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OZET

DEGISIiK KIMYASALLARIN DROSOPHILA SOMATiIK MUTASYON VE
REKOMBINASYON TESTINDE (SMART) AMIFOSTINE iLE
ETKILESIMLERI

Bu c¢alismada antineoplastik ajanlar Gemcitabine ve Fotemustine’in
genotoksikolojik etkileri ile Amifostine’in antimutajenik etkileri, Drosophila kanat
Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi ile arastirildi. Bu yontemde, resesif flare
(flr’) ve multiple wing hair (mwh) belirleyici genlerini {igiincii kromozomlarinda tastyan
tic glinliik larvalar kullanildi. Larvalar, ilaglarin farkli dozlarini igeren besin ile kronik
olarak beslendiler. ilaglarin etkileri, uygulama sonunda larvalardan cikan sineklerin
kanat imajinel disk hiicrelerindeki genetik degisimler (nokta mutasyon, delesyon,
ayrilmama, rekombinasyon) sonucunda olusan mutant trikomlara gore degerlendirildi.
Mutant klon degerlendirmeleri, kiigiik tek tip, biiytik tek tip, ikiz klon, toplam mwh ve
toplam klon siiflandirmalari esas alinarak yapildi.

Genotoksik etkisi arastirilan Gemcitabine larvalara 2, 4 ve 8 pg/ml dozlarinda
besin aracigiyla verildi. Kanat SMART yoOntemiyle Gemcitabine’in mutajenik etki
gostermedigi, zayif rekombinojenik etkisinin oldugu belirlenmistir.

Calismada genotoksik etkisi arastirilan diger ajan Fotemustine de 2, 4 ve 8 pg/ml
dozlarinda larvalara besinle verildi. Drosophila kanat SMART caligmasi ile Fotemustine
mutajenik ve rekombinojenik etkili bulunmustur.

Calismada kullanilan Amifostine larvalara 1, 2 ve 4 pg/ml dozlarinda verildi.
Uygulamadan elde edilen sonuglar Amifostine’in herhangi bir mutajenik ve
rekombinojenik  etkisinin  olmadigim1  gostermistir.  Ayrica Gemcitabine  ve
Fotemustine’in olas1 mutajenik ve rekombinojenik etkilerine karst Amifostine’in hiicre
koruyucu etkisi aragtirildi. Larvalarin bir grubuna 1 pg/ml Amifostine ve 8 pg/ml
Gemcitabine, diger grubuna 1 pg/ml Amifostine ve 8 pg/ml Fotemustine uygulandi.

Elde edilen sonuglar Amifostine’in antimutajenik etkisi oldugunu gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Gemcitabine, Fotemustine, Amifostine, Drosophila melanogaster,

SMART



ABSTRACT

INVESTIGATION OF INTERACTIONS BETWEEN TWO CHEMICALS AND
AMIFOSTINE IN DROSOPHILA SOMATIC MUTATION AND
RECOMBINATION TEST (SMART)

In this research, the genotoxic effects of antineoplastic agents Gemcitabine and
Fotemustine, and antimutagenic properties of Amifostine were studied with Drosophila
wing Somatic Mutation and Recombination Test.

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

Gemcitabine, whose genotoxic effects have been studied, were given to larvae in
doses of 2, 4 and 8ug/ml. Wing SMART assay showed that Gemcitabine dose not have
any mutagenic effects but has weak recombinogenic effects instead.

The other agent Fotemustine, whose genotoxic effects were studied, was given
to larvae in 2, 4 and 8 pg/ml doses. Fotemustine was found as mutagenic and
recombinogenic with Drosophila wing SMART method.

Amifostine, which was used in this study was given in 1, 2 and 4 pug/ml doses
and the results indicate that Amifostine doesn’t have any mutagenic or recombinogenic
effects. In addition, cytoprotective properties of Amifostine against possible mutagenic
and recombinogenic effects of Gemcitabine and Fotemustine were studied. One group
of larvae 1 pg/ml Amifostine and 8 pg/ml Gemcitabine, to another group 1 pg/mi
Amifostine and 8ug/ml Fotemustine were given. The results obtained show that

amifostine has antimutagenic effect.

Key Words: Gemcitabine, Fotemustine, Amifostine, Drosophila melanogaster, SMART
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D. melanogaster: Drosophila melanogaster
DNA
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: Deoksiribo niikleik asit

: Difloro deoksisitidin



dFdCTP
dFdUMP
E. coli
EMS
ENNG
ENU

flr’

G

S. cerevisiae
SCE
SMART

S. typhimirium:
T

T™3
TPT
VBL
VCR
VNR
WR 1065

vi
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1. GIRIS

Insan hiicrelerindeki DNA hem endojen hem de eksojen ajanlara maruz
kalmanin sonucu devamli olarak hasara ugramaktadir. Mutajen oldugu bilinen ya da
tahmin edilen ajanlara bilerek ya da bilmeyerek maruz kalabiliriz. Potansiyel mutajenler
veya karsinojenler mantar ve yesil bitkilerde kendiliginden dogal olarak bulunabilecegi
gibi, yiyeceklerin pisirilmesi sirasinda da olusabilirler. Iyonize veya ultraviyole
radyasyon, 4000 kadar kimyasal madde karisimini igeren tiitiin veya tiitiin iiriinleri,
insan yapimi kimyasallar olarak niteleyebilecegimiz trafik ve cevre kirliligi, kanser
tedavisinde kullanilan kematerapétik ilaclar insanlarin temas halinde olabilecegi
mutajen ajanlara verilen Ornekler arasindadirlar. Endojen metabolik siireclerle olusan
reaktif oksijen tiirleri, lipid peroksidasyonu, deaminasyon, depiirinasyon gibi siirecler de
mutajen etkiye sahip olup mutasyonlart meydana getirirler (Venitt ve Phillips 1995).

DNA’da olusan hasarlar gen diizeyinde (gen mutasyonlar1 veya nokta
mutasyonlar1) veya kromozom diizeyinde (sayisal ve yapisal aberasyonlar ) mutasyonlar
olarak adlandirilirlar. Genellikle kimyasallarin etkileriyle olusan nokta mutasyonlar tek
bir niikleotidi etkileyen mutasyonlar olup, niikleotid ilavesi ya da kaybi veya bir
niikleotidin digerine degismesiyle olusurlar (Ripley 1990, Smith ve Wood 1991). Bu
mutasyonlarin belirlenmesinde siklikla bakteriyel test sistemleri kullanilir (Auletta ve
ark. 1993). Yapisal kromozom aberasyonlar1 (translokasyon, delesyon) ve sayisal
kromozom aberasyonlar1 (aneuploidi ve poliploidi) farkli mekanizmalarla olusurlar
(IPCS 1985, Natarajan ve Obe 1986, Tras 1998).

insanlarda her saniyede 10’ hiicre boliinmektedir. Bu hiicrelerin yaklasik iicte
birinde spontan mutasyon oldugu diisiiniilmektedir. Bu mutasyonlar DNA replikasyonu
ve DNA onarimi sirasinda olusabilirler. Hidroliz, oksidasyon ve elektrofilik ataklari
iceren kimyasal olaylar DNA hasarina Onciiliik ederler. Bu reaksiyonlar hiicrelerin
eksojen kimyasallar (¢cevresel ajanlar, besin icerikleri vb.) veya endojen metabolik
siirecler sonucu olusabilen ajanlara maruz kalmasi ile tetiklenebilir. Eksojen kaynakli
kimyasallar insandaki DNA hasarinin en 6nemli kaynagidir (Marnett ve Plastaras 2001).

Cok cesitli olan bu cevresel ajanlar mutasyon olusturarak kanser gelisiminde
onemli rol oynarlar. Mutasyonlar tiimorlerde kritik genlerde bulunurlar. Kanser

hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin kontrolii bozulmus, hiicre boéliinmesi cogalmis ve



hizlanmistir. Kemoterapide kullanilan ilaclar etkilerini bolinme hizi yiiksek olan
hiicrelerde gosterdiklerinden kanserli hiicreler bu ilaglardan etkilenmektedirler. Ancak
bu sirada viicudun yiiksek boliinme hizina sahip saglikli hiicreleri de hasara
ugramaktadir (Venitt ve Phillps 1995, Kirsch-Volders ve ark. 2002). Kemoterapotik ilag
hem kemoterapi uygulanan bireyde hem de bu ilagla temas eden saglik gorevlilerinde
DNA hasarlar1 olusturmasi acisindan onem tagimaktadir. Bu nedenle de antitiimor
tedavisinde kullanilacak olan yeni antineoplastik maddelerin secilen in vitro ya da in
vivo test sistemleriyle genotoksik etkilerinin degerlendirilmesi gereklidir (Auer ve
ark.1997).

Bu calismada kullanilan antikanser ajanlardan birisi Gemcitabine’dir. Niikleosid
analogu olan Gemcitabine kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri, gogiis, ovaryum,
pankreas ve meme kanserinin tedavisinde kullanilan antineoplastik bir ajandir (Plunket
ve ark. 1995a, Mason ve ark. 1999). Gemcitabine, DNA molekiiliiniin olusturulmasinda,
dogal niikleotid olan deoksisitidin trifosfatla yarisir. Gemcitabine fosforilasyon yoluyla
monofosfat, difosfat ve trifosfat formlar1 yoniinde aktive olur. Bu aktivasyondaki hiz
sinirlayan enzim, deoksisitidin kinazdir. Sonugta meydana gelen metabolit, yani
gemcitabine trifosfat, gemcitabine’in DNA yapisina girmesini saglayan substrat olarak
hizmet eder. Bu molekiiliin girmesi, devam etmekte olan DNA sentezinin inhibisyonuna
yol acarak hiicre ¢ogalmasini durdurur. Gemcitabine’in DNA yapisina girmesinden
sonra ¢ogalmakta olan DNA ipligine polimerizasyon sona ermeden Once bir niikleotid
daha eklenir. Maskelenmis zincir terminasyonu olarak adlandirilan bu olay, gemcitabine
molekiiliiniin, DNA onarim mekanizmalarn tarafindan kesip ¢ikarilmasi onler (Huang
ve ark. 1991, Heinemann ve ark. 1995)

Calismamizda genotoksisitesi arastirilan diger bir kemoterapotik bilesik ise
Fotemustine’dir. Fotemustine alkilleyici ve karbomilleyici etkiye sahip nitroziire
ailesinden genis antitiimoral aktiviteye sahip sitostatik bir antikanser ajandir. Bilesigin
kimyasal yapis1 kan-beyin bariyerine 1yi niifuz edebilmeyi saglamaktadir.
Kemoterapotik aktivitesi bas boyun kanserleri, beyin tiimorleri ve bazi kati1 tiimorler
tizerinde gosterilen kemoterapotik bir bilesiktir (Hargrave ve ark. 2002). Fotemustine
ilgili SMART sisteminin kullanildig1 bir calismaya literatiirde rastlanmamustir.

Calismamizda hiicre koruyucu ajan olarak kullandigimiz bilesik 1ise

Amifostine’dir. Amifostine, Ethyol adli ilacin etken maddesidir. Amifostine kemoterapi



veya radyasyon tedavisi gOren hastalarda saglikli hiicreleri kemoterapi veya
radyasyonun etkisinden korumak amaglh kullanilmaktadir (Blasiak ve ark. 2003).
Sisteamin analogu olan amifostine fosforlanmis aminotiol 6n ilacidir. Amifostine’in
membrana bagli alkalin fosfatazlar aracilifiyla defosforile olup aktif hale ge¢cmesi
gereklidir (Campos Nebel ve ark. 2002, Acosta ve ark. 2003).

Calismamizda bu bilesiklerin genotoksik etkilerini Drosophila melanogaster
kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testini kullanarak belirlemeyi amacladik.
Kimyasallarin canlida genotoksik etkilerini belirlemede kullanilan testlerin bazilari i¢in
D. melanogaster en sik tercih edilen model organizmadir.

Drosophila kanat SMART testi 1984 yilinda Graf ve arkadaslari tarafindan
gelistirilmistir. Bu testle mutasyonlarin daha genis bir spektrumda incelenme olanagi
saglanmistir. Kanat SMART testi in vivo bir test sistemi olup, ayni anda nokta
mutasyonu, delesyon, ayrilmama gibi mutasyon cesitlerinin ve rekombinasyonun
fenotipte gozlenebilmesine imkan saglamaktadir (Graf ve Wiirgler 1996, Graf ve ark.
1998). Smart test sistemi heterozigot veya hemizigot hayvanlarda mutasyon ya da
rekombinasyon ile heterozigotinin kaybolmasi iizerine temellendirilmistir (Wiirgler ve
Vogel 1986, Graf ve ark 1996). Bu calismada belirleyici gen olarak flare (fir*), Bd*
(Beaded serrat) multiple wing hair (mwh) kullanilmistir. Bu genler iiciincii kromozom
tizerine bulunmaktadir. Dengeleyici kromozom TM3’iin rekombinasyonu baskilama
ozelligi vardir. Dengeleyici kromozom sayesinde homozigot halde iken letal etki
gosteren genlerin Oldiiriicii  etkisinden hatti korumak miimkiin olmaktadir. Bu
kromozomun varlig1r dengeleyici kromozom {iizerindeki baskin olan mutant serrat geni
ile belirlenmektedir. Kanat SMART testinin bu o0zelliklerinden dolay1 genotoksik
etkileri arastirilmak istenilen kimyasal maddenin (herbisid, insektisit, cesitli gruplarda
yer alan bircok ilag) mutajenik ve rekombinojenik ozellikleri belirlenebilir. Bu test
sisteminde arastirilan kimyasal ile uygulamadan elde edilen kanatlar fenotiplerine
bakilarak, dengeleyici kromozomu tasiyan serrat ile dengeleyici kromozomu tasimayan
normal kanatlar ayr1 olarak degerlendirilir. Serrat kanatli bireylerde rekombinasyon
baskilandigindan kimyasalin neden oldugu etkinin mutasyon veya rekombinasyondan
hangisiyle olustugu belirlenebilmekte, ayrica gerceklesen mutasyon ve rekombinasyon
orant hesaplanabilmektedir. Bu ¢alismada Gemcitabine ve Fotemustine’in genotoksik

etkileri, varsa bu etkilerin rekombinasyon yoluyla mi, mutasyon yoluyla m1 oldugunun



belirlenmesi ve de Amifostine’in antimutajenik etkisi ve varsa mutajenik etkisinin kanat

SMART test sistemi kullanilarak belirlenmesi amaglanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Mutasyonlar, Mutajen Ajanlar ve Mutajenite Testleri

Cesitli kimyasal maddelerin insanlarda kansere neden oldugu bilinmektedir.
Farmasotik ilaglari, besin koruyucularini, pestisitleri, petrol iiriinlerini i¢eren binlerce
kimyasal madde halen cevremizde bulunmakta ve bunlara her yil yenileri
eklenmektedir. Bu saydiklarimiza radyasyon (Maki 2002), mutajenik ya da karsinojenik
oldugu bilinen ancak dogal olarak olusan yiyeceklerdeki mikotoksinlerde katilmaktadir.
Insanlar ila¢c kullamirken farkinda olarak ya da giinlilk yasamlarinda ornegin evsel
iriinlerde, kozmetiklerde farkinda olmadan degisik kimyasallara maruz kalmaktadirlar.
Tiim bu etkenler, genetik hasar ve kanser olusturma potansiyelleri agisindan test
edilirler. Insanlarda kanserle baglantili oldugu bilinen bircok kimyasal madde mutajenik
olarak belirlenmistir (IPCS 1985).

Bir hiicrenin yapisi, gelismesi ile ilgili tiim bilgiler DNA’da kaydedilmis
durumdadir. Cesitli kimyasal ya da fiziksel etkenlerin genotoksik etkileriyle DNA
molekiillerinde yaptiklar1 degisikliklere mutasyon denir. Buna neden olan maddeye
mutajen, mutasyon sonucu olusan organizmaya da mutant denir (Tras 1998).
Mutasyonlar, kimyasallara, radyasyona, viriislere maruz kalma ile ya da mitoz ve mayoz
gibi siiregler sirasinda hiicresel kontrol altinda da meydana gelebilirler (Maki 2002).
Mutasyon bir anlamda, genetik bilginin hatasiz depolanmasindaki basarisizliktir (Klug
ve Cummings 2002). Mutasyon, evrimi isleten cesitli giiclerden birisi olup, evrimi
devam ettirme yetenegindedir (Venitt ve Phillips 1995, Maki 2002). Genetik
arastirmalarda mutasyonlar, soydan soya gecislerde takip edilebilirligi saglayan gen
belirleyicileri (marker) olarak kullanilirlar (Klug ve Cummings 2002). Uygun olmayan
mutasyonlar gen havuzundan dogal seleksiyonla uzaklastirilirken, yararli mutasyonlar
birikme egilimi gosterirler (Maki 2002).

DNA’da meydana gelen hasarlar kromozom diizeyinde (kromozomal aberasyon
veya kromozomal mutasyon) veya gen diizeyinde (gen veya nokta mutasyonu)
mutasyonlar olarak ortaya c¢ikmaktadirlar. Gen mutasyonu tiim genetik ve evrimsel
degisikliklerin nedenidir (Natarajan ve Obe 1986).

Cok hiicreli organizmalarda mutasyonlar meydana gelis yerine gore germ

hiicreleri mutasyonlart ve somatik hiicre mutasyonlar1 olarak ikiye ayrilirlar. Germ



hiicresi mutasyonlar1 gelecek kusaklara aktarilabilen degisikliklerdir ve gelecek
nesillere aktarildigr i¢cin de kalitsal hastaliklarin olugsmasina sebep olurlar (Griffits ve
ark. 2000, Malling 2004). Germ hiicrelerinde meydana gelen mutasyonlar, dominant ve
resesif olmalarina baglh olarak farkli etkiler ortaya c¢ikarirlar. Mutasyonlar dominant
oldugunda etkileri ilk generasyonda gozlenirken, resesif olduklarinda etkilerini
gozlemek icin birka¢ generasyon beklemek gerekir (Venitt ve Parry 1984).

Mutasyonlar germ hiicreleri yerine somatik hiicrelerde meydana geldiklerinde
somatik mutasyon olarak adlandirilirlar. Somatik mutasyonlar olustuklari hiicrelerden
meydana gelen tiim hiicrelerde olacaklardir. Somatik mutasyonlar hiicrelerin 6liimiinden
veya hasarlanmalarindan, hiicrelerin malign hale doniisiip kanser olusumundan ve
yaslanmadan sorumludurlar (Griffits ve ark. 2000, Malling 2004, Smith ve Wood 1991).

Nokta mutasyonlar, siklikla kimyasallarin etkileri ve DNA replikasyonundaki
hatalar ile olusurlar. Nokta mutasyonlar tek veya birka¢ niikleotidi etkileyen
mutasyonlar olup, bir niikleotidin digerine degismesi veya niikleotid eklenmesi ya da
niikleotid kaybi ile meydana gelirler. Notral mutasyonlarda, triplet kodonun kodladigi
aminoasit degismez veya benzer bir aminoasidi kodlar. Boylece herhangi bir degisiklik
olmaz. Boyle sessiz mutasyonlar DNA’da yigilirlar (Smith ve Wood 1991). Missense
mutasyonda normalde yapiya girmesi gereken aminoasitin yerine baska bir aminoasit
kodlanir ve yapiya farkli bir aminoasit girer. Nonsense mutasyon, zamansiz bir stop
kodonunun olusup protein zincirinin zamanindan Once sonlanmasina neden olur.
Nonsense mutasyon her zaman fonksiyon kaybi ile sonuclanir (IPCS 1985, Smith ve
Wood 1991, Maki 2002). Bir nokta mutasyonu, diger bir nokta mutasyonu tarafindan
geriye cevrilebilir.

Kromozomal mutasyonlar, kromozomlarin yapisinda (yapisal aberasyonlar) veya
sayllarinda (sayisal aberasyon veya aneuploidi) meydana gelen degisiklikler olarak
gozlenirler. Hem yapisal hem de sayisal kromozom aberasyonlari icsel ve digsal
faktorlerden dolayr meydana gelebilir (Natarajan ve Obe 1986). Yapisal aberasyonlar
DNA'’da hasar meydana getirirlerken, sayisal degisiklikler de hiicre boliinmesi sirasinda
kromozomlarin diizenli dagilimina engel olurlar (IPCS 1985).

Mutasyonlar bazen organizmanin kendisinden kaynaklanan sebeplerle de
olusabilir. Bu sekilde kendiliginden olusan mutasyonlar spontan mutasyon olarak

adlandirilir (Venitt ve Phillips 1995). Spontan mutasyonlar genel olarak DNA



replikasyonu sirasinda meydana gelirler. Spontan mutasyonlar DNA replikasyonundaki
hatalardan olugmalarina ek olarak, DNA onarimindaki hatali denemelerden ve birden
fazla eslesme o6zelligine sahip tautomerik bazlarin bulunmasiyla da olusabilirler. Ayrica,
oksidasyon, metilasyon, depiirinasyon ve deaminasyon gibi endojen olaylar spontan
mutasyonu arttirir (Glickman ve ark. 1995). Organizmalardaki normal aerobik
metabolizma sonucunda meydana gelen siiperoksit radikalleri, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikalleri gibi reaktif oksijen tiirevleri DNA’da oksidatif hasar meydana
getirebilirler. Boyle bir hasar sonucunda olusan iiriinler yine yanlis baz eslesmelerine
sebep olabilirler (Collins ve ark. 1996). Genomda bir pozisyondan digerine hareket
edebilen hareketli elemanlar (transpozonlar) ile genoma bir veya daha fazla niikleotidin
eklenmesi (insersiyon) ya da cikarilmasiyla da (delesyon) degisiklikler olabilir.
Genlerin okuma cergevesini ya da mRNA splicing’ini degistirerek etkili olurlar (Loeb
ve Preston 1986, Maki 2002).

DNA replikasyonu sirasindaki yanlis baz eslesmeleri, bazlardaki tautomerik
degisimlerden kaynaklanabilir. Tautomerik degisimler, DNA’da yer alan bazlarda bir H
atomunun pozisyonunu degistirmesiyle bazlarin keto formundan enol formuna, amino
formundan imino formuna doniismesiyle olmaktadir (Maki 2002, Tras 1998). Baz1 cok
tekrarli DNA bolgelerinde 6zellikle delesyon ve duplikasyon seklindeki mutasyonlara
stk rastlanmaktadir. Bu tip mutasyonlarin da replikasyon esnasindaki hatalardan
meydana geldigi bilinmektedir. Depiirinizasyon ve deaminasyon kendiliginden olusan
mutasyonlardir. Depiirinizasyon, DNA’da yer alan piirin bazi ile deoksiriboz arasindaki
glikozidik bagin bozulmasi sonucu guanin veya adenin bazlarimin DNA’dan
uzaklagmas1 ve apiirinik bolgeler meydana gelmesi olarak aciklanabilir. Deaminasyon
sonucunda ise Ozellikle sitozin bazinin urasile ve metil sitozinin timine doniisiimii
gerceklesir ve urasil veya timin doniisiimii gerceklesir ve urasil veya timin replikasyon
esnasinda adenin bazi ile eslesebilmektedir. Boylece GC-AT doniisiimii meydana gelir.
Bu tip mutasyonlar organizmalarda yiiksek siklikla goriillen ancak DNA onarim
mekanizmalarinca hemen onarilan mutasyonlardir (Loeb ve Preston 1986).

Mutajenlerin neden oldugu mutajenik degisiklikler, fonksiyonel proteinlerin
sentezini engelleyebilir veya modifiye yapidaki proteinlerle, aktivitesi ve ozellikleri
degismis enzimlerin sentezlenmesini saglayabilir. Bu mutasyonlar disi veya erkek germ

hiicreleriyle tasinan genetik bilgide degisiklikler yaptiginda kalitsal anormallikler ve



hastaliklar ortaya ¢ikar. Mutasyonlar somatik hiicrede olustuklarinda hiicrelerde geriye
doniisiimii olmayan degisiklikler olustururlar ve bu da genel olarak kanser olusumunu
ortaya cikarir (IPCS 1985).

DNA’da hasar olusturabilen mutajen ajanlar arasinda baz analoglari, alkilleyici
ajanlar, akridin oranj gibi maddeler sayilabilir. DNA ile dogrudan iliskiye giren mutajen
ajanlarin bir grubu baz analoglaridir. Bunlar DNA bazlarina benzer molekiiller olup
DNA sentezi esnasinda analog olduklar1 bazlar yerine DNA yapisina girebilirler. Baz
analoglarina 5- brom urasil 6rnek verilebilir. Eger 5- brom urasil timin yerine DNA’ya
girerse ve enol formuna neden olan tautomerik bir kayma olursa, 5-BU guanin ile
eslesir. Bir replikasyondan sonra A=T yerine G=C seklinde bir transisyon olur. DNA ile
dogrudan iligkiye giren kimyasal maddelerin bir grubu da etil metan siilfonat, metil
metan siilfonat gibi kimyasallardir. Niikleotidlerdeki amino veya keto gruplarina bir
alkil grubu ekleyerek yanlis baz eslesmelerine sebep olurlar (Klug ve Cummings 2002,
Maki 2002).

Alkilleyici ajanlar cesitli hiicresel molekiillere baglanirlar. Bu molekiillerin en
onemlisi DNA’dir. Niikleik asitlerin temel yapisini olusturan fosfat, hidroksil ve amino
gruplarina kovalent baglanan alkil gruplann DNA’da zincir kiriklari, mikroniikleus
olusumuna ve hiicre 6liimiine neden olurlar (Mazur ve Blawat 1999).

Akridin oranj, etidium bromide gibi kimyasal mutajenler bazlar arasina girerek
cerceve kaymasi mutasyonlarini olustururlar. Bu sekilde etki eden ajanlar bir azotlu baz
cifti boyutunda olup piirin ve pirimidinler arasina sikisarak interkalasyon yaparlar.
DNA’daki okuma cergevesini degistirirler (Klug ve Cummings 2002).

Endojen olaylar sonucunda da mutajenler olusabilir. Ornegin lipid
peroksidasyonu, mutajenik tiirlerin  olusumuna Onciilik edebilir. Mutajenik
nitrozaminler, sekonder aminler ve nitritler endojen olarak da olusturulabilirler (Venitt
ve Phillips 1995).

Bir kimyasalin degerlendirilmesinin ilk adimi, genetik materyalde bir degisiklik
yapabilmesi ve DNA ile baglanabilme yeteneginin arastirilmasidir. Germ hiicrelerindeki
kalitsal degisiklikler, belli kimyasallar tarafindan indiiklenebilirler ve genetik risk
olustururlar. Cok sayida kisa zamanl test, bu kimyasallarin neden oldugu

degisikliklerin belirlenebilmesi amaciyla gelistirilmistir. Bu testler, genis bir alanda



oldukca yaygin ve rutin olarak basariyla kullanilmaktadir. Bakteri, maya, Drosophila ve
in vitro memeli hiicre metodu bu amag i¢in dizayn edilmistir (IPCS 1985).

Bir¢ok yeni kimyasal madde ile yirminci yiizyillda tanismis bulunmaktayiz ve
her yil yeni sentezlenen bilesikler bunlara katilmaktadirlar. Karsinojenik aktivite
genellikle laboratuvar hayvanlari kullanilarak arastirilmakta ve test hayvanlarinin yasam
siireleri boyunca maruz birakildiklari kimyasal maddenin tiimor olusturma yetenegi ile
belirlenmektedir. Kimyasal maddelerin kanser olusturma potansiyellerinin alternatif
yollarla belirlenmesi amaciyla daha ekonomik olan ve bakteriden memeliye kadar diger
biyolojik sistemlerin kullanildigr yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler klasik uzun
zamanh caligmalardan daha kisa siirede tamamlanip ve kisa zamanl testler olarak refere
edilirler. Bu sebeple mutajenik ve karsinojenik kimyasallarin saptanmasi icin kullanilan
hizli sonu¢ alinan ve ekonomik ¢ok sayida test bulunmaktadir. Bu kisa siireli testlerin
timii kromozomal hasarin, gen mutasyonlarinin ve DNA hasarinin gosterilmesine
imkan veren in vitro yontemlerdir. Canli organizma kullanmaksizin deneysel biyolojik
sistemlerde gecen siireclerdir. Test organizmalar1 bakteriden mayaya kiiltiire alinmig
hayvan hiicrelerine kadar genis bir yelpaze olusturmaktadir. Pratik olarak in vitro
prosediirde, test edilen kimyasalin DNA ile reaksiyona girebilme yetenegi ve mutasyon
olusturabilmesi arastirilir (IPCS 1985).

1955 ve 1970’lerde karsinojenlerin mutajenitesini gostermek i¢in bakteriyel
testler kullanilmis ancak bu testler mutasyon ve kanser arasindaki iliskinin gosterilmesi
icin yetersiz kalmistir. Bruce Ames ve ark. 1973 yilinda Salmonella typhimirium geriye
mutasyon testini gelistirmislerdir. Testte kullanilan S. typhimirium suslarindan her biri
spesifik bir gende mutasyon tasirlar. S. typhimirium ve Escherichia coli kimyasallar
metabolize edecek enzim sistemleri olmadigindan bu bakterilere memeli laboratuvar
hayvanlarinin karacigerlerinden hazirlanan ekstrakt eklenir. Bu amagla kullanilan
sicanlara oldiiriilmeden birka¢ giin 6nce Araclor 1254 ya da fenobarbital gibi karaciger
enzimlerini indiikleyen kimyasallar enjekte edilir. Karaciger parcalanip yiiksek hizda
santrifiij edildiginde {iistte kalan sivida metabolik enzimler bulunur. Bu karisima S9
fraksiyonu adi verilir. Bu testlerde kullanilan bakteriler genelde 6zgiin bir gende
mutasyon tastyan suslardir. Testin sonunda mutant allelin kontrole gore geriye doniisiim
oranina bakilarak kimyasalin mutajenitesi hakkinda bilgi edinilir (Venitt ve ark. 1984,

IPCS 1985).



Maya hiicreleri yiiksek yapili organizmalara benzerlik gostermektedir. Maya ve
mantarlar genetik yapilarina bakildiginda bakteriler ile hayvanlar arasinda yer
almaktadir. Fungal DNA ve kromozom organizasyonu memelilere pek cok yolda
benzerlik gostermektedir. S. cerevisiae gibi mayalarla yapilan testler ileriye ve geriye
mutasyonlari, mitoz ve mayoz sirasindaki kromozom andploidilerini saptar (IPCS
1985).

Gen mutasyonlarinin taranmasinda bakteriyel test sistemleri, okaryotik maya,
in vitro memeli hiicre kiiltiirleri ve Drosophila test sistemleri kullanilirken, kromozom
aberasyonlarinin  belirlenmesinde in vitro sitogenetik testler (Sister Chromatid
Exchange, Cromosome Aberations), in vivo rodent kemik iligi kromozom aberasyon ve
mikroniikleus testleri, dominant letal test ve germ hiicre kromozom aberasyon
testlerinden yararlanilmaktadir (IPCS 1985, Natarajan ve Obe 1986).

Eukaryotik organizma D. melanogaster ile gerceklestirilen testler de
genotoksisite testleri i¢inde 6nemli bir yere sahiptir. Gen mutasyonlar1 (cinsiyete bagl
resesif letal test, zeste somatik g&z mutasyon testi, kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi) ile kromozom hasarlarinin (aneuploidi belirleme ve kismi
kromozom kaybu testleri ile somatik mutasyon ve rekombinasyon testi) belirlenmesi i¢in

Drosophila’da degisik genetik 6zellikte hatlar olusturulmustur (IPCS 1985).

2.2. Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi ve Cesitli
Kimyasallarla Kanat SMART ile Yapilan Calismalar

Mutajenite testlerinde, mutajenlerin saptanmasi ve tanimlanmasi temel bir
amactir. Diger onemli bir amacg ise pek ¢ok karsinogenesis ve mutagenesis olaylarini
baskilayan antimutajen olarak bilinen ajanlarin tanimlanmasidir. Mutajenlerden farkli
olarak antimutajenlerin belirlenmesinde kullanilan ¢ok az test sistemi vardir. iki kisa
zamanli mutajenite testinden birisi Ames Salmonella testidir. Ames testi, mutajenlerin
ve antimutajenlerin belirlenmesi icin ¢ok uygun bir deneydir. Diger test ise
mutajenitenin  belirlenmesinde oldukca etkili goriillen ancak antimutajenitenin
belirlenmesinde daha az kullanilan Drosophila Wing Spot testidir (Karekar ve ark.

2000).



Son yillarda daha fazla kullanilan Drosophila Somatik Mutasyon ve
Rekombinasyon Testi, kimyasallarin mutajenik ve rekombinojenik aktivitelerinin
saptanmasi i¢in uygun bir test sistemi olup (Graf ve ark. 1984), hassas ve ucuz bir
metoddur. Mutajenlerin belirlenmesinde kullanilan in vivo bir test sistemidir (Frei ve
Wiirgler 1996, Karekar ve ark. 2000). Bu ¢ok yonlii kisa zamanh test (Hamms ve ark.
1999), sadece mutasyonel olaylarin cesitlerini belirlemez, genotoksisite taramasi i¢in
primer Onemli bir bilesigin rekombinojenik aktivitesinin etkisiyle olusan mitotik
rekombinasyonun belirlenmesine de izin verir (Graf ve Wiirgler 1996). Drosophila ile
yapilan bu in vivo test yOntemi, mikroorganizmal in vitro ve memeli in vivo
genotoksisite test sistemleri arasinda baglanti olusturabilir (Frei ve Wiirgler 1996).
Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi, nokta mutasyonu, delesyon, kararsiz
translokasyon, mitotik rekombinasyon ve kromozom kayb1 veya ayrilmama gibi, belirli
kromozom aberasyonlarinin genetik sonuglarinin genis yelpazesinin saptanmasina izin
verir (Graf ve ark.1984, Graf ve ark. 1996, Graf ve ark. 1998). SMART yonteminde
kullanilan iki test vardir. Bunlar kanat ve goz leke testidir. Her ikisi de erken
embriyonik gelisim sirasinda hiicre gruplarinin (imajinal disk) ayrilmasi esasina
dayanmaktadir. Bunlar, larval gelisimleri esnasinda yetiskin sine8in viicut yapisina
farklilagincaya kadar, mitotik olarak cogalirlar (Graf ve ark. 1996, Graf ve ark. 1998).
Somatik sistem ¢ok sayida avantaj sunmaktadir. Testi yapabilmek i¢in sadece bir sinek
generasyonu gereklidir. ki iyi bilinen somatik doku (kanat ve goz) tek bir sinekte ¢ok
sayida hiicrenin (bir kanatta yaklasik 25.000 hiicre, bir gozde de yaklasik 800
ommatidium) analizine izin verir. Sayimi kolay ve hiicre belirleyicileri giivenilirdir
(Graf ve Wiirgler 1996). Yaklasik 20 yil 6nce kanat hiicre belirleyicileri multiple wing
hair (mwh), ve flare’in (flr) kullanimi gelistirilmistir (Graf ve ark. 1984).

Larvalarin imajinel disklerinde mitotik olarak c¢ogalan biiylik hiicre
populasyonlar1 vardir ve somatik testler bu biiyiik hiicre populasyonunun avantajindan
faydalanirlar (Graf ve ark.1984, Graf ve ark. 1996, Graf ve ark. 1998). Bu imajinel disk
hiicrelerinden birisinde bir genetik degisiklik meydana geldiginde bu degisiklik bu
hiicrelerden olusan tiim hiicrelerde bulunur ve bunlar mutant hiicre klonlarini
olustururlar. Degisimler fenotipte goriiniir degisimlere neden olursa, mutant hiicre

klonu, ergin sinegin viicut yiizeyinde mutant hiicrelerden olusan bir nokta olarak belirir



(Graf ve ark. 1984, Graf ve ark. 1998). Mutant lekeler, farkli mutasyon ve
rekombinasyon mekanizmalarindan olusabilir (Frei ve Wiirgler 1996).

SMART test sistemleri, heterozigot veya hemizigot hayvanlarin viicut
yiizeylerinde hiicre klonlarinin degisimine Onciilik eden mutasyon ya da
rekombinasyonlardan dolay1r (Wiirgler ve Vogel 1986), heterozigotinin kayb1 esasina
dayanir (Graf ve ark. 1996, Frei ve Wiirgler 1996, Graf ve ark. 1998, Tiburi ve ark.
2002). Bu gen markerlari, sineklerin gozleri (Wiirgler ve Vogel 1986) veya kanatlarinda
ifade edilebilen fenotipleri belirlerler (Graf ve ark. 1996, Graf ve ark. 1998). Somatik
yontemler, germ hiicrelerindeki cinsiyete bagl resesif letaller i¢in olan klasik testlerden
farkli olarak yalmzca bir sinek generasyonunda uygulanabilir. Germ hiicrelerindeki
yontemlerin tamamlanmasi i¢in en azindan bir aya ihtiyaglar1 vardir. Ayrica
antigenotoksisite caligmalart i¢cin SMART yontemleri test bilesiklerinin uygulama
protokollerinde ¢ok cesitlilik ve esneklik sunmaktadir. Bu yontem test bilesiklerinin tek
tek olabildigi gibi, ikili veya daha fazla kombinasyonlar seklinde ve farkli siirelerde
uygulanmasini saglar. Kendine 6zgii bu avantajlar SMART yontemlerini kimyasal ve
fiziksel ajanlarin genotoksisite ve antigenotoksisite testleri icin olduk¢ca uygun
yapmaktadir (Wiirgler ve Vogel 1986).

Daha once yapilan ¢alismalarla mutajen olduklar1 belirlenen, monofonksiyonel
ve polifonksiyonel alkilleyici ajanlarin (etil-metan siilfonat, diepoksi biitan, mitomisin
C, trenimon), mutajen yapisindaki biiyiik adductlarin (aflatoksin B1), DNA’y1 kiran
ajanlarin (bleomisin), interkalasyon yapan ajanin (5 aminoakridin), ig ipliklerini
etkileyen ilaclarin (vinblastin) ve antimetabolitlerin (metatoraksat) de bu test
yontemiyle mutajen etkileri gosterilmistir. Ayrica test sulu ortamlarda stabil olmayan
mutajenlerin (1,2-di brometan), metabolik aktivasyonda rol alan promutajenlerin
(aflatoksin  B1, dietilnitrozamin, dimetilnitrozamin, mitomisin C, prokarbazin)
belirlenmesinde de kullanilir (Graf ve ark. 1984).

Yaymnlanan ¢alismalarin birkacinda bu somatik test sistemleri tek veya karigim
halindeki bilesiklerin antigenotoksisitesinin arstirilmasinda kullanilmustir. Ornegin
Klorofilin Trp-P-2 (3-amino-1-meytil-SH-pyrido[4,3-b]’nin genotoksisitesini inhibe
ettigi kanat leke testi ile ilk kez Negishi ve ark. tarafindan gosterilmistir (Graf ve ark.

1998).



Askorbik asitin gamma 1sinlarina ve kromium VI oksidin genotoksisitesine karsi
koruyucu etkisi oldugu kanat somatik hiicrelerinde gosterilmistir (Graf ve ark. 1998).

Graf ve ark. 1998 yilindaki yayinlarinda kanat leke testi ile bir¢ok antipiretik ve
analjezik maddenin mitomycin C’ye kars1 antimutajenik aktivitelerinin Sato ve ark.
(1996) tarafindan gosterildigini belirtilmektedir.

Tiikettigimiz yiyecek ve iceceklerin dogal bilesenlerinin, antimutajenik veya
antikarsinojenik etkileri belgelenmistir. Bu antigenotoksik veya antikarsinojenik
aktiviteler belli sebze meyvelerde dogal olarak olustugu gosterilmistir (baharat, kahve,
cay). Hamss ve ark. 1999 yilinda Kanat SMART ile, karisik diyette zerdecalin
antigenotoksisitesini veya genotoksisitesini degerlendirmek istemislerdir. Iyi bilinen
giicli mutajen {irethan, zerdecal anti-genotoksisitesini degerlendirmek igin
kullanilmistir. Urethan’in yalmz kullanilan tiim konsantrasyonlarda ii¢ leke kategorisini
de arttirdigr gosterilmistir. Zerdecalin irethan ile birlikte igeri alimi tiim leke
kategorilerinin frekanslarinda istatistiksel olarak benzer azalmaya neden olmustur.

2000 yilinda Karekar ve ark. birer antioksidan olan E vitamini, kafeik asit ve
glutatyonun olas1 antimutajenitesini test etmek i¢in Salmonella ve Drosophila test
yontemini kullanmiglardir. Promutajen aflatoksin B1’in Drosophila kanat imajinel disk
hiicrelerinde mutasyonlara neden oldugu icin se¢ildigi bu calismada kafek asit ve
glutatyon, AFB1 tarafindan arttirilan mutasyonel olaylarin indirgenmelerinde etkili
olurken, E vitamininin boyle bir antimutajenik yanit1 gézlenmemistir (Karekar ve ark.
2000).

Kaya ve ark. 2000 yilinda bes herbisidin (amitrol, metribuzin, prometrin,
terbiitirin ve dikuad dibromid) Drosophila kanat SMART testi ile genotoksisitelerini
arastirmiglardir. Deney sonuclarinda amitroliin 0,5 mM ve 1mM derisimleri kiiciik tek
tip, biiylik tek tip ve toplam spot frekanslarimi arttirmis. Sadece terbiitirin 5 mM
derisimde kiiciik tek tip ve toplam spotlarin frekansinda yanlis pozitif oldugu diisiiniilen
az bir artisa neden olmustur. Diger ii¢ herbisid ise higbir genotoksik etki gostermemistir
(Kaya ve ark. 2000).

Graf ve ark. 1994 yilinda kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde
genotoksisiteleri bakimindan ii¢ bitkisel cay, bir siyah ¢ay, bir brendi ve bes sarap test
edilmistir. Uc giinliik larvalar, iceceklerin fakli konsantrasyonlariyla beslenmistir.

Kirmiz1 saraplardan biri etanol iceriginden kaynaklanmayan acik bir genotoksik aktivite



gostermistir. Bitki caylar1 (Urtica dioica, Achillea millefolium) ve siyah cayin (Camelia
sinensis) zayif genotoksik oldugu ortaya ¢cikmstir. Bitki orijinli icecekerde bulunan
2-flavanol quersetin ve rutin Drosophila somatik hiicrelerinde zayif genotoksik aktivite
gostermistir. Bu sonuglar ayn1 zamanda Drosophila in vivo somatik metodun, icecekler

gibi karisimlarin genotoksisitelerini saptayabildigini gostermektedir (Graf ve ark. 1994)

2.3. Kanser ve Kanser Tedavisinde Kullanilan ilaclarin Etki Sekilleri

Mutasyona neden olan ¢evresel ajanlar kanser gelisiminde rol oynamaktadirlar.
Iyonize radyasyon, kimyasallar ve viriisler gibi ¢evresel karsinojenler genelde etkilerini
mutasyona neden olarak gosterirler. Olusan bu mutasyonlar kanserde ©Onemli rol
oynarlar. Kanser, normal metabolik sinirlanmalarinin (kontakt inhibisyon) cogu
kaybolmus hiicreler tarafindan karakterize edilen bir hastaliktir. Kanser hiicreleri
anormal proteinler iiretirler, farkl hiicre yiizey proteinleri olustururlar. Normal hiicreler
diger hiicreler ile kontakt inhibisyon i¢inde olup birbirlerine degdiklerine boliinmelerini
durdururlar ancak kanser hiicrelerinde bu kontakt inhibisyon kayboldugundan diger
hiicrelerle temas halinde bile kontrolsiizce boliinmektedirler (Smith ve Wood 1991).

Kanser hiicreleri bulundugu yerden metastaz yapabilme yetenegine sahiptirler.
Kanser hiicrelerinde hiicre dongiisiiniin kontrolii kaybolmus ve hiicre cogalmasi
hizlanmistir (Waters ve ark. 1999). Kanser genetigi ile ilgili calismalar kanserin somatik
hiicrelerde mutasyonla basladigin1 ve bu mutasyonun hedef doku hiicresine spesifik
olmas1 gerektigini gostermektedir (Yuspa 2000). Karsinojenik siire¢ hem mutajenik ve
mutajenik olmayan hem de Kkarsinojenik olmayan kimyasallar tarafindan
indiiklenebilmektedir (Barret 1995)

Hiicre dongiisiinii kontrol eden genlerde meydana gelen mutasyonlarin kanser
olusumuna neden oldugu bilinmektedir. Normal fonksiyonu hiicre boliinmesini tegvik
etmek olan proto-onkogenler siirekli calisir hale gelirlerse kontrolsiiz hiicre
boliinmesine neden olurlar (Klug ve Cummings 2002). Normalde hiicre boliinmesi ve
gelisimi gibi hayati hiicre fonksiyonlarimi gerceklestiren proteinleri kodlayan bu
genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu bu genler onkogenler veya kansere neden
olan genler olarak karsimiza cikarlar. Onkogenler hatali protein iireterek hiicre

boliinmesinin asir1 artisina sebep olurlar (Brusick 1987, Smith ve Wood 1991).



Karsinogenes siirecinin tanimlanmasinda kullanilan klasik ve de molekiiler modeller
malign tiimorlerin gelismesi i¢in ¢esitli mutajenik delillerin gerekli oldugunu
gostermektedir (Waters ve ark. 1999). Kromozom kayiplari, kromozom lokuslarina
viral DNA dizilerinin girmesi (Klug ve Cummings 2002), Gen mutasyonlari, gen
amplifikasyonlari, kromozomlarin yeniden diizenlenmeleri ve andploidi ¢esitli tipte
timorlerle baglantilidir. Kimyasallar ve genetik degisikliklerin bircok tipine neden olan
diger ajanlar karsinogenesise karisan genlerde hasarlar yaparlar. Genetik hasarlarin bu
tiplerini saptayan kisa zamanh testler, oOzellikle in vivo memeli hiicrelerinde
kimyasallarin karsinojenik risklerini 6lgmek i¢in bilgi sunmaktadir (Waters ve ark.
1999).

Antimetabolitler DNA, RNA ve proteinlerin sentez zincirlerinde degisik
basamaklarda substrat veya koenzim olan cesitli metabolitlerin analoglaridir. Bu sekilde
enzim baglanmalarim1 inhibe ederek islev goriirler (Salmon ve Apple 1974). Bu
antimetabolit bilesiklerden methotrexate, merkaptopurin, thioguanin, fluorourasil ve
cytarabine’i kanser tedavisinde kullanilan ilaclara 6rnek olarak verebiliriz (Lazo ve
Larner 1998).

Alkilleyici ajanlar, DNA ile capraz baglanarak alkil gruplann eklerler.
Replikasyon ve transkripsiyonu engelleyebilirler. Bu yiizden alkilleyici ajanlarin ¢ogu
antitimor ila¢ olarak kullanilmaktadir (Frenzilli ve ark. 2000). Bu tiir ilaglara,
melphalan, chlorambucil, cyclophosphamide, carmustin ve procarbazin’i 6rnek
gosterebiliriz (Lazo ve Larner 1998).

Interkalasyon yapan ajanlar, bazlar arasina girerek okuma kalibinin degisimine
sebep olurlar. Bu tip antibiyotik kokenli bilesiklere, daunorubicin, doxorubicin,
actinomycin D, bleomycin ve mitomycin C 6rnek verilebilir (Lazo ve Larner 1998).
Doxorubicin ve daunorubicin, ¢ift zincirli DNA’da bazlar arasina girerek interkalasyon
yapar, topoizomeraz II'yi baskilar ve serbest radikal olusumuyla etki eder. Baslica
antitimor aktivitesi DNA topoizomeraz aktivitesini baskilamasiyladir. Topoizomeraz
II’de DNA replikasyonu i¢in esastir.

Actinomycin D’ de DNA’ya interkalasyon yapar ve boylece transkripsiyonu
bloke eder. Baglica antitiimor aktivitesi de bu sekilde goziikmektedir. Actinomycin
serbest radikal olusumuyla DNA c¢ift zincir kiriklarinin olusumuna neden olur ve

RNA’nin sentezini engeller (Lazo ve Larner, 1998).



Bitki alkoloidleri, mitoz sirasinda hiicre dongiisiiniin metafaz safhasinda ig
ipliklerini bozar, milkrotiibiil polimerizasyonunu engelleyerek etkilerini gosteren
guruptur. Bu gruptaki ilaglara vincristin, vinblastin, etoposide, taxol 6rnek verilebilir

(Lazo ve Larner, 1998).

2.4. Antineoplastik Ajanlarla Yapilan Kanat SMART Calismalari

D. melanogaster kanat SMART yontemi ile kanser tedavisinde kullanilan bir¢cok
antineoplastik ajanin genotoksik ve mutajenik etkileri arastirilmistir. Bu ¢alismalardan
elde edilen sonuclarla aslinda tedavi amagli kullanilan bir¢ok ilacin mutajenik ve
genotoksik aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir. Bu calismalara 6rnek verilebilecek
birkag¢ arastirma asagida kisaca verilmistir.

Deoksisitidin analogu olan 1-B-D-arabinofuranosylcytosine (sitosin arabinosid,
sitarabin, ara-C) ve 5-aza-2’-deoksisitidin (desitabin, DAC, 5-aza-dC) akut myeloid
l6semi tedavisinde kullanilan antineoplastik ilaclardir. Ara-C ve 5-aza-dC’nin
genotoksik potansiyelleri D. melanogaster kanat SMART yontemi ile arastirilmistir.
Bu antimetabolitler mwh/TM3 ve mwh/flr’ genotiplerinde 4 farkli konsantrasyonda
denenmislerdir. Mwh/flr® genotipinde her iki ilag tiim konsantrasyonlarinda ve tiim leke
kategorilerinde pozitif genotoksik etki gostermisti. mwh/TM3 genotipinde ise
5-aza-dC tiim dozlarda anlamli mutajenik aktivite gosterirken ara-C yalnizca en yiiksek
konsantrasyonda mutajenik bulunmustur. Bu sonuglar da her iki antimetabolitin en
biiylik genotoksik etkisinin rekombinojenik aktivite oldugunu gostermistir (Cunha ve
ark. 2002a).

Heres-Pulido ve ark. (2004) yaptiklar1 bir c¢alismada tamoksifen ve
4-nitroquinoline-1-oxide’nin genotoksik etkilerini D. melanogaster kanat SMART
yontemiyle arastirmislardir. Tamoksifen meme kanserinden korunma ve tedavide
kullanilan bir antidstrojen, 4-nitroquinoline-1-oxide 1ise kisa zamanli testlerde
puliripotent bir karsinojen ve kuvvetli bir mutajen oldugu gosterilen bir ajandir.
Calisilan bu yontemle tamoksifen zayif bir genotoksisite gosterirken, 4-nitroquinoline-
1-oxide ise tamoksifenden ¢ok daha genotoksik bulunmustur. Ayrica 4-nitroquinoline-
I-oxide sitokrom p-450 enzim metabolizmasina bagli olarak yiiksek rekombinojenik

aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir.



D. melanogaster kanat SMART yontemi ile okaryotik DNA topoizomeraz 11
inhibitorii olan ellipticine, teniposide, etoposide ve DNA topoizomeraz I inhibitorii olan
camptothecine’in genotoksik etkileri arastirllmistir. Spot frekanst maruz kalinan
ajanlarin milimolar {initesiyle standardize edilmistir. mwh/flr; genotipinde en yiiksek
spot indiiksiyon frekansi camptotechin de olup, sirasiyla teniposide, ellipticine,
etoposide dogru spot indiiksiyon frekanslart azalmistir. mwh/TM3 genotipinde spot
frekans1 6nemli 6l¢iide azalmistir (Frei ve Wiirgler 1996).

Camptothecine (CPT) okaryotik DNA topoizomeraz (top I)’i hedef alan
antikanser ajandir. CPT ve klinik antineoplastik analoglan irinotechan (CPT-11) ve
topotechan (TPT) D. melanogaster de kanat SMART ile degerlendirilmistir. Bu
bilesikler (CPT, CPT11, TPT) topoizomeraz-DNA kompleksine engel olurlar. Test
sonuglart tiim bilesiklerin benzer genotoksik etkiye sahip olduklarini gostermistir.
TPT’nin en genotoksik bilesik oldugu gosterilmistir. Maruz kalinan her milimolar
tiniteye karsilik CPT ve CPT11 sirasiyla 7 ve 28 kez TPT’den daha az mutant klon
olusturmustur (Cunha ve ark. 2002b).

DNA topoizomeraz inhibitorleriyle yapilan genotoksisite calismalarindan
birisinde nalidixic asit, camptothecin, m-amsacrin ve etoposide’in genotoksik etkileri
SMART yontemiyle arastirilmistir. Nalidixic asit ve amsacrin’in mutant klon sayisini
arttirmadiglr buna ragmen camptothecin ve etoposide’in mutant klon sayisini anlamli
derecede arttirdiklari, dolayisiyla genotoksik olduklar1 belirlenmistir. Camptothecine’in
etoposide den daha kuvvetli bir genotoksik etkiye sahip oldugu bulunmustur (Torres ve
ark. 1998).

Vinca alkoloidleri olarak bilinen Vinblastine (VBL), Vincristine (VCR) ve
semisentetik analoglart Vinoralbine (VNR), otuz yili askin bir siiredir kanser
tedavisinde kullanilmakta olan bilesiklerdir. Drosophila kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi ile genotoksisiteleri arastirllmistir. Her ii¢ ilacinda toksisitesine
bakildiginda, marker heterozigot larvalarda pozitif etki gosterdigi toplam spot
frekansinda istatistiksel ag¢idan anlamli artislarin oldugu belirlenmistir. En diisiik
toksisiteye sahip ilacin VCR oldugu gosterilmistir. ikiz klonlar hicbir ilag aktivitesinden
etkilenmemigstir. Bu ili¢ mikrotiibiil antagonisti transhetrozigot sineklerde toplam single
spot frekansini istatistiksel olarak anlamli derecede arttirmistir. VCR ve VBL’nin

Drosophila goz veya kanat SMART deneyinde non-disjunction olusturduguna dair



pozitif sonuclar elde edilmistir. VCR’nin kanat SMART ile kromozom kiriklarini
arttirdig belirlenmistir (Tiburi ve ark.2002).

2.5. Kullanilan Kimyasal Maddeler

2.5.1. Gemcitabine (Gemzar)

Gemcitabine (2’,2’-difluorodeoksisitidin), deoksiriboz sekerin 2’
pozisyonundaki 2 hidrojen atomunun yerine 2 flor atomu iceren bir deoksisitidin
analogudur. Gemcitabine adi1 kismen, 2’ pozisyonundaki (geminal pozisyon) 2 flor
atomundan tiiretilmistir.

Gemcitabine bir niikleosid analogu olup (Plunkett ve ark. 1995a, Heinemann ve
ark. 1995, Mason ve ark. 1999), gogiis, ovaryum, pankreas, kiiciik hiicreli olmayan
akciger kanseri ve meme kanserinin tedavisinde kullanilan pirimidin antimetabolitidir
(Heinemann 1996). 2°2’-difluorodeoksisitidin ¢esitli kat1 tiimorlere karsi aktivite
gosteren (Plunket ve ark. 1995a, Auer ve ark. 1997, Mason ve ark. 1999), in vivo ve in
vitro anti-timor etkisi kanitlanmis antineoplastik bir ajandir (Heinemann ve ark. 1995,
Auer ve ark. 1997, Rieger ve ark. 1999). Ayrica Gemcitabine hiicresel onarimi
engelleyip, apoptosisi tesvikler ve tiimor hiicrelerinin biiylimesini engeller (Mason ve
ark.1999).

Genel olarak niikleosid antimetabolitleri, viral hastaliklarin ve timorlerin
tedavisinde kullanilan en etkili sinif ilaclardandir. Niikleosid analoglarinin tamamina
yakim hiicre icine girip niikleotid formlarina fosforlanmalarindan sonra aktiflesirler.
Niikleosid antimetabolitleri, biyolojik aktiviteleri nedeniyle, hiicre boliinmesi ve diger
ajanlarin  olusturdugu DNA hasarinin onarimi icin gerekli olan DNA sentez
metabolizmasini hedef alirlar (Plunket ve ark. 1995a).

Diger niikleosid analoglar1 gibi Gemcitabine de tiimor hiicrelerine kars1 etkisini
gosterebilmesi icin fosforlanarak aktiflesmesi gerekmektedir. Gemcitabine hiicreler
arasi fosforilasyonla aktif ana metaboliti olan dFdC trifosfata doniisiir (Plunket ve ark.
1995a, Heinemann ve ark. 1995, Heinemann 1996, Rieger ve ark. 1999).

Gemcitabine’in hiicre igersine transportunun nasil oldugu Cin Hamsteri ovaryum
hiicrelerinde arastirilmistir. Gemcitabine’in, yine antineoplastik bir ila¢ olan ara-C’den

cok daha fazla oranda hiicre icersine alindigi saptanmistir. Gemcitabine’nin oldukga



lipofilik oldugu, ancak bu 6zelligin 6zel transporterlara olan afinitesini etkileme sekli
veya diflizyonla hiicre zarindan yeterli miktarda gecisine etkisi tam olarak
bilinmemektedir (Plunket ve ark. 1995a). Hiicre i¢ine giren Gemcitabine deoksisitidin
kinaz tarafindan hizla fosforlanir (Plunket ve ark. 1995a, Plunket ve ark. 1995b, Rieger
ve ark. 1999). Fosforlanma ile baglayan bu aktivasyonun orani deoksisitidinin
aktivitesine baghdir (Heinemann ve ark. 1995). Deoksisitidin kinaz, Gemcitabine
difosfat ve Gemcitabine trifosfat aktif metabolitlerinin olugsmasini saglayan rate-limiting
bir enzimdir (Plunket ve ark. 1995b). Gemcitabine, hiicre i¢inde deoksisitidin kinazlar
tarafindan Gemcitabine monofosfata fosforlanmak icin kullanilan iyi bir substrattir.
Insan Molt 4 hiicrelerinden saflastirilmis deoksisitidin kinazla yapilan calisma bunu
dogrulamaktadir. Ayrica iiridin trifosfat, adenozin trifosfattan daha etkili bir fosfat
vericisidir. Deoksisitidin kinaz Gemcitabine’nin fosforlanmasi i¢in cesitli kaynaklari
kullanmaktadir. Ilk olarak, hiicrenin canliifi deoksisitidin kinaz eksikliginde
Gemcitabine’den etkilenmez. Ikinci olarak, eksojen deoksisitidin, konsantrasyondan
bagimsiz sekilde Gemcitabine sitotoksisitesini ters cevirir. Son olarak, hiicre
ekstraktlarinda niikleosid kinazlarin ayrilmasi, Gemcitabine’nin deoksisitidin kinaz
tarafindan fosforlandigimi gostermistir. Ancak deoksiguanosin kinaz ya da adenozin
kinaz Gemcitabine’i fosforlamamistir. Ayrica deoksisitidin  kinaz, hiicrelerde
Gemcitabine trifosfatin birikiminde orana bagli sinirlayici etki gosterir. Gemcitabine
yiiksek konsantrasyonlarda deoksisitidin kinazin substrat inhibitorii olarak hareket eder.
Difosfat Gemcitabine, Gemcitabine trifosfata (dFdCTP) ubiquitus non-spesifik enzim
niikleosid difosfat kinaz tarafindan doniisiir (Plunket ve ark. 1995a).

Gemcitabine monofosfat dCMP deaminaz i¢in olduk¢a iyi bir substrattir.
Substrat etkinligi, dogal substrat dCMP’1n yaklasik %10’u kadardir. Niikleosidin tersine
iriin 2’-2’-deoksiliridin monofosfat (dAFAUMP) fosforilasyon icin iyi bir substrat olarak
goziitkmektedir (Plunket ve ark. 1995a).

dCMP deaminaz aktivator olarak dCTP’ye ihtiya¢ duyar. dCTP yoklugunda
enzim, Gemcitabine monofosfata dogru kiiciik bir aktivite gosterir. Gemcitabine ile
inkiibasyon sirasinda dCTP konsantrasyonunda diisiis, dCMP deaminaz aktivitesinin
kaybiyla paraleldir (Plunket ve ark. 1995a).

Gemcitabine difosfat ve Gemcitabine trifosfat DNA sentezi icin gerekli olan

cesitli siirecleri baskilar (Plunket ve ark. 1995a). Ornegin Gemcitabine difosfat, DNA



sentezi ve onarimda gerekli olan deoksiniikleotidlerin yapimindan sorumlu
riboniikleotid rediiktazi baskilamaktadir (Plunket ve ark. 1995b).

Hiicrede deoksiniikleotidlerin 6zelliklede dCTP’nin azalmasi Gemcitabine
niikleotidlerinin DNA’ya baglanmasinin artisina sebep olur (Plunket ve ark. 1995a,
Plunket ve ark. 1995b, Mason ve ark. 1999). Ayrica hiicresel diizenleyici siirecte rol
oynayan Gemcitabine metabolitleri, hiicre biiylimesinde engelleyici aktivite gosterir. Bu
etkilesim self potentiation olarak adlandirilir ve diger antikanser ilaclarinin ¢ok azinda
goriilmiistiir (Plunket ve ark. 1995a).

dFdC’nin in vitro’da lenfoblastoid hiicre hatlarinda apoptosise neden oldugu
gosterilmistir. Riboniikleotid rediiktaz, riboniikleotid difosfat rediiktaz, deoksisitidin
kinaz ve deoksisitidin monofosfat baskilanmasi yoluyla deoksiniikleotid trifosfatin
hiicresel havuzunu bozar (Auer ve ark. 1997). In vitro primer extension metodu
kullanilarak uzayan DNA zincirinin sonuna dFdC niikleotidinin girmesinin ardindan, bir
deoksiniikleotid eklenmesiyle 3’ ucunun uzadig1 ve DNA polimeraz i¢in biiytik bir ara
bolge meydana getirildigi bulunmustur (Plunket ve ark. 1995a, Auer ve ark. 1997). Bu
noktadan sonra DNA polimerazlar sentez i¢in ilerleyemezler. Bu etki maskelenmis
terminasyon olarak adlandirilir. Gemcitabine’nin DNA i¢ine kilitlenmesi, proof-reading
eksoniikleaz aktivitesiyle sondan bir Onceki konumdan Gemcitabine niikleotidinin
cikartilmasini engeller (Plunket ve ark. 1995a, Plunket ve ark. 1995b). Gemcitabine bir
kez DNA’ya yerlestiginde dFdC’nin karsisina komplementer zincirde uygunsuz
niikleotidler yerlesir (Plunket ve ark. 1995a). Hiicredeki Gemcitabine’nin bilinen

metabolik isleyisi Sekil 2.1°de gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Gemcitabine’nin hiicredeki metabolik isleyisi

Gemcitabine’nin  biyolojik aktivitesinde O©nemli rol oynayan kimyasal
degisikliklerden biri deoksisitidinin 2. karbonunun hidrojenlerinin yer degistirmesidir.
Bu bolge, DNA polimeraz ve riboniikleosid difosfat rediiktazlarin diskriminasyonunda
primer bolgedir. Bu enzimlerin, ilaclar icin hedef olabilecekleri tahmin edilebilir.
Gemcitabine’nin baskilayic1 etkisi DNA metabolizmasina katilmasiyla yonetilir
(Plunket ve ark. 1995a).

Radyoaktif isaretleyicilerle yapilan DNA, RNA ve protein sentezi ¢alismalari,
Gemcitabine’in dogrudan olan asil etkisinin DNA {izerine oldugunu gostermistir. Birkag
saat Gemcitabine ile muamele edilen insan T lenfoblastlarindan elde edilen niikleik
asitlerin yogunluk gradientlerindeki ayrilma, radyoaktivitenin neredeyse tamaminin
DNA ile ayrildigin1 gostermistir. Uzun inkiibasyon peryodu RNA ile radyoaktivitenin
kiigiik bir fraksiyonunun baglantisiyla sonuglanmistir. DNA yikimi, Gemcitabine
monofosfatin %90’dan daha fazlasimn DNA’da i¢ kisimlarda lokalize oldugunu
gostermistir. Bu da DNA ve Gemcitabine monofosfatin, DNA polimerazlar ile
uzatilabilen 3’terminal bolgede birlestigini gosterir. DNA sentezinin model sistemi,

Gemcitabine trifosfatin tiim insan DNA polimeraz alfa ve epsilonlar tarafindan uzayan



primer iplige katildigini dogrular. Riboniikleotid rediiktazlarin Gemcitabine difosfatlarla
inhibe edilmesi, hiicrelerde dCTP’nin Gemcitabine trifosfata oranini azaltir. Ciinkii bu
niikleotidler DNA polimerazlarla DNA’ya girmek icin yarisirlar (Plunket ve ark.
1995a).

Gemcitabine monofosfatin sondan bir Onceki niikleotid konumuna
yerlesmesinden sonra DNA polimeraz zincire bir deoksiniikleotid daha ekler. Boylece
Gemcitabine niikleotidinin aradan kesilip ¢ikartilmasi zorlasir. Bu nedenle Gemcitabine
niikleotidi DNA ile birlestiginde DNA’da cap veya maske analogu olarak gorev yapar
ve buradan c¢ikartilmaya daha direngli hale gelir. Bu olay maskeli terminasyon olarak
adlandirilir (Plunket ve ark. 1995b). Bu model polimeraz ilerlemesini durduran
arabinosil bilesiklerinin baglanmasindan farklidir. DNA polimerazlarin 3’-5’
eksoniikleaz aktivitesi, Gemcitabine ve ara-C gibi karbohidrat analoglarinin DNA’dan
cikarilmasini saglar. Yapilan genetik calismalar DNA’ya baglanmis olan ara-C
monofosfatin DNA ucundan, insan DNA polimeraz epsilonunun 3’-5’ proof-reading
eksoniiklez aktivitesiyle ¢ikartilabilecegini gostermistir (Plunket ve ark. 1995a). Tiim
hiicre tiplerinde, DFAC iceren DNA’lar DNA ¢ift zincir kiriklarinin olusumuna onciiliik
eder (Auer ve ark. 1997).

Gemcitabin ile yapilmis ¢gesitli in vivo ve in vitro ¢alismalar bulunmaktadir. In
vivo fare kemik iligi hiicrelerinde mikroniikleus (MN) ve kromozom aberasyonu (CA)
yontemleri kullanilarak yapilan bir c¢alismada Gemcitabin’in genotoksik etkileri
arastiritlmistir. Gemcitabine c¢aligilan tiim dozlarda mikroniikleus frekansini arttirmistir.
Benzer sekilde Gemcitabine kromozom aberasyonunu da istatiksel olarak anlamli
derecede arttirmistir (Aydemir ve Bilaloglu 2003).

Gemcitabine ile insan lenfosit kiiltiirlerinde in vitro yapilmis bir bagka ¢alismada
ise gemcitabine uygulanan tiim dozlarda insan periferik kan lenfositlerinde yiiksek
diizeyde kromozom aberasyonu ve sister kromatid exchange (SCE) olusturmustur

(Aydemir ve ark.2005).



2.5.2. Fotemustin (Muphoran)

Kloretilnitroziireler, alkilleyici antineplastik ajanlarin bir grubu olup, fotemustin
lipofilik kloretilnitroziireden tiiretilmistir (Hargrave ve ark. 2002, Merlin ve ark. 2002).
Fotemustine, nitroziire radikalleri tizerine asilanmisg, fosfoalanin tasiyict bir grup ile
karakterize edilebilen, diisiik molekiil agirlikli, yiiksek lipofilik kapasitesi olan, iigiincii
generasyon alkilleyici ve karbomilleyici etkiye sahip nitroziire ailesinden sitostatik bir
antikanser ajandir (Malhaire ve ark. 1999, Hargrave ve ark. 2002). Bu kimyasal yapz,
aminoasit transport sistemini kullanarak kan-beyin bariyerine ve hiicre membranina ¢ok
1yi niifuz edebilmeyi saglamaktadir (Hargrave ve ark. 2002). Terapotik aktivitesi beyin
metastazlarin1 iceren yayilmis melanomlarda ve beyin tiimorlerinde (Merlin ve ark.
2002), bas- boyun kanserlerinde (Merimsky ve ark. 1991) basta olmak iizere bir¢ok kati
tiimore kars1 gosterilmistir. Ilacin hareket tarzi DNA zincir kiriklar1 ve DNA- protein
capraz baglarinin icerildigi, capraz baglar yapmak seklindedir (Merlin ve ark. 2002).
Ayrica ilag sitostatik aktivitesi ile G2 fazindaki hiicrelerin akiimiilasyonunu

indiikleyerek hiicre siklusu iizerine etki etmektedir (Malhaire ve ark. 1999).

2.5.3. Amifostine (Etiyol)

Amifostine [(WR2721, S-2-(3-aminopropilamino)-etilfosforotiotik  asit)],
sisteamin analogu olup, fosforlanmis aminotiol On-ilacidir (Campos Nebel ve ark.
2002). Amifostine’in aktif hale gecebilmesi igin defosforile olmasi gerekir. Bu
defosforilasyon olaymin membrana bagli alkalin fosfatazlar araciligiyla gerceklestigi
diistiniilmektedir. Serbest ve defosforile olmus tiyol WR1065 hiicre i¢ine gecebilen
formudur (Campos Nebel ve ark. 2002, Blasiak ve ark. 2002, Acosta ve ark. 2003,
Blasiak ve ark. 2003), WR1065 reaktif oksijen tiirlerinin potansiyel siipiiriiciisii olup
(Acosta ve ark. 2003, Blasiak ve ark. 2003), normal dokularda bulunur (Campos Nebel
ve ark. 2002).

Hiicre koruyucu ajanlarin kullanimi, normal dokularda radyoterapotik ve
kematerapotik toksisitenin azaltilmasi icin alternatif bir yoldur (Campos Nebel ve ark.
2002). Amifostine, kemoterapi veya radyasyon tedavisi olan hastalarda secici bir hiicre
koruyucu ajan olarak kullanilmakta olup, reaktif oksijen tiirlerinin potansiyel

siipiiriiciisidiir (Blasiak ve ark. 2003). Amifostine secici olarak normal hiicreleri,



kemoterapinin toksik etkilerine, serbest radikallerin siipiiriilmesiyle hidrojen iyonlarinin
serbest radikallere aktarilmasi, oksijenin tiiketilmesi ve antineoplastik bilesiklerin aktif
tiirevlerine baglanmasiyla radyasyona karsi koruyabilir (Blasiak ve ark. 2002, Campos
Nebel ve ark. 2002, Acosta ve ark. 2003). Amifostine’in hiicre koruyucu etkisi,
nefrotoksite, norotoksitede goriiliir. Bu koruyucu etki, ovaryum, serviks, akciger, bas ve
boyun kanserlerinde klinik olarak kullanilmaktadir. Amifostine’in hiicre koruyucu
etkisi, serbest radikalleri siiplirebilme yetenegine ve antimutajenik etkilerine baglidir
(Acosta ve ark. 2003).

In vivo ve in vitro deneysel ¢alismalar, Amifostine’in radyasyon terapisinden ya
da kimyasal ilaclardan (cisplatin, cyclophosphamid, carboplatin, doxorubicin,
paclitaxel) kaynaklanan toksisiteye karsi etkili bir hiicre koruyucu aktivitesi oldugunu
one siirmektedir (Campos Nebel ve ark. 2002).

Aminotiyol 6n ilac1 amifostine’in hiicre koruyucu antioksidan etkisi MDS’li
(myelodysplastic syndrome) hastalarda kullanimiyla gosterilmistir (Invernizzi ve ark.
2002). Akut miyeloidli 16semili (AML) hastalarda, amifostine’in yararh etkileri rapor
edilmistir. In vivo AML hiicrelerinde telomeraz aktivitesinin azaltilmasiyla baglantili
oldugu belirlenmistir. In vitro da amifostine hiicre canliligini yiikseltir, apoptosisi
geciktirir (Acosta ve ark. 2003).

WR 1065’in igerdigi hiicre koruyucu ve antigenotoksisite mekanizmasi su sekilde
islemektedir:
e Serbest radikallerin siipiiriilmesi,
¢  DNA’nin kimyasal onarimina katilmak,
¢ Endojen antioksidanlart koruma,
e Oto oksidasyon siireclerden olusan hiicreler arasi hipooksik durumlar1 tesvik
etmek,

e Baglanan DNA’y1 koruma ve dengede tutma (Campos Nebel ve ark.2002).



2.6. Drosophila’nin Yasam Dongiisii

Yillardir kapsamli bir sekilde ¢alisilan Drosohila melanogaster tam baskalagim
gosteren diptera ordosuna ait bir meyva sinegi tiiriidiir IPCS 1985, Mitchell ve Combes
1984, Wiirgler ve Vogel 1986). Drosophila’nin en ideal yasam sartlar1 25 °C de %60
bagil nem ortamudir. 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik peryotta tutuldugunda 9 ile 20
giinde yumurtalardan yetiskin bireyler meydana gelir. Uc¢ peryottan olusan larval
safhalarinda 3. larval evrede olusan pupa imago ya da yetiskin sinege gelisir. Bu
sicaklik en hizli iireme zamani olup en iyi canliliktadir. 25 °C den diisiikk sicaklik
Drosophila’nin yasam dongiisiinii uzatir. Stoklar en yiiksek 29 °C ve en diisiik 18 °C ye
ayarlanarak daha hizli veya yavas iireme zamani elde edilebilir (Greenspan 2004).

Drosophilalarin yasam dongiisiinde embriyonik gelisim bir giin, birinci larval
evre bir giin, ikinci larval evre bir giin, ii¢lincii larval evre iki giin, prepupa evresi 4 saat,
pupa evresi 4.5 giin (IPCS 1985, Wiirgler ve Vogel 1986). Larval safhalar {i¢ peryottan
olusan Drosophilalarin {iciincii larval evrede olusan pupanin imago ya da yetiskin sinege
gelismesiyle bir generasyon tamamlanmis olur (Greenspan 2004). Yetiskin evrede ise
sinek 40-50 giin arasinda hayatta kalir. ilk instar larvalarda yumurtadan ¢ikmadan 1.5
saat sonra gonodal dokularin ayrilmasi goriiliir. Beyaz segmentli kurt benzeri larvalar
stirekli beslenirler, mamanin icine dogru ilerlerler ve bes giinliikk varliklar1 boyunca
kendi agirliklarinin ii¢ katimi tiiketirler. Agirliklart 0.05 mg dan 2.0 mg’a ulasir.
Pupalagsma sirasinda larval materyal dejenere olur ve imajinal disklerden kaynaklanan
yetiskin dokular olusur. Bu satha sirasinda kiitikiil kararir, sertlesir ve pupa sisenin
yiizeyine yapisir. Bes giin sonra pupa, yetiskin sinege gelisir. Yetiskin sinekler 2-3 mm
uzunlugunda olup, disiler erkeklerden biraz uzundurlar. Viicutlar {i¢ segmentten olusur,
bas, toraks, abdomen. Disilerde kuyruk yogun bir sekilde melaninlenmis olarak
abdomenin sonundadir ve kuyrugun sonu tam olarak yuvarlaktir. Disilerin abdomeni
dengeli olarak renklenmistir, bilesik segment degildir ve renklenme daha belirgindir. Bu
ozellikler cinsiyetin belirlenmesinde yeterlidir. Ancak, ¢ok genc erkeklerde abdomen
yogun bir sekilde melaninlenmediginden disi birey seciminde hatalar olabilir. Cinsiyetin
tam olarak anlasilmasi icin erkeklerin her bir 6n ayagindaki seks taragi karakteristiktir

(Mitchell ve Combes 1984) Seks taragi on ayagin hemen hemen yarisindaki eklem



yerinde koyu renk sira sira killardir (Mitchell ve Combes 1984, Graf ve ark.1992).
Drosophila’nin imajinel disk yerlesimleri Sekil 2.2 ve Sekil 2.3’te verilmistir.

Disiler iki X kromozomundan, erkeklerde bir X ve bir de Y kromozomundan
olusurlar (Mitchell ve Combes 1984, Greenspan 2004).

Kendilerini fenotipik ya da letal mutasyonlar olarak ifade eden Drosophila
genleri belirlenip haritalandirilmistir. Genetik olaylar hem somatik hem de germ
hiicrelerinde analiz edilebilir. Memeli benzeri detoksifikasyon yolu Drosophila’da
gosterilmistir. Bakterilerden farkli olarak cok hiicreli 6karyot Drosophila, memelilere
daha benzer hiicresel ve kromozomal yapiya sahiptir. Test sistemlerinde model
organizma olarak Drosophilayr kullanmanin ¢esitli avantajlar1 vardir. Drosophila’nin
yasam dongiisii siiresi kullanighdir. Cok sayida soyun hizli analizine izin vermesi
bakimindan yeterince kisa ancak, kronik, akut ve ayristirilmis dozlar1 ayirt etmek icin de
yeterince uzundur (Mitchell ve Combes 1984, Greenspan 2004). Drosophila’nin
beslenmesi kolay ve ucuz, bayiltmasi kolaydir. Tek bir disi birey 1 ile 400 arasinda
degisen sayida dol verebilir. Kii¢iik yapili canli olup, ¢ok sayida birey olusturabilme
kapasitesi Drosophilayr deneysel iiretimler ve kullanimlar icin avantajli konuma
getirmektedir(Kohler 1994). Genetik caligmalar i¢in kullanilabilecek bir¢ok mutant
hatta sahiptir. Drosophila’da sitokrom p-450 bagimli oksijenazlar, sitokrom bs, aril
hidrokarbon hidroksilaz ve xenobiotik metabolizma enzim bilesenlerinin bulundugu
gosterilmistir.  Drosophila, genetik olarak  aktif tiirlerde  promutajen ve
prokarsinojenlerin genis bir dizisinin degistirilmesi i¢in potansiyel enzimatik aktiviteye

sahiptir (IPCS 1985).



Sekil 2.2. D. melanogaster’de imajinel disk yerlesimleri
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Sekil 2.3. D. meanogaster’de imajinel diskler ve olusturdugu kisimlar



3. MATERYAL VE METOD

Antineoplastik ajan olan Gemcitabine ve Fotemustine ile hiicre koruyucu etkisi
olan Amifostine’in genotoksikolojik etkilerinin arastirildigit bu calismada Graf ve
arkadaslar1 tarafindan (1984) ayrintili olarak tanimlanan Kanat Somatik Mutasyon ve
Rekombinasyon Testi kullanildi. Kimyasallarin mutajenik ve/veya rekombinojenik
etkilerinin saptanabildigi bu test okaryotik in vivo bir test sistemidir (Graf ve ark.1984,
Frei ve Wiirgler 1996). Bu test mutasyonel olaylarin ¢esitlerini belirleyip genotoksisite
taramasi icin primer onemli bir bilesigin rekombinojenik aktivitesinin etkisiyle olusan
mitotik rekombinasyonun saptanmasina da olanak saglar (Graf ve Wiirgler 1996).

Kimyasallarin mutajenik ve rekombinojenik aktivitelerinin belirleyebilen bu test
sisteminde multiple wing hair (mwh) ve flare (flr) mutasyonlar1 i¢in transheterozigot
D. melanogaster larvalart kullanilmaktadir (Graf ve ark. 1984). Esas olarak bu test,
transheterozigot larvalarda delesyon, nokta mutasyon, ayrilmama ve rekombinasyon ile
kanat imajinal disk hiicrelerinde olusan genetik degisimlerin fenotipte gozlenmesi
esasina dayanir (Graf ve ark. 1984, 1989). Bu tiir genetik degisimlerin fenotipte
gozlenebilmesi i¢in D. melanogaster’de kanat trikomlarinin fenotipini belirleyen mwh
ve flr genleri belirleyici gen olarak kullanilmistir. D. melanogaster’in kanatlarindaki
somatik mutasyon ve rekombinasyonun saptanabilmesi sematik olarak Sekil 3.1°de

gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinin
sematik olarak gosterimi



3.1. Kullanilan Drosophila Hatlarimin Genetik Yapisi

Bu calismada kullanilan normal metabolik aktiviteye sahip hatlar Akdeniz
Universitesi Biyoloji Boliimiinden getirtilip boliimiimiizde standart besin ortaminda,
Drosophila i¢in ideal yasama kosullar1 olan 25 °C’de %60 bagil nem ortaminin
saglandigi iklimlendirme ortaminda kiiltiire alindi.

Somatik mutasyon ve rekombinasyonlar1 belirlemek i¢in bu hatlarin iiciincii
kromozomlari iizerinde bulunan iki belirleyici gen kullanildi. Bireylerin genetik yapisi
su sekildedir;

- mwh/mwh

- fIr3/In (3LR) TM3, ri p” sep bx>*® ¢* Bd * bu kisaca

- flr3 / TM3, Bd’ olarak gosterilmektedir.

Belirleyici genlerden biri olan flare geni, sineklerin kanatlarindaki normal, diiz ve
uzun killar yerine, kisalmis nokta seklinde, koyu renkli balon seklinde veya kalin ve
diizglin olmayan bir sekilde olmak iizere ¢ok cesitlilik gostermektedir (Wiirgler ve

Vogel 1986)

Belirleyici flare 3 (flrs, 3-38,8) geni homozigot halde iken embriyonik evrede
letal etki gostermektedir (Graf ve ark. 1996, Graf ve ark. 1998). Bireyleri flare geninin
embriyonik letal etkisinden korumak ve de rekombinasyonu baskilamak igin
dengeleyici TM3 kromozomu kullanilmaktadir. Sonuglarin giivenirliligi i¢in gercek
mutant klonlarin olast varyasyonlarindan ayrilmasi gerekmektedir. Bu nedenle, daha
once yapilmis olan calismalarda flare klonlar icin dortten daha az sayida gozlenen
sadece flare fenotipteki trikomlarin olusturdugu klonlar varyasyon nedeniyle ortaya
ciktigindan, flare fenotipteki klonlar icin dortten daha fazla sayidaki hiicrelerin sayima
dahil edilmesi esasina uyulmasi tavsiye edilmektedir. Bu calismada da sayimlar bu
tavsiye dikkate alinarak yapilmistir.

Belirleyici genlerimizin digeri ise mwh’tir ( mwh, 3-0,3), mwh geni, normal tek
trikomlarin yerine killarinin ayni hiicreden ii¢ veya daha fazla ¢ikmasi seklinde kendini
ifade etmektedir (Wiirgler ve Vogel 1986, Graf ve ark. 1996).

Birbirine komsu iki mutant klonun sayiminda, eger iki klon arasinda ii¢ ya da

daha fazla sayida yaban tip trikoma sahip hiicre sirast varsa iki farkli klon olarak



degerlendirilmislerdir. Bu c¢alismada Graf ve arkadaslarimin 1984’de uyguladigi
degerlendirme sekli goz Oniine alinarak klon kayitlart tutulmustur.

Dominant gen olan Bd® (beaded—serrat) homozigot halde letal etki
gdstermektedir normal kanatlardaki kanatlar diizgiin bir sekilde iken Bd ® genini tasiyan
bireylerde kanat kenarlar1 diizgiin degildir (Graf ve ark. 1996). Normal ve serrat kanat
yapilart Sekil 3.2°de verilmistir. Bd® geni TM3 dengeleyici kromozomunun iizerinde
yer aldigi icin TM3 dengeleyici kromozoma sahip bireyler kanat fenotiplerinin
incelenmesiyle diger (dengeleyici kromozom tasimayan) bireylerden kolaylikla

ayrilabilmektedir.

Mormal kanat Serrat kanat

Sekil 3.2. Dengeleyici kromozomu tasimayan normal ve dengeleyici

kromozomu tastyan Bd® bireylerinin kanat fenotipleri

Dengeleyici kromozom, letal etkisinden kurtulmak istenen genin bulundugu
homolog kromozomlardan birinde bulunmaktadir. Dengeleyici kromozomlar sayesinde
homozigot oldugunda embriyonik evrede letal etki gdsteren genlerin bu Oldiiriicii
etkisinden o hattt korumak miimkiindiir. Bu kromozomlarin rekombinasyonu
baskilamasi nedeniyle mutasyon veya rekombinasyon ile olusan fenotipik degisimlerin
hangi oranda rekombinasyonun etkisiyle oldugu belirlenebilmektedir. Bu
kromozomlarin rekombinasyonu baskilama o6zelliklerinden yaralanirken amaca uygun
dengeleyici kromozomun secilmesi sonuglar bakimindan Onemlidir. Yirmiden fazla
dengeleyici kromozom bulunmaktadir. Bunlarin bazilar1 belli bir kromozom iizerindeki
rekombinasyonlar1 baskilarken bazilar1 da biitiin kromozomlardaki rekombinasyonlari

baskilamaktadir (Lindsley ve Zimm 1992). Bu calismada kullanilan genetik hatlarin



tasidigr dengeleyici kromozom (TM3) calisilan kromozom olan iigiincii kromozom
tizerindeki rekombinasyonlar1 baskilamaktadir.

Calismada belirleyici olarak kullanilan mwh, flr ve Bd ® genleri Drosophila’nin
en biiyilk kromozomu olan {iciincii kromozom iizerinde bulundugundan (Sekil 3.3)
belirleyici genler arasindaki mesafenin uzak olmasi rekombinasyon ve mutasyonlarin

biiyiik aralikta incelenmesi acisindan avantaj saglamaktadir.

sentromer g
mwh +‘i_r Bd
| |
C _ ) i N, )
| | |
0.3 3.8 417 219

Sekil 3.3. Belirleyici genlerin iiciincii kromozom iizerindeki yerlesimleri

3.2. Drosophila Hatlarimin Kiiltiirii

Standart besin icerigi 510 ml distile su i¢in asagidaki gibidir;

Misir unu 52 ¢
Seker 47 g
Maya 95¢
Agar 3g
Asit karigimi 3 ml
Distile su 510 ml

Besin ortaminda kullanilan asit karistminda propiyonik asit, ortofosforik asit ve
distile su bulunmaktadir. Bu asit karisimi1 besinin kontaminasyonunu engellemek
amaciyla kullanilmaktadir. Bu karisim kullanilmadigi taktirde besin ortami fungus ile
kontamine oldugunda bireylerin gelisimi olumsuz yonde etkilenmekte ve yumurta

verimi diismektedir.



Besin ortaminin hazirlanmas icin verilen Olgiilerdeki distile su, agar, seker ve
misir unu ates lizerinde karistirilarak kaynatilir. 1-2 dakika kaynamasi saglandiktan
sonra maya ve asit karisimi eklenerek mamanin her yerine dagilmasi i¢in karistirildi.
Hazirlanan standart Drosophila besini daha Oonceden otoklavda steril edilen siselere
2 cm kalinhiginda diizgiince dokiildii. Siselerin agizlar1 kurutma kagidi ile kapatilarak
iki giin siireyle kurumaya birakildi. Yeterince kurumus olan besin ortamina,
dollenmemis disi birey toplayabilmek i¢in Drosophila’lar aktarilarak kiiltiir
zenginlestirildi. Kiiltiirler, 25 °C de %60 bagil nem ortaminda, 12 saat aydinlik, 12 saat

karanlik olan ortamda yetistirildi.

3.3. Caprazlama icin Birey Secimi

Uygulamanin yapilacag: transheterozigot larvalar1 elde etmek icin, disi flare ve
erkek mwh bireylerden caprazlama yapildi. Disilerin dollenmesi i¢in bilinen bir
genotipten spermlerin kullanilmas1 Drosophila metodunda esastir. Bakire disi bireylerin
toplanabilmesi icin, flare hattinin bulundugu kiiltiir ortamindaki ergin bireyler ortamdan
uzaklastirildi. Hi¢ ergin bireyin birakilmadigi flare sisesinden 8 saat igerisinde cikan
bireylerin disileri toplandi. Yeterince birey toplandiktan sonra transheterozigot
larvalarin elde edilebilmesi i¢in her sisede 40 disi flare ve 40 erkek mwh birey olacak
sekilde caprazlamalar yapildi (Sekil 3.4). Dollenmenin ve embriyogenezin
gerceklesebilmesi icin bireyler iki giin siire ile caprazlama sisesinde birakildi.
Uygulama yapilacak olan larvalarin tamaminin ayni evrede olabilmesi i¢in dollenme ve
embriyogenezi gergeklestirmis olan bireyler yeni bir besin ortamina alinarak 8 saat
siireyle burada birakilarak yumurta birakmalar1 saglandi. Caprazlama sisesine eksilen
bireylerin yerine yeni mwh erkekler ve bakire flareler disiler belli zaman araliklarinda

eklenerek ortam zenginlestirildi (Graf ve ark. 1984).
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Sekil 3.4. Dengelenmis heterozigot mwh/Bd® ve transheterozigot mwh/flr3
bireylerin elde edilebilmesi icin mwh/mwh ve flr’/TM3, Bd® bireyleri arasindaki

caprazlamalar.

3.4. ilac Dozlarimin Belirlenmesi

3.4.1. Pozitif Kontrol

Pozitif kontrol icin 20 ve 25 pg/ml’lik etil metan siilfonat (EMS) dozlari,
SMART testinde transheterozigot larvalarin Kkiiltiir ortamlarina verildi. EMS nin
Chemical Abstract Service (CAS) numarast 62-50-0. EMS’nin 20 ve 25 pg/ml’lik
dozlar larvalar tizerinde toksik etkili oldugundan canli birey elde edilemedi. 1 ve 2

pg/ml EMS dozlar1 denenerek 1 pg/ml uygun doz olarak secildi ve calisildi.
3.4.2. Gemcitabine (Gemzar)

Gemcitabine, Gemzar isimli ilacin etken maddesidir. Ila¢ Lilly ila¢ firmasi
tarafindan iiretilmektedir. Gemcitabine’in kimyasal formiilii asagida verilmistir (Sekil
3.5). Gemcitabine’in CAS numarasi 103882-84-42" dir.

Gemcitabine bilesiginin doz belirleme denemeleri sirasinda 0.5, 1, 2, 4, 8, 12, 16
ve 32 pg/ml’lik dozlar denendi. 0.5 ve 1 pg/ml’lik dozlar diisik mutasyon frekansi
nedeniyle calisilmadi. 12, 16 ve 32 pg/ml’lik dozlar larvalar iizerinde toksik etkili



oldugundan canli birey elde edilemedi. 2, 4 ve 8 pg/ml’lik Gemcitabine dozlar calisma

dozlar olarak belirlendi ve caligildi.

NH:
B
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Sekil 3.5. Gemcitabine bilesiginin kimyasal formiilii

3.4.3. Fotemustin (Muphoran)

Muphoran adli ilacin etken maddesi Fotemustine’dir. CAS No: 92118-27-9.
Servier ila¢ firmasi tarafindan iiretilmektedir. Kimyasal formiilii asagida verilen (Sekil
3.6) Fotemustine bilesiginin doz denemelerinde 2, 4 ve 8 pg/ml’lik dozlar denendi.

Uygun mutasyon frekansinin gozlenmesiyle bu dozlar calisilmaya devam edildi.

H, MO
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m-tj.u::{,o\\ | |
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Sekil 3.6. Fotemustine bilesiginin kimyasal formiilii



3.4.4. Amifostine (Ethyol)

Etken maddesi Amifostine olan Ethyol, Medlmmune Pharma tarafindan
tiretilmektedir. CAS No: 20537-88-6. Amifostine’in 1- 2 ve 4 ug/ml’lik dozlar1 denendi

ve caligildi. Amifostine’in kimyasal formiilii asagida verilmistir (Sekil 3.7).

OH

v 2
SNH\/\/

OH

0/ —

Sekil 3.7. Amifostine bilesiginin kimyasal yapisi

3.4.5. Gemcitabine ve Fotemustine’in Amifostine ile Kombine Uygulamalari

Amifostine’in hiicre koruyucu etkisinin gozlenmesi amaciyla 1 pg/ml
Amifostine + 8 ug/ml Gemcitabine ve 1 pg/ml Amifostine + 8 pg/ml’lik Fotemustine

kombine uygulamalari ¢alisildi.
3.5. ilaclarin Uygulanmasi

Yukarida etken maddeleri verilen 3 ilacin bu calismada her birinin 3 dozu
calisildi. mwh/flr’ caprazlamalarindan elde edilen ve 8 saat siiresince biriktirilen
larvalar iigiincii larva evrelerine ulastiklarinda bulunduklart kiiltiir ortamindan su ile
yikanarak ayrildilar. Ince gozenekli elekten gecirilerek larvalar besin artiklarindan
ayrildilar. Uygulama ortamu olarak kullanilan cam tiipler igerisine 4.5g hazir Drosophila
besini (Drosophila Instant Medium Caroloina Biological Supply Formula 4- 24)

konuldu. Cam tiip igerisindeki besinler uygulamadan hemen Once hazirlanmis olan



kimyasal c¢ozeltinin 9 ml’si ile 1slatilarak hazirlandi. 72 * 4 saatlik, elekten gecirilmis
larvalardan mikrospatiil ile 1- 2 spatiil dolusu larva uygulama ortamina birakildi.
Tiiplerin agizlar1 sikica pamuklarla kapatildi. Uygulamanin iigiincii larva evresinde
yapilmasinin nedeni; daha 6nce Graf (1995) tarafindan yapilan ¢alismada Drosophila
kanat SMART i¢in uygulama yapilacak en uygun zaman olarak belirlenmis olmasidir.
Calisilan her bir derisim i¢in hem mwh/flr’ hem de mwh/TM3 bireylerden 80
kanat (40 birey) tesadiifi olarak secilerek kanat preparatlart hazirlandi. Her bir derisim
icin 80 kanadin istatistiksel degerlendirmeler i¢in yeterli oldugu Frei ve Wiirgler (1995)

tarafindan belirlenmistir.

3.6. Ergin Bireylerin Toplanmasi ve Kanat Preparatlarimin Hazirlanmasi

Uygulama ortaminda antineoplastik ilaglara maruz birakilan larvalarin pupa
evresini takiben cikan ergin bireyler giinliik olarak, eterle bayiltilarak toplandi1 ve kanat
preparatlarin1 hazirlamak icin yeterli birey elde edilene kadar toplanan bireyler %70’lik
etil alkol de (+) 4 derecede buzdolabinda saklandi. Alkolde saklanan bireyler distile su
bulunan bir petriye alindi. Bireyler kanat morfolojilerine goére normal kanath
(transheterozigot mwh/ﬂr3) ve serrat kanath (dengelenmis heterozigot mwh/TM3)
bireyler olarak iki gruba ayrildi. Bu kanatlardan normal fenotipe sahip (mwh/flr)
kanatlar hem mutasyon hem de rekombinasyon sonucu olusan mutant klonlar
icermesine karsin diizgiin olmayan kenarli (mwh/TM3, Bd®) kanatlar dengeleyici
kromozomun rekombinasyonu baskilamasi nedeniyle sadece mutasyon sonucu olusan
klonlar1 icermektedir. Bu sebeple bu iki fenotipteki kanatlarin preparatlart ayri1 ayri
hazirlanarak degerlendirildi.

Kanat preparatlarinin hazirlanmasinda kullanilan Faure soliisyonu Graf ve ark.
1984 ile Wiirgler ve Vogel’in 1986 calismasindaki tarife gore hazirlandi. Faure

soliisyonun igerigi asagidaki gibidir:

Gum arabik 30g
Gliserol 20 ml
Kloral hidrat 50g

Distile su 50 ml



Kanat preparatlar1 hazirlanirken ¢cukur lam iizerine faure soliisyonundan bir iki
damla konuldu. (+) 4 derecede % 70 etanol igerisinde bekletilen ancak daha 6nce kanat
morfolojilerine gore ayrilmig olan sinekler distile su bulunan petriye alindilar. Kanat
preparati yapilmak icin alinan distile sudaki her bir sinek viicudundaki fazla su kurutma
kagidina emdirilerek faure soliisyonu damlatilmis c¢ukur lama konuldu. Sterio
mikroskop altinda ince uglu pens ile kanatlar viicuttan dikkatlice ayrildi. Kanatlarin
viicuttan ayrilmasi isleminde, kanatlar viicuda baglandigi yerden tutularak kanat
tizerindeki killara ve kanat biitiinliigline zarar vermeden ayrildi. Kopartma isleminde
kanat tizerindeki killarin zarar gormesi halinde bu kanatlar kullanilmadi. Her bir bireyin
kanadir ayrildiktan sonra aymi bireye ait kanatlar lam {izerine uygun araliklarla
yerlestirildi. Lam iizerine yeterince kanat cifti yerlestirildikten sonra preparatlar
kurumasi i¢in tozsuz bir ortamda bir giin bekletildi. Preparatlar kuruduktan sonra
lamlara bir iki damla faure soliisyonu damlatilarak hava kabarcig kalmayacak sekilde
tizeri lamel (24 x 60 mm) ile kapatildi. Kanatlarin diizgiin bir sekilde kurumasi igin
kapatilan preparatlarin iizerine 30- 40 g agirliginda metal bloklar kondu. Preparatlar bu
sekilde iic giin kipirdatmadan bekletildi. Uc giin sonra preparatlarin iizerinden metal
agirliklar alinarak lam ve lamel arasindan tasmis olan faure soliisyonu distile su ve
kurutma kagidi yardimiyla silinerek temizlendi. Preparatlar 151k mikroskobunda sayim

islemi i¢in hazir hale getirildi (Graf ve ark.1984).

3.7. Kanat Preparatlarimin Mikroskop Analizi

Hazirlanmis olan kanat preparatlart 10 X 40 biiylitmede 151k mikroskobunda
incelendi. Kanatlarin incelenmesinde kolaylik olmasi acisindan kanat {izerindeki
sektorler Sekil 3.8’deki gibi A, B, C, Cl, D, Dl, E olarak boliimlere ayrildi.

Kanatlar incelenirken dorsal ve ventral yiizdeki hiicre tabakalarimin her ikisi de
mikrovida yardimiyla mutant klonlarin olup olmadig: incelendi. Kanat yiizeyindeki her
bir sektdr ayr1 ayr1 taranarak mwh ve/veya flr mutant fenotipler sayilarak kayitlar
tutuldu. Sayimda kayitlar1 tutulan mutant klonlar:

e Kiiciik tek tip klon ( 1-2 mwh hiicre)
® Biiyiik tek tip klon (= 3 mwh veya flr hiicre)



e Ikiz klon (mwh ve flr hiicrelerin ikisini de yan yana aym klonda iceren

klonlar)

Sekil 3.8. Kanat sektorlerinin sematik goriiniimii

Bu siniflandirmanin biyolojik acidan anlamli oldugu Graf ve arkadaslar1 (1984)
tarafindan gosterilmistir. Siniflandirmada kiiciik tek tip klonlar yalmizca mwh
hiicrelerden olusmaktadir (Sekil 3.9). Ciinkii varyasyonla olusan ve flare gibi goriinen
hiicreleri mutantlardan ayirmak i¢in 4’den daha az sayidaki flare hiicreler bu sayima
dahil edilmedi (Graf ve ark. 1984). Bu nedenle kiiciik tek tip klonlar sadece mwh
klonlar1 icermektedir. Biiyiik tek tip klonlar Sekil 3.10’da goriildiigii gibi 3 veya daha
fazla mwh ya da flare mutant hiicrenin olusturdugu klonlardir.

Ikiz klonlar, mwh ve flare hiicreler aym klon icerisinde dagilmis olarak
bulundugu durumda olusan klonlardir (Sekil 3.11). Ikiz klon, mwh ve flare hiicrelerin
yan yana iki ayr1 klon olarak bulunmasiyla da olusabilir. Ancak yan yana bulunan mwh
ve flare klonlarin arasindaki yaban tip trikomlarin sayis: iigli gecmiyorsa ayni klon
icerisinde degerlendirilerek ikiz klon denebilir.

mwh klonlarin olusmasi nokta mutasyon, delesyon, ayrilmama, ve
rekombinasyon sonucu olmaktadir. Flare klonlar ve ikiz klonlar ise flare geni ile
sentromer arasinda gerceklesen rekombinasyon sonucu ortaya c¢ikmaktadir. Normal
kanatli bireylerde goriilebilecek degisik genetik olaylarin sematik gosterimi Sekil

3.12’de verilmistir.



Sekil 3.9. Kiigiik tek tip mwh mutant klonlarin mikroskoptaki goriiniimii

Sekil 3.10. Biiyiik tek tip mwh mutant klonlarin mikroskoptaki goriintimii
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Sekil 3.12. mwh/flr3 genotipli bireylerde goriilebilecek degisik olay ve sonuglar



3. 8. Klon Indiiksiyon Frekansi ve Rekombinasyon Miktarinin Hesaplanmasi

Kronik uygulamada her hiicrede ve her hiicre boliinmesindeki indiiksiyon

frekansi asagidaki esitlikle hesaplanmaktadir (Szabad ve ark. 1983).

f= x 107

NC

Bu denkleme gore sadece mwh klonlar1 goz 6niine aldigimizda denklemdeki “f”
mwh klonlarin indiiksiyonunun ortalama frekansini, “n’’ gézlenmis olan toplam mwh
klon sayisini, “N” analiz edilmis olan kanat sayisin1t ve “C’’ bir kanat iizerindeki
incelenebilecek hiicre sayisini gostermektedir. Bir kanat tizerinde incelenebilecek hiicre
sayisinin onceki calismalarla 24.400 oldugu bilinmektedir (Wiirgler ve Vogel 1986).

Yapilan caprazlamalar sonucunda olusan transheterozigot larvalardan gelisen
bireyler kanat bakimindan normal ve serrat kanat kenarli olmak {iizere iki farkli fenotipte
gozlenmektedir. Serrat kenarli kanatlara sahip bireylerde bulunan dengeleyici
kromozomun varligi, bu kromozom pargasi iizerine yerlestirilmis dominant mutant bir
gen olan Serrate (Ser) sayesinde tespit edilebilmektedir. Dengeleyici kromozomun
(TM3) rekombinasyonu baskilamasi nedeniyle bu fenotipe sahip bireylerde gozlenen
mutant klonlar sadece mutasyon sonucu meydana gelmektedir. Boylece serrat kenarli
bireylerden elde edilen verilerle normal kenarli kanatlardan elde edilen verilerin
karsilagtirilmasiyla calismada kullanilan ajanin mutajenik ve/veya rekombinojenik
etkileri ayr1 ayr tespit edilebilmektedir (Vogel 1992, Frei ve Wiirgler 1996).

Normal ile serrat kanatlardan elde edilen verilerin karsilastirilmasiyla

gerceklesen rekombinasyon yiizdesi su sekilde hesaplanmaktadir.

a-b
% rekombinasyon =

x 100

b



Formiilde;
a: normal fenotipteki kanatlarda gézlenen mwh sektorlerinin frekansi

b: serrat fenotipteki kanatlarda gézlenen mwh sektorlerinin frekansi

3.9 Verilerin Degerlendirilmesi

Sayimlar sonucunda elde edilen veriler degerlendirilirken orijinal (null) hipotez
(Ho)’de uygulamalar ile kontrol grubu arasinda istatatiksel olarak fark olmadigi
varsayildi. Alternatif hipotez (H,) de ise uygulama grubundaki indiiklenen mutasyon
oraninin kontrol grubundan m defa daha fazla oldugu varsayildi. Orijinal ve alternatif
hipotezlerin Binomial Sartli Test kullanilarak hesaplanmasiyla sonuglar; pozitif (+),

zay1f pozitif (z), onemsiz fark (i) ve negatif (-) olarak gosterildi (Frei ve Wiirgler 1988).

Cizelge 3.1. Orijinal ve alternatif hipotezlerin degerlendirilmesi

Ha
HIPOTEZLER
KABUL (1-B) RED (B)
KABUL ONEMSIzZ FARK NEGATIF
(1-a) P=(1-)(1-B)=1-a-B+aB | P=(1-a)B=p-ap
H, |RED POZITiF ZAYIF POZITIF
@ P=a(1-B)=a-aB P=aB

Orijinal ve alternatif hipotezlerin kabul veya red edilmesine karar verilirken
Kastenbaum ve Bowman (1970) cizelgesinde yararlanildi. Hipotezlerin kurulmasi
sirasinda yapilan hesaplamalarda kullanilan parametreler asagida verilmistir.

Nc= Kontrol grubunda incelenen kanat sayisi
N= Uygulama grubunda incelenen kanat sayisi

n.= Kontrol grubunda gozlenen mutant klon sayisi



ni=uygulama grubunda gozlenen mutant klon sayisi

n= n+n.= toplam mutant klonlarin sayisi

P,= Kontrol grubunda beklenen mutant klon frekansi, orijinal hipotez ( H, ) i¢in
Po= N/ (Nc+Ny)

Jo= uygulama grubunda beklenen mutant klon frekansi, Orijinalhipotez (H,) i¢in
qo-Ne/ (Nc+ N

Pa= Kontrol grubunda beklenen mutant klon frekansi, Alternatif hipotez (H,) i¢in
Pa= N¢/ (Nc+ mNy)

ga= uygulama grubunda beklenen mutant klon frekansi, Alternaif hipotez (H,) i¢in
ga= mNc+mNy)

P,n= Kontrol grubunda beklenen mutant klon sayis1,Orijinal hipotez (H,) i¢in
gon= Uygulama grubunda beklenen mutant klon sayisi, Orijinal hipotez (H,) icin
Pan= Kontrol grubunda beklenen mutant klon sayisi, Alternatif hipotez (H,) icin
gan= Uygulama grubunda beklenen mutant klon sayisi, Alternatif hipotez (H,) icin

M= Carpim sabiti

Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi i¢in hazirlanmig

olan bilgisayar programi Microsta ile Oncelikle yukarida verilen parametreler

hesaplandi. Hesaplama sonucunda eger uygulama grubundaki (n;) mutant klon sayisi

cizelge degerine esit veya biiylikse H, red edildi. Ayn1 sekilde kontrol grubundaki (n.)

mutant klon sayis1 eger cizelge degerine esit veya biiyiikse (H,) red edildi.

H, ve H,’nin kabul veya red edilmesine gore Cizelge 3.1 kullanilarak sonuclar

pozitif (+), zayif pozitif (+), 6nemsiz fark (i) veya negatif (-) olarak degerlendirildi.



4. BULGULAR

Bu calismada antineoplastik ila¢ olan Gemcitabine ve Fotemustine ile kanser
tedavisi esnasinda normal hiicreleri koruyucu etkisi olan Amifostine’in Drosophila
kanat SMART ile genotoksikolojik etkileri arastirilmistir. Etkileri arastirilan ajanlardan
elde edilen sonuclarin tiimii ¢izelgelerde verilmistir. Genotoksik etkileri degerlendirilen
ilaglarin denenen her bir derisimi i¢in dengeleyici kromozom (TM3) tasiyan serrat
kanath bireylerden ve dengeleyici kromozom tagimayan normal kanath bireylerden 80

kanat preparati hazirlanarak incelemeleri yapilmistir.

4.1. Gemcitabine (Gemzar)

Etken maddesi Gemcitabine olan antineoplastik ila¢ bir niikleosid analogudur.
Distile suda coziilerek farkli dozlarda hazirlanan ila¢ larvalarin beslenmesinde
kullanilan Instant Medium’a emdirilmis ve uygulama ic¢in en uygun evre olan iigiincii
larva evresindeki (72 saat) larvalar kronik uygulamaya birakilmistir. Gemcitabine’in 12,
16 ve 32 pg/ml’lik dozlar1 Drosophila larvalar tizerinde asir1 toksik etki gosterdiginden
canli birey elde edilemedi. Bu nedenle en yiiksek olarak doz denemesinde belirlenen
8 png/ml dozu calisildi. Gemcitabine’in diger calisma dozlarnt 2 ve 4 pg/ml’dir.
Gemcitabine mwh/flr’ genotipinde calisilan ii¢ derisimde kiiciik tek tip klonlar acisindan
doz artisina bagh olarak kontrole gore artis gdostermemistir. Sonug¢ kontrole gore negatif
etkili olmaktadir. Biiyiik tek tip ve ikiz klon olusumunda kontrole gore artis
gozlenmistir ancak istatistiksel agidan Onemsiz fark olusturmaktadir. mwh/TM3
genotipli bireylerde ise Gemcitabine’in artan dozlarina bagli olarak kiiciik tek tip
klonlarda ve toplam klon sayilarinda azalma goze c¢arpmaktadir. Kontrol ile
karsilastirlldiginda istatiksel a¢idan sonug negatif olmustur. Bu genotipte biiyiik tek tip
klon olusumunda doz artisiyla birlikte kontrole gore artis olmustur ancak istatistiki
sonucu kontrole gore Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi Oonemsiz fark ve negatif etkili
olmustur. Sonuclara genel olarak bakildiginda Gemcitabine dozlarinin her iki genotipte
de pozitif etkisi goriilmemektedir. Gemcitabine dozlarinin normal ve serrat kanatlarda

olusturdugu toplam mutant klon say1 grafigi Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de goriilmektedir.
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Sekil 4.1. Gemcitabine dozlarinin normal kanatlarda olusturdugu toplam mutant
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Sekil 4.2. Gemcitabine dozlarinin serrat kanatlarda olusturdugu toplam mutant

klon sayis1



Cizelge 4.1: Gemcitabine'in D. melanogaster hatlarinda etkileri

Derigimler kanat klguk tek tip Buydk tek tip ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar klon indlksiyon
sayisl klonlar klonlar (m=5) klonlar (m=2) frekansi
(N) (1-2 hlicre)(m=2)  (>2 hiicre)(m=5) (m=2) (10° hiicre)
No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. No. Fr. No. Fr. D.

Normal Kanat

Distile su 80 28 0,35) 1 0,01) 0 (0,00) 29 0,36) 29 (0,36) 1,48

1mM EMS 40 40 (1,00) i 48  (1,20) + 8 (0,20) 77  (1,93) 85 (2,13) + 8,7
2ug/ml 80 18  (0,23) z 3 (0,04) i 2 (0,03) 20 (0,25) 23 (0,29) - 1,17
4ug/ml 80 24 (0,30) - 6 (0,08) [ 1 (0,01) 30 (0,38) 31 (0,39) - 1,58
8ug/ml 80 15  (0,19) - 5 (0,06) i 3 (0,04) 19  (0,24) 23  (0,29) - 1,17

Serrat Kana 20

Distile su 80 19  (0,24) 0 0,00) 0 (0,00) 19  (0,24) 19  (0,24) 0,97

1mM EMS 40 12 (0,30) - 5 (0,13) + 0 (0,00) 17 (0,43) 17  (0,43) - 1,74
2ug/ml 80 16  (0,20) - 1 (0,01) [ 0 (0,00) 17 (0,21) 17 (0,21) - 0,87
4ug/ml 80 9 (0,11) - 1 (0,01) - 0 (0,00) 10 (0,13) 10 (0,13) - 0,51
8ug/ml 80 12 (0,15) - 2 (0,03) [ 0 (0,00) 14 (0,18) 14 (0,18) - 0,71

Fr., frekans D., istatistik sonuglarinin gésterimi: +, pozitif; -, negatif; i, dnemsiz fark; m=¢arpim faktéri; olasilik dizeyi= 0,05 z: zayif pozitif



4.2. Fotemustine

Genotoksikolojik  etkileri c¢alisilan diger ikinci ilag Fotemustine’dir.
Fotemustine’in 2, 4 ve 8 pg/ml dozlari calistimistir. mwh/flr’ genotipinde en diisiik doz
hari¢ 4 ve 8 pg/ml’lik dozlarda kontrole gore kiiciik tek tip, biiyiik tek tip, ikiz klon,
toplam mwh ve toplam klonlarda doz artisina bagh artis goriilmektedir (Cizelge 4.2).
Bu artan mutant klon sayis1 kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel agidan sonuglar
pozitif bulunmustur. Klon indiikleme frekanslarindaki artislar da Cizelge 4.2°de
goriilmektedir. Dengeleyici kromozoma sahip mwh/TM3 genotipindeki bireylerde en
diisiik doz 2 pg/ml’lik dozda kontrole gore mutant klon sayisinda diisiis s6z konusudur
ve sonug istatistik acidan negatif olmustur. Ikiz klona bu genotipte Fotemustine’in
uygulanan hicbir dozunda rastlanmamistir. 4 ve 8 pg/ml’lik dozlar da kontrole gore
kiiciik tek tip, biiytik tek tip, toplam mwh ve toplam klonlarda artis goriilmektedir ve de
sonu¢ kontrole gore pozitif etkili olmustur. Bu pozitif etkinin klon indiikleme

frekanslarina yansimasi Cizelge 4.2’de verilmektedir.
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Sekil 4.3. Fotemustine dozlarinin normal kanatlarda olusturdugu toplam mutant

klon sayis1
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Sekil 4.4. Fotemustine dozlariin serrat kanatlarda olusturdugu toplam mutant

klon sayis1

4.3. Amifostine

Kanser tedavisinde normal hiicreleri koruyucu etkisi olan Amifostine’in 1, 2 ve
4 pg/ml’lik dozlart cahisilmistir. Calisilan dozlarin higbirinde hem mwh/flr’ hem de
mwh/TM3 genotipinde ikiz klon olusumu goriillmemistir. Amifostine’in artan dozuna
bagh olarak kiigiik tek tip, biiyiik tek tip, toplam mwh ve toplam klonlarda az da olsa bir
azalma Cizelge 4.3’te goriilmekte, ancak istatistiksel anlamda negatif etki
gostermektedir. Bunun yaninda 2 ve 4 pg/ml’lik doz uygulamalarindan elde edilen
bireylerde biiyiik tek tip klonlarda az da olsa bir artis olmasina ragmen sonu¢ dnemsiz
olarak belirlenmistir. mwh/TM3 genotipindel pg/ml’likdoz da kiigiik tek tip klon,
toplam mwh ve toplam klonlarda azalma goriilmekte, sonu¢ kontrole gore negatif etkili
olmaktadir. Amifostine’in ¢alisilan dozlarinin normal ve serrat kanatlarda olusturduklari

toplam mutant klon sayilarim1 gosteren grafik Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da verilmektedir.



Cizelge 4.2: Fotemustine'in D. melanogaster hatlarinda etkileri

Derigimler kanat kicUk tek tip Buyulk tek tip ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar  Klon indiiksiyon
sayisl klonlar klonlar (m=5) klonlar (m=2) Frekansi
(N) (1-2 hiicre)(m=2) (>2 hiicre)(m=5) (m=2) (10° hticre)
No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D.

Normal Kanat

Distile su 80 28 (0,35) 1 (0,01) 0  (0,00) 29  (0,36) 29  (0,36) 1,48

1mM EMS 40 40 (1,000 i 48 (1200 + 8 (02 + 77 (1,93 + 8 (213 + 8,7
2ug/ml 80 7 (009 - 5 (0 i 1 (001 i 12 (015 - 13 (0,16) - 0,66
4pg/ml 80 48 (060) + 22 (028 + 6 (0,08) + 70 (088 + 76 (0,95 + 3,89
8ug/ml 80 209 (261) + 77 (096 + 24 (0,30) + 283 (354) + 310 (3,88 + 15,88

Serrat Kanat

Distile su 80 19 (0,24) 0 (0,00 0 (0,00 19 (0,24) 19 (0,24) 0,97

1mM EMS 40 12 (030 - 5 (043 + 0 (0,00 17 (0,43) - 17 (043) - 1,74
2ug/ml 80 8 (010) - 2 (003 i 0 (0,00) 10 (0,13) - 10 (0,13) - 0,51
4ug/ml 80 51 (064 + 3 (004 i 0 (0,00 54 (0,68) + 54 (0,68 + 2,76
8ug/ml 80 211 (264 + 23 (029 + 0 (0,00 234 (2,93) + 234 (293 + 12

Fr., frekans; D., istatistik sonuclarinin gdsterimi: +, pozitif; -, negatif; i, 5nemsiz fark; z, zayif pozitif; m=carpim faktéri; olasilik dizeyi= 0,05
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Sekil 4.6. Amifostine dozlarinin serrat kanatlarda olusturdugu toplam mutant klon sayisi



Cizelge 4.3: Amifostine'in D. melanogaster hatlarinda etkileri

Derigimler kanat kicUk tek tip Blyuk tek tip ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar Klon indliksiyon
sayisl klonlar klonlar (m=5) klonlar (m=2) frekansi
(N) (1-2 hlcre)(m=2) (>2 hiicre)(m=5) (m=2) (10° hiicre)
No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. No. Fr. No. Fr.

Normal Kanat

Distile su 80 28 (0,35) 1 0,01) 0 (0,00) 29  (0,36) 29  (0,36) 1,48

1mM EMS 40 40 (1,00) [ 48 (1,200 + 8 (0,20) 77  (1,93) 85 (2,13) 8,7
1ug/ml 80 22 (0,28) - 3 (0,04) [ 0 (0,00) 25 (0,31) 25 (0,31) 1,28
2ug/mi 80 14  (0,18) - 4 (0,05) [ 0 (0,00) 18  (0,23) 18  (0,23) 0,92
4ug/ml 80 17 (0,21) - 1 (0,01) [ 1 (0,00) 18  (0,23) 19  (0,24) 0,97

Serrat Kanat

Distile su 80 19  (0,24) 0 0,00) 0 (0,00) 19  (0,24) 19  (0,24) 0,97

1mM EMS 40 12 (030) - 5 (0,13) + 0 (0,00 17 (0,43) 17 (0,43) 1,74
1ug/ml 80 13  (0,16) - 0 (0,00) 0 (0,00) 13  (0,16) 13  (0,16) 0,66
2ug/ml 80 11 (0,14) - 2 (0,03) [ 0 (0,00) 13 (0,16) 13 (0,16) 0,66
4ug/mi 80 16 (0,20) - 2 (0,03) [ 0 (0,00) 18  (0,23) 18  (0,16) 0,92

Fr., frekans; D., istatistik sonuclarinin gdsterimi: +, pozitif; -, negatif; i, 5nemsiz fark; z, zayif pozitif; m=carpim faktéri; olasilik dizeyi= 0,05



4.4. Amifostine ve Gemcitabine’in Birlikte Uygulamalar

1 pg/ml Amifostine ve 8 ug/ml Gemcitabine’in birlikte uygulamasindan elde
edilen sonucglar, Gemcitabine’in 8 pg/ml’lik doz uygulamasi ile karsilastirildiginda
mwh/flr® genotipinde gore kiiciik tek tip, biiyiik tek tip, ikiz, toplam mwh, ve toplam
klon sayilarinda azalma goriilmekte ve sonug istatistik anlamda negatif etkili
olmaktadir. mwh/ TM3 genotipe ait sonuglarda da kiigiik tek tip, biiyiik tek tip, toplam
mwh ve toplam klonlarda 8 pg/ml’lik Gemcitabine uygulamasina gore azalma
goriilmekte ve sonug¢ negatif olmaktadir. Klon indiiksiyon frekanslarinda ise her iki
genotipte 8 pg/ml’lik Gemcitabine uygulamasina gore azalma Cizelge 4.4°te
goriilmektedir. Sekil 4.7 ve Sekil 4.8 de Amifostine ve Gemcitabine’in birlikte
uygulamalarinda normal ile serrat kanatlarda olusan toplam mutant klon sayilarini

gormekteyiz.
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Sekil 4.7 Amifostine ve Gemcitabine’in birlikte uygulamalarinda normal

kanatlarda olusan toplam mutant klon sayisi
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Sekil 4.8 Amifostine ve Gemcitabine’in birlikte uygulamalarinda serrat

kanatlarda olusan toplam mutant klon sayisi

4.5. Amifostine ve Fotemustine Birlikte Uygulamalari

Ipug/ml’lik Amifostine ile 8 pg/ml’lik Fotemustine’in birlikte uygulanmasindan
alman sonuclar, 8 pg/ml Fotemustine uygulamasi ile karsilastirildiginda mwh/flr’
genotipinde kiigiik tek tip, biiyiik tek tip, toplam mwh ve toplam klonlarda Cizelge
4.5°te de goriildiigli gibi azalma varken, Amifostine ikiz klon sayisinda azalma
saglayamamistir. Amifostine’in burada rekombinojenik etkiyi baskilayamadigini
gormekteyiz. Sonuglar 8 pg/ml Fotemustine uygulamasina gore istatiksel olarak negatif
olmustur. mwh/TM3 genotipli bireylerdeki mutant klon olusum degerleri 8 pg/ml
Fotemustine uygulamasiyla karsilagtirildiginda ikiz klonlar disinda tiim mutant klon
kategorilerinde azalma olmustur. Ikiz klon olusumu bu genotipte goriilmemistir.
Istatistiksel sonuglar negatif olmustur.

Klon indiiksiyon frekanslarinda normal ve serrat kanatlarda Fotemustine’in

8 ng/ml’lik uygulamasina gore diisiis Cizelge 4.5’ te goriilmektedir.



Cizelge 4.4: Amifostine ve Gemcitabine birlikte uygulamalarinin D. melanogaster hatlarinda etkileri

Derigimler kanat kicUk tek tip BuyuUk tek tip ikiz Klonlar Toplam mwh Toplam klonlar Klon indiksiyon
sayisl klonlar klonlar (m=5) klonlar (m=2) Frekansi
(N) (1-2 hiicre)(m=2) (>2 hiicre)(m=5) (m=2) (10° hiicre)
No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D. No. Fr. D.

Normal Kanat

Distile su 80 28  (0,35) 1 (0,01) 0 (0,00 29  (0,36) 29  (0,36) 1,48
imM EMS 40 40 (1,000 i 48 (1200 + 8 (0200 + 77 (1,93) + 85 (2,13) + 8,7
8ug/ml gem: 80 15 (0,19) - 5 (0,06) i 3 (0,04) i 19 (0,24) - 23 (0,29) - 1,17
*1ug/ml amif + 80 8 (0,10) - 3 (0,04) i 0 (0,00) 11 (0,14) - 11 (0,14) - 0,56
8ug/ml gemc

**{pg/ml amif+ 80 8 (0,10) - 3 (0,04) - 0 (0,00) - 11 (0,14) - 11 (0,14) - 0,56
8ug/ml gemc

Serrat Kanat

Distile su 80 19 (0,24) 0 (0,00 0 (0,00 19 (0,24) 19 (0,24) 0,97
imM EMS 40 12 (0,300 - 5 (0,183) + 0 (0,00 17 (0,43) - 17 (0,43) - 1,74
8ug/ml gem 80 12 (0,15) - 2 (0,03 i 0 (0,00 14 (0,18) - 14 (0,18) - 0,71
*1ug/mlamif + 80 6 (0,08) - 1 (0,01) i 0 (0,00) 7 (0,09) - 7 (0,09) - 0,35
8ug/ml gemc

**1pg/mlamif + 80 6 (0,080 - 1  (0,01) i 0  (0,00) 7 (0,09 - 7 (009 - 0,35
8ug/ml gemc

Fr., frekans; D., istatistik sonuclarinin gdsterimi: +, pozitif; -, negatif; i, 5nemsiz fark; m=c¢arpim faktéra; olasilik diizeyi= 0,05
* :1ug/ml amifostine+ 8ug/ml gemcitabine uygulamasinin, distile su kontrol degelerine gére yapilmis istatiksel sonuglari
** . 1ug/ml amifostine+ 8ug/ml gemcitabine uygulamasinin, 8ug/ml gemcitabine uygulamasi degerlerine gére yapilmis istatistik sonuclari
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Sekil 4.9 Amifostine ve Fotemustine’in birlikte uygulamalarinda normal

kanatlarda olusan toplam mutant klon sayis1
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Sekil4.10 Amifostine Fotemustine’in birlikte uygulamalarinda serrat

kanatlarda olusan toplam mutant klon sayist



Cizelge 4.5: Amifostine ve Fotemustine birlikte uygulamalarinin D. melanogaster hatlarinda etkileri

Derigimler Kanat kicuk tek tip Blyuk tek tip ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar Klon indiksiyon
sayisl klonlar klonlar (m=5) klonlar (m=2) frekansi
(N) (1-2 hiicre)(m=2) (>2 hiicre)(m=5) (m=2) (10° hticre)

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

Normal Kanat

Distile su 80 28  (0,35) 1 (0,01) 0  (0,00) 29  (0,36) 29  (0,36) 1,48

1mM EMS 40 40 (1,00) i 48 (1,20) + 8 (0,20) + 77 (1,93) + 85 (2,13) + 8,7

8ug/ml fote 80 209 (261) + 77 (096 + 24 (0,30) + 283 (354 + 310 (3,88) + 15,88

*1ug/ml amif+ 80 74 (0,93) + 71 (0,89) + 24 (0,30) + 142 (1,78) + 169 (2,11) + 8,65
8ug/ml fote

“*1g/ml amif+ 80 74 (093 - 71 (0,89 - 24 (0,30) - 142 (1,78) - 169 (2,11) - 8,65
8ug/ml fote

Serrat Kanat

Distile su 80 19 (0,24) 0  (0,00) 0  (0,00) 19 (0,24) 19 (0,24) 0,97

1mM EMS 40 12 (0,30) - 5 (0,13) + 0 (0,00) 17 (0,43) - 17 (0,43) - 1,74

8ug/ml fote 80 211 (2,64) + 23 (0,29) + 0 (0,00) 234 (2,93) + 234 (2,93) + 12

“1pg/ml amif + 80 38 (048 + 9 (011) + 0  (0,00) 46 (0,58 + 47 (0,59) + 2,41
8ug/ml fote

“1pg/ml amif+ 80 38 (048 - 9 (011) - 0 (0,00) 46 (058) - 47 (0,59 - 2,41
8ug/ml fote

Fr., frekans; D., istatistik sonuclarinin gésterimi: +, pozitif; -, negatif; i, 5nemsiz fark;z, zayif pozitif; m=carpim faktér(; olasilik diizeyi= 0,05
* . 1yg/ml amifostine+ 8ug/ml fotemustine uygulamasinin, distile su kontrol dederlerine gore yapilmis istatistik sonuclari
** 1 1ug/ml amifostine+ 8ug/ml fotemustine uygulamasinin, 8ug/ml fotemustine uygulamasi degerlerine gére yapilmis istatistik sonuglari



S. TARTISMA VE SONUC

Degisik kimyasal gruplara ait ilaclar, insanlarda tedavi ve koruma amach
kullanilmaktadir. Modern tibbin ilerlemesi ile birlikte degisik antineoplastik ilaglarin
kemoterapide kullanimi s6z konusu olmustur. Bu ilaglar icerisinde genotoksik olanlarin
bulunma olasiligi cok yiiksektir. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar, iiretim
asamasinda hazirlanmasinda ve uygulama asamasinda temas eden personelin ve
hastalarin bu kimyasallarin toksik ve mutajenik etkilerine maruz kalmalar1 s6z
konusudur. Bu sebeple bu bilesiklerin mutajenik ve karsinojenik etkilerinin ¢esitli test
yontemleriyle belirlenmesi onemlidir.

Bu calismada iki antikanser ila¢ olan Gemcitabine ve Fotemustine’in ii¢ farkli
dozu Drosophila kanat SMART ile mutajenik ve rekombinojenik 6zellikleri bakimindan
in vivo olarak test edildi. Ayrica bu ilaglarin olast mutajenik ve rekombinojenik
etkilerinin kemoterapide koruyucu olarak kullanilan Amifostine tarafindan azaltilip
azaltilmadig da ayni test sistemi ile degerlendirildi.

Bu ilaglardan biri olan Gemcitabine bir DNA sitidin baz analogudur ve sentez
fazinda DNA’ya girerek DNA replikasyonunu engeller. Ayrica riboniikleotid rediiktaz
enzimini inhibe ederek hiicre i¢i ANTP havuzunda azalmaya sebep olur ve boylece
DNA sentezini indirekt olarak ta engeller. Gemcitabine bu 6zellikleri sebebiyle cesitli
kanserlerin tedavisinde kullanilmaktadir (Plunket ve ark. 1995a).

Calismamizda Gemcitabine bilesigi, distile suda ¢oziilerek 2 pg/ml, 4 pg/ml,
8 upg/ml dozlarinda larvalara uygulandi. Gemcitabine muamelesinden elde edilen
sonuclar kontrol ile karsilastirildiginda mwh/ flr’ genotipinde kiigiik tek tip, biiyiik tek
tip, ikiz, toplam mwh ve toplam klonlarin frekansiin istatiksel olarak 6nemli diizeyde
artmadigr belirlenmistir. mwh/TM3 genotipinde de ayni sonuglar elde edilmistir.
Gemcitabine’in 12 pg/ml, 16 ug/ml, 32 pg/ml’lik dozlar1 da larvalara uygulanmistir,
ancak gemcitabine’in bu yiiksek dozlar1 larval gelisimde toksik etki gosterdiginden
canli birey elde edilememistirr Bu nedenle bu dozlarin mutajenik aktiviteleri
calistlamamistir.  Bununla birlikte bu test sisteminde anlamli mutajenik etki
gostermemesine ragmen Gemcitabine’in zayif rekombinojenik etki gosterdigi
belirlenmistir. Gemcitabine’in rekombinasyon potansiyeli hakkinda c¢ok az bilgi
olmakla birlikte, Gemcitabine’e benzer ajanlar olan ara-C ve 5-aza-dC’nin Drosophila

SMART yoOnteminde mutajenik ve rekombinojenik oldugunu gosteren caligmalar



mevcuttur (Cunha ve ark. 2002a). Buna gore ara-C’nin topoizomeraz I kirilma
kompleksini engelledigi, bdylece DNA’nin tekrar baglanmasim1 Onledigi One
stirilmektedir. Bunun sonucunda onarilmamis DNA hasarinin olusturdugu bosluk S
fazindan sonra ¢ift zincir kirigina doniisebilmekte, boylece ara-C’nin rekombinojenik
aktivitesinin arttig1 disiiniilmektedir. Ayni calismada 5-aza-dC’nin ise DNA metil
transferaz ile baglandigi DNA arasinda kalict bir addukt olusturdugu ve bu adductlar
uzaklastirildiktan sonra yine topoizomerazlarin etkisiz hale geldigi ve sonugta homolog
rekombinasyon orani Yyiikselebilecegi yorumu yapilmistir. Gemcitabine bilesigi
yukarida anilan her iki bilesik ile ¢ok benzer bir yapiya sahiptir ve DNA sentezini
inhibe ederek faaliyet gostermektedir. Gemcitabine’in LPF ve V79 hiicrelerinde DNA
tek zincir kiriklart olusturdugu Auer ve ark. 1997 tarafindan gosterilmistir. Bu sebeple
Gemcitabine’in DNA’da olusturacagi tek zincir kiriklarinin ¢ift zincir kirigina
doniistiikten sonra homolog rekombinasyon olusturmast miimkiin olabilir.
Gemcitabine’in anlamli mutajenik etki gdstermemesi, test yontemi veya uygulama
protokolii ile baglantili olabilir. Calismamizda Gemcitabine’in SMART test yonteminde
mutajenik etki gostermemesi, ilacin mutajenik olmadiginin kesin bir kanit1 olarak
alinmamalidir. Nitekim Gemcitabine, diger test yontemlerinde mutajen bulunmustur.
DNA’ya bir kez girdikten sonra sadece tek bir niikleotid ilave edilmekte, sonrasinda
DNA polimeraz islevini siirdiirememektedir (Plunket ve ark. 1995a). Bunun sonucunda
hiicre programli 6liime yani apoptosise girmektedir. Gemcitabine’in nokta mutasyon ya
da non disjuntion olusturma etkisi ile ilgili herhangi bir c¢alismaya rastlanmamakla
birlikte kromozom mutasyonu olusturmasi ile ilgili in vivo ve in vitro ¢esitli calismalar
mevcuttur. Fareler ile yapilan in vivo bir calismada Gemcitabine her dozda kemik iligi
hiicrelerinde kromozom aberasyonu ve mikroniikleuslu PCE oranimi yiiksek oranda
arttirmistir (Aydemir ve Bilaloglu 2003). Ayni ilag ile gerceklestirilen in vitro bir
calismada ise Gemcitabine insan periferik kan lenfositlerinde yine yiiksek diizeyde
kromozom aberasyonu ve SCE olusturmustur (Aydemir ve ark. 2005). Gemcitabine her
iki calismada da yiiksek oranda ozellikle kromatid tipte olmak iizere kirik, asentrik
kromozom pargasi ve karsilikli kromatid degisimini indiiklemis, ayn1 zamanda mitotik
krossingover icin bir delil sayilan SCE olusumunu da arttirmistir. SCE olusum
mekanizmas1 tam olarak bilinmemekle birlikte replikasyon catalindaki olasi bir DNA

replikasyon hatasinin sonucu olabilir. Boylece DNA replikasyon {iriinleri arasinda



karsilikli degis tokus gerceklesebilir (Tucker ve Preston 1996). Gemcitabine’in
topoizomerazlar iizerine etkisi bilinmemekle birlikte DNA ipliginde olusturdugu
kiriklar sebebiyle bu enzimin aktivitesi engellenebilir ve boylece somatik
rekombinasyon gerceklesebilir.

Calismada kullanilan diger antikanser ila¢ Fotemustine alkilleyici 6zellige sahip
bir antitiimor ilactir. Alkilleyici ajanlar DNA- protein ve DNA- DNA capraz baglari
olusturarak etkilerini gosterirler (Karayianni ve ark. 2003). Ayrica alkilleyici ajanlar
DNA’ya baglanarak zincir kiriklarina, mikroniikleus olusumuna ve hiicre 6liimiine de
neden olurlar (Mazur ve Blawat 1999). Fotemustine’in ii¢ farkli dozu (2, 4 ve 8 pg/ml)
distile suda coziilerek larvalara uygulandi. Mwh/flr’ genotipinde 4 ve 8 pg/ml’lik
dozlarda kontrole gore kiiciik tek tip, biiyiik tek tip, ikiz klon, toplam mwh ve toplam
klonlarda anlamli bir artis goriilmiistiir. Dengeleyici kromozoma sahip mwh/TM3
genotipindeki bireylerde yine 4 ve 8 pg/ml’lik dozlarda kontrole gore ikiz klon hari¢
tim diger klon frekanslarinda istatistiksel anlamli bir artis bulunmustur. Fotemustine
muamelesi sonucunda mwh/flr’ genotipinde gozlenen anlamli orandaki ikiz klon
olusumu bu ilacin rekombinojenik aktivitesinden kaynaklanmaktadir. Ciinkii ikiz
klonlarin varhig1 flare geni ile sentromer arasinda gerceklesen rekombinasyon
sonucunda ortaya ¢cikmaktadir.

Fotemustine’in dahil oldugu alkilleyici ajanlarla gerceklestirilmis in vivo ve in
vitro genotoksisite calismalar1 bulunmaktadir. E. coli ve Salmonella’nin baz1 suglarinin
alkilleyici ajanlarin mutasyon olusturma etkilerini belirlemek iizere kullanildigi bir
caligsmada alkilleyici ajanlar N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine ( MNNG), N-Ethyl-
N’-nitro-N-nitrosoguanidine (ENNG), ethyl methanesulfonate (EMS), N-methyl-N-
nitrosourea (MNU), N-ethyl-N-nitrosourea (ENU), methyl methane sulfonate’in (MMS)
E. coli WP3102P susunda ¢ok yiiksek oranda GC— AT transisyonuna sebep olduklar1
belirlenmistir. Aym1 ¢alismada, bu ilaglarin Salmonella typhimurium’un ii¢ susunda
AT— TA transversiyonu, GC— AT transisyonu ve GC— TA transversiyonuna sebep
olduklar1 da belirtilmektedir (Ohta ve ark. 2000). Calismamizda da Fotemustine’in
mutajenik etkisinin yliksek oldugu 6zellikle dengeleyici kromozom tasityan mwh/TM3
bireylerindeki yiiksek klon frekansindan anlasilmaktadir. Alkilleyici bir ajan olan
Fotemustine, DNA bazlarin1 alkilleyerek, baz substitiisyonu tipinde mutasyonlara, diger

alkilleyici ajanlar gibi neden olabilir. Gergekte calismamizda gozlenen yiiksek



mutasyon frekanst Fotemustine’in bu tip bir etkisine baglanabilir ve bu acidan diger
alkilleyici ajanlara bir benzerlik s6z konusudur. Fotemustine’in Salmonella’daki
mutajenitesi ile ilgili bir calismada Salmonella G-46 susunda yiiksek oranda baz cifti
mutajeni olarak etkili oldugu bildirilmistir (Ashby 1993).

Alkilleyici ajanlar MMS ve cyclophosphamid (CP) in vivo fare kemik iliginde
yapilan bir ¢calismada yiiksek oranda DNA hasar1 olustugu Comet testi ile belirlenmistir.
Bu c¢alismada 6zellikle MMS’in DNA daki ve aminoasit molekiillerindeki niikleofilik
bolgeleri metillestirebildigi, ozellikle de azot atomlarinda metillesme yapabildigi
belirtilmistir.  Bdylece baz  degisimlerine sebep olup, DNA ipliginde
depiirinasyon/depirimidinasyona yol actifi ve dolayisiyla apiirinik (AP) bolgeler
olusturdugu diisiiniilmektedir. AP bolgelerinin DNA’dan uzaklastirilmasi sonucunda bu
bolgelerde kiriklar meydana gelmektedir (Rech Franke ve ark. 2005).

Yabani tipteki Drosophila larvalarinin kullanildig bir Comet testi calismasinda
MMS’m diger alkilleyicilere (EMS, ENU, CP) nazaran her dozda en yiiksek oranda
DNA hasar1 olusturdugu belirlenmistir (Siddique ve ark. 2005). Alkilleyici ajanlarin
belirlenen bu mutajenik etkileri ayni1 gruba dahil olan Fotemustine’in mutajenik etki
olusturma mekanizmasina bir aciklik getirdigi diisiiniilebilir.

Fotemustine’in kromozom aberasyonu ve SCE olusturma etkisiyle ilgili in vitro
bir calismada bu ilacin insan kan lenfositlerinde yiiksek oranda kromozom ve kromatid
tipte kiriklar olusturdugu belirlenmistir (Celikler 2004). Yine ayni calismada yiiksek
oranda SCE olusumunu indiikledigi de belirtilmektedir. Fotemustine ve analoglari
nitrososulfamid 4 ve 8’in A375 melanoma hiicre hattinda Comet testiyle yapilan in vitro
bir calisjmada DNA fragmentasyonu olusturduklart bulunmustur (Passagne ve ark.
2003). Fotemustine ve alkilleyici bir baska ajan olan streptozotosinin kullanildig bir
caligmada, bu iki ajanin fare kemik iliginde MN’li eritrosit oranini anlamli olarak
arttirdig belirlenmistir (Chinnasamy ve ark. 1998).

Fotemustine ile gerceklestirilmis genotoksisite ¢alismalarinin pozitif sonuglari
bizim caligmamizdaki bulgularla uyumluluk gostermektedir. Buna gore Fotemustine’in
Drosophila kanat SMART yonteminde mutajenik ve rekombinojenik oldugu ileri
suiriilebilir.

Amifostine, kemoterapi ve radyasyon tedavisi alan hastalarda secici bir hiicre

koruyucu ajan olarak kullanilmaktadir. Amifostine’in hiicre koruyucu etkisi, onun



serbest radikalleri yakalama yetenegine ve antimutajenik etkilerine baghidir (Acosta ve
ark. 2003).

Hiicre icerisinde serbest tiyol formuna doniisen Amifostine, normal hiicrelere
girerek yiiksek oranda antimutajenik ve hiicre koruyucu etki olusturmaktadir. /n vivo ve
in vitro deneysel caligmalar, Amifostine’in radyasyon terapisinden veya Cisplatin,
Cyclophosphamid, Carbolatin, Doxourobicin, Paclitaxel veya 5 fluorouracil gibi
antikanser ilaglarindan kaynaklanan toksik etkilere karsi hiicre koruyucu etkisini
gostermektedir (Campos Nebel ve ark. 2002). Bir in vitro calismada antikanser ilag
Idarubicinin insan normal lenfositlerinde olusturdugu DNA hasarini, Amifostine’in
anlaml oranda azalttigi Comet testi ile belirlenmistir (Blasiak ve ark. 2002). Baska bir
in vitro ¢alismada normal insan lenfositleri ve insan l6semi HL 60 hiicrelerinde
antikanser ilag Amsakrin uygulanmis ve amifostine kullanilarak bu ilacin DNA
tizerindeki etkisini azaltip azaltmadigr Comet testi ile incelenmistir. Bunun sonucunda
Amifostine’in normal hiicrelerdeki DNA hasarin1 azalttigi, kanser hiicrelerinde ise
etkisiz kaldigi belirlenmistir (Blasiak ve ark. 2003).

Amifostine’in genotoksisiteyi Onleyici etkisine iliskin bir calismada CP ile
muamele edilen farelerin kemik iliginde meydana gelen yiiksek orandaki MN’lu
eritrosit oranmi Amifostine’in diisiirdiigii belirlenmistir (Mazur ve Blawat 1999).
Boylece alkilleyici ajanlarin DNA iizerinde meydana getirdigi hasarin Amifostine
tarafindan onlenebilecegi one siiriilmiistiir. Bu sonug¢ ¢alismamizdaki bulgularla uyumlu
gozitkmektedir

Losemi hiicre hatlarinda Daunorubicin ve Daunoxome antrasiklinlerinin
kullanildig1 bir ¢calismada Amifostine, bu ilaglarin normal hiicrelerdeki sitotoksisitesini
azaltirken ilagalarin 16semi hiicrelerindeki sitotoksik etkisini degistirmemistir. Bu
sebeple Amifostine, normal hiicreleri antikanser ilaglarin sitotoksik etkisinden korumak
icin ideal bir ilag¢ olarak onerilmektedir (Michelutti ve ark. 2006).

Amifostine’in caligjmamizda kullanmilan ilaclarin mutajenik etkisini engelleyip
engellemedigini belirlemeden o©nce, ilacin kendisinin Drosophila kanat SMARTta
mutajenik veya rekombinojenik etkisinin olup olmadigin1 Oncelikle belirledik.
Amifostine’in 1, 2 ve 4 pg/ml dozlarnn calisilmistir. Amifostine kontrol ile
karsilastirlldiginda, onemsiz oranda mutant klon olusumu goriilmiistiir. Hem mwh/flr?

genotipinde hem de mwh/TM3 genotipinde ikiz klon olusumunu indiiklememistir.



Calismamizin 1 pg/ml Amifostine ile 8 pg/ml Gemcitabine’in birlikte
uygulanmasinda Amifostine, Gemcitabine’in 8 pg/ml’lik dozuna gore tiim klonlarda bir
azalma olusturmustur. Bu azalma istatistiksel olarak negatif etkili oldugundan
amifostine’in antimmutajenik etkisi gemcitabine’in 8 pg/ml’lik uygulamasindan elde
edilen sonuglart hem mwh/flr’ genotipinde hem de mwh/TM3 genotipinde daha da
indirmistir.

1 pg/ml Amifostine ile 8 pg/ml Fotemustine’in birlikte uygulanmasinin
sonucunda mwh/fl’ ve mwh/TM3 genotiplerinde, 8 pg/ml’lik Fotemustine
uygulamasina gore tiim mutant klon kategorilerinde bir azalma saglanmistir. Ancak bu
azalma distile su kontrol degerlerine tam olarak ulasamamigtir. Amifostine’in hiicre
koruyucu etkisini, Fotemustine gibi alkilleyici bir ajan olan CP’in toksik etkilerine kars1
gosterdigi in vivo ve in vitro caligmalar onun antimutajenik etkisini destekler
goziikmektedir. Benzer sekilde Amifostine’in, Fotemustineden kaynaklanan mutajenik
etkiyi indirgedigi de goriilmektedir.

Bu calismada, kanser tedavisinde kullanilan Gemcitabine ve Fotemustine’in in
vivo Drosophila kanat SMART yonteminde mutajenik ve rekombinojenik etkileri
arastirllmistir. Bu anilan ilaglarla daha Onceden gergeklestirilmis kanat SMART
calismasina rastlanmamasi ayrica, D. melanogaster’in model organizma olarak insana
biiyiik oranda benzerlik gOstermesi ve Okaryotik bir organizma olmasi (Valencia ve
ark.1984, Venitt ve Parry 1984), testin in vivo bir test olmasi, elde edilen bulgular
acisindan 6nemlidir. [n vivo testlerin organizmanin biitiinliigii icinde yapiliyor olmast,
herhangi bir ajana kars1 organizma tarafindan verilen cevabin bdyle bir test ile
gosterilmesi biiylik 6neme sahiptir (Kaya 2000).

Teknoloji ve tibbi imkanlarin ilerlemesiyle birlikte piyasaya hergiin yeni bir
kimyasal madde ve antineoplastik ila¢ sunulmaktadir. Bu yeni ilaglarin {iretim,
hazirlanma ve uygulama asamasinda 6zellikle saglik personeli bu ilaglarla temas etmek
durumundadir. Ozellikle tedavinin uygulandig1 kanser hastalarinin fertiliteleri iizerinde
olumsuz etkiler olusmaktadir (Tiburi ve ark. 2002). DNA’nin hasarlanma 6zellikleri,
kemoterapinin kesilmesinden yillar sonra ilk kanserle ilgisiz ikincil tiimorlerin
baglamasmna Onciiliik edebilmektedir (Auer ve ark. 1997). Meslekleri geregi
antineoplastik ilaclara kronik olarak maruz kalan kisilerde DNA hasarlarinin olusmasi

acisindan risk faktorii onemli bir rol oynamaktadir. Bu sebeple kanser tedavisinde



kullanilan her bir yeni antineoplastik maddenin sitotoksik ve genotoksik
potansiyellerinin in vitro ve Ozellikle in vivo test sistemleriyle belirlenmesi
gerekmektedir (Tiburi ve ark. 2002).

Drosophila SMART yontemi ile degerlendirdigimiz Gemcitabine uygulanan
dozlarda mutajenik etki gdstermemis, ancak rekombinojenik etkili olarak bulunmustur.
Gemcitabine’in bu deney sisteminde 12 pug/ml, 16 pg/ml, 32 pg/ml dozlar larvalara
uygulanmis ancak larvalarda yiiksek dozlarin toksik etkisi nedeniyle bu dozlarin
mutajenik etkileri degerlendirilememistir. Baska test sistemlerinde mutajenik bulunan
Gemcitabine, bu test sisteminde mutajenik bulunamamistir. Bunun yani sira
Fotemustine hem mutajenik hemde rekombinojenik etki gdstermistir. Ayrica Amifostine
tek basina Drosophila SMART yonteminde herhangi bir mutajenik, rekombinojenik etki
olusturmamistir ama, Fotemustine’in mutajenik etkisini azaltmistir. Bu ii¢ bilesigin de
Drosophila SMART yontemiyle ilk kez calisilmas: elde edilen sonuglarin anlamliligim
arttirdigr  diisiincesindeyiz. Ayrica, yine Ozellikle kanser hastalarina kemoterapi
uygulanmasi esnasinda uygun antimutajenik ajanlarla saglikli hiicreler iizerindeki
olumsuz etkilerinin kanser ilaclarinin etkileri miimkiin oldugunca azaltilmasi
amaglanmaktadir. Calismamizda kullandigimiz antimutajen Amifostine’in in vivo
Drosophila SMART yonteminde antimutajenik etki gosterdigi belirlenmistir. Bu tip
caligmalarin gelecek kanser kemoterapi uygulamalarinda yol gosterici olabilecegi

diistiniilmektedir.
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Tez konumun belirlenmesinde ve calismamin her asamasinda degerli bilgilerini
esirgemeyen danmismamm Prof. Dr. Rahmi BILALOGLU’ na, calismada kullanilan
Drosophila hatlarinin saglanmasindan dolayr Akdeniz Univ. Biyoloji Boliimii dgretim
gorevlilerinden Doc¢. Dr. Biilent KAYA’ ya, c¢alismamin her asamasindaki
yardimlarindan dolayr Yrd. Dog. Dr. Nilifer AYDEMIR, Aras. Gor. Dr. Serap
CELIKLER ve ablam Dr. Cigdem EGEL’ e, yardimlarmi ve manevi desteklerini higbir

zaman esirgemeyen aileme ve esime sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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