme karari; +, pozitif; -, negatif; i, 6nemsiz

(inconclusive); m=c¢arpim faktoru; olasilik dizeyleri p=0.05.
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Sekil 4. 9. Sitalopramin normal kanatli bireylerde klon tipleri ve klon sayilari.
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Sekil 4. 10. Sitalopramin serrat kanatli bireylerde klon tipleri ve klon sayilari.
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5- SONUGLAR VE TARTISMA

Antidepresan etken maddelerinden sertralin, fluoksetin ve sitalopramin genotoksik
etkileri Drosophila kanat testi (SMART) ile incelenmigtir. Deneyler asamasinda SMART
testi icin kullanilan D. melanogaster’in iki farklh mutant soyu yani flr® ve mwh soylarinin

gelisimini etkileyebilecek i¢ ve dis etkenler standart tutulmustur.

Ayrica bu antidepresan etken maddelerin ortak ¢ézlcislu olan dimetil sllfoksit
(DMSO)’in genotoksik etkisinin olup olmadigini belirlemek amaci ile 3 farkh derigimi
deneye dahil edilmis ve incelemelerden elde edilen DMSO sonuglari ile negatif kontrol
olan distile su sonuglari arasinda anlamh bir fark olmadigi ortaya ¢ikmis ve deney

sonuglari buna gore yorumlanmistir.

Calismada etil metan stlfonat (EMS), bilinen genotoksik etkisini ve mevcut deney
kosullarinda SMART ile uygulanabilirligini gostermek amaci ile pozitif kontrol grubu
olarak secilmistir. EMS pozitif kontrol olarak bir cok ¢alismada kullaniimaktadir [77, 78,
79]. EMS’nin, DNA’'nin yapisini dogrudan etilleyici UrGnler Uretme yolu ile ya da
metilleme ile nokta mutasyonlar, kuguk delesyonlar ve kromozom kirilmalari ile
rekombinajenik aktivitelere neden olduguna yonelik ¢alismalar bulunmaktadir [70, 80].
Bu bilgilerin 1s1dinda deneyde uyguladiimiz etken maddelerin bulgulari arasinda
g6zlenen farklarin uygulanan maddelerin etkisi sonucunda ortaya ciktigini

soyleyebiliriz.

L1 (24+4 saat) evresinde olan larvalara 96 saatlik uygulamalar sonucunda, negatif
kontrol ve DMSO disinda her U¢ maddenin dort derisiminde de larval dlimlere sebep
olduklari gdzlenmistir. imajinal diskler larval gelisme boyunca siirekli mitotik boéliinme
ile baylyen hicre gruplaridir. Kanat imajinal disk hicreleri birinci larval evrede 50-100
kadar ve Uguncu larval evrede 24400’e ulasmaktadir. Geng larvalarda olusan klonlar
sayl bakimindan azdir ama oldukga buyuktur. Larval gelisme esnasinda bolinerek
cogalan hucreler, imajinal disklerde hedef hiicre sayisinin artmasina neden olur ve
larvanin yasi blyldikge klon indiksiyon frekansinda artisa sebep olur. Ancak bu
klonlar daha gen¢ larvalarda olusan klonlara gére daha kuguktir bu nedenle L1

evresinde uygulanan maddeler larval 6lumlere sebep olmaktadir [48].
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Antidepresan ilaglar yillardir kullaniimaktadir. Bu ilaglarin tedavi edici ve asir doz
kullanimlarinin yan etkileri ve toksisiteleri hakkinda bilgiler olmasina ragmen
genotoksisiteleri ile ilgili bilgiler c¢ok simirh  ve birbirinden farkhdir. insan
populasyonlarinda kanserin meydana gelmesinde c¢evresel faktorlerin kalitimsal
faktorlerden daha 6nemli olduklarini belitmektedir [81]. Mitotik rekombinasyonlar, bazi
kanserlerin gelisiminde Onemlidir ve bu nedenle genotoksisite ¢aligmalar

rekombinojenik ajanlarin belirlenmesinde de etkin bir rol oynamaktadir [82].

Antidepresanlarin hasta tedavilerindeki basarilarina ragmen bu ilaglarin kanser
olusumu ve gelisimi hakkinda bilgiler cok degiskendir. Ornegin yapilan bir calismada
trisiklik antidepresanlarin yapisal 6zelliklerinden dolayi histamin baglanmasini inhibe
ederek sitokrom P450 monooksijenaz katalitik aktivitesinin dismesine sebep olup, bu
yolla kansere neden oldugu bulgulanmigtir [83]. Bunun aksine baska bir ¢calismada
trisiklik antidepresanlarin potansiyel olarak faydali etkilere neden olabilecegi

gOsterilmigtir [84].

Bu calismada elde ettigimiz bulgular SSRI grubu antidepresan etken maddelerinden
sertralin’nin  Drosophila melanogaster’in  transheterozigot larvalari  Uzerinde
uygulanmasi sonucunda, bu maddenin 1.0 mM’lik derisimi hari¢ diger U¢ dozda pozitif
sonu¢ ortaya cikmamistir. Normal kanath, mwh/flr® genotipli bireyler (zerinde
sertralin’nin 0.01 mM uygulama deneyinde sadece ikiz klonlarda ve 0.1 mM uygulama
sonucunda ikiz ve kigtk tek tip klonlarinda kontrol grubuna gore fark olusmustur, ancak

fark istatistiksel olarak anlamsizdir (p> 0.05).

mwh/flr® genotipli bireylerin 1.0 ve 5.0 mM sertralin uygulama sonugclarina gore kiiglik
tek tip, ikiz klon, toplam mwh ve toplam klonlarda kontrol grubuna gore fark

g6zlenmektedir ancak fark istatistiksel olarak anlamli degildir (p> 0.05).

mwh/Tm3 genotipine sahip serrat kanatl bireylerin 0.01 mM sertralin ile uygulama
sonucunda sadece kuguk tek tip klonlarda, 0.1 mM uygulama sonucunda kuguk tek tip,
toplam mwh ve toplam klon gruplarinda ve 1.0 mM uygulamada buyuk tek tip
klonlarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamsiz fark gézlenmistir (p>
0.05).
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Ancak serrat kanath bireylere 1.0 mM’lik sertralin uygulama sonucunda kuguk tek tip,
toplam mwh ve toplam klonlar agisindan pozitif sonug¢ yani istatistiksel olarak anlamh
fark gostermektedir (p< 0.05). Halbuki bu derisim normal kanatli bireylerin benzer

klonlarinda kontrole gére dnemsiz fark gostermistir (p> 0.05).

mwh/Tm3 genotipli serrat kanatli bireylerde 5.0 mM sertralin uygulama sonucunda tim

klonlarda olusan fark istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur (p> 0.05).

Genelde ilk olarak normal kanatlara bakilir, eger incelenen kanatlardaki spotlarin
miktari istatistiksel olarak pozitif sonug veriyorsa uygulamanin sonuglarinin mutasyon
veya rekombinasyon kaynakli oldugunu anlamak igin serrat kanatlar incelenir. Eger
normal kanatl bireylerde bir grupta sonug¢ pozitif ve serrat kanatli bireylerde de ayni
grupta pozitif sonu¢ goézleniyorsa o zaman bu etkinin hem mutasyon hem
rekombinasyon sonucunda olustugu anlasilir. Sadece normal kanatli bireylerde pozitif
sonug gozleniyorsa, serrat kanatli bireylerde dengeleyici kromozom rekombinasyonu
baskiladigi i¢in bu etkinin sadece mutasyonlardan kaynaklandigini gosterir. Sertralin
uygulama sonucunda sadece serrat kanath bireylerin 1.0 mM’lik dozunda pozitif sonug

goraldugu icin bu pozitif sonug géz ardi edilebilir.

Kocaoglu tarafindan (2010) SMART testi ile sertralinin genotoksik etkisi daha 6nce de
arastinimistir [71]. Bu galismaya gore etken maddenin benzer dozlarinda pozitif sonug

bulunmamis ve kontrol grubuna gore olusan farklar anlamsiz olarak degerlendirilmistir.

Yapilan benzer bir deneyde sertralin kullanan ve kullanmayan hastalarda olusan
kardes kromatid degisimi (SCE) istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur [85]. Davies
ve Klowe (1998), erkek farelere sertralin uygulamasi sonucunda iyi huylu karaciger
timord olusumunda anlamli derecede artis gbzlemis ancak sicanlarda yapilan

kanserojenite deneylerine gore ayni uygulama negatif sonug géstermistir [86].

Draz ve arkadaslari (2009) tarafindan yapilan bagka bir ¢galismada sertralin kullanan
hastalarda az da olsa DNA hasari ortaya ¢ikmistir [36]. Yapilan bagka bir ¢alismada
Johanson ve arkadaslari (2006) sucul ortamda vyayilan sertralin’in toksik etki

olusturdugu ortamdaki canlilar ve yosunlar Uzerinde saptamistir [87].

Cotterchio ve arkadaslarinin (2000) yaptigi bir galismada SSRI grubu antidepresan
ilaglarindan sertralin kullanan bir grup hastada meme kanseri olusumunda zararl etki
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gosterdigi saptanmistir [88]. SMART testi ile sertralin’in genotoksisitesi mwh/flr3
genotipli bireylerde 50 ug ve 175 ug’lik uygulamada kuguk tek tip, toplam mwh ve

toplam klon gruplarinda pozitif sonug¢ goériimustar [89].

Calismamizda elde ettigimiz veriler 1988 yilindan itibaren kullanilan SSRI grubuna ait
fluoksetin uygulamasinin bazi derigimlerde pozitif sonug verdigini ortaya koymaktadir.
mwh/flr® genotipindeki normal kanatlara sahip bireylerin 0.01, 0.1 ve 1.0 mM fluoksetin
uygulama sonucunda sadece ikiz klonlarin kontrol grubuna gére farkl oldugu ortaya
cikmistir ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir (p> 0.05). Ancak
fluoksetinin 1.0 mM uygulama sonucunda kuguk tek tip, toplam mwh ve toplam
klonlarin degerlerinde kontrole grubuna goére anlamh farkin oldugu gozlenmis ve

sonucun pozitif oldugu bulgulanmigtir (p< 0.05).

Fluoksetin’nin 5.0 mM uygulama sonucunda mwh/flr3 genotipli normal kanath bireylerin
tum klon tiplerinde kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede farkli oldugu ve

sonucun pozitif oldugu belirlenmistir (p< 0.05).

mwh/TM3 genotipine sahip serrat kantali bireylerin 0.01 ve 0.1 mM fluoksetin uygulama
sonuglarina gore buyuk tek tip klonlar agisindan bu dozlarda kontrole goére farkli oldugu

ancak bu farkin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu gozlenmistir (p> 0.05).

Serrat kanatl bireylerin 1.0 ve 5.0 mM fluoksetin uygulama sonucuna goére kuguk tek
tip, toplam mwh ve toplam klonlarda kontrole gére anlamli farkin olustugu ve

degerlendirmelere goére pozitif sonuclar verdigi gértlmustar (p< 0.05).

Fluoksetinin 1.0 ve 5.0 mM’lik uygulamalarinda ktiglk tek tip, toplam mwh ve toplam
klon gruplarinda hem normal kanatli hem de serrat kanatl bireylerde istatistiksel olarak
pozitif sonu¢ saptanmistir. Bu nedenle olusan mutant benekler hem mutasyon, hem
rekombinasyon kaynakli olmalidir. Ancak buyuk tek tip klonlarda sadece normal kanatli
bireylerde pozitif sonu¢ gdézlenmesi, olusan mutant beneklerin mutasyonlar sonucunda

olustugunu gosterir.

Kocaoglu (2010) tarafindan yapilan benzer bir calismada SMART testi ile fluoksetin’in
genotoksisitesi arastiriimigtir ve 0.01 ve 0.1 mM’lik uygulamalarda ayni sonugclar elde
edilmistir, ancak 1.0 ve 5.0 mM’lik uygulamasinda bazi klonlarda kontrole gore
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anlamsiz fark gosterirken bizim yaptigimiz deneyde bu farklar istatistik olarak anlaml

bulunmustur [71].

Ali ve arkadaslari (2001) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada fluoksetin’in gebe
farelerin kemik iligi hicrelerinde sitogenetik dedisimleri indikledigi ortaya ¢ikmistir ve
bu degisimler kontrole gore istatistiksel olarak artis gostermistir. Kemik iligi htcrelerinde
kromozom bozukluklari; sentromerik azalma, kirllma, delesyon, u¢ uca gelme, halka
yapisma, sentrik fiizyon ve poliploidi olarak tanimlanmaktadir [90]. Ote yandan Brandes
ve arkadaslar (1992) fluoksetin turl ilaglarin kanser olusumuna sebep oldugunu
goOstermiglerdir [91]. Yapilan bagka bir galismaya gore fluoksetin’in plasenta bariyerini
gecebildigini hatirlatarak bu tir ilaglardan olusabilecek olasi zararlarin tek tarafli
yasanmadigi vurgulanmistir [92]. Draz ve arkadaslari (2009) tarafindan yapilan bir
calismaya gore fluoksetin ve sertralin ile tedavi olan hastalarda DNA hasari ortaya
cikmigtir ve bu calismaya gore fluoksetin’in zararli etkileri sertralinden daha fazla
oldugu tespit edilmistir [36]. Ayrica fluoksetin erkek farelerde prostat karsinoma
hicrelerinin gelisimini engellemektedir [93]. Ratlar (zerinde yapilan bagka bir
calismaya gore fluoksetin hiicrelerde apoptosis islevini engelleyebilmekte [94] ve erkek

farelerde karaciger kanserinin induklemesine neden olmaktadir [95].

Bununla birlikte fluoksetin disi fareler ve sigcanlarda meme kanseri olusumunu

indUkledigi saptanmistir [88, 96].

SSRI grubu antidepresanlardan 6zellikle fluoksetin ve sitalopram kullanan bir grup
hasta Uzerinde yapilan baska bir calismada uzun suireli kullanimlarda bu etken
maddelerin, COLO320 DM isimli insan kolon hucreleri Uzerinde sitotoksik etki

gOstererek kolon kanserinin azalmasina neden olduklari gésterilmistir [97].

SSRI grubu etken maddelerinden olan sitalopram ile transheterozigot larvalara yapilan
uygulamalar sonucunda hem normal kanatli hem de serrat kanath bireylerde bazi

dozlarda pozitif sonuglar gértlmustar.

mwh/flr® genotipine sahip normal kanatli bireylerde sitalopram’in 0.01 mM dozunun
uygulama sonuglarina gore sadece ikiz klonlarda kontrole gére bir fark goézlenmistir
ancak bu fark istatistiksel olarak anlamsizdir (p> 0.05). Diger gruplarin

kargilastirmalarinda ise bir fark gézlenmemistir. Sitalopram’in 0.1 mM uygulama
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sonucunda, kuguk tek tip, buyuk tek tip ve ikiz klonlarda ve 1.0 mM uygulamaya gore
ikiz klonlarda kontrole gore farkin oldugu ancak istatistik degerlere gore onemsiz

bulunmustur (p> 0.05).

Bununla birlikte 0.1 mM uygulamasinda toplam mwh ve toplam klonlar grubunda ve 1.0
mM’lik uygulamada kuguk tek tip, buaylk tek tip, toplam mwh ve toplam klonlar
agisindan kontrole gore pozitif sonug gostermistir (p< 0.05). Sitalopram’in 5.0 mM
derisiminin uygulama sonuglarina gére tum klon tiplerinde pozitif sonug yani istatistiksel

olarak anlamli farklar bulunmustur (p< 0.05).

mwh/TM3 genotipli bireylerin sitalopram 0.01 mM uygulama sonucuna goére blyuk tek
tip klonlarda kontrole gére dnemsiz fark ortaya ¢ikmistir, 0.1 mM uygulamasinda da
tim klon tiplerinde farkin oldugu ama istatistiksel olarak 6nemsiz oldugunu
goOrulmektedir (p> 0.05).

Serrat kanatl bireylerin 1.0 ve 5.0 mM sitalopram uygulama sonucunda sadece buyuk
tek tip klonlarda kontrole gére 6nemsiz bir farkin oldugu saptanmistir (p> 0.05). Ancak
kUguk tek tip, toplam mwh ve toplam klonlar agisindan bu iki doz uygulamalari igin

pozitif sonuglar gértlmastur (p< 0.05).

Sitalopramin 0.1 mM’lik uygulamasi toplam mwh ve toplam klonlarda, 1.0 ve 5.0 mM’lik
uygulamasi ise buyuk tek tip klonlarda sadece normal kanath bireylerde pozitif sonug
g6zlenmistir. Bu sonu¢ mutant beneklerin mutasyonlar sonucunda olustugunu goésterir.
Ancak 1.0 ve 5.0 mM sitalopram uygulamasinin kuguk tek tip, toplam mwh ve toplam
klon gruplarinda her iki kanat tipinde de pozitif sonug gézlenmistir. Bu sonu¢ mutant
beneklerin olugsumuna hem mutasyonlarin hem de rekombinasyonlarin rol oynadigini

gOsterir.

Serafeim (2002) tarafindan sitalopram kullanan bir grup hasta Uzerinde yapilan
calismada, bu etken maddenin serotonin transporterlerini bloke ederek burkit bez
hicrelerinde apoptosisi onledigi saptanmistir [98]. Ayrica siganlar Uzerinde yapilan
benzer bir caligmada sitalopramin serotonin’i bloke ederek, poliferatif sinyalleri
indUkleyerek ince bagirsak ve kolonda mitotik bolunmeleri hizlandirarak ince bagirsak
ve kolon kanserine neden oldugu gosterilmigtir [99].
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SMART testi ile sitalopram’in genotoksisitesi arastiriimis ve elde edilen sonuglara gore
mwh/flr® genotipli bireylerde 100 ug ve 150 ug’lik uygulamada toplam mwh ve toplam
klon gruplarinda ve 200 pg’lik uygulamada kuguk tek tip, toplam mwh ve toplam klon
gruplarinda pozitif sonug gorulmustur [89]. Bunun yanisira mwh/TM3 genotipli
bireylerde uygulama sonucunda 200 pg’lik derisimde klguk tek tip, toplam mwh ve

toplam klon gruplarinda pozitif sonuglar elde edilmistir [89].

Farkh test sistemlerini kullanarak antidepresanlarin genotoksisitesini arastiran
calismalardan elde edilen sonuglara bakildiginda test sistemine bagh farkli sonuglar
elde edildigi goérulmektedir. Memelilerde in vivo testler yiksek maliyeti ve uzun stirmesi
nedeniyle ¢ok az ve sinirhdir. Bu agidan D. melanogaster ve 6zellikle SMART testi,

memelilerde tamamlayici bir in vivo temsilci olarak kullanilabilmektedir [81].

Gunumuzde her yas grubundan insanlar farkli amaglar igin antidepresan ilacglar
kullanmaktadir. Bu ilaglarin faydali veya zararli olduklarini belirlemek amaci ile
genotoksisite testleri kaginilmaz olmustur. Ayrica yapilan literatir taramasina goére
kullandigimiz bu U¢ etken madde ile ilgili genotoksite testleri konusunda bilgiler cok

sinirli ve eksiktir.

Bu calismada bazi antidepresan ilaglarin iki gen acgisindan heterozigot olan D.
melanogaster larvalarinda mutajenik ve rekombinojenik etkileri arastiriimistir ve
kullanilan ilaglarin bazi dozlarinin larvalar Uzerinde toksik etkiye neden oldugu
gorulmustur. Bu maddelerin basta kanser ve genetik materyal Uzerinde hasarlara
neden oldugunu gosteren calismalar g6z o©Onune alindiginda, bu maddelerin

yaratabilecegdi zararlar goz ardi edilemez.

Ayrica D. melanogaster’in model organizma olarak insana blyUk oranda benzerlik
gOstermesi ve dkaryotik bir organizma olmasi [100, 101], kullanilan testin in vivo bir test
olmasi, elde edilen bulgular agisindan énemlidir. /n vivo testlerin organizmanin
batlnltgu icinde yapiliyor olmasi, herhangi bir ajana karsi organizma tarafindan verilen

cevabin boyle bir test ile gosterilmesi buyuk éneme sahiptir [102].

Calismamizdan elde ettigimiz bulgular bize SSRI grubu etken maddeler arasinda
sitaloparm ve fluoksetin’in sertralin’e gore D. melanogasterde etkisinin daha toksik

oldugunu gostermektedir.
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Bu maddelerin baska genotoksite testleri ile farkli taksonlardaki canlilar ve insan hucre
kultarleri ile tekrarlanmasi oldukga ©Onemlidir. Elde edilecek benzer sonuglar
antidepresan ilag Uretiminde genotoksik etkisi en az olan etken maddelere yonelinmesi

acisindan oldukca énemlidir.

Uzun sureli ilag kullanimi sonucunda hastalarda ortaya ¢ikabilecek yan etkilerin en aza
indiriimesi toplumsal saglik ve Ulkelerin saglik giderlerine yaptigi harcamalarin

azaltilmasi agisindan uzerinde dikkatle durulmasi gereken bir konudur.
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