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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MEYVE SINEGINDE (Drosophila melanogaster) CESITLI
ANESTEZIiK AJANLARIN OMUR UZUNLUGU, FERTILITE ve
OKSIDATIF STRES UZERINE ETKILERI

Ummiigiilsim TUKENMEZ

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog¢. Dr. Hakan ASKIN

Bu calismanin amaci, 6zellikle lokal anestezide siklikla kullanilan lidokain ve bupivakainin
Drosophila melanogaster’de omiir uzunlugu, fertilite ve oksidatif stres {izerine olasi
etkilesimlerini aragtirmaktir. Daha onceki ¢alismalarda lokal anestezik maddeler Drosophila
melanogaster’de c¢ok az kullanilmistir. Bu amagla 72 saatlik larvalara lokal anestezik
maddelerin farkli dozlar1 (%0,0625, %0,125, %0,25 ve %0,5) uygulandi. Kontrol ve deney
gruplarindan elde edilen veriler, bu maddelere maruz kalan larvalardan olusan ergin sineklerin
Omiir uzunlugu ve fertilitelerinde degisikliklerin oldugunu gosterdi. Ayrica oksidatif stresi
belirlemek amaciyla biyokimyasal parametreler incelendi.

Bu calismadan elde edilen sonuglar lidokain ve bupivakain uygulamalarinin disi bireylerde
Oomiir uzunlugunu kontrole gore doz artigina paralel olarak arttirdigini; fakat erkek bireylerde ise
genelde Omiir uzunlugunu azaltigm (BUPI IV hari¢) ortaya cikarmustir. Disi bireylerin
glutatyon rediiktaz aktivitesi i¢in elde edilen sonuglar 6miir uzunlugu ile ilgili deneylerden elde
edilen bulgular1 destekler niteliktedir. Bu iki lokal anestezik maddenin karisimi ise ortalama
Omiir uzunlugu, maksimum ortalama omiir uzunlugu ve glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi
lizerine olumsuz etki yapmgtir. LIDO II ve BUPI III harig incelenen lokal anestezik ajanlarin
fertilite lizerine etkisi genelde olumsuz olmustur.

Bu calismada lidokain ve bupivakain tek basina kullanildiginda o&zellikle disi bireylerde
glutatyon rediiktaz enzimi {izerinde zayif aktivatdr olarak davranarak Omiir uzunlugunu
arttirmig; ancak fertilite {izerinde 6nemli degisikliklere neden olmamistir. Ayrica bu iki lokal
anestezik maddenin karigimi enzim iizerinde inhibisyonun yanisira omiir uzunlugu tizerinde
negatif etki yapmustir.

2011, 58 sayfa

Anahtar Kelimeler: Drosophila melanogaster, fertilite, lokal anestezik ajan, oksidatif
stres, dmiir uzunlugu.



ABSTRACT

Master Thesis

THE EFFECTS OF VARIOUS ANESTHETIC AGENTS ON LONGEVITY,
FERTILITY and OXIDATIVE STRESS in FRUIT FLY (Drosophila melanogaster)

Ummiigiilsim TUKENMEZ

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Hakan ASKIN

The scope of this study was to investigate the possible effect of lidocaine and bupivacaine,
which are often used especially local anesthesia on longevity, fertility and oxidative stress in
Drosophila melanogaster. In previous studies, local anesthetic agents were used very little in
Drosophila melanogaster. For this purpose, different doses of the local anesthetic agents
(0,0625%, 0,125%, 0,25% and 0,5%) were applied to 72-hour larvae. The data obtained from
control and test groups showed that there were changes in the longevity and fertility of adults
flies which grew from larvaes to exposed to these agents. In order to determine oxidative stress
biochemical parameters were investigated.

The present results elucidated that although lidocaine and bupivacaine applications increased
life span in parallel with an increase in dose in female individuals compared to control, they
generally reduced the life span in male individuals (except for BUPI IV). The results obtained
for glutathione reductase activities of female individuals seemed to support the findings
obtained from the experiments related with life span. The mixture of these two local anesthetics
affected adversaly mean life span (MLS), maximum mean life span (MMLS) and glutathione
reductase activity. The effect on fertility of examined local anesthetics was generally negative
(except for LIDO II and BUPI III).

In this study, it was determined that when lidocaine and bupivacaine are used alone, they
increased longevity by acting as a weak activator on the glutathione reductase enzyme in
especially female individuals, but did not cause significant changes in fertility. Whereas, the
mixture of these substances caused a negative effect on the longevity as well as inhibition on the
enzyme.

2011, 58 pages
Keywords: Drosophila melanogaster, fertility, local anesthetic agent, oksidative stres,

longevity.
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g Gram
i Potasyum Iyonu
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ml Mililitre
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'0, Singlet Oksijeni
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DHEA Dehidroepiandrosteron
DNA Deoksiriboniikleik asit
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GSH Indirgenmis Glutatyon

GSH-Px Glutatyon Peroksidaz
GSH-Rd  Glutatyon Rediiktaz
GSSG Okside Glutatyon

H,0, Hidrojen Peroksit

HO Hidroksil Radikali

HOCI Hipoklordz asit

IDM Instant Drosophila Medium
LIDO Lidokain

MIX Lidokain + Bupivakain
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MLS Maximum Life Span = Ortalama Omiir Uzunlugu
MMLS Maximum Mean Life Span = Maksimum Ortalama Omiir Uzunlugu
NO Nitrik Oksit

OH Hidroksil Radikali

OSS Otonom Sinir Sistemi

PABA Paraaminobenzoik Asit
RNA Riboniikleik asit

ROO Peroksil Radikali

ROT Reaktif Oksijen Tiirleri

SDB Standart Drosophila Besiyeri
SMART Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi
SOD Stiperoksit Dismutaz

SSS Santral Sinir Sistemi

Wit Wild type = Yabanil tip
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1. GIRIS

Yaslanma, ¢evresel faktorlerin etkisiyle canli iizerinde yapisal ve islevsel degismelere
yol agarak organizmay1 6liime gotiiren olaylar toplami olarak tanimlanabilir. Yaslanma
olaymi primer yaslanma ve sekonder yaslanma olarak ikiye ayirmak miimkiindiir.
Primer yaslanma, yaglanma siirecine bagl olarak yap1 ve fonksiyonlardaki bozulmadir.
Primer yaslanma hizi, DNA’nin serbest radikallerden korunmasi mekanizmalarin
etkinligine baghdir. Ciinkii DNA hiicre ve dokularin yapisal ve islevsel biitlinliigliniin
devam ettirilmesi i¢in ¢alisan yonetici molekiildiir. Sekonder yaslanma ise g¢evresel
faktorlerin etkisiyle ortaya ¢ikan yaslanmadir. Primer yaslanmayr yavaslatmak
maksimal yasam siiresinde artmaya, sekonder yaslanmayi yavaslatmak ise ortalama

yasam sliresinde artmaya sebep olmaktadir (Cankurtaran 2010).

Bugiinkii bilgiler yaslanmanin dinamik ve sekillendirilebilir bir siire¢ oldugunu, gelisme
ve yaslanma siiresinin sadece genlerle degil ayn1 zamanda cevresel ve epigenetik
etkilerle kontrol edildigini gostermektedir (Helfand and Inouye 2002). Canlilarin 6miir
uzunluklariin ¢evresel faktorlerinden etkilendigi (Parsons et al. 1973) ve stres
faktorlerine karst direncin artmasinin populasyonun yaslanma siirecini uzattig

bilinmektedir (Bourg et al. 2001).

Yaslanma, oldukc¢a karmasik bir olay oldugundan tek bir mekanizma ile agiklanmasi
miimkiin degildir. Bu yilizden, yaslanmanin temel prensip ve 6zelliklerini agiklamaya
calisan biyolojik mekanizmalar genellikle teori seviyesindedir ve higbiri tek basina
yaslanmay1 agiklamak icin yeterli degildir (Nalbant 2006). Canlilarda yaslanmay1
aciklayan bu teorilerden bazilari, serbest radikal teorisi, somatik mutasyon teorisi,
genetik yaslanma teorisi, hiicre yaslanmasi teorisi, immiinolojik teori, endokrin teori,
ndroendokrin teori, mutasyon birikimi teorisi ve antagonistik pleiotropi teorisi seklinde

siralanabilir (Ayar 2008).



Yasglanma teorileri igerisinde en ¢ok kabul goren ve incelenen teori serbest radikal
teorisidir. Bu teori 1956 yilinda Harman tarafindan ortaya konmustur. Bu teoriye gore
yaslanma, normal hayat boyunca meydana gelen serbest radikallerin dokularda ve
hiicrelerde olusturdugu oksidatif hasarin birikimi sonucu meydana gelir. Serbest radikal
teorisine gore yiiksek metabolizma hizi, serbest radikallerin yiiksek diizeyde
iretilmesine ve dolayisiyla hizli yaglanmaya ve 0miir uzunlugunun kisalmasina neden
olur (Mair et al. 2004). Ayrica endojen olarak {iretilen yliksek reaktivitedeki bu serbest
radikaller somatik mutasyonlara, protein ve genetik yapi (DNA) hasarina yol agar.
Reaktif oksijen tiirevleri (ROT) yiiksek konsantrasyonlarda oksidatif strese yol acarak
toksik olabilmektedir. Bunun sonucunda da metabolik, nérodejeneratif ve genetik
bozukluklara, otoimmun, kardiyovaskiiler ve enfeksiydz hastaliklara, kansere ve allerjik

patolojilere yol acarak yaslanma siirecini hizlandirmaktadir (Droge 2002).

Yasglanma teorilerinden bir digeri somatik mutasyon teorisidir. Somatik hiicrelerde
yasam boyu biriken mutasyonlar birgok hastalifa neden olur. Ornegin, onkojenik
mutasyonlarin somatik hiicrelerde yasam boyu birikmesi kanser goriilme oranimi yas
ilerledikge arttirir (Curtis 1966). Somatik mutasyon teorisi mitokondrial DNA

mutasyonlarini da kapsayacak sekilde genisletilmistir.

Bir baska teori, bireylerin Omiir uzunlugunu kalittma dayandiran genetik yaslanma
teorisidir. Ornegin, genel kami olarak disi bireylerin erkek bireylere gore beklenen
yasam siiresi daha uzundur. Bu teoriyi savunan bilim adamlari, yaglanmanin nedeninin
genetik sifrede yazili oldugunu ileri slirmektedirler. Erken donemdeki biiyiime ve
gelisme basamaklar1 nasil bir programi takip ediyorsa, yaslanma ve 6liim de bir

program izlemektedir (Jazwinski 1996).

Hiicre yaslanmasi teorisinde ise hiicre proliferasyonunu kontrol eden genler
yaslanmanin sebebidir. Kromozom telomer bdlgesindeki DNA kayiplar1 ve programli
hiicre 6liimii yani apoptoz da yaslanma ile iliskilidir (Hemann et al. 2001). Hiicre 6liimii
ayrica iskemi ya da toksinler gibi nedenlerle de olabilir. Buna "nekrotik hiicre 6liimii"

ad1 verilir.



Immiinolojik teoriye gore yaslanmanin nedeni yasla birlikte bagisiklik sistemindeki
zayiflamadir. T- lenfositlerin kalitesi ve miktarinda azalma s6z konusudur. Yaslanma ile
birlikte goriilen birincil immiin yanit zayiflamasi viicudu enfeksiyonlara duyarh kilar.
Immiin sistemin yaslanmasiyla, viicut kendi dokular: ile yabanci maddeler arasindaki

farki tanima yetenegini kaybeder (Walford 1974).

Yaglanma ile iliskilendirilen bir bagka teori ise endokrin teorisidir. Bu teoriye gore,
endokrin bezlerin hormon salgilamalarindaki anormallikler yaslanmay1 baslatmaktadir.
Pineal bezden salgilanan, uyku-uyaniklik doneminin diizenlenmesinde dnemli rolii olan
‘melatonin’ hormonu ve bdbrekiistii bezinden salgilanan ‘dehidroepiandrosteron’
(DHEA) hormonunun diizensizlesmesinin yaslanmay:r hizlandirdig1 bildirilmistir

(Barrou et al. 1997).

Endokrin teoriye bir yoniiyle benzeyen ndroendokrin teoride ise yaslanma, viicudun
kimyasallar1 engelleme ve viicuttan atma (negative feedback) mekanizmasinin
hassasiyetinin azalmasi neticesinde olugsmaktadir. Bu teoride hipofiz bezini kontrol eden
beynin hipotalamus bolgesi dnemlidir. Ayrica otonom sinir sisteminde (OSS) meydana
gelen bir¢ok degisiklik beyin merkezlerindeki yavaslamaya yol agmaktadir (Artur et al.
1992).

Drosophila, yaslanma genetigi agisindan en ¢ok ilgilenilen organizmadir. Bu alandaki
calismalarda, oOzellikle yaslanmanin biyolojisi ilizerine One siiriilen iki teori dikkat
cekmektedir. Artan yasla dogal seleksiyon baskisinin azaldigi gercegine dayanan bu
teorilerden en dnde gelenleri, mutasyon birikimi teorisi (Medawar 1952) ve antagonistik

pleiotropi teorileridir (Williams 1957).

Mutasyon birikimi teorisinde, gen¢ yaslardaki zayif dogal seleksiyonlar, tekrarlanan
zararlt mutasyonlarin etkisiyle hayatta kalis ve liremeyi olumsuz yonde etkilemektedir
(Medawar 1952). Antagonistik pleiotropi teorisi ise, canlilik ve yumurta {iretimini
diizenleyen allellerin ilerleyen yaslarda 6miir uzunlugu tlizerinde negatif bir etkiye sahip

olduklarini ileri siirmektedir (Williams 1957). Baska bir ifadeyle, dmiir uzunlugunun



gen allellerinin geng ve ileri yaslardaki pleiotropik etkisi dolayisiyla ortaya ¢ikabilecegi
ve boylece erken yaglarda yararli etkisi olan genlerin sonraki donemlerde zararh

etkilerinin goriilebilecegi ileri siiriilmektedir (Partridge 2001).

Drosophila’da 6miir uzunlugunu ve fertiliteyi etkileyen bir¢ok faktér bulunmaktadir.
Bu faktorleri i¢ ve dis faktodrler olarak iki biiyiik gruba ayirmak miimkiindiir. I¢ faktor
olarak anasal yas, yumurta {iretimi, genetik yap1 ve esey tipi farkliligi sayilabilir. Dis
faktorler ise beslenme, radyasyon, populasyon yogunlugu, sicaklik ve 151k bagliklar:

altinda toplanabilir.

Dis faktorler arasinda sayilan beslenme faktorii boceklerin 6miir uzunlugunu 6nemli
derecede etkilemektedir. Ornegin, besin ortamina seker kaynagi olarak sukroz yerine
galaktoz konuldugunda Drosophila’larin émiir uzunluklart kisalmistir (Jordens et al.
1999). Pantotenik asit ise dmiir uzunlugunu arttirmgtir (Strehler 1962). Biotin vitamini
eksikliginde Drosophila’da omiir uzunlugu ve fertilitede Onemli diistisler tespit
edilmistir (Landenberger et al. 2004). Sadece sukroztagar’la beslenen Drosophila
subobscura popiilasyonunun standart ortamda beslenenlerden yaklasik %50 daha kisa
ortalama omiir uzunluguna sahip olduklar1 bulunmustur (Bozcuk 1970). Bir liken tiirii
olan Usnea longissima, D. melanogaster popiilasyonlarinda diisiik konsantrasyonda
Omiir uzunlugunda artig, yiiksek konsantrasyonda ise Omiir uzunlugunda bir azalma
gostermistir (Altun 2007). Baska bir ¢alismada ise Porphyra (porphyran)’dan izole
edilen polisakkaritlerin 6miir uzunlugunu ve yasam kabiliyetini arttirdig1 belirlenmistir
(Zhao et al. 2008). Son yillarda yapilan bazi ¢aligmalarda da beslenmenin Drosophila
lizerindeki etkileri ¢alisilmistir. Ornegin, diinya iizerinde nadir olarak bulunan Cerium
elementinin Drosophila’da ortalama omiir uzunlugu, maksimum omiir uzunlugu ve
fertilite iizerine etkileri incelenmis ve Cerium’un artan konsantrasyonlarinin her ii¢
parametre i¢inde olumsuz etkileri rapor edilmistir (Huang et al. 2010). Ozellikle soya ve
irlinlerinde bol miktarda bulunan ve Gstrojenik aktivitesinden dolay1 alternatif tipta da
yaygin bir sekilde kullanilmakta olan genistein D. melanogaster’de artan

konsantrasyonlarda dmiir uzunlugunu énemli 6lgiide azaltmistir (Altun et al. 2011).



Beslenme yoluyla D. melanogaster’e anestezik maddelerinin ilk uygulamas: 2009
yilinda gerceklesmistir. Schneider et al. (2009), lidokain, prilonest ve septanest isimli
anestezik maddelerin bir in vivo test sistemi olan somatik mutasyon ve rekombinasyon
testi (SMART) ile genotoksisitelerini aragtirmiglardir. Aragtirma sonucunda yalnizca
prilonestin somatik hiicrelerde genotoksik aktivite sergiledigi, lidokain ve septanestin
ise herhangi bir gen veya kromozomal mutasyona yol a¢gmadigi bildirilmistir. Bu
calismadan baska literatiirde lokal anestezik maddelerin kullanildig1 benzer ¢aligmaya

rastlanilmamugtur.

Tipta son derece 6nemli bir yeri olan anestezinin 5500 yillik bir gegmisi bulunmaktadir.
Ancak, modern anestezinin tarihi 1846 yilinda, eterin anestezik Ozelliklerini tanitan
Thomas Gren Mortan ile baglamaktadir. Bunu daha sonra diger anestezik ajanlarin ve

morfin gibi maddelerin kullanilmasi izlemistir (http://www.turkiyehastanesi.com).

Anestezi hem geleneksel tipta hem de modern tipta ayricalikli bir yere sahip
bulunmaktadir. Hemen her tiir cerrahi miidahalede anestezi kullanilmaktadir. Kelime
olarak anestezi; duyularin yoklugu, hissizlik anlamina gelmektedir. Genel anlamda ise
hayati fonksiyonlarda degisme olmaksizin; biling kaybi ile beraber duyularin ve bazi

reflekslerin gegici olarak kaybolmasi olarak tanimlanmaktadir.

1.1. Lokal Anestezikler

Lokal anestezik maddeler, uygun dozlarda verildiklerinde uygulama yerinde sinir
iletimini gecici olarak bloke eden maddelerdir. Bu anestezik maddelerin bu bloke

etkileri geri dontistimliidiir (Kayhan 2004).

Lokal anesteziklerin ilki olan kokain, 1860°da Niemann tarafindan izole edildikten
yirmi y1l sonra 1884’de anestezide klinik olarak kullanima sunulmus ve yaklasik otuz
yil kullanilmistir (Kayhan 2004). Kokainin aligkanlik yapict merkezi sinir sistemi
etkileri bulunduktan sonra kokainin yerine kullanilabilecek maddelerin arastirilmasi

siireci hizlanmistir. Einhorn 1904’te paraaminobenzoik asit (PABA) derivelerinin



patentini almis ve bu bilesiklerden prokaini ilk defa etkin ve genis bir sekilde kullanan
bilim adami olmustur (Korfali 2003). Ancak prokainin gii¢lii olmayis1 ve allerjik
potansiyelinin yiiksek olmasi nedeniyle yeni arayislar baslamistir. 1948°de Lofgren
tarafindan lidokain, 1963’de de Ekenstein tarafindan bupivakain sentezlenmistir

(Korfal1 2003; Kayhan 2004).

Gilinltimiizde ¢ok sayida lokal anestezik gelistirilerek hekimligin hizmetine sunulmustur.
Bunlar kokain, prokain, tetrakain, tutakain, butakain ester, lidokain, prilokain,
bupivakain, mepivakain amid, fenokain ve dipiridon gibi ¢ok sayida olup anestezik

amagcla kullanilmaktadir (Dogan 1999).

1.1.1. Lokal anestezik maddelerin etki mekanizmalari

Sinir aksonlarinin ve kalp kasi membrant -90/-60 mV arasinda transmebran
potansiyeline sahiptirler. Uyarilma sirasinda, sodyum kanallar1 agilir ve hizla igeri dogru
gecen sodyum, membrani sodyumun denge potansiyeline (+40 mV) dogru depolarize
eder. Bu depolorizasyon sonucunda, sodyum kanallar1 kapanir (inaktive olur) ve
potasyum kanallar1 agilir. Potasyumun disar1 dogru akimi membrani potasyumun denge
potansiyeline (yaklasik —95 mV) dogru repolarize eder. Repolarizasyon sodyum
kanallarini istirahat durumuna dondiiriir. Transmembran iyonik gradientler sodyum
pompasi ile saglanir. Bu o6zellikler kalp kasinin 6zelliklerine benzer ve lokal
anestezikler iki dokuda da benzer etki gosterirler (Morgan et al. 2002). Lokal
anestezikler sodyum kanalarinin intraselliiler ucuna yakin reseptorlere baglanirlar ve

kanali zamana ve voltaja bagimli sekilde bloke ederler (Morgan et al. 2002).

Lokal anestezikler 6zellikle periferik sinirlerde olmak tizere tiim uyarilabilir dokularda
depolarizasyon blokaji yaparak membran stabilizasyonu saglar. Bu blokaj1 da, en ¢ok
kabul goren goriise gore cogu lokal anestezik Na' kanallarmin i¢ yiizeyindeki
reseptorlerine baglanarak kanallarin aktivasyonu ve membran depolarizasyonuna bagl
Na' gecisini 6nleyerek gerceklestirir. Bu durum istirahat membran potansiyelini veya

esik diizeyini degistirmez fakat depolarizasyon hizini yavaslatir. Aksiyon potansiyeli



ilerleyemez, ciinkii esik diizeyine asla ulasamaz. Bazi lokal anestezikler ise reseptore
baglanmak yerine membrana penetre olup membranda genisleme ve kanalda bozulmaya
yol agabilir. Yiizey gerilim teorisine gore ise axonal membrana lokal anesteziklerin
parsiyel penetrasyonu transmembran potansiyelini yiikseltir ve depolarizasyonu inhibe

eder (Scholz 2002).

Lokal anesteziklerin hiicre membranindaki etkileri li¢ ayri teoriyle ac¢iklanmaktadir

(Kayhan 2004).

1.1.1.a. Spesifik reseptor teorisi: Sinirde membran potansiyelindeki degisiklikler Na"*
ve K" iyonlarinin protein yapisindaki 6zel kanallarin iginden gegisine baglidir. Lokal
anestezikler muhtemelen Na' kanallarinda bulunan spesifik lokal anestezik

reseptorlerine baglanarak Na" gecisini inhibe ederler.

1.1.1.b. Yiizeyel sarj teorisi: Bu teoriye gore lokal anestezik molekiilii noniyonize
lipolitik aromatik yiiksiliz ucu ile membrana baglanir. Membran dis yliziindeki negatif
yiikleri ndtralize eder ve membran potansiyeli artar. Transmembran potansiyelindeki bu
artma yeterli diizeye ulastiginda, diger sinir membranlarindan gelen bir elektriksel akim

membran potansiyelini esik degere diisiirmeye yeterli olmaz ve blok olusur.

1.1.1.c. Membran ekspansiyonu teorisi: Lipofilik lokal anestezik molekiili,
membrandaki lipid molekiillerinin hareketlerini artirir ve membranda genislemeye
neden olur. Membran genislemesi ile Na™ kanallar1 sikisir. Na™ iyonlar1 membrani

gecemez. Bu durumda aksiyon potansiyeli olusmaz ve blok olusur.

1.1.2. Lokal anestezik maddelerin kimyasal yapilarina gore siniflandirilmasi

Lokal anestezikler kimyasal yapilarina gére amid yapili olanlar, ester yapili olanlar,
alkoller ve digerleri seklinde siniflandirilir (Isik 2002). Ester yapili olanlar, plazma
kolinesteraz1 ve ayrica karaciger esterazlari tarafindan pargalandiklarindan kisa etki

stiresine sahiptir. Amid yapili olanlar ise karacigerde mikrozomal enzimler tarafindan



daha yavas parcalanir; gerek lokal gerekse sistemik etkileri ester yapida olanlara gore

daha uzundur (Celik vd 2008).

e Ester Grubu (Benzoik Asit Esterleri): Kokain, Prokain, Klorprokain, Tetrakain,
Benzokain.

e Amid Grubu: Lidokain, Mepivakain (Carbocaine), Prilokain (Citanest), Bupivakain
(Marcaine), Etidokain (Duranest), Dibukain (Nupercaine), Levobupivakain
(Chirocaine).

e Alkoller: Etil alkol, Aromatik alkoller.

e Digerleri: Kompleks sentetik bilesikler; Holokaine, Quinoline deriverleri; Eucupin.

Klinikte lokal anestezik olarak yalniz amid ve ester grubu ajanlar kullanir (Isik 2002).
1.1.3. Cahismada kullanilan lokal anestezik maddeler
1.1.3.a. Lidokain (xylocaine, lignocaine, 1948)

Lidokain klinik kullanima ilk sunulmus olan amid grubu lokal anestetiktir. Yiiksek etki
giicii, etkisinin hizl1 baglamasi ve orta uzunlukta siirmesi, topikal etkisi nedeniyle lokal
anestezide en sik kullanilan lokal anesteziktir. Genellikle giivenilirdir, fakat genis
kullanim alan1 nedeniyle asir1 doz kullanimi sikgca meydana gelebilir ve sistemik
intoksikasyon gelisebilir. Bu durumlarda santral sinir sisteminde (SSS) (sersemlik, dilde
ve agiz ¢evresinde uyusma, ataksi, ajitasyon, konviilziyon, solunum depresyonu, koma)

ve kardiyovaskiiler sistemde toksisite gozlenebilir (Celik vd 2008).

LA

Sekil 1.1. Lidokainin kimyasal yapisi



1.1.3.b. Bupivakain (marcaine, carbostesin, sensorcaine, 1963)

Bupivakain amid grubu lokal anestezik olup, sentez edildigi 1963 yilindan beri cilt alti
infiltrasyonu, periferik sinir bloklari, epidural ve spinal anestezi de yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Kayhan 1997). Bupivakain lokal anestezik ajanlar ig¢inde en sik
kullanilan, yan etkileri en 1yi bilinen, uzun etki siireli ve kardiyovaskiiler toksisitesi en
fazla olan lokal anesteziktir (Rachel and Markham 2000). Yiiksek doz uygulandiginda
hipotansiyona, miyokard depresyonuna, dilde uyusmaya, sersemlik haline, bas
donmesine, bulanik gérmeye, tremor ve bunlar takip eden uyku haline, biling kaybina

ve solunum durmasi gibi yan etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Mycek et al. 1998).

Sekil 1.2. Bupivakainin kimyasal yapis1

1.2. Serbest Radikaller ve Antioksdan Savunma Sistemi

1.2.1. Serbest radikaller

Aeorob organizmalarin atmosferdekinden yiiksek konsantrasyonlarda oksijene maruz
kaldiklarinda, oksijenin bu organizmalara karsi toksik oldugu uzun zamandan beri
bilinmektedir. Bu toksisitenin asil sebebi ise, oksijenin serbest radikallere

indirgenmesidir (Frank 1985).

Ik kez 1954 yilinda, oksijenin biyolojik sistemlerde goriilen toksik etkilerinin, oksijenin

baz1 reaktif tiirlerinden kaynaklanabilecegi ileri siirlilmiistiir. Bugilin, oksijenin
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canlilardaki toksik etkisinin “oksijen radikalleri” olarak adlandirilan ve oksijenin
viicuttaki metabolizmasi sirasinda olusan reaktif tiirlerden kaynaklandig1 bilinmektedir

(Kiling ve Kiling 2002).

Atomlar ve kimyasal bilesikler her bir orbitalde ikiser tane zit yonlii elektron tasirlar.
Orbitallerin bu sekilde zit yonlii doyurulmasi atom ve molekiillerin stabilitesini arttirir,
reaktivitelerini azaltir. Herhangi bir atomun veya molekiiliin dis orbitalinde bir veya
daha fazla paylasilmamis elektron bulunmasi, s6z konusu kimyasal tiiriin reaktivitesini
artirir. D1 orbitalde paylasilmamis elektron igeren ve dolayisiyla reaktivitesi fazla olan
bilesikler serbest radikal olarak adlandirilir (Kiling ve Kiling 2003). Reaktiflik kazanmis
serbest radikaller DNA, protein, lipid, karbohidrat, koenzimler vb. bircok biyolojik
molekiile zarar verebilmektedir. Bu zararin yaslanmay1 tesvik ettigi ve ayrica kalp-
damar hastaliklari, ¢esitli kanser tiirleri, katarakt, bagisiklik sisteminde zayiflama, sinir
sistemi dejeneratif hastaliklar1 gibi bircok hastalifa sebep olduguna dair bilgiler

bulunmaktadir (Diplock 1998).

Serbest radikaller, viicutta metabolizma sirasinda meydana gelen son derece etkin
kimyasal trlinlerdir. Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller oksijenden
olusan radikallerdir ve bunlara reaktif oksijen tiirleri (ROT) adi da verilmektedir

(Giilbahar 2007).

Serbest radikaller, hiicrelerde ekzojen ve endojen kaynakli etmenlere bagli olarak
olusurlar. Ekzojen kaynakli etmenler arasinda parakuat, alloksan gibi kimyasallarin
etkisi altinda kalma, karbon tetrakloriir, parasetamol gibi ila¢ toksikasyonlari, iyonize ve
ultraviyole radyasyon, hava kirliligi yapan fitokimyasal maddeler, sigara dumani,
solventler gibi ¢evresel faktorler, nitrofurantoin, bleomisin, doksorubisin ve adriamisin
gibi antineoplastik ajanlar, alkol ve uyusturucular gibi aliskanlik yapic1 maddeler
bulunmas: nedeniyle serbest radikaller toksikolojik agidan da 6nemlidir (Ozdem ve
Sadan 1994). Endojen kaynaklar arasinda ise hiicrenin kendi mitokondri ve
peroksizomlari, lipoksigenazlar, NADPH oksidazlar ve sitokrom P-450 sayilabilir
(Sekil 1.3).
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Organizmada serbest radikal ve ROT’ un olusumunun ana kaynagi ksenobiyotikler ve
ksenobiyotiklerin biyoaktivasyonu sonucu olusan iriinlerdir. Biyolojik sistemlerdeki
reaktif oksijen tiirleri (ROT), siiperoksit anyonu (20,7), hidroksil radikali (HO’), nitrik
oksit (NO), peroksil radikali (ROO"), ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H,O,) dir
(Babior 2000). Oksijen molekiilii 1 elektron indirgendiginde siiperoksit radikali (O, "), 2
elektron indirgendiginde hidrojen peroksit (H,O,), 3 elektron indirgendiginde ise
hidroksil radikali olusmaktadir (OH') (Sekil 1.3). Siiperoksit elektromanyetik
radyasyona maruz kaldiginda molekiiler oksijen ile birlesip singlet oksijeni (‘O»)
olusturmaktadir (Ekici ve Sagdig 2008). Sekil 1.3°de serbest radikal olusum
mekanizmalar1 ve bu radikallerin ortadan kaldirilmasi ile iligkili antioksidan savunma

mekanizmasi goriilmektedir.

Endojen KaynakKlar Antioksidan Savunma Eksojen KaynaKlar

Mitokondriler Enzimatik sistemler Ultraviyole 151k

Peroksizomlar CAT, SOD, GPx Iyonize radyasyon

Lipoksigenazlar Enzimatik olmayan sistemler Kemoterapb’tikler

NADPH oksidazlar Glutatyon Inflamatuar sitoKinler

Sitokrom P450 Vitaminler (A,C ve E) Cevresel toksinler

Daha az -0 . Daha fazl

ONOO O: RO aha fazla
H,0, NO,
RO ‘N0, O,
J, OH
Hasara ugramis Hasara ugramis
fizyolojik islev [& Denge (Homeostasis) fizyolojik islev
l [Rastgele hiicresel Spesifik sinyal
Normal gelisim ve hasar vollan
Proliferatif cevapta metabolizma \\@__—__,.f
azalma

Yaslanma Hastahk Hiicre dlimii

Sekil 1.3. Serbest radikal olusum mekanizmalar1 ve antioksidan savunma mekanizmast
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Bircok maddenin serbest radikal olusturarak oksidatif hasara neden oldugu
bilinmektedir. Serbest oksijen radikallerinin, ila¢ ve toksinle olusan reaksiyonlar,
kursun zehirlenmesi, aminoglikozit nefrotoksisitesi, agir metal nefrotoksisitesi, karbon
tetraklortire bagli karaciger hasari, glomerulonefritis, hepatitis B, iskemi ve
reperfiizyon, Vit E eksikligi, kanser, amfizem, hiperoksi, bronkopulmoner displazi,
arteroskleroz, pankreatitis ve romatoid artrit gibi pek cok hastalifin patogenezisinde

etkili olduklari 6ne siiriilmektedir (Ozdem ve Sadan 1994).

1.2.2. Antioksidan savunma sistemleri

Hiicrelerde serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 6nleyen, bunlar1 yakalama,
stabilize etme ve yok etme yetenegine sahip maddelere “antioksidan” adi verilir (Onat
vd 2002). Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 Onlemek igin bircok savunma mekanizmalart vardir. Bu mekanizmalar

"antioksidan savunma sistemleri" olarak adlandirilir.

1.2.2.a. Antioksidan sistemlerin siniflandirilmasi

Antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar seklinde siniflandirilabildigi
gibi enzim ve enzim olmayan antioksidanlar seklinde de siniflandirilabilir (Cizelge

1.1.).

Calisgmamizda endojen antioksidan enzim olan glutatyon rediiktaz (GR) aktivitesi

incelenmistir.

1.2.2.b. Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi (EC 1.8.1.7) ve Glutatyon

Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi (EC 1.8.1.7) ilk defa 1951°de tanimlanmistir. Bu enzim
diisiik veya yiiksek molekiil agirhikli disiilfit substratlar1 ile indirgenmis piridin

nikleotidleri arasinda elekton transferini katalizler.



Cizelge 1.1. Anti-oksidanlarin Siniflandirmasi

Eksojen Antioksidanlar

Endojen Antioksidanlar

Vitamin eksojen
antioksidanlar

flac olarak kullanilan eksojen antioksidanlar

Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol, oksipiirinol,

a-tokoferol (vitamin E)

pterin aldehit, tungsten)
NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal

B-karoten

anestezikler, kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid
antiinflamatuvar ilaglar)
Rekombinant siiperoksit dismutaz

Askorbik asit (vitamin C)

Trolox-C (vitamin E analogu)

Folik asit (folat)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar (GSH-Px

Enzim olan endojen antioksidanlar | Enzim olmayan endojen
antioksidanlar
Siiperoksit dismutaz (SOD) Melatonin
Glutatyon peroksidaz (GSHPx) Seruloplazmin
Glutatyon S-Transferaz (GST) Transferin
Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) Miyoglobin
6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD) Hemoglobin
Glutatyon rediiktaz(GR) Ferritin
Katalaz Bilirubin
Mitokondriyal
sitokrom oksidaz sistemi Glutatyon
Hidroperoksidaz Sistein
Metiyonin
Urat
Laktoferrin
Albiimin

aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein)

Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol,
albiimin)

Demir redoks dongiisii inhibitorleri (desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitorleri

Sitokinler (TNF ve IL-1)

Barbitiiratlar

Demir selatorleri

¢l
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Glutatyon rediiktaz (Glutatyon; NADP" oksidorediiktaz, EC 1.8.1.7: GR)
flavoenzimlerin piridin-niikleotid disiilfit oksidorediiktaz ailesinin bir iiyesidir. Bu
enzim glutatyon disiilfiti (GSSG) indirgenmis glutatyona (y-L-glutamil-L-sisteinil
glisin;GSH) NADPH yada NADH’1 bir indirgeyici ajan gibi kullanarak indirgenmesini
katalizler (Giil et al. 2000).

Glutatyon (GSH) karacigerde genetik bilgiye ihtiyag olmadan sentezlenebilen bir
tripeptitdir. Glutatyon (GSH) cok oOnemli bir antioksidandir, serbest radikaller ve
peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karst korur. Ayrica
proteinlerdeki siilthidril (-SH) gruplarini rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona
kars1 korur, boylece fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin inaktivasyonunu engeller.
Glutatyon (GSH) yabanci bilesiklerin detoksifikasyonu ve amino asitlerin
membranlardan transportunu da saglar. Glutatyon (GSH) eritrositleri, 16kositleri ve gz
lensini oksidatif strese kars1 korumada hayati 6neme sahiptir (Akkus 1995). Glutatyon
okside ve rediikte olmak iizere iki formda bulunur. indirgenmis glutatyon enzimatik ya
da enzimatik olmayan yollarla okside glutatyona (GSSG) doniislir. Bu doniisiim
ozellikle peroksitlerin parcalanmasinda ve enzimatik transhidrojenasyon sonucu

gerceklesmektedir.

Glutatyon, yapisinda bulunan —SH gruplar ile oksitleyici ajanlarin bozucu etkilerine
kars1 hiicreyi korumaktadir. Dolayisiyla glutatyonun diisiik konsantrasyonunda bazi
metabolik olumsuzluklar meydana gelebilir. Glutatyonun belirlenen gorevlerinden
bazilar1 sunlardir: Serbest radikallerin ve reaktif oksijen iirlinlerinin inaktivasyonu,
hemoglobin, spektrin gibi membran proteinlerini ve ¢esitli enzim proteinlerinin tiyol
gruplarinin korunmasi, ksenobiyotiklerin, bazi antineoplastik ilaglarin ve baz1 metabolik
son {irlinlerin konjugasyonla detoksifikasyonu, DNA ve protein sentezi, amino asit
transportu, insiilin gibi bazi proteinlerin disiilfiir baglarinin koparilmas1 ve bdylece
proteinlerin konformasyonunun degismesi, hiicre igerisinde sistein deposu olarak
bulunmasi ve bazi enzimatik reaksiyonlarda rol oynamasidir (Demir 1994; Knapen et

al. 1999).
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Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi, GSH-Px (glutatyon peroksidaz) vasitasiyla
hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar

indirgenmis glutatyona (GSH) doniisiimiinii katalize eder.

GR
GSSG+NAD(P)H+H" — » 2GSH+NAD(P)"

Glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi bu reaksiyonun en 6nemli hedeflerinden biri
hiicre ortamindaki GSH/GSSG oranin1 korumaktir. Bu oran kirmizi kan hiicrelerinde
yaklagik olarak 500/1°dir. Eritrositlerde GSH eksikligi zorunlu metabolik islemlerin
ciddi bir sekilde bozulmasiyla sonuglanir ve bu durum hemolize yol agar. Bu nedenle
pentoz fosfat yolunun etkin olarak calisabilmesi icin 6-fosfoglukonat dehidrogenaz
enzimiyle beraber bu yolun enzim aktivitelerinin yeterli miktarda olmasi gerekir (Keha

ve Kiifrevioglu 2004).

Antioksidan enzim glutatyon rediiktaz, ¢ofu organizmanin hiicresel redoks
metabolizmasinda GSH indirgenmesinin diizenlenmesini katalizleyerek hayati bir rol
oynar. GSH redoks homeostasisinde, deoksiriboniikleotidlerin sekillendirilmesinde
ayrica peroksitlerin, 2-oksoaldehitlerin ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda gorev
alir. Oksidatif strese karst dayaniksiz hiicreler ve ek olarak hizli poliferasyon
hiicrelerinin canlilifi nisbeten GSH’in rejenerasyonuna bagimlidir. Bu sebepten,
potansiyel GR inhibitorleri antitiimdr ve antiparaziter ilaclarin gelistirilmesinde 6nemli

rol oynar (Becker et al. 2001,2003).

Bu 6neminden dolay1 glutatyon rediiktaz enzimi iizerine ¢ok sayida ¢alisma yapilmis,
bircok kaynaktan saflastirillmis ve biyokimyasal ozellikleri incelenmistir. Bazi
kaynaklardan elde edilen enzimin amino asit dizilimi ve aktif bolgeleri belirlenmistir
(Becker et al. 2001). Insan eritrositi, fare karacigeri, bazi bitki ve bakteri hiicrelerinden
GR cDNA’lan elde edilmis ve bazi biyokimyasal ¢alismalar yapilmistir (Kelner and
Montoya 2000).
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1.2.2.c. Antioksidan sistemlerin mekanizmalari

Antioksidanlar mekanizmalarina gore ise, birincil ve ikincil antioksidanlar olarak ikiye
ayrilmaktadir. Birincil antioksidanlar; mevcut radikallerle reaksiyona girerek bunlarin
daha zararli formlara doniismelerini ve yeni serbest radikal olusumunu Onleyen
bilesiklerdir. Birincil antioksidan kategorisinde yer alan CAT, SOD ve GSHPx gibi
enzim sistemleri serbest radikalleri yok etme yetenegindedir. Bu enzimler genel olarak
serbest radikallerin DNA, proteinler ve lipidler gibi hiicresel bilesenlere zarar vermesini
siirlandirmak suretiyle bir hiicresel bolgeden digerine gegisini de onleyebilmektedirler
(Diplock 1998). Ikincil antioksidanlar ise; oksijen radikalini yakalayan ve radikal zincir
reaksiyonlarmi kiran A, C ve E vitaminleri, iirik asit, bilurubin ve polifenoller gibi

bilesiklerdir (Ou et al. 2002).

1.3. Oksidatif Stres

Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir
denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandig1 silirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu serbest
radikallerin olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme olmasi
durumunda serbest radikaller ve antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin
serbest radikaller lehine kaymasi durumunda oksidatif stres meydana gelir ve sonucta

doku hasarina yol acilir (Mercan 2004).

Her ne kadar serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil,
makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi i¢in gerekli olsa da, serbest radikallerin

fazla tiretimi doku hasari ve hiicre 6liimii ile sonuglanmaktadir (Halliwell et al. 1992).

Bu ¢alismada GR enzim aktivitesinin dl¢iilmesiyle D. melanogaster *de émiir uzunlugu,
fertilite ve oksidatif stres direncindeki degisiklikler belirlenerek lokal anestezik

maddelerden LIDO ve BUPI’nin antioksidan 6zellikleri degerlendirilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Lokal anestezik maddelerin Drosophila gibi bocek sistemlerinde kullanilmasina ait
literatiirde fazla bir bilgiye rastlamilmamigtir. Ancak oOzellikle gilinlimiize yakin

tarihlerde yapilan birkag arastirma mevcuttur.

Schneider et al. (2009), lidokain, prilonest ve septanest isimli anestezik maddelerin
Drosophila’da bir in vivo test sistemi olan somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
(SMART) ile genotoksisitelerini arastirmiglardir. Arastirma sonucunda yalnizca
prilonestin somatik hiicrelerde genotoksik aktivite sergiledigi, lidokain ve septanestin

ise herhangi bir gen veya kromozomal mutasyona yol agmadigini bildirilmistir.

Song et al. (2011), hamam bdoceklerinde sodyum kanallari tizerine lidokainin etkilerini
incelemisler ve sodyum kanallarinin bloke olma mekanizmasi ile memelilerdeki

mekanizmanin benzer oldugunu tespit etmislerdir.

Giliniimlizde hemen hemen tiim cerrahi uygulamalarda kullanilmakta olan lokal
anestezik maddeler hakkinda bircok calisma bulunmaktadir. Calismalar 6zellikle bu

maddelerin toksik etkileri ve antioksidan 6zellikleri lizerinde yogunlagmustir.

Lokal anestezik maddeler ile ilgili yaptigimiz literatiir calismasi sonucunda bu
maddelerin yiiksek doza bagli olarak Ozellikle sinir sistemi hiicreleri {lizerine toksik
etkili (Li et al. 1985; Rigler et al. 1991; Drasner et al. 1994; Auroy et al. 1997,
Hashimoto et al. 1998; Sakura et al. 2005) olabilecegi gibi bu maddelerin antioksidan
(Akkus 1995; Murphy et al. 1996; Yagmurdur et al. 2004) ozelliklere de sahip

olabilecekleri belirlenmistir.

Anestezistler tarafindan kullanilan biitiin ajanlarin doza bagl olarak potansiyel toksik

etkili oldugu bilinmektedir (Naguib et al. 1998).
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Gold et al. (1998), lidokain toksisitesini farelerin primer afferent noéronlarinda
incelemisglerdir. Dorsal kok gangliyon néron kiiltiiri 4 dakika siireyle 30 mM
konsantrasyonda lidokaine maruz kaldiktan sonra lidokaine bagli ndronal O6lim
gbzlenmistir. Lidokain intraselliiler ortamda serbest Ca’" konsantrasyonunu artirmis ve

boylece noral 6liime katkida bulunmustur.

Kanai et al. (2000), in vitro olarak yaptiklar1 arastirmada lidokainin, 80 mM’lik yiiksek
konsantrasyonunun fare siyatik sinirinde, enzimlerin sitoplazmadan sizmasini
kolaylagtirarak ve membran hasarina neden olarak norotoksik etkili olabilecegini

bildirmislerdir.

Johnson et al. (2002), hiicre kiiltiiri modelinde %2,5’dan daha yiiksek lidokainin
sitoplazmik kalsiyumu (Ca™) toksik seviyeye yiikselttigini belirtmislerdir. Ayni
arastiricilar  yiiksek konsantrasyonlarda bupivakain ve diisiik konsantrasyondaki
lidokainin ise kisa siireli uygulamalarda norotoksik etkilerinin olmadigini rapor
etmislerdir. Ancak baska bir calisma grubu yiiksek konsantrasyonlarda lidokainin,
sicanlarda antioksidan enzimatik sistemleri ve redoks tepkimelerini etkileyerek oksidatif

strese yol agabildiklerini rapor etmislerdir (Cano-Europa et al. 2008).

Lokal anestezik maddelerin antioksidan ozellikleri ile alakali yayinlanmis eserlere de

rastlamak mumkiindiir.

Zemel et al. (1995), albino ve renkli tavsanlarda LIDO ve BUPI’yi arastirmislardir. Bu
calismanin sonuglarina gdre anestezi icin etkili olan LIDO ve BUPI’nin

konsantrasyonlari tavsan retinasi i¢in toksik olmadigini belirtmislerdir.

Ramazzotto et al. (1985), Sprague Dawley siganlarinda gebelik esnasinda uygulanan
lidokainin teratojenik ve toksikolojik etkilerini degerlendirmislerdir. Yapilan ¢alisma
sonucunda yiiksek dozlarda dahi lidokainin belirgin bir toksikolojik veya teratojenik

etki yapmadigini belirtmislerdir.
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Lesnefsky et al. 1989, kopekler iizerinde yaptiklari bir ¢alismada lidokainin, lipid
peroksidasyon iirlinlinlin serbest birakilmasini azaltarak miyokardiyal hiicre membrani

korudugunu bildirmislerdir.

Murphy et al. (1996), eritrositlerde serbest radikal araciligi ile olusan oksidatif stres
lizerine propofol ve thopenton anestezik maddelerin etkisini incelemislerdir. Bu
calismada, hem propofol hem de thopenton serbest radikal temizleyicisi olarak
degerlendirilmistir. Ayrica, propofoliin thopentona gore daha giiclii bir serbest radikal

temizleyicisi oldugu sonucuna varilmistir.

Lenfant et al. (2004), lidokain, bupivakain ve ropivakain lokal anestezik maddelerin
antioksidan potansiyellerini karsilastirmali olarak insan eritrosit hiicrelerinde
calismiglardir. In vitro olarak yapilan deneyde oksidatif strese maruz birakilmis insan
eritrosit hiicre modelinde lidokainin antiksidan potansiyelinin diger iki anestezik

maddeye gore daha fazla oldugu bildirilmistir.

Tokgoz vd (2010), lidokain asir1 doz uygulamasinda hastalarda konviilziyon, kardiyak
toksisite ve koma goriildiiglinii rapor etmislerdir. Bu caligmada el bileginde kitle
cikarilmasi i¢in intravendz rejyonel anestezi uygulamasi amaciyla toplam 225 mg
%2’lik lidokain uygulanmasi gerekirken, ambalajina dikkat edilemedigi icin, yanlhslikla
ayn1 hacimde ve benzer ampiil formunda olan %10’luk lidokain’den toplam 1200 mg
verildigi halde sadece hafif santral sinir sistemi bulgular1 gozlenen bir olgu

sunulmustur.

1910 yilindan itibaren 6zellikle genetik denemelerde kullanilan D. melanogaster ve
diger model organizmalar son yillarda Oomiir uzunlugu, fertilite ve oksidatif stres
calismalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu ¢alismalardan bazilarinin 6zetleri

asagida kronolojik siraya gore verilmistir:

Loeb and Northrop (1916), sicaklik ve 0miir uzunlugu arasindaki iliskiyi arastirmus,

sicakligin omiir uzunlugunu etkileyen stres faktorlerinden biri oldugunu bildirmislerdir.
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Pearl (1928), metabolik aktivite ile Omiir uzunlugu arasinda bir iliski oldugunu
belirterek, diisiik metabolik aktiviteye sahip hayvanlarin daha az O, kullandigin1 ve bu
hayvanlarin yiiksek metabolik aktiviteye sahip hayvanlardan daha uzun siire

yasadiklarini gostermistir.

Bozcuk (1970), Drosophila subobscura’nin sadece sukroz+agar’la beslenen
popiilasyonunun standart ortamda beslenen populasyondan yaklasik olarak %50 daha

kisa dmiir uzunluguna sahip oldugunu belirtmistir.

Samis et al. (1971), D. melanogaster’in erkek ve disilerinde DNA, RNA ve protein
seviyeleri incelendiginde, disilerde bu molekiillerin erkeklere oranla ¢ok daha fazla

oldugunu bildirmislerdir.

Unlii ve Bozcuk (1979), Drosophila’da émiir uzunlugunun, farkl tiirlerde, ayni tiiriin
eseylerinde ve mutantlar arasinda farklilik gosterebilecegi ve bunun gibi farkli ¢evresel
kosullarda ayni genotipe sahip populasyonlarin farkli 6miir uzunluklarina sahip

olabilecegini gostermislerdir.

Economus and Lints (1986), Drosophila’nin erginlerinde sicaklik degisiminin omiir
uzunlugunu etkiledigini ve Ozellikle yiiksek sicakligin daha kisa omiir uzunluguna

neden oldugunu belirtmislerdir.

Ahmad and Pardini (1990), boceklerin memelilerle karsilastirildiginda daha yiiksek
oranda katalaz aktivitesine sahip olduklarini ve bu nedenle oksidatif stres olusturan dis
etkenlerin bu aktiviteyi nadiren degistirdigini, boceklerde katalaz aktivitesinin dis
etkenlerden c¢ok ic¢ etkenlere ve besinsel faktdrlere bagli olarak degisebilecegini

belirtmislerdir.

Setsini et al. (1991), yiiksek sicaklikta metabolik aktivite ve solunum hizinin arttigini,
bunun serbest radikal olusumunu arttirarak hiicresel hasara ve Omiir uzunlugunda

azalmaya sebep oldugunu gostermistir.
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Ames et al. (1993), canlilarin viicutlarinda oksidan-antioksidan oraninin saglikli yasam
ve verim agisindan onemli oldugunu savunmaktadir. Buna goére, yasam siirecinde
stirekli serbest radikallere maruz kalinmasi halinde hiicre hasar1 olugsmakta sonug olarak

kanser veya 6liim meydana gelmektedir.

Zaman et al. (1994), Musca domestica tiiriinde civa toksisitesinin neden oldugu

oksidatif stres sonucu CAT ve SOD aktivitelerinin arttigini bildirmislerdir.

Lithgow et al. (1995), 6miir uzunlugunun strese karsi direng gosterme yetenegine bagli

oldugunu ve strese cevap veren genlerin yaglanma hizini etkiledigini belirtmislerdir.

Jordens et al. (1999), Drosophila’larin besin ortamina seker kaynagi olarak sukroz
yerine galaktoz konuldugunda Omiir uzunluklarinin 6nemli derecede kisaldigini

bulmuslardir.

Landenberger et al. (2004), biotin vitamini eksikliginde Drosophila’da 6émiir uzunlugu

ve fertilitede 6nemli diisiislerin oldugunu tespit etmislerdir.

Altun (2007), Usnea longissima likeninin, D. melanogaster popiilasyonlarinda diisiik
konsantrasyonda Omiir uzunlugunda artig, yiiksek konsantrasyonda ise Omiir

uzunlugunda bir azalma gosterdigini belirtmistir.

Uysal and Askin (2007), fenoliin D. melanogaster gelisim siirecini uzattigini, fertilite
lizerine olumsuz etkileri bulundugu ve malformasyonlu bireylerin olusmasina neden
oldugunu bildirmiglerdir. Daha sonra bu olumsuz etkilerin folik asit vitamininin

kullanimu ile giderilebilecegini gostermislerdir (Askin et al. 2007).

Uysal vd (2009), Lobaria pulmonaria likeninin metanol, kloroform ve su ekstrelerinin

D. melanogaster’in 6miir uzunlugu {izerine etkileri arastirmiglardir. Calisma sonucunda,
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tiim ekstrelerin konsantrasyon artisina paralel olarak émiir uzunlugunu artirdigi, ancak

metanol ekstresinin digerlerine gore daha etkili oldugunu tespit etmislerdir.

Zhao et al. (2008), Porphyra (porphyran)’dan izole edilen polisakkaritlerin D.

melanogaster’de dmiir uzunlugu ve yasam kabiliyetini arttirdigini belirtmistir.

Diinya tizerinde nadir olarak bulunan Cerium elementinin Drosophila’da ortalama 6miir
uzunlugu, maksimum ortalama dmiir uzunlugu ve fertilite {izerine etkileri incelenmis ve
Cerium’un artan konsantrasyonlarinin her ii¢ parametre i¢inde olumsuz etkileri rapor

edilmistir (Huang et al. 2010).

Altun et al. (2011), bitkisel Ostrojenlerden genisteinin Omiir uzunlugu ve fertilite

tizerinde olumsuz etkili oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda oksidatif stresin olusup olusmadigi GR enzim aktivitesi Olgililerek
belirlenmeye c¢aligilmistir. Bu enzim aktiviteleri ile alakali literatiir bilgisi asagida

verilmistir.

Enzimin kendi substrati olan NADPH’a ilgisinin yiiksek oldugu belirlenmistir. GR’nin
katalizledigi reaksiyon doniisiimliidiir. Fakat reaksiyonun ters yonde ilerlemesi igin
ortamda yiiksek konsantrasyonda GSH ve NADP" olmalidir. In vitro sartlarda NADH
az bir afinite ile elektron ve proton saglayici olarak kullanilabilirse de NADPH
fizyolojik sartlarda aktiviteyi saglayan tek koenzimdir. Fizyolojik sartlarda reaksiyon
esas olarak tek yonliidiir ve GR bu yolla hiicre igerisinde GSH/GSSG oranmin yiiksek
tutulmasini saglar (Agan 1990).

Hayes and McLellan (1999), biitiin organizmalarin oksidanlari veya bu oksidanlarin
sebep olduklar1 hasarlar1 gideren enzimatik ve enzimatik olmayan savunma
mekanizmalarma sahip olduklarini belirtmislerdir. Hasar verici oksijen {iriinlerine karsi
enzimatik savunmanin baglica SOD, CAT ve glutatyon peroksidaz yoluyla yapildiginm

belirtmiglerdir. SOD dismutasyon reaksiyonlari ile siiperoksit anyonlarim1i H,O, ve
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molekiiler oksijene c¢evirmektedirler. CAT veya GSH-Px enzimleri araciligiyla da

H,0;’lerin uzaklastirilmasi saglanmaktadir.

Enzimler lizerine yapilan g¢alismalarin biiylik bir kismuni ilaglarin enzim aktivitesi
tizerine etkisinin belirlenmesi ve bu c¢alismalardan yararlanilarak yeni ilaglarin
gelistirilmesi amaciyla yapilan calismalar olusturmaktadir. Ilaglar enzim sistemleri
lizerine inhibitdr veya aktivator olarak etki yaparlar. Yapilan arastirmalarda ilaglarin
¢ogunun hem in vivo hem de in vitro olarak benzer etkiyi gosterdigi ancak bazi ilaglarda

in vivo ve in vitro galismalarin farklilik gosterdigi belirtilmistir (Beydemir et al. 2000).

Droge (2002), oksidatif stresin metabolik, norodejeneratif ve genetik bozukluklara,
otoimmun, kardiyovaskiiler ve enfeksiyoz hastaliklara, kansere ve allerjik patolojilere

yol acarak yaslanma siirecini hizlandirdigin1 savunmustur.

Glutatyon rediiktaz enzimi insan eritrositi, domuz eritrositi, sigir eritrositi, sican
karacigeri, sigir karacigeri, koyun beyni, koyun karacigeri gibi memeli kaynaklardan,
mantar, siyanobakteri gibi mikroorganizmalardan ve bugday, misir, bezelye ve 1spanak

gibi bitkisel kaynaklardan saflastirilmis ve karakterize edilmistir (Ulusu et al. 2005).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1.Kullamilan Organizma

Deneylerimizde kullandigimiz organizma Drosophila melanogaster Oregon R soyudur
(Diptera: Drosophilidae). Bu soyun o6zellikleri; normal, yuvarlak-kirmizi gozli ve
herhangi bir mutant karakter tasimayan yabanil tip (w.t=wild type) olarak
bilinmektedir. Bu soy, Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Genetik
Arastirma Laboratuari’nda 1988 yilindan bu yana kendilestirilmis ve genetik olarak ileri
derecede homojen bir laboratuar stogudur. ABD’nin Oregon eyaletinden koken alarak,
ilk kez 1910 yilinda Thomas Hunt Morgan tarafindan genetik arastirmalarda
kullanilmaya baglanmistir. Halk arasinda meyve sinegi veya sirke sinegi olarak bilinen

bu tiir, genetik ¢alismalarda en ¢ok kullanilan yabanil soylardan biridir.

Cesitli kalitm mekanizmalarinin ¢alisilmasinda ve anlagilmasinda, meyve sineklerinin
kullanilmasinin nedenlerini ve Drosophila’yr diger organizmalara goére istiin kilan

ozellikleri soyle siralayabiliriz:

1) Cok ¢esitli dogal ya da yapay varyasyonlar gosteren bir organizma olmasi,

2) Hayat devrinin ¢ok kisa (9-10 giin) olmasi,

3) Bir nesilde elde edilen birey sayisinin fazla olmasi,

4) Populasyonun laboratuarda kolayca yetistirilebilir olmast,

5) Kontrollii caprazlama yapilabilmesi,

6) Mitotik kromozomlardan kolayca ayirt edilebilen ve 6zellikle larvalarin tiikriik bezi
hiicrelerinde gortilebilen dev kromozomlar1 (=politen kromozom) tagimasi,

7) Islevsel olarak uzmanlasmis alt yapilarinin bir dizisini iceren ve omurgali merkezi
sinir sisteminde oldugu gibi yaklasik 200,000 sinir i¢eren bir beyne sahip olmasi,

8) Beynin fonksiyonel birimleri olan noronlarin sekilleri, sinaptik baglantilart

(iletisimleri) ve biyokimyasal isaretleri insanlarin ki ile ¢cok benzer olmasi,
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9) Insan ve Drosophila arasindaki biyolojik benzerliklerin yani sira Drosophila’ nin
ozellikle Alzheimer, Parkinson, Bipolar ve Huntington hastaliklar1 gibi nérodejeneratif
hastalik sahasinda biiyiik bir basari ile kullanilmasi, (Bu islevsel ve yapisal benzerlikler
Drosophila’ nin biyofiziksel, molekiiler biyoloji, ndrobiyoloji ve davranis diizeyleri
acisindan insan hastaliklarinin modellenmesine izin vermistir),

10) Memeli ve bocek sodyum ve potasyum kanallarinin benzer sekilde bloke olmasi,

11) Drosophila’nin homeotik segici genlerinin — sinegin tiim viicut planini kontrol eden
genler- memelilerdeki es deger genlerle yakin iliskili oldugunun kesfi, insan gelisim

stirecinin ¢alisilmasinda Drosophila’nin bir model olarak kullanilmasini saglamistir.

3.1.1. Drosophila melanogaster’ in yasam dongiisii

Drosophila melanogaster’in déllenme ve zigot olusumunu takiben ergin hale gelmesi
siire bakimindan ortam sicakligina bagimlilik gostermektedir. 25°C’de bu siire 9-10
glindiir. Bir ergin disi sinek yasami boyunca 300’¢ kadar varan sayida yumurta
birakabilir. Genelde bunlarin %95’1 olgunlasip acilabilir. Optimum sartlarda bir
genetike¢i y1lda maksimum 30 generasyon elde edebilir. Yumurtayi takiben holometabol
baskalasimdan dolay1 embriyo, larva evreleri, prepuapa, pupa ve ergin déonemleri hayat
dongiisiinii olusturur (Doane 1967). Diger boceklerde oldugu gibi, Drosophila’ da da

gelisme iki agamada olur.

Birincisi embriyonik donemdir. Bu donem, yumurtanin dollenmesi ile baglar ve birinci
evre larvanin yumurtadan ¢ikmasina kadar devam eder. Biitiin embriyonik gelismeler
yumurta zarlar icinde meydana gelir. Ikinci dénem ise post-embriyonik donemdir.

Birinci evre larvadan ergin birey oluncaya kadar gecen siireyi i¢ine alir.

Yumurtalar, yaklasik 0,5 mm uzunlugunda olup beyaz renklidir. Yumurtanin dis tarafi
korion ad1 verilen bir zarla kaphdir. Anterior ucunda dorsalden uzanan bir ¢ift filament,
yumurtanin birakildigi yumusak besin ortamina batmamasini saglar (McMillan et al.
1970). Yumurta agilmasini takiben ¢ikan birinci evre larva, pupa olusumuna kadar iki

defa deri degistirir ve bdylece ii¢ larva donemi gegirilmis olur. Larva ii¢lincii doneminde
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yaklagik 4-4,5 mm uzunlugunda olabilir. Larvanin her deri degistirmesinde kutikula
ozel yapilart ile (agiz dahil) birlikte degisir. I¢ organlarm biiyiimesi, deri
degistirmelerine bagl olan tedrici ve siirekli sekilde devam eder (Demirsoy 1982).
Ucgiincii larva doneminin sonuna dogru larva iginde bulundugu kabin duvarindaki kuru
bir bolgeye kadar tirmanir ve burada koyu sari-kahve renkte ilk once prepupaya,
yaklasik 4 saat kadar sonrada pupaya gelisir. Gelisimin tamamlanmasi ile ergin sinekler
pupa kilifinin anteriorunu delerek disari ¢ikarlar. Yeni ¢ikan ergin bireyler ilk once agik
renkli, uzun viicutludur. Fakat hemen birkag saat i¢inde koyulasirlar. Baslangigta kirisik
olan kanatlar1 agilir ve normal ergin gorliniimiine ulasirlar. Tirlere gore degismekle
birlikte bakire disiler, pupadan ¢iktiktan 3,5-4 saat sonra eseysel olgunluga erisebilir ve
12 saat sonra ise yumurtlayabilirler. Erkekler ise pupadan ¢iktiktan birka¢ saat sonra
ciftlesebilirler (Ashburner and Thompson 1978). Drosophila melanogaster’in gelisim

evreleri Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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Drosophila’da biitiin boceklerde oldugu gibi viicut kaput (bas), toraks (gogiis) ve
abdomen (karin) olmak tizere iic kisma ayrilir. Bas ve toraks biiyiikk sert killar
(makroseta) ve ufak yumusak killar (mikroseta) ile ortiiliidiir. Bunlarin her iki tiirii de
duyu organi olarak gorev yaparlar. Say1 ve sekilleri kalitsal olarak degisir. Basin iki
yaninda birer bilesik (petek) goz, tepe kisminda ii¢ basit géz bulunur. Bas bolgesinde
ag1z pargalar1 ve 1 ¢ift anten bulunmaktadir. Toraksin her segmentinden bir ¢ift bacak
cikar. Ikinci toraks segmentinde bir ¢ift kanat ve 3. toraks segmentinde bir ¢ift halter
organi tasirlar. Abdomen erkek ve disi bireylerde farkliliklar gosterir. Disi bireylerde
abdomenin ucu uzun ve sivri, erkeklerde daha kisa ve yuvarlaktir. Ayrica disilerin
yaslanmasiyla abdomenleri yumurtalarla dolar ve buna bagl olarak genisler. Yabanil
tipler ve birgok mutant bireylerde abdomen segmentlerinde bulunan koyu renkli
cizgiler, erkek ve disilerin ayiriminda kullanilan 6nemli bir kriterdir. Erkek bireylerde
abdomenin arka segmentleri siyahtir. Diside ise bu agik ve koyu ¢izgiler, abdomenin ug
kismina kadar devam eder. Disinin abdomeninde 7, erkegin abdomeninde ise 5 tane
goriilebilir segment mevcuttur. Mikroskobik incelemelerde dis genital yapida da
farkliliklar gozlenir. Erkeklerde, birinci ¢ift bacagin birinci tarsus segmenti iizerinde
siyah ve kalin bir kil demetinden olusan esey taragi (metatarsal tarak) bulunur. Disilerde

bu olusuma rastlanmaz.

3.2. Deney Kosullan

3.2.1. Cevre kosullar:

Deneyde kullanilan biitiin stok kiiltiirler ve kurulan deney sistemleri 2541°C sicaklik ve
%40-60 bagil nem iceren ortamlarda ve siirekli karanlik kosullarda Atatiirk Universitesi
Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimii’nde Genetik Arastirma Laboratuari’nda tutuldu.
Calismalar sirasinda sinekler sadece caprazlama, aktarma, virjin toplama ve larva

toplama iglemleri i¢in aydinlik ortama alindilar.
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3.2.2. Kimyasal bilesikler

Lidokain [CAS No. 137-58-6, Jetmonal® (lidokain HCI %2,20 mg/ml NaCl 4,6 mg/ml)]
ve Bupivakain [CAS No. 18010-40-7, Marcaine® (Bupivakain HCI %0,5, 5 mg/ml
NaCl 8 mg/ml)] maddeleri Atatiirk Universitesi, Tip Fakiiltesi, Anesteziyoloji
Boliimii’nden temin edildi. Instant Drosophila besiyeri Sigma® Sirketinden satin alindu.
LIDO ve BUPI bilesikleri %0,9 NaCI igeren fizyolojik su ile seyreltildi. Bu lokal
anestezikler ve karigimlart dort farkli konsantrasyonda (%0,0625; %0,125; %0,25;

%0,5) test edildi. Hazirlanan tiim konsantrasyonlar Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Bu calisma i¢in kullanilan farkli besi ortamlarinin igerigi

Besi ortam icerikleri

Besiyeri No LIDO (%) BUPI (%)
Control (% 0,9 NaCl) — —
LIDO1 0,0625 —
LIDO I 0,125 —
LIDO III 0,25 —
LIDO IV 0,5 —
BUPI I — 0,0625
BUPIII —_— 0,125
BUPI III —_— 0,25
BUPI IV —_— 0,5
LIDO + BUPI I 0,0625 0,0625
LIDO + BUPI II 0,125 0,125
LIDO + BUPI III 0,25 0,25
LIDO + BUPI IV 0,5 0,5

3.3. Deneylerin Yapihis1

3.3.1. 72 saatlik (iiciincii evre) larvalara LIDO ve BUPI’nin uygulanmasi

Ayni yasta sinekler elde etmek igin ergin sinekler 25°erli gruplar halinde Standart
Drosophila Besiyeri (SDB) igeren siselere alindi. Yaklasik olarak 9-10 giin sonra yeni
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bireyler elde edildi. Virgin disiler ve yeni nesil erkekler SDB igeren siselerde ayr1 ayri
toplandi. Daha sonra bu sinekler besiyerlerinde ayr1 gruplar halinde ¢aprazlandi. Virgin
digilerle erkeklerin ¢aprazlanmasiyla elde edilen yumurtalar bira mayas: ile
zenginlestirilmis standart bir ortamda 8 saat siireyle topland1 (Graf and van Schaik
1992). Standart ¢aprazlamadan elde edilen ii¢ giinliik larvalar 9’ar ml test soliisyonlar1
ile sulandirilmis 4,5 g kuru Instant Drosophila Medium (IDM) igeren siselere aktarildi.
Larvalar gelisimlerinin geri kalan kismi1 i¢in bu ortamda beslendiler (yaklasik olarak 48
saat). Hayatta kalan larvalarin pupa evresine gegisi ile beslenme sonlandi. Her bilesik ile
lic deney yapildi. Larvalar test bilesiklerinin farkli konsantrasyonlar1 ile beslendi.

Ayrica, %0,9’1uk fizyolojik su kontrol olarak 72 saatlik lavalara ayni sekilde uygulandi.

3.3.2. Omiir uzunlugu ¢ahismalar

Uygulama sonrasinda sadece SDM igeren dort kiiltlir sisesinin herbirine 25’er tane
olmak {izere (disi ve erkek sinekler i¢in ayr1 uygulanmis) her grup i¢in 100 sinek
yerlesirildi. Hem kontrol hem de uygulama gruplart i¢in deneyler ayni zamanda
baslatildi. Sineklerin sayis1 her uygulama giinliniin hem basinda hem de sonunda
kontrol edildi ve 6li sineklerin sayisi kayit edilerek kiiltiir siselerinden uzaklastirildi.
Uygulamaya son birey oliinceye kadar devam edildi. Ortalama 6miir uzunlugu (=Mean
Life Span: MLS) hayatta kalan sineklerin sayis1 %50’ye ulastig1 giin olarak, maksimum
ortalama Omiir uzunlugu (Maximum Mean Life Span: MMLYS) ise yine hayatta kalan

sineklerin sayist %10’a ulastig1 giin olarak hesaplandi (Huang et al. 2010).

3.3.3. Fertilite calismalar:

Bu amagla, kontrol ve deney grubu olusturulmustur. Kontrol grubu i¢in yalnizca IDM +
%0,9’luk NaCl ¢ozeltisi kullanilmistir. Deney grubunu olusturan besi ortamlarina ise
IDM + farkli konsantrasyonlarda lokal anestezik eklenmistir. 4 farkli konsantrasyonda
LIDO (LIDO I- %0,0625, LIDO II- %0,125, LIDO III- %0,25, LIDO IV- %0,5) ve 4
farkli konsantrasyonda BUPI (BUPI I- %0,0625; BUPI 1I- %0,125; BUPI III- %0,25;
BUPI 1V- %0,5) ¢dzeltisi hazirlanarak ayni yastaki 5 erkek 5 virgin disi bu ortamlara



30

birakilmistir. Bu ebeveyn bireyler pupa goriiliinceye kadar bu besi ortaminda tutuldu.
Pupalar gozlendikten sonra ebeveyler salindi. Yeni olusan F, bireyleri 8 giin boyunca

cinsiyet farkliliklar1 gbz oniinde tutularak sayildi. Sayimlar1 yapilan sinekler ortamdan

uzaklastirildi. Deneyler 3 kez tekrarlanarak sonuglarin ortalamalar1 alindi.

3.3.4. Enzim aktivitelerinin belirlenmesi ile ilgili calismalar

3.3.4.a. Homojenizasyon ve santrifiigasyon

Her uygulama ve kontrol gruplari i¢in hayatta kalarak ergine gelisebilen erkek bireyler
pupadan ¢iktiklar1 ilk 2-3 saat igerisinde toplanarak enzim ¢alismalari i¢in kullanilmak
tizere derin dondurucuda -80°C’de saklanmistir. Enzim aktivitelerinin belirlenecegi bu
ergin bireyler tartilmistir. Tartilan sinekler 1/5 oraninda PBS (Na,HPO; 2,8834 g,
NaH,PO4 0,6 g, NaCl 8,2 g, pH:7) tamponuyla karistirilarak, cam-teflon
homojenizatérde (2000 rpm devirde) 10-15 wvurus ile, 30 sn. araliklarla 2 kez
homojenize edilmistir. Homojenat eppendorf tiiplerine alinarak, 0°C* de 20 000 rpm’de
10 dk. santrifiij edildi. Tiim enzimatik ¢aligmalar buz i¢inde yapilmistir. Elde edilen
siipernatant mikropipet yardimi ile temiz eppendorf tiiplerine alindiktan sonra -80°C’de

derin dondurucuda enzim aktiviteleri dl¢iilene kadar saklanmistir (Ozata 2006).

3.3.4.b. Enzim aktivite tayini

Calismalarimizda GR enzim aktivitesi, homojenizasyon ve santrifiigasyon sonucu elde
edilen enzim kaynagimizdan spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Enzim aktivite

Olctimleri i¢in gerekli maddeler temin edilerek gerekli ¢ozeltiler hazirlanmastir.

3.3.4.b.1. GR enziminin aktivite 6l¢iimii

GSSG+NAD(P)H —> 2GSH +NAD(P)"
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Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesinin belirlenmesi iki temel esasa dayanmaktadir.
Birincisi; yukaridaki reaksiyona giren NAD(P)H 340 nm’de maksimum absorbans
vermektedir. Reaksiyon ortamina katilan GR enzimi NAD(P)H’1n azalmasina sebep
olmaktadir. Bu azalma spektrofotometrik olarak 340 nm’de takip edilmektedir (Carlberg
and Mannervik 1985). Ikincisi ise aym reaksiyonda iiriin olarak ortaya ¢ikan GSH’m
5,5'-ditiyobis (2-nitrobenzoik asit) (DTNB) ile reaksiyonu sonucu olusturdugu bilesigin
412 nm’de verdigi absorbansin spektrofotometrik olarak takip edilmesi esasina dayanir.
GR enzimi GSH’1n zamanla artmasini saglamakta, olusan GSH da DTNB ile reaksiyona
girerek absorbans artisina sebep olmaktadir (Smith et al. 1988). Bu iki yontemden
birincisi daha spesifik oldugu icin tercih edilmektedir. Bu sebeple biz de bu ¢alismada
birinci yontemi kullandik. Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi FAD’li ve FAD’siz
olmak tiizere iki degisik 6l¢lim yapilmaktadir. Bazen biri bazen de her iki tiirlii 6l¢iim

yapilarak karsilastirma yapilmaktadir. Calismamizda FAD’siz 6l¢iim yapildi.

3.4. istatistik Analizler

Kontrol ve uygulama gruplarinin ortalama omiir uzunlugu degerlerini karsilastirmak
icin tek yonli varyans analizi ve Duncan’in ¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir.
Istatistiksel degerlendirmelerde p<0,05 degeri dikkate alinmistir. Bunun igin SPSS
(SPSS INC., USA) 16 programi kullanilmistir. Enzim aktivitesinden elde edilen

sonuclarin degerlendirilmesinde ise tek yonlii varyans analizi kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu c¢alismada lidokain ve bupivakain farkli konsantrasyonlarinin Drosophila
melanogaster’de omiir uzunlugu, fertilite ve oksidatif stres direnci ilizerine etkileri

incelenmistir.

4.1. Cesitli Lokal Anesteziklerin Omiir Uzunlugu Uzerine Etkileri

Bolim 3.3.2°de Omiir uzunlugu c¢alismasinin nasil gerceklestirildigi ayrintili olarak
aciklanmistir. LIDO, BUPI ve LIDO + BUPI karisiminin 4’er farkli konsantrasyonu

degerlendirilmistir.

4.1.1. LIDO’nun 6miir uzunlugu iizerine etkisi

Deneylerimizde kullandigimiz lidokain disi sineklerde ortalama Omiir uzunlugunu
(MLS) konsantrasyon farkliligina gore degisik sekillerde etkilemistir. Sonuglar Cizelge
4.1°de gosterilmistir. Sonuglarimiz kontrol grubu ile karsilastirildiginda kontrol grubu
disilerde MLS degeri 44 giin iken bu deger diisiik konsantrasyonlar olan LIDO I ve
LIDO 1II'de smasiyla 42 ve 43 giin olarak tespit edilmistir. Diger iki
konsantrasyonlarimiz olan LIDO III ve LIDO IV (yiiksek konsantrasyonlar) uygulama
gruplarimizda MLS degerleri sirasiyla 49 ve 53 giin olarak belirlenmistir. Yani 6nemli
Olclide kontrole gore MLS’de bir artis gozlenmistir (Cizelge 4.1). Benzer bulgular
maksimum ortalama yasamda da (MMLS) griilmiistiir. Kontrol grubu disilerde
maksimum ortalama émiir uzunlugu 57 giin olurken bu deger lidokain uygulamasinin en

yiiksek dozu olan %0,5 i¢in 61 giin olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

Erkek bireyler i¢in lidokain uygulamasinin sonuglart hem MLS hem de MMLS ig¢in disi
bireylerden farklidir. Kontrol grubunda belirlenen MLS ile uygulama gruplarimizin en
yiiksek dozu olan %0,5’de 49 giin ile ayni oldugu belirlenmisir. Diger dozlarda ise

MLS’de belirgin bir azalis séz konusudur. Ornegin LIDO III’'de MLS 40 olarak
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belirlenmis bu da istatistiksel olarak 6nemli bir diisiis gostermistir (p<0,05). MMLS’de

ise kontrol grubu ile uygulama gruplar1 arasinda belirgin bir fark gézlenmemistir.

Calismamizin lidokain kisminda 6zellikle disi bireyler {izerinde belirgin bir etkinin

olustugu Cizelge 4.1’de agikg¢a goriilmektedir.

Cizelge 4.1. Farkli LIDO konsantrasyonlari ile beslenen D. melanogaster erkek ve disi
bireylerinin émiir uzunlugundaki degisim

Lidokain . . Ortalama 6miir uzunlugu Maksimum ortalama omiir
konsantrasyonu Sineklerin
(MLS) + SD uzunlugu (MMLS) + SD
sayis1
(%)
Disi | Erkek Disi Erkek Disi Erkek

0 (Kontrol) 100 100 44,33+2,08* | 49,33+1,53¢ 57,33+4,72* | 55,67+3,05°
LIDO I (0,0625) 100 100 42,33+2,89* | 47,33+£2,08*° 55,33+3,51* | 55,33+1,53°
LIDO 11 (0,125) 100 100 43,00+2,8° 44,33+1,53° 56,00+2,00* | 53,33+2,51°
LIDO III (0,25) 100 100 49,33+4,16° | 40,33+3,05¢ 58,33+2,52* | 56,00+3,00°
LIDO 1V (0,5) 100 100 53,33+2,08° | 49,00+1,00° 61,33+2,51* | 57,33+4,51°

*Farkli harflerle gosterilen gruplar arasindaki fark dmiir uzunlugu ig¢in 6nemlidir (p<0,05).

4.1.2. BUPI’nin 6miir uzunlugu iizerine etkisi

Deneylerimizde kullandigimiz ikinci madde olan bupivakainin disi MLS iizerine etkisi
incelendiginde; en diisiik doz olan BUPI I"de MLS degeri, kontrol grubunun MLS
degerine (44) gore azalmistir. Diger dozlarda ise konsantrasyon artisina gére MLS
degerinde belirgin bir artis gézlenmistir. Sonuglar Cizelge 4.2°de goriilmektedir. BUPI®
nin disi bireylerin MMLS’ye etkisi MLS ile farklilik gostermistir. Kontrol grubunun
MMLS degeri 57 giin iken; BUPI I ve BUPI II de kontrole gére diisiis gozlenmistir.

Uygulama gruplar ile kontrol grubu arasinda belirgin bir fark gézlenmemistir.

BUPI nin erkek bireylerin MLS degerine etkisi incelendiginde kontrol grubunun MLS
sinin 49 giin oldugu belirlenmistir. Uygulama gruplarin ilk {i¢iiniin (BUPI I, BUPI 1I,
BUPI III) MLS degerinde kontrol grubunun MLS degerine gore azalis gozlenmistir.

Ancak bu dozlar kendi aralarinda karsilastirildiklarinda konsantrasyon artisina baglh
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olarak MLS degerinde artis gozlenmistir. En yiiksek konsantrasyona sahip deney
grubumuzda (BUPI IV) ise MLS degeri kontrol grubu ve diger gruplara gore belirgin
bir sekilde artig gostermistir. Sonuglar Cizelge 4.2°de goriilmektedir.

BUPI'nin erkek bireylerin MMLS’sine etkisi incelendiginde kontrol grubunun MMLS
degerinin 56 giin oldugu goriilmektedir. 11k iki uygulama grubunda (BUPI I, BUPI II)
MMLS degeri kontrol grunbuna gore azalmistir ancak bu uygulama gruplart kendi
aralarinda degerlendirildiklerinde konsantrasyon artigina bagli olarak MMLS degerinde
artis goriillmektedir. Ugiincii uygulama grubunun (BUPI III) MMLS degerinde kontrol
ve diger gruplara gore artis goriilmektedir. En yiiksek konsantrasyonda (BUPI 1V) ise
kontrol grubunun MMLS degerine gore artis gézlenmistir ancak konsantrasyon arttigi
halde bir onceki konsantrasyona gore azalis gozlenmistir. Sonuclar Cizelge 4.2°de

goriilmektedir.

BUPI’'nin MMLS’ye etkisi disi ve erkek bireylerde karsilastirildiginda, disi ve erkek
bireylerdeki en yliksek MMLS degerleri ayn1 uygulama grubuna ait olup bu uygulama
grubunun konsatrasyonu %0,25 dir. Sirastyla MMLS degerleri 58 ve 60 giindiir.

Cizelge 4.2. Farkli BUPI konsantrasyonlari ile beslenen D. melanogaster erkek ve disi
bireylerinin 6miir uzunlugundaki degisim

Bupivakain Ortalama 6miir uzunlugu Maksimum ortalama 6miir
konsantrasyonu Si‘;g‘;i:lﬁ“ (MLS) = SD uzunlugu (MMLS) + SD
(%) Disi Erkek Disi Erkek Disi Erkek

0 (Kontrol) 100 100 44,33+2,08" 49,33+1,53* | 57,33+4,72° | 55,67+3,05
BUPI I 100 100 40,33+2,89° 42,33+2,08" 53,33+2,08" | 49,00+4,58"
BUPIII 100 100 47,00+3,00° 43,33+3,05* | 54,33+3,05° | 52,67+5,51%
BUPI 111 100 100 49,67+3,51 ¢ 44,00+2,64*° | 57,67£4,04° | 60,00£5,29°
BUPI IV 100 100 53,67+3,78° 53,0046,24° 56,33+2,52° | 5833%4,16"

*Farkli harflerle gosterilen gruplar arasindaki fark 6miir uzunlugu ig¢in 6nemlidir (p<0,05).
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4.1.3. LIDO + BUPI’nin 6miir uzunlugu iizerine etkisi

Deneylerimizde son olarak LIDO ve BUPI karigiminin &miir uzunlugu {izerindeki

etkileri incelenmistir.

Bu karisimin disi bireylerdeki MLS’ye etkileri incelendiginde kontrol grubunun MLS
degerinin 44 giin oldugu gozlenmistir. ilk uygulama grubunun (LIDO + BUPI I) MLS
degerinde kontrol grubuna gére diisiis gdzlenmistir. Ikinci uygulama (LIDO + BUPI II)
disi bireylerde MLS degerini diger gruplara gore belirgin bir sekilde artirmustir. Ugiincii
uygulama (LIDO + BUPI III) grubunun MLS degerinin kontrol grubu ile ayn1 oldugu
gozlenmistir. En yiiksek konsantrasyonda ise (LIDO + BUPI 1V) ise MLS degerini
kontrol grubuna gore artirmustir; ancak en olumlu etki ikinci uygulama grubunda (LIDO
%0,125 + BUPI %0,125) gozlenmistir. Ayrica bu karisimin disi bireylerdeki MMLS
degerine etkisi incelendiginde ise etkinin yine benzer sekilde oldugu goriilmiistiir.
MMLS’yi en olumlu etkileyen uygulama grubu LIDO + BUPI II (%0,125 + %0,125)
dir. Diger uygulama gruplarinda ise kontrol grubuna gore azalis gézlenmistir sonuglar

Cizelge 4.3’te goriilmektedir.

Bu karisimin erkek bireylerin MLS ve MMLS degerlerine etkisi incelendiginde
sonuglar disilere gore farklilik gostermektedir. Erkek bireylerde kontrol grubunda MLS
49 giin olup birinci uygulama grubunun (LIDO + BUPI I) MLS degerinde kontrol
grubuna gore belirgin bir sekilde diisiis gozlenmistir (44 giin). Ikinci uygulama
grubunun (LIDO + BUPI II) MLS degeri kontrol grubuna ve bir énceki gruba gore
azalmistir (42 giin). Uglincii uygulama grubunun MLS degeri (LIDO + BUPI III)
kontrol grubu ile aynidir (49 giin). Son uygulama grubunun (LIDO + BUPI 1V) MLS
degeri 44 giin olup kontrol grubuna gore diisiis gozlenmistir. Sonuglar Cizelge 4.3°te

goriilmektedir.

Bu karigim MLS degerini erkek ve disi bireylerde farkli sekillerde etkilemistir. Disi
bireylerde en olumlu etki gdsteren konsantrasyon (LIDO + BUPI II) maksimum MLS
degerine sahipken, erkek bireylerde bu konsantrasyon en diisiik MLS degerine sahiptir.
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LIDO ve BUPI karisiminin erkek bireylerin MMLS degerine etkileri incelendiginde

kontrol grubunun MMLS degerinin 56 giin oldugu gdzlenmistir. ilk iki uygulama
grubunda (LIDO + BUPI I ve LIDO + BUPI II) kontrol grubuna gére diisiis olmus

ancak bu gruplar arasinda fark gézlenmemistir (p>0,05). Son iki uygulama grubunda

(LIDO + BUPI III ve LIDO + BUPI IV) ise yine kontrol grubuna gore bir diisiis

meydana gelmistir ancak Onceki iki uygulama grubuna gore artis s6z konusudur. Yani

konsantrasyon artigina bagli olarak ¢ok belirgin olmamak tizere artis gézlenmistir.

Bu karisimin MMLS degerine etkisi incelendiginde disi ve erkek bireylerde MLS ye

benzer etki yaptig1 belirlenmistir. Disi bireylerde maksimum MMLS ye sahip olan

uygulama grubu LIDO + BUPI II olup bu deger 58 giindiir. Ancak erkek bireylerde bu

doz en diisiik MMLS degerine sahiptir. Sonuglar Cizelge 4.3’te goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Farkl1 LIDO + BUPI konsantrasyonlari ile beslenen D. melanogaster erkek
ve disi bireylerinin 6miir uzunlugundaki degisim

LIDO+BUPI Ortalama 6miir uzunlugu | Maksimum ortalama omiir
konsantrasyonu Sineklerin sayis (MLS) + SD uzunlugu (MMLS) = SD
(%) Disi Erkek Disi Erkek Disi Erkek

0 (Kontrol) 100 100 44334208 | 49,33+1,53° 57,33+4,72° | 55,67+3,05°
LIDO+BUPI I 100 100 42,00+3,00° | 43,67+4,51%¢ 53,0043,00° 53,33+4,51°
LIDO+BUPI II 100 100 53,33+4,51° | 41,67+1,53° 57,67+2,52* | 53,00+3,00°
LIDO+BUPI 1T 100 100 44,00+4,00° | 48,67+3,05 54,6743,51° 54,67+4,51°
LIDO+BUPI IV 100 100 47,33+5,51%° | 44,33+3,51*°¢ | 56,33+1,53° 55,33+1,53°

*Farkli harflerle gosterilen gruplar arasindaki fark 6miir uzunlugu ig¢in 6nemlidir (p<0,05).

Lidokain, bupivakain ve lidokain + bupivakain uygulamasi sonucu erkek ve disi

Drosophila’ da elde edilen ortalama omiir uzunlugu (MLS) ve maksimum ortalama

Omiir uzunlugu (MMLS) verilerinin tiimii Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de grafik seklinde

verilmigtir.
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Sekil 4.1. Disi ve Erkek bireyler icin LIDO, BUPI ve LIDO + BUPI MLS
karsilastirmasi

Sekil 4.1°de de goriildiigii gibi hem lidokain hem de bupivakain yalniz uygulandiginda
ozellikle disi bireylerde doz artisina paralel olarak MLS degerini arttirmiglardir. Disi
bireylere uygulalan karisimda ise en olumlu sonug lidokain ve bupivakainin %0,125’lik
konsantrasyonunda elde edilmistir. Erkek birey uygulamalarinda ise ne karisim
sonuglarinda ne de lidokainin ve bupivakainin yalniz uygulandigi gruplarda (BUPI

%0,5 uygulamasi hari¢) kontroliin iizerinde bir sonuca rastlanilmamstir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.2. Disi ve Erkek bireyler i¢in LIDO, BUPI ve LIDO + BUPI MMLS
karsilastirmast
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Sekil 4.2°de goriildiigii gibi LIDO disi bireylerde MMLS’yi ilk iki uygulama grubunda
(LIDO I ve LIDO II) kontrol grubuna gore ¢ok belirgin olmamak iizere diisiirmiistiir.
Ancak son iki uygulama grubunda (LIDO III ve LIDO IV) kontrol grubuna gére MMLS
degerinde artig belirlenmistir. BUPI uygulanan gruplarda ise BUPI III hari¢ diger tiim
uygulama gruplarinda MMLS degerinde kontrol grubuna gore bir diisiis tespit
edilmistir. Yine disi bireylerde LIDO + BUPI’'nin MMLS ye etkisi kontrol ile
karsilastinldiginda sadece LIDO + BUPI III grubunda kontrole gore bir artis diger
gruplarda se kontrole gore azalis gézlenmistir (Sekil 4.2). LIDO’nun erkek bireylerdeki
MMLS’ye etkisi incelendiginde hi¢bir uygulama grubunun MMLS’yi belirgin bir
sekilde artirmadig1 ve genelde bu degeri diisiirdiigii goriilmiistiir. BUPI’nin MMLS’ye
etkisine bakildiginda ise ilk iki uygulama grubunun (BUPI I ve BUPI II) MMLS’yi
kontrole gore diisiirdiigii son iki uygulama grubunun ise (BUPI III ve BUPI IV)
MMLS’yi kontrole gore artirdigi gézlenmistir. Ancak aradaki fark ¢ok belirgin degildir.
LIDO + BUPI’nin ise erkek bireylerde MMLSyi tiim uygulama gruplarmda kontrole

gore ¢ok belirgin olmamak {izere diisiirdiigli belirlenmistir (Sekil 4.2).

Asagidaki grafiklerde incelenen anestezik maddelerin Drosophila melanogaster’in
erkek ve disi yasam yiizdesi tizerine etkileri gosterilmektedir (Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil
4.5).

120 ¢ LiDO i LIDO
100 120
o 100 |rs
80 L 10f
- 80
L 5 =
x__é 60 M 60
= ]
M40 5 40
E 3
- bl
£ 20 z A
o 0
0 1§ 152229 36 42 44 49 53 55 57 39 6l
I 8 152229 36 42 44 49 53 55 57 59 61 63 .
o Yas ( Giin Sayis1)
Yag (Giin sayisy)
——Konttol § ==LiD0 T ——LIDO T =— LD T ——LiDO TV =—Koutiol ' =#=LIDOT =+=LIDO Nl ==LIDO Il ==LIDOIV

Sekil.4.3. LIDO’nun erkek ve disi bireylerde émiir uzunluguna etkisi
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Sekil 4.5. LIDO + BUPI’ nin erkek ve disi bireylerde émiir uzunluguna etkisi

4.2. Cesitli Lokal Anesteziklerin Fertilite Uzerine Etkileri

Bolim 3.3.3°te

fertilite g¢aligmasinin  nasil

gergeklestirildigi

ayrintilt  olarak

aciklanmustir. Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5°de elde edilen bulgular gosterilmistir.
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4.2.1. LIDO’nun fertilite iizerine etKisi

LIDO’ nun farkli konsantrasyonlarinin D. melanogaster’in disi ve erkek bireylerinde
fertilite iizerine etkileri incelenmistir. Erkek ve disi bireyler i¢in kontrol grubundaki
fertilite %100 olarak kabul edilip diger gruplar ile karsilastirilmistir. Disi bireylerden
elde edilen bulgular kontrol ile karsilastirildiginda sadece LIDO 11 konsantrasyonunda
%3,32’liik bir artis gdzlenirken diger dozlarda (LIDO I, LIDO III ve LIDO 1V) sirastyla
%10,3, %3,65 ve %7,64 oraninda bir gerileme meydana gelmistir (Cizelge 4.4).
LIDO’nun erkek bireylerdeki fertilite iizerine etkileri incelendiginde disi bireylerde
oldugu gibi sadece LIDO II konsantrasyonunda kontrole gore bir artis meydana
gelmistir. Fertilitede ki en biiyiik diisiis LIDO I’de olusarak fertilitede ki azalis kontrole
gbre %12,70 olarak tespit edilmistir. Diger iki konsantrasyon olan LIDO III’de %8,89,
LIDO IV’de ise %5,40’lik diisiis gdzlenmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Farkl1 LIDO konsantrasyonlar ile beslenen D. melanogaster erkek ve disi
bireylerinin fertilitesindeki degisim

) Disiler (?) Erkekler (&)
Kons;{ggsyonu F1 Sayilary/8 giindeki | Fertilitedeki | F1 Sayilary/8 giindeki Fell;t:git;ifki

(%) tek ¢ift D. melanogaster | Degisim (%) | tek ¢ift D. melanogaster (%)
KONTROL 60,20 100 63,00 100
LIDO 1 (0,0625) 54,00 89,70 55,00 87,30
LIDO 11 (0,125) 62,20 103,32 65,40 103,81
LIDO 111 (0,25) 58,00 96,35 57,40 91,11
LIDO 1V (0,5) 55,60 92,36 59,60 94,60

4.2.2. BUPI’nin fertilite iizerine etKkisi

Farkli konsantrasyonlardaki BUPI’ nin D. melanogaster’in erkek ve disi bireyleride
fertilite lizerine etkileri arastirilmis kontrol grubundaki fertilite %100 kabul edilerek

sonuglar degerlendirilmistir.
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BUPI’ nin disi bireylerde fertilite iizerine etkisi kontrol grubuna gore
degerlendirildiginde BUPI I"de %2,33’liik azalis, BUPI II’de %11,30’luk azalis, BUPI
III’de %0,99’luk artis, BUPI IV’de ise %12,63’liik azalis tespit edilmistir.

BUPI’ nin erkek bireylerde fertilite iizerine etkisi yine kontrol grubu ile karsilastirilarak
degerlendirilmistir. Erkek bireylerin fertilitesinde BUPI I’de %9,52’lik azalis, BUPI
II’de %6,35°lik azalis, BUPI III’de %4,45°1ik azalis, BUPI IV’de ise %17,46’lik azalis

belirlenmistir.

Cizelge 4.5. Farkli BUPI konsantrasyonlari ile beslenen D. melanogaster erkek ve disi
bireylerinin fertilitesindeki degisim

. Disiler (?) Erkekler (&)
BUPI i i
Konsantrasyonu | F1 Sayilary/8 giindeki | Fertilitedeki | F1 Sayilary/8 giindeki FeIl;t;l,litei(li:kl
(%) tek cift D.melanogaster | Degisim (%) | tek ¢ift D.melanogaster (% /S)
0
KONTROL 60,20 100 63,00 100
BUPI 1(0,0625) 58,80 97,67 57,00 90,48
BUPI 11 (0,125) 53,40 88,70 59,00 93,65
BUPI III (0,25) 60,80 100,99 60,20 95,55
BUPI IV (0,5) 52,60 87,37 52,00 82,54

Asagidaki grafikte LIDO ve BUPI’ nin disi Drosophila melanogaster’ de fertilite

tizerine etkileri gosterilmistir.
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Sekil 4.6. LIDO ve BUPI’ nin disi bireylerde fertilite {izerine etkisi
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Sekil 4.6” da griildiigii gibi disi bireylerde LIDO II ve BUPI III fertiliteyi olumlu olarak
etkilemistir diger uygulama gruplar ise fertilitede kontrol grubuna gore diislise neden

olmustur.

Asagidaki grafikte LIDO ve BUPI’ nin erkek Drosophila melanogaster’de fertilite

iizerine etkileri gosterilmistir.
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Sekil 4.7. LIDO ve BUPI’ nin erkek bireylerde fertilite iizerine etkisi

Sekil 4.7°de de goriildiigii gibi LIDO erkek Drosophila bireylerinde sadece iigiincii
uygulama grubunda ( LIDO III) fertiliteyi kontrol grubuna gére artirmistir. Ancak
LIDO’ nun diger uygulama gruplar1 (LIDO I, LIDO II ve LIDO 1V) ve BUPI’ nin tiim

uygulama gruplan fertilitede kontrol grubuna gore diisiise neden olmustur.

4.3. Cesitli Lokal Anesteziklerin Oksidatif Stres Direnci Uzerine Etkileri

LIDO, BUPi ve LIDO + BUPI uygulamasmin Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi
iizerindeki etkileri Cizelge 4.6’da gosterilmistir. Cizelge 4.6 incelendiginde sadece
lidokain ve sadece bupivakain uygulamasinin doz artisina bagli olarak GR enzim
aktivitesini arttirdigr goriliir. Diger uygulama grubumuz olan bu iki lokal anestezik

maddenin karigimi ise tiim dozlarda GR enzim aktivitesini diistirmiistiir.
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Cizelge 4.6. Lidokain ve bupivakain ilaglarinin Drosophila melanogaster GR enzimi
tizerine in vivo inhibisyon ve aktivasyon sonuglari (EU/mg protein).

Konsantrasyonlar Konsantrasyonlar Konsantorasyonlar
(%) GR (%) GR (%) GR
KONTROL 4,23+0,06 KONTROL 4,23+0,06 KONTROL 4,23+0,06
LIDO 1 4,46+0,07 BUPI 1 4,13£0,05 MIX I 3,48+0,05
LIDO II 4,38+0,06 BUPI 11 4,18+0,06 MIX II 3,37+0,04
LIDO 111 4,79+0,05 BUPI III 4,33+0,05 MIX IIT 3,28+0,06
LIDO IV 4,84+0,06 BUPI IV 4,38+0,06

Ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir.

LIDO igin kontrol grubunda 6lgiilen enzim aktivite sonucu 4,23+0,06 (EU/mg protein)

iken en yiiksek LIDO uygulama grubu olan LIDO IV (%0,5) konsantrasyonunda bu

sonu¢ 4,84+0,06 (EU/mg protein) olarak dl¢lilmiistiir.

BUPI] ise GR enzim aktivitesini ilk iki doz olan BUPI I (%0,0625) ve BUPI 1I (%0,125)
uygulamasinda kontrole gore diisiirmiis, BUPI III (%0,25) ve BUPI IV (%0,5)’de ise

arttirmugtr.

LIDO + BUPI ise GR enzim aktivitesini belirlenen tiim dozlarda &nemli 6lgiide

distirmustiir. MIX I (%0,0625 + %0,0625)’de GR enzim aktivitesi 3,48+0,05; MIX II
(%0,125 + %0,125)’de GR enzim aktivitesi 3,37+0,04; MIX III (%0,25 + %0,25)’de

GR enzim aktivitesi 3,28+0,06 olarak 6l¢iilmiistiir (Cizelge 4.6).
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, lokal anestezik madde olan lidokain ve bupivakainin Drosophila
melanogaster’de, omiir uzunlugu, fertilite ve oksidatif stres iizerine olast etkileri iki
asamada incelenmistir. {1k asamada oksidatif stres direnci ve émiir uzunlugu deneyleri,
ikinci asamada ise fertilite deneyleri yapilarak lidokain ve bupivakainin bu parametreler

tizerine etkileri belirlenmistir.

Calismalarimiz esnasinda omiir uzunlugu ve fertiliteyi etkileyebilecek i¢ ve dig faktorler
sabit tutulmustur. Bu sekilde ayni sartlarda yetistirilen ayni genotipe sahip bireylerin
Omiir uzunluklarindaki sapmalara besi ortamina ilave edilen anestezik maddelerin neden

oldugu soylenebilir.

Calismamizin ilk asamasinda, farkli konsantrasyonlarda anestezik madde iceren besi
ortamlarina ekilen larvalardan olusan ergin Drosophila melanogaster’in disi ve erkek
bireylerine ait miir uzunlugundaki farkliliklar tespit edilmistir. Deneylerden elde edilen
sonuglara gore ortalama Omiir uzunlugu (MLS) ve maksimum ortalama Omiir

uzunluklar1 (MMLS) kontrol grubu ve diger gruplari arasinda farklilik gostermektedir.

Kontrol grubuna ait disilerde MLS 44 giin iken, en yiiksek konsantrasyona sahip olan
LIDO 1V iin en yiiksek MLS degerine (53 giin) sahip oldugu belirlenmistir. Yani
lidokain konsantrasyonu artist disi bireylerin dmiir uzunluguna olumlu yonde etkide
bulunmustur. Ayn1 disi bireylerin kontrol grubunda MMLS degerinin 57 giin oldugu
tespit edilmistir. Lidokain uygulanan gruplar kontrol grubuyla karsilastirildiginda
MLS’de oldugu gibi yine en yiiksek konsantrasyona sahip olan LIDO IV’de MMLS
degeri kontrol ve diger gruplara gore artmistir (61 giin). Erkek bireylerin MLS ve
MMLS degerleri tiim dozlarda kontrol grubuna yakin degerler gdstermistir (LIDO III
MLS’si harig).
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Calismamizda bu anestezik maddelerin disi bireylerde oksidatif stres direnci {izerine

etkilerini arastirmak amaciyla Glutatyon Rediiktaz (GR) enzim aktiviteside Ol¢tilmiistiir.

Lidokain, GR enzimi i¢in zayif aktivator gibi davranmistir. Kontrol disilerinden elde
edilen GR enzim aktivitesi 4,234+0,06 iken bu deger uygulama gruplarinda 4,38+0,06
(LIDO 1I) ila 4,84+0,06 (LIDO IV) arasinda degismistir. Yani disi bireylerden elde
edilmis olan MLS ve MMLS degerlerindeki artisla GR enzim aktivitesindeki artig

birbirine paralellik gostermistir.

Calismamizda kullandigimiz diger lokal anestezik ajan olan bupivakainin MLS ye etkisi
incelendiginde LIDO ile benzer sekilde oldugu goriilmektedir. Yani disi bireylerde
konsantrasyon artigina bagli olarak MLS degeri artmistir. Kontrol grubunda MLS degeri
44 iken en yiiksek BUPI konsantrasyonunda (BUPI IV) MLS degeri 53 olarak
belirlenmistir. Kontrol grubunda MMLS degeri 57 giin iken BUPI uygulanan gruplarda
kontrole gore diisiis gdzlenmistir (BUPI III hari¢ =58 giin). Erkek bireylerde kontrol
grubu MLS degeri 49 iken BUPI uygulanan gruplarda en yiiksek konsantrasyon harig
(BUPI 1V) kontrole gore diisiis belirlenmistir. BUPI IV de ise MLS degeri 53 giin olup
kontrole gore artmistir. Erkek bireylerde kontrol grubu MMLS degeri 56 giindiir. ilk iki
konsantrasyonda MMLS degerinde diisiis (BUPI 1=49, BUPI 1I=53), son iki
konsantrasyonda ise artis (BUPI 11I=60, BUPI IV=58) gdzlenmistir.

Calismamizda bupivakain disi bireylerde oksidatif stres direnci iizerine etkisini
arastirmak amaciyla Glutatyon Rediiktaz (GR) enzim aktiviteside Olgiilmiistiir.
Bupivakain, GR enzimi i¢in zayif aktivator gibi davranmistir. Kontrol disilerinden elde
edilen GR enzim aktivitesi 4,23+0,06 iken bu deger uygulama gruplarinda 4,13+0,05
(BUPI 1) ile 4,38+0,06 (BUPI 1V) arasinda degismistir. Yani disi bireylerden elde
edilmis olan MLS ve MMLS degerlerindeki artis ile GR enzim aktivitesindeki artis

birbirine paralellik gostermistir.

Calismamizda ayrica lidokain ve bupivakain karisiminin (MIX)’da MLS ve MMLS’ye
etkisi incelenmistir. Kontrol grubunun MLS degeri disi bireylerde 44 giindiir. Sadece
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ikinci (LIDO+ BUPI II) ve dérdiincii (LIDO+BUPI 1V) uygulama gruplarinda MLS
degeri kontrole gore artmistir. Ancak konsantrasyon artisi ile paralellik gdstermemistir.
Bu uygulama grubunun disi bireylerinin MMLS degeri incelendiginde kontrol grubunu
(57 giin) sadece ikinci uygulama grubu (LIDO+ BUPI = %0,125) ge¢mistir (58 giin).
Erkek bireylerde kontrol grubu MLS degeri 49 giin olup higbir uygulama grubu bu
degeri gecememistir. Bu karisim erkek bireylerin MMLS sini de benzer sekilde
etkilemistir. Yani hi¢gbir grubun MMLS degeri kontrol grubunu (56 giin) gecememistir.

Calismamizda bupivakain ve lidokain karigiminin (MIX) disi bireylerde oksidatif stres
direnci tizerine etkisini aragtirmak amaciyla Glutatyon Rediiktaz (GR) enzim aktivitesi
de Ol¢iilmiistiir. Bu karistm GR enzimi i¢in inhibitdr etki gostermistir. Kontrol
disilerinden elde edilen GR enzim aktivitesi 4,23+0,06 iken bu deger uygulama
gruplarinda 3,48+0,05 (MIX I) ile 3,28+0,06 (MIX III) arasinda degismistir. Yani disi
bireylerden elde edilmis olan MLS ve MMLS degerlerindeki azalis ile GR enzim

aktivitesindeki azalis birbirine paralellik gostermistir.

Glutatyon hiicrelerde bulunan 6nemli bir tripeptiddir. Glutatyon okside ve rediikte
olmak {tizere iki formda bulunur. Glutatyon, hiicrede ATP gerektiren iki ardigik
reaksiyon ile sentezlenir. Bu reaksiyonlari, y-glutamil sistein sentetaz (y-GSS) ve
glutatyon sentetaz (GS) enzimleri katalizler (Misra and Griffith 1998). Glutatyon,
yapisinda bulunan —SH gruplar ile oksitleyici ajanlarin bozucu etkilerine karsi hiicreyi
korumaktadir. Dolayistyla glutatyonun diigiik konsantrasyonunda bazi metabolik
olumsuzluklar meydana gelebilir. Glutatyonun belirlenen gorevlerinden bazilar
sunlardir: Serbest radikallerin ve reaktif oksijen {iriinlerinin inaktivasyonu, hemoglobin,
spektrin gibi membran proteinlerini ve c¢esitli enzim proteinlerinin tiyol gruplarinin
korunmasi, ksenobiyotiklerin, bazi antineoplastik ilaglarin ve bazi metabolik son
tiriinlerin  konjugasyonla detoksifikasyonu, DNA ve protein sentezi, amino asit
transportu, insiilin gibi baz1 proteinlerin disiilfiir baglarinin koparilmasi ve boylece
proteinlerin konformasyonunun degismesi, hiicre igerisinde sistein deposu olarak

bulunmasi ve bazi enzimlerin reaksiyonlarinda rol oynamasidir (Knapen et al. 1999).
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Glutatyon rediiktaz (Glutatyon; NADP" oksidorediiktaz, EC 1.8.1.7: GR)
flavoenzimlerin piridin-niikleotid disiilfit oksidorediiktaz ailesinin bir iiyesidir. Bu
enzim glutatyon disiilfiti (GSSG) indirgenmis glutatyona (y-L-glutamil-L-sisteinil
glisin; GSH) NADPH ya da NADH’1 bir indirgeyici ajan gibi kullanarak indirgenmesini
katalizler (Giil et al. 2000). Indirgenmis glutatyon enzimatik ya da enzimatik olmayan
yollarla okside glutatyona (GSSG) doniisiir. Bu doniistim 6zellikle peroksitlerin
par¢alanmasinda ve enzimatik transhidrojenasyon sonucu ger¢eklesmektedir.
Glutatyonun yiikseltgenmesi, ortamda olusan H,O, ve diger organik peroksitlerin
indirgenmesinde O©Onemli rol oynamaktadir. Bu reaksiyonun enzimi, glutatyon
peroksidazdir. Okside glutatyonu indirgenmis forma ise glutatyon rediiktaz
doniistiirmekte ve yiikksek GSH/GSSG orani saglamaktadir. Bu doniisiim reaksiyonlari
glutatyon redoks c¢evrimi olarak adlandirilmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu 2004).
Yukarida agiklanan sebeplerden dolayr GR enzimi antioksidan o6zellikte 6nemli bir

enzimdir.

Stiperoksit ve diger reaktif oksijen tiirlerinin mitokondride normal aerobik
metabolizmada kaginilmaz yan iiriin olarak iiretildigi diistiniilmektedir. Reaktif Oksijen
Tirleri (ROT)’ nin hiicre sinyali gibi hiicre fonksiyonlarinda 6nemli rolleri olabilmesine
karsin yiiksek ROT seviyesinin hiicresel hasara neden oldugu agiktir (Beckman and
Ames 1998). Olusan reaktif oksijen tiirleri ¢evresindeki biyomolekiillere saldirabilir ve
hasar verebilir; bu hasarin birikimi de bazi ndrodejeneratif hastaliklara neden olabilir ve
yaslanma siireci ile baglantilidir (Halliwell and Gutteridge 1999). Ornegin; yaslanma ile
birlikte protein karbonilasyonu (Das et al. 2001), oksidatif mitokondrial DNA hasari
(Yan et al. 2000) ve mitokondrial lipid peroksidasyonun (Pamplona et al. 1999) arttig
rapor edilmistir. Ayrica, dmiir uzunlugunun belirlenmesinde anahtar rol oynayabilen
mitokondrial ROT {iretim hizinin memeli (Barja 1998) ve bocek tiirlerinde (Sohal et

al.1995) potansiyel maksimum 6miir uzunlugu ile ters iliskili oldugu ifade edilmistir.

Hiicrelerde serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlari 6nleyen, bunlar1 yakalama,
stabilize etme ve yok etme yetenegine sahip maddelere “antioksidan” adi verilir (Onat

vd 2002). Oksijenli solunum yapan bir organizmada, normal fizyolojik kosullarda
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olusan serbest oksijen radikallerinin toksik etkilerine karsi hiicreleri koruyabilen,
antioksidan enzimler mevcuttur (Pietta et al. 1998). Ila¢ olarak kullanilan eksojen
antioksidanlar arasinda NADPH oksidaz inhibitorleri (lokal anestezikler, adenozin,
kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar) de mevcuttur (Akkus
1995). Antioksidan enzimleri iceren yiyecek ve ilaglar1 kapsayan antioksidan savunma
sistemi bir¢ok hastaligin dnlenmesinde 6nemlidir (Yen and Hsieh 1998). Drosophila
melanogaster’de yaslanmayla birlikte antioksidan enzim aktivitelerinin ve toplam

glutatyon miktarinin azaldig1 belirlenmistir (Altun 2007).

Erkek ve disi populasyonu genel olarak degerlendirildiginde incelenen bu anestezik
maddeler Drosophila melanogaster’ de omiir uzunlugunu yiiksek konsantrasyonda
genel olarak uzatmig diisiik konsantrasyonda ise belirgin bir etki yapmamustir. Yani
inceledigimiz anestezik maddelerin genel olarak Omiir uzunlugu {izerine olumsuz bir

etki yapmadigi tespit edilmistir.

Yaptigimiz literatiir taramalarinda, lidokain ve bupivakainin Drosophila melanogaster’
in Omiir uzunlugu tzerine etkisiyle ilgili sonuglara rastlanmamistir. Bu nedenle
bulgularimiz, farkli organizmalardaki anestezik maddelerin etkileri dikkate alinarak
degerlendirilmistir. Deneylerden elde ettigimiz bulgular, baz1 arastirmacilar tarafindan
cesitli organizmalar tizerinde yapilan bazi ¢alismalarin sonuglartyla paralellik
gostermektedir. Ornegin, Schneider et al. (2009), lidokain, prilonest ve septanest isimli
anestezik maddelerin Drosophila’da bir in vivo test sistemi olan somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi (SMART) ile genotoksisitelerini arastirmislardir. Arastirma
sonucunda yalnizca prilonestin somatik hiicrelerde genotoksik aktivite sergiledigini,
lidokain ve septanestin ise herhangi bir gen veya kromozomal mutasyona yol
acmadigini bildirmiglerdir. Ramazzotto et al. (1985), Sprague Dawley siganlarinda
gebelik  esnasinda uygulanan lidokainin teratojenik ve toksikolojik etkilerini
degerlendirmislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda yliksek dozlarda dahi lidokain belirgin

bir toksikolojik veya teratojenik etki yapmamustir.
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Calismalarimizda kullandigimiz lidokain ve bupivakaininde i¢cinde bulundugu anestezik
maddelerin antioksidan gibi davranabildikleri bir¢ok arastiric1 tarafindan rapor
edilmistir (Lesnefsky et al. 1989; Murphy et al. 1996; Giinaydin 2000; Giinaydin and
Demiryiirek 2003; Lenfant et al. 2004).

Kopekler iizerinde yapilan bir ¢alismada lidokainin, lipid peroksidasyon {iriiniiniin
serbest birakilmasini azaltarak miyokardiyal hiicre zarimi korudugu bildirilmistir
(Lesnefsky et al. 1989). Lenfant et al. (2004), ise lidokain, bupivakain ve ropivakain
lokal anestezik maddelerin antioksidan potansiyellerini karsilagtirmali olarak insan
eritrosit hiicrelerinde ¢aligmiglardir. In vitro olarak yapilan bu deneyde oksidatif strese
maruz birakilmis insan eritrosit hiicre modelinde lidokainin antioksidan potansiyelinin
diger iki anestezik maddeye gore daha fazla oldugu bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda
da bu duruma benzer bir sonu¢ elde edilmistir. Bu arastiricilar, bu tiir etkilerin
mekanizmalarinin tam olarak agik olmadigini ve hiicre metabolizmasinda, membran
akiskanlig1 ve polaritesinde veya iyon kanal sisteminde (Na’, K) meydana gelebilecek
modifikasyonlar gibi ¢esitli mekanizmalari i¢erebilecegini bildirmislerdir. Dahas1 lokal
anestezik ajanlarin antioksidan 6zellikleri kendilerinin dogalligina, fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerine veya giiclerine gore farklilik gosterebilir. Biz bu sebeplerle lidokain ve

bupivakainin antioksidan 6zelliklerini karsilastirmak i¢in bu ¢alismay1 tasarladik.

Gilinaydin and Demiryiirek (2003), ester yapili bir lokal anestezik madde olan tetrakain
ile amid yapili bir lokal anestezik olan bupivakainin antioksidan 0Ozelliklerinin
belirlenmesi amaciyla bu iki lokal anestezik maddeyi insan 18kosit hiicrelerinde
karsilastirmislardir. Bu arastiricilar ¢alismalarinin sonucunda, bupivakainin siiperoksit,
HOCI (hipokloréz asit) ve peroksinitriti temizleyici (siipliriicii) etki gosterirken,
tetrakainin stiperoksit, hidroksil radikali, HOCI ve peroksinitritle etkilesime girerek bu
molekiillerin inhibisyonuna yol actigini bildirmislerdir. Arastiricilar bupivakain ve
tetrakainin 16kositlerden salinan ekstraseliiler enzimleri ve siiperoksit iiretimini 6nemli
derecede azaltarak veya NADPH oksidaz enzimini inhibe ederek bu etkiyi gosterdigini

belirtmislerdir. Bizim elde ettigimiz sonuglarin nedeni de bu sebepler olabilir.
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Murphy et al. (1996), eritrositlerde serbest radikal araciligi ile olusan oksidatif stres
lizerine daha ¢ok genel anestezik olarak kullanilan propofol ve thopenton anestezik
maddelerin etkisini incelemiglerdir. Bu ¢alismada, hem propofol hem de thopenton
serbest radikal temizleyicisi olarak degerlendirilmistir. Ayrica, propofoliin thopentona

gore daha giiclii bir serbest radikal temizleyicisi oldugu sonucuna varilmstir.

Lenfant et al. (1999), 2,2-azobisdihydrochloride ile olusturulmus serbest radikal artigina
kars1 bupivakainin koruyucu bir etki sagladigini bildirmislerdir. Ayrica De Iuliis et al.
(2001), bupivakainin rat karaciger mikrozomlarinin lipid peroksidasyonu iizerinde

antioksidan 6zelliklere sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Lidokain eritrositlerin sekillerini de degistirerek eritrositlerin oksidasyona karsi
direncini arttirabilir (Lenfant 2004). Eger eritrositlerin sekli degisirse ylizeyin serbest
radikallere maruz kalmasi azalabilir. Ayrica lidokain eritrosit membrani ile elektrostatik
etkilesime girerek (Yasuhara et al. 1982) c¢ift zarli membran igine girebilir ve
akigkanligin1 degistirebilir (Spinedi et al. 1989). Gergekte, eger lokal anestezikler
membran akigkanligin1 ve konformasyonunun degisimine neden olarak oksidatif strese
kars1 eritrositleri koruyabiliyorsa bu anestezik maddeler ayni etkiyi diger hiicreler i¢inde
gosterebilirler. Klinik uygulamalarda bu 6zelliklerin etkilerini degerlendirmek i¢in daha
fazla arastirmaya gereksinim vardir. Diger yandan bupivakainin de membran
kutuplagsmasina neden olabilen membran stabilize edici ozellikleri vardir (Seeman
1972). Bu mekanizma oksidatif strese karsi bupivakainin koruyucu etkisi olarak

distiniilebilir.

Calismamizda inceledigimiz bir diger parametre bu iki anestezik maddenin fertilite
izerine olan etkileridir. Fertilite ¢aligmasinda kontrol grubu sonuglarint %100 olarak
kabul edip uygulama gruplarindan elde edilen sonuglar degerlendirilmistir. Lidokain
disi bireylerde fertiliteyi genel olarak olumsuz etkilemistir (LIDO II = %0,125 harig).
LIDO 1II uygulama grubunda kontrol grubuna gore %3,32 lik artis belirlenmistir. BUPI
disi bireylerde de genel olarak fertiliteyi olumsuz etkilemistir (BUPI III = %0,250
harig). BUPI III de kontrol grubuna gére %0,99 luk artis gdzlenmistir.



51

LIDO erkek bireylerde de fertiliteyi disi bireylere benzer sekilde etkilemistir. Yani
sadece LIDO II de kontrol grubuna gére %3,81 lik artis belirlenmistir. BUPI erkek
bireylerde ise tiim uygulama grubunu olumsuz etkilemistir. Yani hi¢gbir uygulama grubu

kontrol grubunu gegememistir.

Yaptigimiz literatiir taramasinda anestezik maddelerin Drosophila melanogaster’de

fertilite iizerine etkileri ile ilgili calismalara rastlanilmamustir.

5.1. Sonug

Mevcut ¢alismamizin sonuglari, tek basina kullanilan lidokain ve bupivakainin 6zellikle
disi bireylerde glutatyon rediiktaz enzimi iizerinde zayif aktivator olarak davranarak
Omiir uzunlugunu arttirdigini; ancak fertilite {izerinde belirgin bir farklilik
olusturmadigini gostermistir. Ayrica bu iki lokal anestezik maddenin karigimi enzim
tizerinde kuvvetli inhibisyonla birlikte Omiir uzunluguna negatif etki yapmistir.
Giiniimiizde ozellikle lokal anestezik maddeler ile ilgili bu tiir ¢aligmalar ¢ok smnirlt
diizeydedir. Bu konunun aydinlatilmas1 i¢in daha fazla calismanin yapilmasi

gerekmektedir.
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