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Onur Sozii

Doktora Tezi olarak sundugum “Baz Flavonoidlerin D.melanogaster’de
Antigenotoksik Aktivitesi ve Antioksidan Enzim Sistemleri Uzerine Etkisinin
Arastirtlmasi”baglikli bu ¢alismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykin diisecek bir
yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigim ve yararlandifim biitiin kaynaklarin,
hem metin iginde hem de kaynaklar béliimiinde yOntemine uygun bicimde

gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.
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Biyoloji Anabilim Dali

115+ ix sayfa
2008
Danisman: Prof. Dr. Elif YESILADA

Sebze ve meyvelerde yliksek oranda bulunan flavonoidlerin ¢esitli hastaliklardan
korunmadaki katkilar1 nedeniyle genotoksik, antigenotoksik ve antioksidan etkilerinin
bilinmesi o6nemlidir. Flavonoidlerin genotoksik ve antigenotoksik aktivitelerini
belirlemek icin ¢ok ¢esitli testler bulunmaktadir, ancak bunlarin arasindan “Drosophila
Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)” testinin hizlilik ve
duyarlilik gibi bazi avantajlari, onu, olasi genotoksik ve antigenotoksik aktiviteleri
saptamak i¢in uygun bir test yapmaktadir.

Bu ¢aligmada mirisetin, luteolin, galangin ve resveratrol’lin genotoksik aktiviteleri
ile MNU, SF ve MMC’e kars1 antigenotoksik aktiviteleri standart ¢aprazin kanat
imajinal hiicrelerinde test edildi. Organizmanin antioksidan sistemi {izerine olan etkileri
ise cesitli flavonoid konsantrasyonlarina dnceden maruz birakilan larvalardan gelisen
ergin erkek bireylerde arastirildi. Genotoksisite ve antigenotoksisite ¢aligmalarinda
trans—heterozigot bireylerin kanatlarn mwh ve/veya flr beneklerinin varligi icin
mikroskop altinda 400X biiyiitmeyle tarandi. Bu benekler, mitotik rekombinasyon ya da
mutasyon (delesyon, nokta mutasyon, translokasyonun spesifik tipleri vs.) gibi farkli
genotoksik  olaylar nedeniyle olabilmektedir. Antigenotoksisite sonuglariin
degerlendirilmesinde mutajenlerin indiikledigi benek sikliklarmin flavonoidler
tarafindan azaltilmasi dikkate alindi. Antioksidan sistem g¢aligmalarda ise ergin erkek
bireylerin homojenatlarindan elde edilen supernatanlarda rediikte glutayon diizeyleri ile
SOD, CAT, GR ve GST enzim aktiviteleri ol¢iildii.

Sonuglar, flavonoidlerin kullanilan tiim dozlarda genotoksisiteye ve organizmanin
antioksidan savunma sistemi lizerinde Onemli bir etkiye neden olmadiklarini, buna
karsin mutajenlerin indiikledigi benek sikliklarimi1 degisen oranlarda azaltarak
antigenotoksik aktivite gosterdiklerini ortaya koymustur. Bu sonuglar, kanat benek
testinin flavonoidlerin genotoksisite ve antigenotoksisitesini belirlemede uygun bir in
vivo test olarak onerilebilecegini gostermektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Mirisetin, Luteolin, Galangin, Resveratrol, Drosophila
melanogaster, SMART, Genotoksisite, Antigenotoksisite, Antioksidan Sistem.
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It is important to know genotoxic, antigenotoxic and antioxidant effects of
flavonoids found in vegetables and fruits at high levels due to their protective effects
against different diseases. There is a great variety of different asssays available to
determine the genotoxic and antigenotoxic activities of flavonoids, but among them
some advantages of Drosophila Wing Somatic Mutation and Recombination Test
(SMART) such as fastness and sensitiveness, make it suitable for screening of probable
genotoxic and antigenotoxic activites.

In this study, genotoxic activites of myricetin, luteolin, galangin and resveratrol,
and their antigenotoxic activites aganist MNU, CP and MMC were tested in the wing
imaginal cells of the standart cross. Their effects on the antioxidant system of the
organism were investigated with the adult male flies developed from three day-old
larvae which were exposed previously to different flavonoid concentrations. In the
genotoxicity and antigenotoxicity studies, the wings of the trans—heterozygous flies
were scored under 400X magnification for the presence of mwh and/or flIr spots. These
spots can be due to different genotoxic events such as mitotic recombination or
mutation (deletion, point mutation, specific types of translocation, etc.). In the
evaluation of antigenotoxic results, the decrease in mutagen induced spot frequencies by
flavonoids taken into consideration. In the antioxidant system studies, reduced
glutathione levels and SOD, CAT, GR and GST enzymes activities were measured
using the supernatants obtained from the homogenates of adult male flies.

Results revealed that the flavonoids at all concentrations did not cause
genotoxicty and any important effect on the antioxidant system of the organism, but
displayed antigenotoxic activity by reducing the frequency of mutagen induced spots in
varying proportions. These results indicate that wing spot test can be recommended as a
suitable in vivo test for the determination of genotoxictiy and antigenotoxicity of
flavonoids.

KEYWORDS: Myricetin, Luteolin, Galangin, Resveratrol, Drosophila melanogaster,
SMART, Genotoxicity, Antigenotoxicity, Antioxidant System
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1. GIiRIS

Giliniimiizde dogal yasamdan giderek uzaklagsma ve beslenme aligkanliklarmin
degismesi, kanser gibi tehlikeli ve Oliimciil hastaliklara yakalanma olasiligimi
arttirmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, insanlarin bu tip hastaliklara yakalanma
riskini azaltmada dogru beslenme desteginin 6nemine dikkat ¢ekmektedir [1]. Beslenme
aligkanliklarinin daha fazla meyve, sebze ve tahil tiiketecek sekilde degistirilmesi,
kronik hastaliklarin 6nlenmesinde etkin ve pratik bir yaklasim olarak goriilmektedir [2].
Bu tiir fonksiyonel besinlerin, viicudun temel besin 6geleri gereksinimini karsilamanin
Otesinde, icerdikleri fitokimyasal adi verilen bircok biyolojik aktif bilesen sayesinde
insan fizyolojisi ve metabolik fonksiyonlar1 {izerinde ilave yararlar saglayarak
hastaliklardan korunmada ve daha saglikli bir yasam siirmede katki sagladiklar
diistiniilmektedir [3].

Fitokimyasallarin dogada en c¢ok bulunan ve en genis simifin1 olusturan
flavonoidler, ¢esitli 6zellikleri sayesinde viicuda zarar veren dgeleri etkisiz hale getirip
saglik iizerinde olumlu etkide bulunduklarindan, bir¢ok arastirmaya konu olmus ve
olmaya da devam etmektedir [4.5]. Bitkilerden izole edilmis, bitkinin bir takim gelisim
asamalarinda ve savunmasinda 6nemli rol oynayan yaprak, cicek ve meyve gibi
kisimlarinda yaygin sekilde bulunan ve renginden sorumlu olan 4000 den fazla
flavonoid bulundugu belirtilmektedir [6]. Beslenmeye bagli farkliliklardan dolay1
flavonoid aliminin miktarlarinda populasyonlar arasinda farkliliklar vardir. Insanlarin
giinliik olarak besinlerle 16-1000 mg arasinda flavonoid aldiklar1 tahmin edilmektedir
[7]. Flavonoidler 1s1 altinda genellikle kararhidirlar, ancak pisirme ya da kizartma
islemleri sirasinda ¢ok az bir flavonoid kayb1 olmaktadir [8]. Besinlerdeki
flavonoidlerin bir kismi1 dogrudan alinirken, bir kismi da bagirsak florasi tarafindan
glikozit formundan aglikon formuna doniistiiriilerek pasif difiizyonla absorbe
edilmektedir. Absorbsiyon sonrasinda ise karacigerde metabolize edilerek daha kiigiik
yapili bilesiklere doniistiiriilmektedir [6].

Flavonoidler, iki aromatik A ve B halkasinin ii¢ karbon kopriisii (C) ve bir
heterosiklik oksijenle baglandig1 difenilpropan (Cs—C3—Cs ) iskelet yapisindadir (Sekil
1.1). A halkas1 5 ve 7 pozisyonunda karakteristik bir hidroksilasyon gosterirken, B

halkas1 genellikle 4', 3’ ve 4’ veya 4’ ve 5' pozisyonlarinda hidroksillenir.



Sekil 1.1. Flavonoidlerin karbon iskeleti yapist

Flavonoidler bu molekiil yapilarina gore flavonlar, flavonoller, flavononlar,
izoflavonlar, katesinler ve antosiyaninler olmak iizere alti farkli gruba ayrilabilir.
Flavonoid gruplari arasindaki yapisal farkliliklar; fenolik hidroksil gruplarinin sayisi ve
dagilimindaki ¢esitlilikler, bunlarin substitiisyonlar1 ve C-halkasinin kimyas1 ile
aciklanmaktadir [9]. Flavonoidlerin yapisinda yaygin olarak bulunan hidroksil gruplari
reaktif 6zelliklerinden dolay1 kolaylikla alkillenir veya glikozillenir. Bu nedenle, dogada
flavonoidlerin metoksi ve glikozid tiirevlerine sik rastlanir [10]. Yapilan ¢alismalar
flavonoidlerin  antiallerjik, antiviral, antitiimor, antienflamatuar, antioksidan,
antimutajen ve antigenotoksik etkileri de igeren bir¢cok biyolojik aktivitede rol
oynadiklarin1 gdstermektedir [11]. Bu aktiviteler, temel olarak flavonoid yapisindaki
hidroksil grubunun sayisina ve pozisyonuna baglidir. Tiim flavonoidler, 3'-4' dihidroksi
konfigiirasyonu ile antioksidan aktiviteye sahip olup, antioksidan aktivitelerini; ksantin
oksidaz, lipooksijenaz ve siklooksijenaz gibi enzimleri inhibe ederek, metal iyonlar1 ile
selat olusturarak, siiperoksit anyonlar, lipid peroksit radikalleri ve hidroksil radikalleri
gibi serbest radikalleri yakalayarak ve diger antioksidanlar ile etkilesime girerek
gosterdikleri belirtilmektedir [6,11,12].

Flavonoidlerin, antigenotoksik ve antioksidan etkilerinin rapor edildigi ¢ok sayida
in vitro calisma bulunmasma ragmen az sayida in vivo calismaya rastlanilmigtir.
Flavonoidlerce zengin besin tiiketimi ile insanlarda artan plazma antioksidan kapasitesi
arasindaki iligkiyi inceleyen calismalarda, flavonoidlerin in vitro olarak kuvvetli
antioksidan 6zellik gostermelerine karsin in vivo olarak antioksidan 6zelliklerinin bazi
etmenlerden dolay1 siirli oldugu bulgusu rapor edilmistir [13]. Bu bulgu, bir maddenin
antioksidan ya da antigenotoksik etkiye sahip oldugunu ileri siirmek icin yapilacak in
vitro ¢alismalarin yaninda, 6zellikle yiiksek yapili organizmalar1 da temsil edebilecek
model organizmalarla in vivo g¢aligmalarin da yapilmasmin ¢ok Onemli oldugunu

gostermektedir.



Bu calismanin amaci; yapilan genis literatiir taramasma gore Drosophila
melanogaster’de Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile genotoksik
ve antigenotoksik etkilerinin ¢alisilmamig oldugu belirlenen flavonoidlerden mirisetin,
luteolin, galangin ve resveratroliin antigenotoksik aktiviteleri ile antioksidan etkilerinin
arastirilmasi amaclanmistir. Calismamiz, flavonoidlerin s6z konusu olasi etkilerinin in
vivo olarak arastirilmasi olanagi saglayan hizli, ekonomik ve giivenirligi kanitlanmis
olan SMART testinde ilk defa degerlendirilmis olmas1 yoniiyle orjinaldir.

Tez calismasi kapsaminda ele alinan flavonoidlerin hangi bitkilerde en g¢ok
bulundugu, yapilari, hangi flavonoid sinifinda bulunduklar ve ne gibi 6zelliklere sahip

olduklar asagida kisaca agiklanmaktadir.

1.1. Mirisetin

Mirisetin (3, 3', 4/, 5, 5, 7-hekzahidoksiflavon), dogal olarak bulunan ve flavonol
(Sekil 1.2) grubunda yer alan 3, 5, 7, 3', 4' ve 5' pozisyonunda hidroksil bagl olan bir
flavonoiddir [14] (Sekil 1.3). Flavonoller, C halkasinin en fazla yiikseltgendigi, yap1
cesidi en fazla olan, acgik sar1 veya sar1 renkli ve besinlerde en ¢ok rastlanan flavonoid
siifidir. Ortalama olarak besinlerin kilograminda 0.015 g ile 1.2 g arasinda flavonol

bulunur. En zengin flavonol kaynaklari sogan, brokoli, pirasa, kirmizi sarap ve ¢aydir.

Sekil 1.2. Flavonol genel yapisi Sekil 1.3. Mirisetinin kimyasal yapisi

Ginliik olarak almnan bircok bitki kokenli yiyecek ve igecekte mirisetin
bulunmasina ragmen en fazla ¢ayda, lizimde 6zellikle kabugunda, ke¢iboynuzunda ve
cilek, kiraz gibi kiigiik yumusak meyvelerde bulunur [15,16]. Giinde yaklasik olarak 23
mg mirisetin besinlerle alinmaktadir [17]. Alinan mirisetinin bir kism1 gastrointestinal
sistemden absorbe edilirken, kalan kismi ise bagirsak florasi tarafindan metabolize

edilir. Absorbe edilen mirisetinin metabolize edilmesinde bilyiik oranda karacigerin



sorumlu oldugu ifade edilmektedir [18]. Mirisetin enzimatik olmayan ve enzimatik
sistemler tarafindan tiretilen radikalleri siipiirmede etkili bulunmustur. Mirisetinin,
enzimatik olmayan lipid peroksidasyonunda indikatdr gérevi yapan malonaldehiti [19]
ayrica si¢gan mitokondrisinde askorbat, demir ve siilfat tarafindan indiiklenen lipid
peroksidasyonunu etkili bir sekilde inhibe ettigi belirtilmektedir [20]. Metal iyonlariyla
selat olusturabilme yeteneginden dolay1 yiiksek mirisetin konsantrasyonunun DNA
hasarin1 azalttig1 belirtilmistir [21]. Mirisetinin, benzopiren (benzo(a)pyrine) gibi
polisiklik aromatik hidrokarbonlarin neden oldugu deri ve akciger kanseri riskini deney
hayvanlarinda azalttigt ve insan karaciger mikrozomlarinda benzoprien
hidroksilasyonunu inhibe ettigi rapor edilmistir [22]. Benzopiren ve tiirevlerinin DNA
ya baglanmasinmi inhibe ederek cesitli kanser tiirlerinin olusumunu engelledigi de
belirtilmistir [22]. Degisik test sistemlerinde c¢esitli mutajenlerin indiikledigi
mutasyonlar1 inhibe ettigi gosterilirken bazi1 ¢alismalarda kendisinin de mutasyona
neden oldugu ifade edilmektedir. TA98, TA100 ve TA1537 Salmonella typhimurium
soylarinda metabolik aktivasyon olmaksizin frameshift mutasyonuna neden oldugu
belirtilmektedir [23]. Mirisetin RNA polimerazin, DNA polimeraz o ve DNA polimeraz
I’1n potansiyel inhibitéri oldugundan DNA polimeraz enzimlerinin DNA hasarlarini
tamir etmelerini engellemektedir. Dimetilnitrosaminin hiicre 6liimiiyle sonu¢lanan DNA
hasarma neden oldugu ve buna mirisetin eklendiginde dimetilnitrosaminin indiikledigi
DNA hasar1 ve hiicre oliimiiniin artti1 rapor edilmekte ancak tek basina mirisetinin
DNA hasar1 ve hiicre 6liimiine neden olmadig1 belirtilmektedir [24].

Mirisetinin, l0semiye neden olan viriisler ve bagisiklik sistemini zayiflatan
viriislerde revers transkriptazi inhibe etme yetenegi ile antiviral etki gosterdigi
belirtilmektedir [25]. Ayrica pihtilasmay1 onleyici antitrombotik, antidiabetik ve gesitli
bakteri soylarina kars1 antibakteriyal etkileri bulundugu da rapor edilmistir [23].

1.2. Galangin

B halkasinda hi¢ hidroksil tagimayan ve en fazla lipofilik ozellik gdsteren
galangin (3.5.7-trihidroksiflavon) flavonol grubunda yer alir (Sekil 1.4). Galangin
bircok sebze ve meyvede bulunmasina ragmen Ozellikle bal, bal arilarmin agag
recinelerinden yaptigi propolis (1 gr propolis te 13 mg galangin vardir), kestane,

zencefil ve hem baharat hem de ¢esitli hastaliklarin tedavisinda kullanilan Alpinia



officinarum (havlican) -ekstratinin %10’u galanginden olusur- oldukg¢a fazla oldugu

belirtilmektedir [26,27].

OH o

Sekil 1.4. Galanginin kimyasal yapis1

Galangin en etkili antioksidatif flavonoidlerden biridir ve bir¢cok biyolojik
aktivide rol almaktadir [26]. Cesitli in vitro ve in vivo calismalarda galanginin gesitli
mutajenlerin  DNA ya baglanmasint veya DNA y1 metillemesini azaltarak
antigenotoksik etki gosterdigi belirtilmistir [28,29]. Galanginin, menopoz sonrasi
disilerde Ostrojen seviyesini modifiye ettigi ve Ostrojen-reseptdr pozitif insan gogiis
kanseri hiirelerinin ¢ogalmasini  Ostrojen reseptOriine baglanarak engelledigi
belirtilmektedir [30]. Ayrica ¢esitli kanser tiirlerine neden olan polisiklikhidrokarbon ve
heterosiklik amin gibi maddelerin aktivasyonunda temel rolii olan sitokrom P450
enzimlerini inhibe ettigi belirtilmektedir [31]. Galangin bakir iyonlar1 yardimiyla
gerceklesen diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonunun etkili bir
inhibitoriidiir [32]. Ayrica NADPH varliginda siiperoksit anyon radikallerinin
olusumunu engelledigi belirtilmistir [33]. Yapilan calismalar galanginin antioksidatif ve
serbest radikal siipiiriicii etkileriyle enzim aktivitelerini diizenleme ve kimyasallarin

genotoksik etkilerini baskilama gibi 6zellikler gosterdigini ortaya koymaktadir [26].

1.3. Luteolin

Flavonoidlerden flavone grubunda yer alan luteolin (3',4',5,7-tetrahidroksiflavon)
kekik, maydanoz ve enginarda yiiksek oranda bulunurken; sekerpancari, lahana,
karnabahar, sogan, havug, brokoli, misir gibi c¢esitli sebzelerde degisen oranlarda

bulunmakta ve besinlerle giinliik ortalama 2 mg kadar alinmaktadir [34,35] (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. Luteolinin kimyasal yapis1

Flavonoidlerin 6nemli iiyelerinden bir olan luteolinin kuvvetli bir serbest radikal
stiptiriicii oldugu ve antienflamatuar ve anti alerjik etkileri de iceren genis farmakolojik
ozellikler gosterdigi belirtilmektedir. Luteolin ile ilgili yapilan ¢alismalar antioksidan
ozellikleri ve antiproliferatif etkileri iizerine odaklanmigtir [36]. Luteolin, enginar
yapragl ekstraktinin antioksidan aktivitesine katkida bulunarak, Cu®" iyonlari
araciligiyla meydana gelen LDL oksidasyonunu engellemektedir [37]. Luteolinin DNA
topoizomeraz I ve II’yi, tiimor hiicrelerinin ¢ogalmasinda rol oynayan triozin kinazi
inhibe etmesi ve apoptozisi indiiklemesi nedeni ile kanser tedavisinde kullanilma

potansiyeli tasidigi rapor edilmistir [38].

1.4. Resveratrol

Fitokimyasallarin siniflandirilmasindaki farkliliklardan dolay1r ¢esitli yayinlarda
resveratroliin  (3,4',5-trihidroksistilben) fitokimyasallarin alt smifi olan stilben
fitoaleksin oldugu belirtilirken [39], bir cok calismada da flavonoidlerin hidroksistilben
olarak c¢ok daha Ozellesmis bir smifina dahil edilmektedir [16]. Resveratrol, gesitli
bitkiler tarafindan 6zellikle hayvan ve patojenlerin saldirisi, yaralanma veya UV’ye
maruz kalmaya kars1 dayaniklilik mekanizmasi olusturulmasi amaciyla iiretilir [40,41].
Uziimde, 6zellikle kirmizi {iziimde (yas iiziimiin kabugu 50-100 pg /1 gr igerir) ve
kirmizi sarapta en fazla bulunurken dut, yaban mersini ve yer fistiginda ise degisen
oranlarda bulunmaktadir [42].

Resveratroliin bitkilerden saf olarak elde edilmesi zaman ve madde kaybina yol
actigindan, kimyasal yolla sentezi lizerine aragtirmalar yogunlagsmis ve trans-resveratrol
elde edilmistir. 7rans-resveratroliin UV irradyasyonu ile cis-formu elde edilmektedir ve
liztim ekstrelerinde bulunmayan cis-izomeri trans- izomerine gore daha diisiik biyolojik

aktiviteye sahiptir [43] (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6. Resveratroliin trans ve cis izomerleri

Oral olarak alinan resveratroliin % 50-75’1 gastrointestinal yoldan absorbe
edilmekte ve karaciger ve barsak hiicrelerinde glukuronid ve siilfat konjugatlarina
dontstiirilmektedir [44].

Kirmizi sarap dolayisiyla resveratrol tiiketiminin fazla oldugu Fransiz
toplumunda, bol yagh ve kirmizi etten zengin beslenmelerine ragmen kroner kalp
hastaligina ve kardiyovaskiiler hastaliklardan Oliimlere diisiik oranda rastlanilmasi,
Fransiz paradoksu olarak adlandirilmaktadir [45]. Resveratroliin kalp damar sistemi
iizerindeki olumlu etkileri, onun Ostrojen benzeri biyolojik aktiviteleriyle ve diisiik
yogunluklu lipoprotein (LDL) peroksidasyonunu oOnlemesiyle iligskilendirilmektedir
[46]. Resveratroliin ¢esitli insan tiimor hiicre dizilerinde, doza bagh olarak DNA
sentezini ve hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi belirlenmistir. Resveratrol, antikanserojen
aktivitesini timor siipresor proteinlerden p53 i aktive ederek, riboniikleotid rediiktaz,
DNA polimeraz, tirozin kinaz ve sitokrom P450 1A1, siklooksijenaz-1 ve
siklooksijenaz-2 enzimlerinin aktivitelerini ise inhibe ederek gdsterdigi belirtilmektedir
[47,48]. Insan ostrojen reseptor (ER) pozitif (MCF-7) ve ER negatif (MCF-10,
MDAMB-231) meme kanseri hiicre dizilerinde, resveratroliin apoptozu uyardig1 rapor
edilmistir [49].

Resveratroliin besin kaynakli olan MelQx ve PhIP heterosiklik aminlerinin
mutajenik etkilerini engelledigi ¢esitli test sistemlerinde gosterilmistir [50,51]. Ayrica,
dogrudan mutajen MNU, promutajen AFBI, IQ ve siklofosfamid’in indiikledigi
mikronukleus olugumuna neden olan mutajenik etkileri, doza bagli olarak 6nemli
diizeyde azalttigi rapor edilmektedir [52]. Resveratroliin antimutajenik etkisini
promutajenlerin metabolizasyonunda sorumlu faz I enzimlerini baskilayarak gdsterdigi
belirtilmektedir [49,52]. Bunun yaninda, resveratroliin detoksifikasyon enzimlerine

veya mutajenlerin metabolik aktivasyonuna etki ederek ya da mutajenlerin DNA’ya



baglanmalarmi engelleyerek antimutajenik aktivite gosterdigi belirtilmektedir [53].
Resveratroliin esas olarak bakirla selasyon sonucu ortaya ¢ikan serbest radikal siipiiriicii
etkisinden dolay1 LDL oksidasyonunu 6nledigi belirtilmektedir [54].

Giiclii dogal bir antioksidan olan resveratroliin koenzim Q ile rekabet ederek
serbest radikal olusumunu engelleme, mitokondride olusan siiperoksit anyonlarmi
stiplirme, Fenton reaksiyonu iiriinlerinin indiikledigi lipid peroksidasyonunu inhibe etme
ve detoksifikasyon enzimlerini uyarma 6zelligi bulunmaktadir [55,56]. Ayrica, cesitli
molekiillerin metabolize edilmesi sirasinda olusan, serbest radikal igeren reaktif oksijen
tirleri (ROS)’nin =zararli etkilerini, radikal siipiiriicii aktivitesiyle engelledigi
belirtilmektedir [40].

Resveratroliin antioksidan, antikanserojen, antimutajen oOzelliklerinin yaninda
antienflamatuar, antiviral, antibakteriyal ve Ostrojenik etkilerinin de bulundugu cesitli

caligmalarda gosterilmistir [57].

1.5. Genetik Toksikoloji ve Antigenotoksisite

3

Kelime anlami “zehir bilimi” olan toksikoloji, fiziksel veya kimyasal ajanlarin
canlilar tlizerindeki olumsuz etkilerini inceler. Bagka bir ifadeyle, canlilar {izerinde
olumsuz ya da istenmeyen etkiler birakan ajanlarin yani toksikantlarin ortaya ¢ikisini,
dogasini, tekrarlama oranini, mekanizmasini ve risk faktorlerini deneysel olarak
inceleyen bir bilim dalhidir [58]. Toksikolojik arastirmalar toksik etkinin hiicresel,
biyokimyasal ve molekiiller mekanizmasimin yaninda bagisiklikla ilgili fonksiyonel
etkilerini inceler ve bunlarin ortaya c¢ikma olasihigini degerlendirir. Toksikoloji
immunotoksikoloji, hepatoksikoloji gibi ¢esitli alt dallara ayrilmigtir. Bu alt dallardan
biri olan “genotoksikoloji” veya “genetik toksikoloji”, fiziksel ya da kimyasal ajanlarin
DNA ve kromozamlar iizerine etkilerini inceler [59]. Hiicrede DNA ve kromozomlarda
hasara neden olan toksik ajanlar genotoksin, DNA molekiilleri ile genotoksinlerin
etkilesmesi sonucu ortaya c¢ikan ve gelecek nesillere tasinan toksisite ise genotoksisite
olarak tamimlanmaktadir [60]. Cesitli in vivo ya da in vitro testlerle belirlenen
mutasyonlar, kromozom hatalari, DNA iplik¢iklerinde kirilma ve tamiri engellenen
DNA-eddaktlar1 genotoksisitenin varligini gosterir [58]

Herhangi bir kimyasal 6zel bir kosulda toksik ya da genotoksik olabilir. Ornegin
oral yolla belirli diizeyde alinan bir madde toksik etki géstermezken, ayn1 madde damar

ya da solunum yoluyla alindiginda toksik olabilir.



Son yillarda besinlerle alman dogal bilesiklere ilgi artmis ve besin mutajenleri
olarak tamimlanan heterosiklik aromatik aminler, N-nitrozoaminler ve polisiklik
aromatik hidrokarbonlar gibi molekiillerin genotoksisiteleriyle ilgili ¢ok sayida g¢aligma
yapilmistir [61]. Bunlardan N-nitrozoaminler tiitsiilenmis ve salamura et, sosis, salam,
balik, peynir ve soya yagi gibi besinlerde, alkollii igeceklerde, kozmetikte, sigarada,
lastik ve kauguk iiriinlerinde bulunmaktadir [61]. Insanlar oldukg¢a yogun bir sekilde bu
maddeye ve N-methyl-N-nitrosourea (MNU) gibi tlirevlerine maruz kalmaktadirlar.
MNU, DNA eddaktlar1 ve nokta mutasyonlar1 olusturan dogrudan karsinojenik etki
gosteren elektrofilik alkilleyici bir ajandir. MNU, elektronca zengin nukleofilik
bolgelerden DNA bazlarmi metilleyerek (N’-Guanin, N*-Adenin) alkilpurinleri ve ayni
zamanda diger alkilleyici ajanlara oranla oksijen atomlaria oldukea yiiksek duyarlilik
gostererek 0° methylguanine mutajenitesini de olugturmaktadir. 0° methylguanine
mutajenitesi sonucu G:C baz ¢ifti A:T baz ¢ifti eslesmesine donlismekte ve dolayisiyla
MNU’nun nokta mutasyonlar gibi genotoksik etkiler gosterdigi belirtilmektedir [62].
Alkilleyici bazi diger ajanlar ise, insanlarin saglikli olmak amaciyla kullandiklar cesitli
ilaclardir. Bu ilaglardan farkli hastaliklarin ve 6zellikle kanserin tedavisinde kullanilan
siklofosfamid ve mitomisin C’nin genotoksik ve hatta karsinojenik olduklar: cesitli test
sistemlerinde gosterilmistir [63,64].

Siklofosfamid, temel olarak kanser tedavisinde kemoterapi ilaci olarak
kullanilmakla birlikte, bagisiklik sistemini baskilayan immiinsupresif bir ilag olarak da
romatizma, eklem yangilari, kronik hepatit gibi malignant olmayan hastaliklarin
tedavisinde ve organ nakillerinde kullanilmaktadir [65]. Siklofosfamid uygulanmasi
ikincil kanserlerle iliskilendirildiginden, insan karsinojeni olarak smiflandirilmistir ve
pro-ilac olarak adlandirilmaktadir. Metabolik aktivasyonun olmadigr durumlarda
Siklofosfamid DNA’ ya baglanamaz ¢iinkii kendisi degil metabolitleri (Phosphoramide
mustard ve acrolein) alkilleyici ajandir [66]. Siklofosfamidin DNA replikasyonunun
inhibisyonuna, baz substitiisyonlar1 olusturarak DNA hasarina, kromozamal hatalara,
mikronukleus olusumuna ve somatik mutasyonlara neden olarak genotoksik etkiler
gosterdigi belirtilmektedir [65,66].

Mitomisin C (MMC) Streptomyces caespitosus’tan elde edilen, karsinojenik
“kinon” ve “oktan” gruplar1 ve “azoiiriidin” halkas1 tasiyan sitotoksik bir antibiyotiktir
[67]. Mitomisin C Onceleri antibakteriyal olarak ancak son yillarda gastrointestinal
sistem, akciger, meme ve mesane kanserlerinin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir

[68]. Siklofosfamidde oldugu gibi metabolizasyon sonucu olusan metabolitleri



genotoksik etkilere neden olmaktadir. Mitomisin C’nin radikaller iireterek ve DNA
alkilasyonuyla DNA iplik¢iklerinde kirilmalara yol acarak replikasyonu engellemek,
nokta mutasyonlara neden olmak ve hiicre siklusunun G1 ve S fazlarinda DNA y1
etkileyerek boliinmeyi bloke etmek gibi genotoksik etkiler gdsterdigi belirtilmektedir
[68].

Siklofosfamid ve Mitomisin C gibi metabolik aktivasyon sonucu genotoksik
olabilen promutajenlerin ve MNU gibi dogrudan mutajenlerin bu olumsuz etkilerinin,
sentetik ya da dogal cesitli molekiillerle engelenebildigi farkli test sistemlerinde
gosterilmistir [69-70]. Bu genotoksik etkilerin, tamir mekanizmalarmin indiiklenmesi,
genotoksinlere baglanip onlarim DNA’ya baglanmalarin1 engelleme veya enzim
aktivitelerini inhibe ederek metabolizasyonlarini bloke etme gibi c¢esitli sekillerde
engellenmesi antigenotoksisite ve bu aktiviteleri gdsteren molekiiller ise antigenotoksik
ajan veya antimutajen olarak degerlendirilmektedir

Biyolojik sistemlerin kararliligini1 arttirma temeline dayanan antimutajenizis,
karsinojenleri de iceren c¢evresel genotoksik ajanlarin olumsuz etkilerini inhibe etmede
en iyi yollardan biri olarak goriilmektedir [71].

In vivo ve in vitro genotoksisite testlerinde, iireme hiicrelerindeki veya somatik
hiicrelerdeki mutasyonlar temel alinmaktadir. Boylece gelecek nesillerde ¢esitli kalitsal
hastaliklar1 olusturan, iireme yetenegini etkileyen ya da somatik mutasyonlar ile
karsinojenik etkili olan mutasyonlar belirlenebilmektedir. Genetoksisite testleri yalnizca
genotoksik ajanlari ve onlarin etki mekanizmalarint belirlemez ayni1 zamanda
antigenotoksik ajanlarin ve bu ajanlarin antigenotoksisite mekanizmalarin1 belirlemek
amaciyla da yapilmaktadir [71].

Cok sayida test olmasia ragmen genotoksisite ve antigenotoksisite ¢aligmalarinda
siklikla kullanilan testler arasinda Salmonella thyhimurium mutant suslarinin
kullanildigi bakteriyel Ames testi, kromozomal aberrasyon, kardes kromatid degisimi
(SCE) ve mikroniikleus (MN) frekanslarinin arastirildigi sitogenetik testler, alkali
ortamda DNA elektroforezinin yapildig: tek hiicre jel elektroforezi (SCGE) testi ile
dominant letalite, halkasal X kromozom kaybi, bitigsik X kromozomu, resesif letalite ve
somatik mutasyon ve rekombinasyon (SMART) testlerini igeren c¢esitli Drosophila

testleri bulunmaktadir.
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1.6. Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)

Drosophila kiigiik yapili olmasi, kiiltiiriiniin ekonomik ve kolay yapilmasi, yasam
dongiisiiniin kisa olmasi, ¢ok sayida yavru vermesi, larvalariin tiikriik bezlerinde dev
kromozamlara sahip olmalari, ar1 dol olarak saklanabilmeleri ve birgok mutant karaktere
sahip olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle genetik caligmalarda tercih edilen okaryotik bir
organizmadir [72].

Drosophila somatik mutasyon ve rekombinasyon testlerinin diger testlere gore
hizli, ekonomik ve giivenilirligi kanitlanmis olmasi, bir jenerasyonda sonug elde
edilmesi, tek bir sinekte kanat ya da gozlerde ¢ok sayida hiicrenin analizine olanak
vermesi ve genotoksik etkinin fenotipte kolaylikla farkedilmesi gibi avantajlari
bulunmaktadir [73].

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testleri (SMART), goz benek testi ve kanat
benek testi olmak {izere iki cesittir. Bunlarin her ikisi de nokta mutasyon, delesyon,
kromozom bozukluklari ve mitotik rekombinasyonu belirlememize olanak verir.
Kanatta mutasyona ugramis hiicreler daha kolay go6zlenirken, gozde daha zor
gozlenmektedir [74]. Uygun isaret genlerinin heterozigotlugunun kaybini temel alarak
gelistirilmis olan bu testler, larvanin imajinal disklerinde mitotik olarak ¢ogalan biiyiik
hiicre gruplarimni hedef alir. Eger bu imajinal disk hiicrelerinin herhangi birinde genetik
bir degisiklik olursa, bundan sonraki ogul hiicrelere bu degisiklik aktarilarak mutant
hiicre gruplart (klonlar1) olusur. Bu genetik degisiklik fenotipte gdzlenebilen bir
degisiklige neden olursa, klonlar ergin sinegin kanatlarinda ve gozlerinde mutant hiicre
benekleri olarak ortaya cikar. Kimyasallara maruz birakilan sineklerde indiiklenmis
klonlarin toplam sayisi, uygulanan kimyasalin toplam genotoksik aktivitesi ile ilgili
sayisal sonuclar verirken, klonlarin tipi, klon olusumunda rol oynayan mutasyonal
mekanizmalari ortaya ¢ikarir [75].

Kanat benek testi igin fenotipte gozlenebilen uygun isaret genleri iki tanedir. Bu
genlerden ilki ¢oklu kanat kili (mwh) genidir. Bu gen resesif bir gen olup homozigot
olarak yasatilabilen mwh stoklar1 seklinde tutulabilir ve mwh mutasyonu iicilinci
kromozomun sol kolunun uca yakin bdliimiinde lokalize olmustur (3-0.3). Homozigot
olarak bulundugu zaman hiicre basina bir kanat kili yerine ¢oklu kanat killarinin
olusumuna neden olur [76]. Diger isaret geni flare (ﬂr3) ise kanat killarinin seklini
etkileyen resesif mutant bir gendir. Bu gen de yine ii¢iincii kromozomun sol kolunda

fakat sentromere daha yakin (3-38.8) olarak yer alir (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. Genlerin iigiincii kromozom tizerindeki yerlesimleri [75].

Flare geninin iic mutant aleli bilinmektedir ve hepsi de homozigot letaldir (fIr icin
homozigot olan zigotlar ergine gelisemez). Fakat kanat imajinal disklerindeki
homozigot hiicreler yasayabilir ve mutant kanat hiicrelerine gelisebilir. Homozigot
letalite nedeni ile fIr allelleri birgok inversiyonlar ve yine homozigot letal olan dominant
isaret gen tasiyan dengeleyici bir kromozomla birlikte ﬂr3/T M3, BdS stok olarak tutulur
[75].

Kanat benek testi i¢cin iki ayri caprazlama kullanilmaktadir. Bunlardan biri

standart capraz (ST) digeri ise promutajenlere duyarli olan yiiksek biyoaktivasyon

caprazi (YB) dir. Standart capraz i¢in yumurta verimi daha fazla olan ﬂr3/TM3, BdS
soyundan toplanan virjin disiler mwh erkekleri ile ¢aprazlanirken (Sekil 1.8), yiiksek
biyoaktivasyon ¢aprazinda ORR/ORR.flr3/TM3,Bd° soyunun virjin disileri ve mwh

erkekleri ¢aprazlanir. Bu c¢aprazlar sonucunda gelisen heterozigot larvalara, mutajenik

etkisi aragtirilmak istenen maddeler uygulanir.

Serrat Kanat (Kenarlan Testere Disli Kanat) Normal Kanat (Cokhn Kanat Kih)

+ flr3 T mwh ¥ +
t & } . } i f
o e x T o
I I . T 1 —® T
+ + Bd mwh + +
mwh + + mwh + +
I He I } @ I
| -o— : -o—|
T i + + + Bd®
Transheterozigot Dengelenmis Heterozigot

Sekil 1.8. /I"/TM°, Bd® ve mwh/mwh bireylerinin ¢aprazlanmasi sonucu olusan

trans-heterozigot mwh/flr’ ve dengelenmis heterozigot mwh/Bd" bireyleri
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Ergin bireyler Bd" isaret geninden temel alarak fenotipik olarak ayirt edilebilen iki
farkli fenotipe sahiptir. (1) Trans-heterozigot sinekler (mwh fIr* / mwh" flr’ fenotipik
olarak yabanil tip kanatlara sahiptir). (2) Dengeleyici-heterozigot sinekler (mwh fIr'/
TM3,Bd’ fenotipik olarak kanat kenarlar1 testere dislidir). Dengeleyici-heterozigot
bireylerde ¢ok sayidaki inversiyonlar nedeni ile rekombinasyonlar engellenmistir ve
mutasyonlar nedeni ile yalmizca mwh tekli benekleri ortaya gikar [76].

Ergin bireylerin kanatlari, mutant hiicre klonlariin varligini aragtirmak amaciyla
mikroskop altinda taranir (Sekil 1.9) ve gozlenen mutant hiicre klonlar1 farkli benek

gruplarma ayrilarak kaydedilir.

Sekil 1.9. Mikroskopta benek varligi i¢in taranan kanat bolgeleri (A-E) [75].

Tekli f1r° veya mwh benekleri (kiigiik ve biiyiik benekler); nokta mutasyon (/" ya
da mwh" da), kromozomal degisiklik (6rnegin veya fIr' veya mwh  delesyonu) ya da
mitotoik rekombinasyon oldugunu gosterir. Ote yandan ikili benekler (birbirine yakin
duran fIr° ve mwh hiicreleri) 6zellikle mitotik rekombinasyon sonucu olusur (Sekill.10).
Bu nedenle ikili benekler, uygulanan maddenin rekombinasyon aktivitesi hakkinda 6n
fikir verir. Istatistik analiz icin benekler fenotipleri agisindan biiyiik tekli benek, kiigiik
tekli benek ve ikili benekler olarak siniflandirilirlar (Sekil 1.11).

Kiigiik benekler (bir ya da iki mutant hiicre) pupada son bir-iki mitoz bdliinme
sirasinda olusurken, biiylik benekler (ii¢ ya da tligten fazla mutant hiicre) daha erken,
larva asamasinda olusur. Ayrica kromozomal aberasyonlar sonucu meydana gelen
genetik bozukluklar, mutasyonun baslangic zamanima bagli olmaksizin ¢ogunlukla

kiigiik klonlar olarak ortaya c¢ikar [72,75].
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Sekil 1.10. Tekli ve ikili beneklerin olusumuna neden olan farkli genotoksik olaylari
gosteren genetik mekanizmalar. A: Normal kanat killarinin olusumu, B: Delesyon
sonucu tekli benek olusumu, C: Mitotik rekombinasyon sonucu ikili benek olusumu, D:
Mitotik rekombinasyon sonucu tekli benek olusumu [72]
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Sekil 1.11. Cesitli benek tipleri. A: mwh fenotipindeki kiiciik tekli benek (2 hiicreli), B:
mwh fenotipindeki biiyiik tekli benek (5 hiicreli), C: fIr fenotipindeki biiyiik tekli benek
(6 hiicreli), D: Ikili benek (30 hiicre mwh ve 30 hiicre fIr fenotipini gostermektedir) E:
Ikili benek (14 hiicre mwh ve 8 hiicre fIr fenotipini gdstermektedir) F: Ikili benek (4
hiicre mwh ve 4 hiicre fIr fenotipini gostermektedir) [75]
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Sekil 1.11 de fenotipleri gosterilen benekler, farkli genetik mekanizmalar
nedeniyle ortaya c¢ikmaktadir. Beneklerin meydana gelmesine yol agan genetik
mekanizmalar ise, Sekil 1.10 da topluca gosterilmistir.

Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi, somatik hiicrelerde
heterozigotlugun kaybi1 olarak degerlendirilen ¢ok sayida genetik olayin belirlenmesine
olanak verdiginden ¢ok yonlii kullanilabilen in vivo bir testtir. Bu nedenle, SMART
olas1 genotoksik maddeleri test etme olanagi saglarken, dogal ya da sentetik cesitli

maddelerin olas1 antigenotoksik etkilerini arastirma olanagi da saglamaktadir.

1.7. Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma Sistemi

Serbest radikaller, dig orbitallerinde eslenmemis elektron igeren ve bu nedenle
oldukca kararsiz, kisa Omiirlii, elektrik yiikli ya da yiiksiiz olabilen atom veya
molekiillerdir [77,78]. Bu atom ya da molekiiller, eslenmenmis elektronlar
igerdiklerinden, kararli hale gelebilmek icin elektron alici (rediiktan) ya da verici
(oksidan) olarak davranma egilimindedir. Bu nedenle oldukga giiclii reaktif ajanlar
olarak tanmimlanirlar [79]. Cok reaktif olmalarindan dolay1 basta lipidler olmak iizere
proteinler, karbonhidratlar, niikleik asitler ve yiikseltgenebilen tiim hiicre elemanlari ile
tepkimeye girebilirler [80].

Organizmalardaki serbest radikallerin baslica kaynagi oksijendir ancak azot,
karbon ve kiikiirt kaynakli serbest radikaller de olusabilmektedir [81]. Aerobik
metabolizmaya sahip canlilarda molekiiler oksijen hiicre iginde c¢esitli kimyasal
tepkimeler sonucu suya doniisiirken, % 1-3 kadarimin suya déniismemesi sonucu siirekli
olarak serbest radikaller olusur ve viicudun antioksidan savunma sistemi tarafindan
ortadan kaldirilir [82]. Bu yapilmadigi takdirde, hiicresel yapilar {izerinde toksik etkilere
neden olur.

Normal metabolizma sirasinda molekiiler oksijenin tek elektron almasi ile kismi
indirgenmesi sonucu olusan serbest oksijen radikalleri ve radikal olmayan reaktif
oksijen tiirleri; siiperoksit anyon radikali (Oy"), hidrojen peroksit (H2O,) ve hidroksil
(‘OH) radikalleridir. Oksijen molekiiliiniin bir elektron almasi ile siiperoksit radikali, iki
elektron almasi ile hidrojen peroksit, ii¢ elektron almasi ile hidroksil radikali ve
dordiincii elektronu almasi ile su olusur [83]. Bunlardan siiperoksit radikali (O,~) ¢ok
cabuk ve c¢ok kolay olusan ve membranlardan kolayca gecemedigi icin fazla miktarda

toksik olmayan fakat diger radikallerin olusumuna neden oldugundan 6nemli bir
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radikaldir. Hidrojen peroksit ise siiperoksit radikallerinin dismutasyonu (iki siiperoksit
radikalinin iki proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olusturmasi)
sonucu olusan reaktif bir molekiildiir. Hidrojen peroksit, reaktivitesi diisiik olmasina
ragmen membranlardan kolayca gegebilir ve bir siiperoksit radikali ile tepkimeye
girerek en reaktif ve en tehlikeli radikal olan hidroksil radikalini kolaylikla olusturabilir.
Hidroksil radikali ¢ok reaktif bir radikal oldugundan, hiicrede bulunan hemen hemen
biitiin molekiillere (sekerler, proteinler, aminoasitler, DNA gibi) saldirabilir [84].
Hidroksil radikali 6zellikle DNA’nin yapisindaki guanin bazma etki ederek DNA da
mutasyonlara yol agmaktadir.

Bu reaktif oksijen tiirleri normal metabolizma sirasinda olusabildikleri gibi, UV
ve X iginlari, ilaglar, kirleticiler, metal iyonlar1 ve ksenobiyotikler gibi g¢evresel
etmenlere maruz kalma sonucunda da indiiklenmektedir [85]. Organizmalarda serbest
radikallerle antioksidan savunma sistemi arasinda bir denge séz konusudur. Bu
dengenin bozulmasi, serbest radikallerin artmasina ve hiicre hasar1 olusturmalaria yol
acar. Bu duruma oksidatif stres denilmektedir. Oksidatif stres, antioksidan savunma
mekanizmasinin yetersiz kalmasiyla ya da cesitli durumlarda serbest radikallerin
artmasiyla olusur. Bunun sonucunda, hiicrede DNA, protein, lipid, karbonhidrat ve
enzimler zarar gorebilir [86].

Cesitli  kaynaklardan Dbirgok serbest radikal saldirisina maruz kalma,
organizmalarin bunlara karsi degisik savunma mekanizmalar1 gelistirmelerine yol
agmistir. Serbest radikallerin indiikledigi oksidatif strese karsi cesitli antioksidan
savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir [87]. Antioksidan savunma mekanizmasinda
yer alan antioksidanlar genellikle zincir kiran bilesikler olarak bilinir ve diisiik
derisimde okside olabilecek bir substrat ile karsilastiginda, substratin oksidasyonunu
geciktiren veya onu inhibe eden maddeler olarak tanimlanir [88]. Antioksidanlar,
oksidan molekiillerin organizmaya olan zararl etkilerini dort yolla engeller:

e Siipiirme Etkisi: Cesitli antioksidan enzimeler vasitasiyla reaktif oksijen
tiirlerinin tutularak ortamdan uzaklastirilmasi

e Baskilama Etkisi: Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun baskilama yoluyla
engellenmesi (Ornegin flavonoidler ve vitaminlerin oksidanlarla etkilesip onlara
bir hidrojen aktararak etkisiz hale getirmeleri)

e Zincir Koparma Etkisi: Metal iyonlarinin baglanmasi ile radikal olusum

reaksiyonlarinin 6nlenmesi
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¢ Onarma Etkisi: DNA gibi radikallerin hedefi olan molekiillerin hasar sonrasi
tamir edilmeleri

Antioksidanlar, yapilarina gore enzimler ve enzim olmayan kiigiik molekiiller;
kaynaklarina gore organizmada bulunan ve disaridan alinanlar; ¢oziiniirliikklerine gore
suda ve yagda ¢Oziinenler ve organizmadaki yerlesimlerine gore hiicre i¢inde bulunanlar
ve plazma ve diger ekstraselliiler sivilarda bulunanlar olmak iizere degisik kriterlere
gore farkli sekilde smiflandilmaktadir [89]. Enzimatik antioksidan savunma
mekanizmalari; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon peroksidaz (GPx),
glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon-s-transferaz (GST) gibi enzimlerden olusurken,
vitaminler, glutatyon (GSH), karotenoidler, flavonoidler ve diger antioksidanlar
enzimatik olmayan antioksidan savunma mekanizmalari igerisinde yer alir [87]. Ancak
Drosophila’da glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi bulunmamaktadir. Normal
kosullarda radikalik aktivitelerle bu antioksidanlarin intraselliiler diizeyleri arasindaki

denge korunur.

1.7.1. Glutatyon (GSH)

GSH enzimatik olmayan antioksidan savunma mekanizmalarindan bir tanesidir ve
L-glutamik asid, L-sistein ve glisinden iki basamakli reaksiyonla olusan diisiik molekiil
agirlikli bir tripeptiddir. Her basamakta bir mol ATP nin gérev almasiyla d-glutamil
sistein sentetaz ve glutatyon sentetaz enzimleri araciliginda olusturulmaktadir.
Glutatyon hiicrede en fazla sitozolde, niikleusta ve mitokondrilerde bulunur. Bir¢ok
hayvan dokusundaki tiim glutatyon indirgenmis halde yani GSH formunda bulunurken,
Drosophila’da GSH formunun yaninda yaklasik % 20 oraninda okside glutatyon
(GSSG) da bulunmaktadir. Cogu hiicrede GSH’nin GSSG’ye oraninin 500/1’den biiyiik
olmasindan dolay1 GSH, glutatyonun en yogun bulunan formu olarak kabul
edilmektedir [90]. Indirgenmis glutatyon (GSH) cesitli reaksiyonlarla yiikseltgenerek,
okside glutatyona (GSSG) doniisiir. GSSG’nin tekrar indirgenmesi NADPH’nin de
kullanildig1r bir reaksiyonla olur. Bu sekilde dokularda GSH/GSSG orami yiiksek
tutulmaya ¢aligilir [89].

Organizmalar kimyasal maddelere maruz kaldiginda, dokulardaki GSH
konsantrasyonu ile dokularin H,O, ve diger oksijen radikallerine karsi savunmasi azalir.
Eger fazla miktarda H,O; ve/veya hidroksil radikaline maruz kalinirsa, GSSG olusumu

artar ve GSH/GSSG orani kiiciiliir. Artan GSSG ise, baz1 enzimleri inaktive eder. GSH
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ve GSSG arasindaki bozulan denge, GR ve GPx enzimleri tarafindan diizenlenmektedir.
Drosophila’da ise memeli hiicrelerinin aksine, selenyum-bagh glutatyon peroksidaz
bulunmadigindan (SeGPx), daha genel bir detoksifikasyon enzimi olan GST’nin bu
peroksidaz fonksiyonunu gergeklestirdigi belirtilmektedir [91].

GSH, i¢erdigi tiyol grubu araciligi ile hiicreyi oksidatif hasarlara kars1 korurken,
glutatyon-S-transferazlar ve glutatyon peroksidazlar gibi ¢ok sayida antioksidan ve
detoksifikasyon enzimlerinin de énemli bir substrati olarak islev yapar. GSH, hidrojen
peroksiti (H2O,) yikan SeGPx ve dehidroaskorbat rediiktaz enzimlerinin substrati
olmasinin yani sira, oksijen ve hidroksil radikallerini de temizler. Ayrica kuvvetli
niikleofilik 6zellik gosterdiginden elektrofilik o6zellikteki toksik ksenobiyotik
bilesiklerle konjugasyona girerek onlarin detoksifikasyonunu saglar. Boylece DNA,
hemoglobin ve eritrosit proteinleriyle kovalent bag yapmalarini engellemis olur. Ayrica
membran gecirgenliginin saglanmasi, DNA sentezi, protein konformasyonu ve enzim

aktivitesinin ayarlanmasi gibi gorevlerde de yer almaktadir.

1.7.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

flk olarak 1968 yilinda Mc Cord ve Fridovich tarafindan tanimlanan SOD enzimi,
oldukga zararli olan siiperoksit (O, ) radikalini katalitik olarak hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene doniistiirerek uzaklastiran ve lipid peroksidasyonu inhibe eden bir
metalloenzimdir [92]

Tepkime sonucunda membranlart gegemeyen siiperoksit radikali (Oy" ),
membranlari kolayca gecebilen H,O,’e doniismektedir. H,O, ise agir metal iyonlarinin
varliginda Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonu ile son derece aktif olan hidroksil (OH)
radikaline doniismektedir [93]. Bu nedenle SOD aktivitesindeki artigin olusturabilecegi
asir1 H,O, birikmesinin, katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimlerinin
artan aktiviteleri ile kontrol altinda tutulabilecegi belirtilmektedir [94]. Normal
metabolizma sirasinda hiicreler tarafindan yiiksek oranda iiretilen siiperoksit radikalinin
intraseliiler diizeyi, SOD enzimi sayesinde diisiik tutulur [95]. Bdylece organizma
oksidatif hasara ugramaktan korunmus olur.

Mikroorganizmalardan en yiiksek yapili canlilara kadar, aerobik kosullarda
yasayan canlilarin biitiin doku, hiicre ve hiicre organelleri SOD enzimi igerirler [96].
Aktif merkezlerindeki metalin tiiriine bagl olarak CuZn-SOD, Mn-SOD ve Fe-SOD

olmak tizere ii¢ farkli SOD enzimi tanimlanmustir.
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Bunlardan CuZn-SOD enzimlerinin molekiiler kiitlesi 32.000 civarindadir ve aktif
kisimlarinda Cu®* ve bir Zn*" iyonu bulunan iki protein alt iinitesi igerir [97]. CuZn-
SOD enziminde bulunan bakir iyonlar1 asagidaki tepkimelere gore, oksidasyon ve
rediiksiyona ugrayarak dismutasyon reaksiyonunda fonksiyon goriir. Cinkonun ise
katalitik olarak bir roliiniin olmadig1, sadece enzimi stabilize ettigi bildirilmektedir.

SOD - Cu*" + 0, — SOD - Cu+ + O,

SOD - Cu++ 0, +2H" — SOD - Cu*'+ H,0

Net reaksiyon ise:

0, +0,” +2H — H,0, + 0,

Reaksiyonlar sirasinda O, anyonu, enzimdeki Cu®ve guanido grubuna baglanir
ve bu esnada O, den bir elektron Cu®* ye transfer olurken Cu” ve molekiiler oksijen
meydana gelir. Ikinci bir O, anyonu Cu’ dan bir elektron ve iki proton alarak H,O,
olustururken, enzim tekrar Cu’" formuna déner [94,98].

Hayvan hiicrelerinde CuZn-SOD’lar daha ¢ok sitozolde yerlesmistir ayn1 zamanda
lizozomlarda, ¢ekirdekte ve i¢ ve dis mitokondriyel membran arasindaki boslukta
bulunurlar. Siyaniir iyonlar1 CuZn-SOD enzimlerinin gii¢lii inhibitorleridir. Ayrica
dietilditiyokarbamatlar, enzimin aktif bolgesindeki bakiri baglayarak aktif bolgeden
uzaklastirmak suretiyle enzimi etkisiz hale gegirirler [99].

Ik defa E. coli’den izole edilen Mn-SOD enzimi baslica mitokondri matriksinde
yerlesmigtir ve CuZn-SOD enziminden tamamen farkli oldugu ortaya konulmustur. Bu
enzim siyaniir ve dietilditiyokarbamatla inhibe olmaz ve molekiil kiitlesi 40.000 dir.
Fakat CuZn-SOD gibi bu enzim de O,  radikalini H,O, ve molekiiler oksijene
katalizler [94,100].

Mn*" + 0, o [Mn’ -0, ]— Mn*" + 0O,

Mn®> + 0, o [Mn* -0, ]+ 2 H" — Mn*" + H,0,

Fe-SOD genelde iki protein alt {initesi igerir, her proteinde bir veya iki demir
iyonu bulunur. Enzim normal halde iken Fe iyonu +3 degerliklidir, katalitik dongiide
Fe'" ve Fe*" arasinda doniisiim gergeklesir. Diger SOD tiplerine gore Fe-SOD’in O,
dismutasyon oram diisiiktiir. Fe-SOD’m da Mn-SOD gibi yiiksek pH’da aktivitesi
diisiiktiir. Bu enzim de siyaniir ile inhibe edilemez [101].

Fe + 0, & [Fe’™- 0,71 > Fe* + 0,

Fe** + 0, o [Fe*- 0, ]+ 2H" — Fe’" + H,0,

Heniiz hi¢bir hayvan dokusunda Fe-SOD oldugu rastlanmamigsa da ginkgo

biloba, domates ve hardal yapragi gibi bazi bitkilerde tespit edilmistir [92].
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1.7.3. Katalaz

Katalaz, 1937 yilinda Sumner ve Dounce tarafindan sigir karacigerinden elde
edilmistir ve aktif kisimlarma hem grubu (Fe’*-protoporfirin) bagl dért protein alt
iinitesinden olusan bir hemoproteindir. Her alt {inite, ayn1 zamanda enzimi kendi
substratt H>O;’e kars1 koruyan yani enzimi stabil eden (dengede tutan) bir molekiil
indirgenmis NADPH tasir.

Katalaz ozellikle karaciger ve eritrositlerde yogunlagmis fakat hayvanlarin tiim
organlarmda da degisik oranlarda bulunmaktadir. Hiicrede ise en yogun
peroksizomlarda ve az miktarlarda mitokondri, kloroplastlar ve endoplazmik
retikulumda bulunmaktadir.

Hidroksil radikali olusumuna neden olan H,O; canlilar i¢in olduk¢a zararlidir ve
ortamdan uzaklastirilmas: gerekmektedir. Bu zararli molekiilii katalaz, su ve oksijene
doniistiirerek ortamdan uzaklastirir. Ayrica peroksizomlardaki peroksimal oksidaz
enzimlerinin olugturdugu peroksitleri de ortamdan uzaklastirmakta gorev alir. Basit bir
sekilde katalaz varliginda 2H,0, — 2H,0 + 20, olarak reaksiyon ger¢eklesmektedir.
Ancak hidrojen peroksitin su ve oksijene doniistiiriilmesi, daha karmasik reaksiyon
zinciriyle yapilmaktadir [102].

Katalazin in vitro kosullar altinda nitriti (NOzi) nitrata (NO37) doniistlirebildigi ve
viicuda absorbe olan elementel civay: (Hg) da civa II (Hg*") ye okside edebilecegi ileri
stiriilmektedir. Drosophila’da katalaz enziminin yapisal geni, 3. kromozomun sol kolu
tizerinde 75D1- 76A konumunda bulunur. Katalaz aktivitesi, Drosophila gelisimi
sirasinda iiglincli geg instar larva ve pupa asamalarida en yiiksek diizeyine ulasir. Ergin
bireyler olustuktan sonra ise katalaz aktivitesi durgun hale geg¢mektedir. Katalaz,
Drosophila’da glutatyon peroksidaz bulunmadigindan, organizmada oksidatif hasara
neden olan oldukca reaktif hidroksil radikallerinin olugsumuna yol a¢an H,O; nin

uzaklagtirilmasinda temel enzim olarak gorev yapar [103].
1.7.4. Glutatyon Rediiktaz (GR)
Glutatyon reduktaz 478 aminoasitten olusan, birbirinin ayni olan iki

polipeptidinde flavin adenin dinukleotid (FAD) iceren ve molekiil agirligi 120.000 olan

bir flavo enzimdir. Bu nedenle, aktivitesi diyetle alinan riboflavine bagimlidir.
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Peroksidazlar tarafindan H,O, veya diger lipid peroksidlerin indirgenmesi
sirasinda rediikte glutatyon (GSH) okside glutatyona (GSSG) doniisiir. Organizmanin
GSH deposu smirli oldugundan reaksiyonlarda kullanilmasi amaciyla okside formun
tekrar rediikte forma donistiiriilmesi gerekmektedir. Glutatyon reduktaz pentozfosfat
yol aginin iirlinii olan NADPH ile okside glutatyonu (GSSG) rediikte glutatyona (GSH)
katalizler.

GSSG + NADPH + H* —S®R» 2GSH + NADP"

Bu reaksiyonda gerekli olan NADPH, oksidatif pentoz fosfat yolagi olarak bilinen
karmagik bir metabolik yolakta sentezlenir ve bu yolaktaki ilk enzim ise glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz (G6PD) enzimidir.

G6PD + NADP" — 6-Fosfoglukonat + NADPH + H"

Olusan 6-fosfoglukonat ise 6-fosfoglukonat dehidrojenaz enzimi araciligiyla
NADPH’a doniistiirtliir.

6-Fosfoglukonat + NADP" — CO2 + NADPH + H' + Ribuloz-5-fosfat

Olusan bu NADPH, glutatyon reduktazin alt iinitelerinin aktif bolgesine baglh
FAD’i indirgemektedir. Indirgenmis FAD’deki elektronlar da GSSG’daki disiilfiir (-S-
S-) kopriisiine aktarilarak disiilfiir bagi kirilmakta ve molekiil GSH haline
donistiiriilmektedir. GSSG olmadigi durumlarda NADPH’m hiicre i¢i diizeyinin
azalmas1 glutatyon rediiktazi inaktive etmektedir. Oksidatif bir stres sonucu GSSG’nin

hiicre i¢i diizeyi artinca glutatyon rediiktaz yeniden aktive olmaktadir [104].

1.7.5. Glutatyon S-Transferaz (GST)

GST’lar, evrimsel olarak korunan ve ¢ogu organizmada bulunan, iki protein alt
biriminden olusan ve esas olarak sitozolde bulunan ve ¢ok sayida izoenzimi olan bir
enzim ailesidir [105]. Organizmaya giren ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda
onemli rol oynarlar. Rediikte glutatyonun konjugasyonunu elektrofilik ve hidrofobik
substratlara katalizleyerek, oksijene karsi daha az reaktif ve daha cok ¢dziinebilen
bilesiklere doniismesini saglarlar.

R-X +GSH T, GS-R +HX

Bu ise membran-temelli glutatyon konjuge pomplar1 (Faz III detoksifikasyonu)

tarafindan hiicrelerden uzaklastirilmalarimi kolaylastirir [106]. Diger yandan, basta
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arasidonik asit ve linoleaz hidroksiperoksitleri olmak iizere baz1 GST izoenzimleri, lipid
peroksidlere (ROOH) karst Se-bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi gostererek
antioksidan etkide bulunurlar [105]. Ayrica sitokrom P-450 tarafindan iiretilen reaktif
ara Urlnlerin detoksifikasyonunda ve lipid peroksidasyonuna karst hiicre
membranlarinin korunmasinda da gorev almaktadirlar.

ROOH + 2GSH -%L . GSSG + ROH + H,0

Drosophila’da memelilerde bulunan sitozilik ve mikrozomal GST siniflarindan
farkli olarak, lic farkli GST enzim smifi tanimlanmistir. Sinif I ve III GST lerin
detoksifikasyonla iligkili olduklar1 ve ozellikle cesitli insektisitlere kars1 direng

olusturmada etkin olduklar1 rapor edilmistir [106].

22



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi ile Yapilan

Antigenotoksisite Calismalari

Drosophila kanat benek testi ya da diger adiyla kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi kompleks karisimlarin ve ¢esitli maddelerin genotoksik ve
antigenotoksik aktivitelerini belirlemek icin kullanilan giivenli ve ¢ok yonlii bir testtir.
Son yillarda bu test ile bir cok mutajen ve karsinojene karsi c¢esitli bilesiklerin ve
kompleks karigimlarin antigenotoksik aktivitesi arastirilmigtir [107,108].

Abraham ve Graf [109], en popiiler i¢eceklerden olan kahvenin siklofosfamid,
mitomisin C ve iretanin indiikledigi somatik mutasyon ve mitotik rekombinasyona
kars1 koruyucu etkisini arastirmiglardir. Calismada standart ¢apraz ve promutajenlere
daha duyarli yiiksek biyoaktivasyon ¢aprazi kullanilmig ve genotoksinler degisik
dozlarda ayr1 ayr1 ve/veya kahveyle birlikte besiyerine eklenerek uygulanmistir.
Calisma sonucunda her iki ¢aprazda da artan kahve dozuna bagh olarak genotoksinlerin
indiikledigi somatik mutasyon ve mitotik rekombinasyonun azaldig: belirtilmektedir.

Yapilan diger bir ¢aligmada, kanser kemoterapisinde kullanilan ve serbest radikal
olusturdugu bilinen doksorobisine karsi, yiiksek biyoaktif molekiilleri inaktif edebilen
antioksidan vitaminlerin antigenotoksik etkisi kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi ile arastirilmistir. Calismada E, A ve C vitaminini ve bakir, ¢inko
ve selenyum minerallerini igeren multivitamin karigimi insanlarda kullanilan dozlara
benzer dozlarda doksorobisinin 125 mg/ml dozuna kars1 birlikte ve 6n uygulama
seklinde kullanilmistir. Multivitamin karisimi tek olarak uygulandiginda benek
tiplerinin higbirinde 6nemli bir artis gostermemistir. Ancak doksorobisin tiim benek
tiplerini indiikleyerek genotoksik etkisini gostermistir. Doksorobisin ve multivitamin
karisim birlikte uygulandiginda doksorobisinin neden oldugu tiim benek tiplerini
multivitaminin azalttigi bulunmustur. Hem standart capraz hem de yiiksek
biyoaktivasyon c¢aprazindan elde edilen larvalarin kullanildigi bu c¢alismada,
multivitamin (25 ve 50 mg/l) 6n uygulamasi tiim benek tiplerini énemli miktarda
azaltmistir. Yiiksek biyoaktivasyon caprazinda ise 25 mg/l lik dozun kiigiik tekli
benekler hari¢ diger tiim benek tiplerini, 50 mg/l lik dozun ise tim benek tiplerini

azalttig1 rapor edilmistir [110].
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Dogrudan ya da dolayli etkili ¢esitli monofonksiyonel alkilleyici ajanlara karsi
klorofil pigmentinin sodyum-bakir tuzu olan klorofilinin (chlorophyllin) antigenotoksik
etkisi arastirilmustir. Calismada 48 saatlik larvalara, klorofilinin farkli dozlarinin bir
giinliik 6n uygulama ile verilmesinin aradindan ayni larvalara cesitli mutajenlerin farkl
dozlar1 verilmistir. Calisma sonucunda dort farkli monofonksiyonel alkilleyici ajana
karst klorofilin kullanilan en yiiksek dozunun (% 5) tiim benek tiplerini azaltarak
oldukea giiclii bir antigenotoksik etki gosterdigi rapor edilmistir [111].

Askorbik asitin (vitamin C) etil metansulfonat (EMS), metil metansulfonat
(MMS) ve N-nitrozo N-etiliire (ENU) mutajenlerine kars1 antigenotoksik etkisi,
Drosophila kanat benek testi ile arastinlmistir. Calismada gilinliikk olarak alinmasi
tavsiye edilen askorbik asit miktar1 (17 mM) uygulanmig ve askorbik asitin
genotoksisiteye neden olmadigi belirlenmistir. 0.5 mM EMS, 0.1 mM MMS ve 0.01
mM ENU ile birlikte verilmesinin mutajenler nedeni ile olusan tiim benek tiplerini
onemli oranda azalttig1 belirtilmistir [112].

Valaderes ve ark. [113], antitiimor bir ajan olan doksorobisine karsi propolisin
(arilarm  reginelerden dogal olarak yaptigi, kovanlarimin ¢atlaklarini kapattiklari,
peteklerin icini kapladiklari, dig saldirilara kargi savunmada ve kovani steril etmede
kullandiklar1 yapiskan bir madde) antigenotoksik etkisini aragtirmiglardir. Propolis suda
12.5, 25.0 and 50.0 mg/mL dozlarinda olacak sekilde ¢oziilerek ortalama 48 saatlik
larvalara her doz ayr1 ayr1 ve doksorobisinin 0.125 mg/mL dozuyla birlikte verilmis ve
sonuclar degerlendirildiginde; higbir propolis dozu genotoksik etki gostermemis ve
hatta negatif kontrolde beklenen mutasyonlari bile engelledigi rapor edilmistir.

Graf ve ark. [114], tiretanin genotoksik etkisinin kahve ile, metil lire ve sodyum
nitrat karisiminin genotoksik etkisinin ise askorbik asit ve katesin (bir tiir flavonoid) ile
onemli diizeyde azaldigini saptamislardir.

Helichrysum italicum, Ledum groenlandicum ve Ravensara aromatica adl g
sifal1 bitkiden elde edilen ugucu yaglarin ayr1 ayr1 ve birlikte verilerek genotoksik etkisi
ayrica uretana karsi antigenotoksik etkileri arastirilmistir. Ugucu yaglarin ayr1 ya da
birlikte verilmesinin genotoksik etkisi olmadig1 belirtilirken, {iretan ile birlikte
verildiklerinde ise iiretanin indiikledigi benek tiplerini azalttiklar1 rapor edilmistir.
Ayrica, esit oranda karigimlarinin ise ¢ok daha etkili antigenotoksisite gosterdigi
saptanmistir. Bu yaglarin antigenotoksik etkisinin, bilesenlerinin sitokrom P-450
aktivasyon sistemi ile etkileserek tiretanin aktif metabolitlerinin sayisin1 azaltmasindan

kaynaklandig1 seklinde agiklanmaktadir [107].
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Baska bir calismada, yaygin olarak kullanilan alti bitkisel igecegin (Matricaria
chamomilla (papatya), Tilia cordata (thlamur), Mentha piperita (nane), Mentha
pulegium (yarpuz, yabani nane), Uncaria tomentosa (kedi pencgesi) ve Valeriana
officinalis (kedi otu) genotoksik ve oksidatif bir genotoksikant olan hidrojen peroksite
kars1t antigenotoksik etkileri aragtirilmistir. Bu amagcla insanlarin genellikle giinliik
aldiklar1 miktar olacak sekilde hazirlanmis ve standart capraz larvalarina degisik
dozlarda ayr1 ayr1 ve tek doz hidrojen peroksitle birlikte verilmistir. I¢eceklerden
thlamurun en yiiksek dozu toplam benek sayisinda pozitif sonu¢ vermis ancak
digerlerinin hicbir dozu genotoksik ¢ikmamistir. Hidrojen peroksitin indiikledigi tiim
benek tiplerini ise tiim igeceklerin azalttig1 yani hidrojen peroksite kars1 antigenotoksik
etkilerinin oldugu ve bu durumun igeceklerin icerigindeki fenolik bilesiklerin hidrojen
peroksit kaynakli reaktif oksijen tlirlerini siliplirmelerinden  kaynaklandigi
belirtilmektedir [115].

El Hamss vd [116], tarafindan yapilan calismada, kirmizi biber (Capsicum
annuum) ve karabiberin (Piper nigrum) metil metan sulfonata (MMS) ve bir
promutajen olan etil karbamata karg1 antigenotoksik etkileri arastirilmistir. Calismada
biberlerin esit miktarlar1 suda bekletilmis ve siiziildiikten sonra ayr1 ayr1 ve
genotoksinlerle 6n uygulama ve birlikte uygulama olmak tizere verilmistir. Kirmizi
biberin her iki genotoksinin de neden oldugu benek tiplerini azalttigi, karabiberin ise
sadece etil karbamatin indiikledigi benek tipleri {izerine inhibitor etki gosterdigi ancak
metil metan sulfonatin genotoksik etkisini Onleyemedigi belirtilmektedir. Her iki
tiriinde antimutajenik etkilerinin metabolik aktivasyonu baskilamalarindan veya
mutajenlerin aktif gruplanyla etkilesme girmelerinden kaynaklanmis olabilecegi rapor
edilmektedir.

Yapilan diger bir ¢aligmada, yesil dolmalik biberin bir c¢esidinin hazirlanan
suyunun (BS) metil iire (MU) ve sodyum nitrite (SN) karsi antigenotoksik etkisi
arastirtlmustir. Iki giinliik larvalara biber suyu % 12.5, % 25 ve % 50 dozlarinda, metil
iire ve sodyum nitrit 20 mM dozunda ayr1 ayr ve birlikte (MU+SN, MU+BS, SN+BS,
MU+SN+BS) uygulanmiglardir. Biber suyunun tiim uygulama gruplarinda MU ve SN
nin indiikledigi benek tiplerini % 40-80 arasinda degisen oranlarda azalttig1
belirlenmistir. Bu sonucun, biber suyunun bilesenlerinden olan ve nitroso bilesiklerinin
neden oldugu genotoksisiteyi Onledigi bilinen C vitamininden kaynaklandigi

belirtilmektedir [117].
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2.2. Drosophila’da Glutatyon ve Antioksidan Enzim Diizeyleri ile flgili Olarak
Yapilan Calismalar

Insanda belirlenen 300 hastalik geninin yaklasik % 61 inin Drosophila
genomunda da bulundugu belirtilmektedir [118]. Ayrica Drosophila’nin insanda
oksidatif stresle iliskili olan Parkinson, Alzheimer, Huntington gibi hastaliklar ve
norodejeneratif bozukluklarin basarili bir sekilde arastirilmasinda kullanildigi
belirtilmektedir [119]. Ilave olarak, Drosophila, kisa dmiirlii ve kisa jenerasyon zamanl
olmasindan dolayi, yaslanmanin genetik belirteclerinin arastirilmasinda ve serbest
radikallerin yaslanma ve Omiir uzunlugu iizerine etkilerinin antioksidan sistemlerle
engellenmesi ile ilgili aragtirmalarda siklikla kullanilmaktadir [120].

Diyetsel yaglar Drosophila’da yaslanma siirecini hizlandirir ve lipid hidroperoksit
(LPO) birikimiyle yiiksek oranda dliime neden olur. Drosophila Oregon-R-C soyunun
erkeklerine, yaglarin indiikledigi Sliimleri engellemek ve yasam siirelerini uzatmak
amaciyla brokoli ekstraktlari (BE) ve yesil cay katesinleri (YCK) besiyerine eklenerek
verilmistir. Yag olarak domuz yagindan hazirlanan yag asitleri kontrol amaciyla % 1, %
5, % 10, % 15, % 20 ve % 25 hacimlerinde her doz i¢gin 10 tiip ve her tiipde 20 erkek
sinek olacak sekilde uygulanirken, 10 mg YCK ve 50 mg BE ayr1 ayr1 % 5 ve % 10 yag
asitleriyle birlikte verilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde kontrol grubunda sineklerin
Omiir uzunlugunun 55 giin ve % 50 sinin (dozun uygulandig1 sineklerin % 50 si)
yasadig1r zaman 38 giin olarak bulunurken, % 25 yag asidi igeren grupta ise Omiir
uzunlugu 6 giin ve % 50 sinin yasadig1 zaman ise 4 giin olarak belirtilmektedir. YCK ve
BE eklenen tiim gruplarda dmiir uzunlugunun ve % 50 sinin yasadigi zamanin arttig1
rapor edilmistir. Bu durum yag asitleri ile birlikte verilen YCK ve BE ile beslenen
sineklerde LPO seviyesinin énemli diizeyde azalmasiyla agiklanmistir. Ayrica katalaz
ve stiperoksit dismutaz (SOD) aktivitelerinin de sadece yag asitleriyle beslenen
sineklerle karsilastirildiginda 6nemli diizeyde arttig1 belirtilmektedir [121].

Le Bourg ve ark. [122], 2000 yilinda ve onceki yillarda Drosophila
melanogaster’de yiiksek yercekiminin (hypergravity) (3 g ve 5 g) etkisini ¢calismislardir.
Buna gore, yiiksek yercekiminin yaslanma davranislarimi geciktirdigi, erkek sineklerde
Omiir uzunlugunu ve her iki eseyde de sicaga karsi direnci artirdigim1 ortaya
cikarmiglardir. Bu pozitif durumun iki 6nemli enzim olan SOD ve katalazla iliskisinin
varligin1 arastirmak amaciyla yapilan ¢alismada ise, yine sinekler iki hafta siireyle ayni

yliksek yer ¢ekimlerine maruz birakilmis ve ayrica diinya yercekiminde de (1 g) kontrol
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gruplart olusturulmustur. Sonugta iki, dort ve alt1 haftalik sineklerdeki enzim aktiviteleri
tizerine yliksek yercekiminin etkisinin olmadig1 rapor edilmistir.

Diger bir ¢aligmada yasa bagli olarak Drosophila Oregon yabanil tipi ve mutant
korelmis kanat soylarinda katalaz, glutatyon rediiktaz aktivitesinde ve total glutatyon
miktarmdaki degisimler ve iki soyun erkekleri arasindaki omiir uzunlugu farklhiliklari
arastirilmistir. Oregon yabanil tip erkeklerinin korelmis kanatl erkeklerden daha uzun
Omiirlii olduklari, Oregon soyunda maksimum 6miir uzunlugu 85 giin iken korelmis
kanat soyunda 56 giin oldugu belirtilmistir. Her iki soyda da yasa bagh katalaz
aktitivitesindeki degisimlerin benzer oldugu ve yaslanma siirecinde ise azalma
gosterdigi, Oregon yabanil soyunda glutatyon rediiktaz aktivitesinin 10. ve 40. giinler
arasinda arttig1 ancak bundan sonra aniden azaldigi, korelmis kanat soyunda glutatyon
reduktaz aktivitesinin ise ilk 40 giin azaldig1 ancak sonraki siiregte aniden arttigi
belirtilmektedir. Rediikte glutatyon ve okside glutatyon miktarlarmin Oregon yabanil
soyunda 40. gline kadar yavasca arttig1 sonra aniden azaldigi, vestigal soyunda ise ilk on
giin duragan kaldiklar1 yirminci giinlerde aniden azaldig1 ve sonrasinda her ikisininde
miktarlarinin arttig1 rapor edilmektedir [123].

Yapilan bir baska ¢aligmada, farkli diizeylerde katalaz aktivitesine sahip mutant
soylar kullanilarak, katalaz aktivitesiyle Omiir uzunlugu ve antioksidan savunma
sistemindeki bazi paramatrelerin iligkisi aragtirnlmistir. Caligmada heterozigot ve katalaz

aktivitesi bulunmayan cat"/cat"

ve yaklasik % 14 oraninda katalaz aktivitesi gosteren
homozigot cat” soylar1 ve referans (kontrol) stok olarak da cp in ri pP kullanilmistir.
Sonuglara gore diisiik katalaz aktivitesinin ve katalaz aktivitesi yoklugunun ortalama ve
maksimum &miir uzunlugunu etkilemedigi, glutatyon konsantrasyonun ise caf"
sineklerinde artma egiliminde oldugu, gama-glutamilsistein sentez aktivitesinin
cat"/cat™ sineklerinde Gnemli diizeyde yiiksek oldugu, her iki soyda da SOD ve
glutatyon reduktaz aktivitelerinde farklilik olmadig belirtilmektedir [124].

Durusoy ve ark. [125], Oregon yabanil tip, siyah viicut rengi (ebony mutant) ve
Oregon disileri ve ebony erkeklerinin ¢aprazlanmasiyla elde edilen hibrit sineklerinde,
yasa bagh katalaz aktivitesi ve dmiir uzunlugunu ¢alisnuslardir. Omiir uzunlugunda her
iki esey kullanilirken, katalaz aktivitesinde sadece erkek sinekler kullanilmis ve esey
farki gdzetmeksizin ortalama 6miir uzunluklarinin ebony igin 42 giin, Oregon yabanil
tip i¢in 54 giin ve hibrid bireyler i¢in ise 66 giin oldugu rapor edilmistir. Katalaz
aktivitesi dl¢limlerinin ikinci giinden baslamak iizere birer hafta arayla tiim sinekler

Olene kadar yapildigi ve ebony mutant sineklerde katalaz aktivitesinin baslangicta
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Oregon yabanil tipe gore oldukca yiiksek ve 9. giinde ise baslangica gore ani bir
yiikselis oldugu sonrasinda ise aktivitenin azalarak devam ettigi belirtilmektedir.
Oregon yabanil tip ve hibrid sineklerde ise baslangicta katalaz aktivitesi benzer ancak
Oregon yabanil tipde 9. giinde, 16. giinde ve 23. giinde aniden artig gosterdigi,
sonrasinda ise yavasca azaldigi belirtilmektedir. Hibrid sineklerde ise 9. giinde aniden
arttig1 sonrasinda ise yavasca azaldigi ancak ebony mutantindan diisiik aktivite
gosterdigi rapor edilmektedir

Uzun stire fenole maruz kalmanin olusturabilecegi toksik etkilerin arastirildig: bir
baska ¢alismada; glutatyon-S-transferazlarin enzimatik aktivitleri, mRNA miktarindaki
degisim ve ergin sineklerin yasayabilirlik oranlar1 aragtinlmistir. Glutatyon-S-
transferazlarin enzim aktivitlerinin fenole maruz kalmaya baglh olarak indiiklendigi ve
yabanil tip sineklerin fenoliin toksik etkisine karsi direng gelistirdikleri belirtilmigtir
[126] .

Yakin zamanda yapilan bir ¢caligmada ise paraquat ve hidrojen peroksite maruz
birakilan Drosophila melanogaster erginleri brokoli, lahana, ¢in lahanasi ve havug
0ziitli ile beslenmis ve brokoli 6ziitliniin, sineklerin toplam viicut lipid hidroksiperoksit
diizeyini diisiirerek ve CuZnSOD, MnSOD ve katalaz enzim aktivitelerini arttirarak
ortalama yasam Omriinii, kontrole ve diger li¢ sebze 0ziitii ile beslenen erginlere gore

arttirdig1 rapor edilmektedir [127].

2.3. Flavonoidlerin Antigenotoksik ve Antioksidan Etkileri ile Tlgili Yapilan

Cahsmalar

Son yillarda ¢esitli kanserojenlere, mutajenlere ve genotoksinlere karst koruyucu
etkilerinin gosterilmesinden ve antioksidan Ozelliklerinden dolay1 flavonoidlere ilgi
artmistir. Antioksidan aktiviteleri ve serbest radikal silipirme yeteneklerinden dolay1
yaslanma ve hastaliklar1 6nledigi yoniindeki iddialar nedeniyle flavonoidler, giiniimiizde
besinlere ilave olarak kullanilmaya baslanmistir [ 128]. Flavonoidlerin antigenotoksik ve
antioksidan etkileriyle ile ilgili ¢esitli test sistemlerinin kullanildig1 ¢alismalar vardir ve
asagida ozetlenmistir.

Insan melanom HMB-2 hiicreleriyle yapilan in vitro bir ¢alismada luteolin ve
kuersetin flavonoidlerinin hidrojen peroksitin (H,O;) indiikledigi DNA hasarina ve
cesitli kanserlerin tedavisinde kullanilan Melfalanin (MH) indiikledigi kromozomal

aberasyonlara kars1 koruyucu etkileri iki farkl test kullanilarak arastirilmistir. Tek hiicre
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jel elektroforezi kullanilarak yapilan ¢aligmada, flavonoidler 20, 50, ve 100 pmol/l ve
H>0; 100 umol/l dozlarinda hiicrelere uygulanmis, her iki flavonoidin de doz artisina
paralel olarak H,O; in indiikledigi DNA hasarlarin1 6nemli diizeyde (20 uM dozunda
%40 iken 100 pM da ise %80 olarak) engelledigi belirtilmistir. Kromozomal
aberasyonlarin aragtirildig testte ise MH’1in 750 ng/ml dozuna kars1 kuersetinin 20 ve
50 uM ve luteolinin ise 5, 10 ve 20 uM dozlar1 kullanilmis, en yiiksek dozlarin MH’1n
indiikledigi kromozamal aberasyonlar1 6nemli diizeyde engelledigi rapor edilmistir
[129].

Yapilan bir ¢aligmada, mitomisin C’nin farkli dozlarinin (0.5, 1 ve 1.5 mg/kg)
fare eritrositlerinde indiikledigi mikronukleus olusumuna karsi bir flavonoid olan
galanginin farkli dozlarinin (0.1, 1, 10 ve 100 mg/kg) etkisi aragtirlmistir. Bu
calismada, galangin, mitomisin C den 24 saat Once, 24 saat sonra ve bir hafta hergiin
galangin uygulamasindan sonra mitomisin C olmak {iizere farkli uygulamalar ile
verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, galanginin tiim uygulama gruplarinda
mikronukleus olusumuna neden olmadigi ve mitomisin C tarafindan indiiklenen
mikronukleus olusumunu ise doza ve uygulama guruplarina bagli olarak degisen
oranlarda baskiladig1 belirtilmistir [130].

Oglena’da yapilan bir calismada, siiperoksit anyonu gibi reaktif oksijen tiirlerinin
olusumuna neden olarak dglenada geri doniisiimsiiz beyaz rengin olusumundan sorumlu
antibakteriyal bir ila¢ olan ofloxacinin, 43 ve 86 pmol/L dozlarma karsi degisik
flavonlarin, flavonollerin ve flavononlarin etkisi arastirilmistir. Kullanilan tiim
flavonoidlerin i¢inde en etkili antimutajenin galangin oldugu ve bunun da yapisindaki
yedinci karbona bagli, C(7), hidroksil grubunun siiperoksit anyonlarimi siipiirmede
onemli olmasindan kaynaklandig: belirtilmektedir [131].

Edenharder ve Griinhage [132], mirisetin ve luteolinin de yer aldigi 40 tane
flavonoidi kullanarak bir c¢aligma yapmuglardir. Bu c¢aligmada, tersiyer-biitil
hidroperoksite (BHP) ve kiimen hidroperoksite (CHP) kars1i flavonoidlerin
antigenotoksik etkisini arastirmak amaciyla S. fyphimurium TA102 bakterisiyle
Salmonella testini ve peroksil radikalleri olusturan 2.2'-azo-bis (2-amidinopropan)
dihidroklorit (AAPH)’e kars1 flavonoidlerin radikal siipiiriicii etkilerini arastirmak
amaciyla da kirmizi kan hiicreleriyle hemoliz testini kullanmiglardir. BPH ve CHP’ nin
indiikledigi mutajenik etkiyi, kullanilan flavonoidlerin degisen oranlarda azalttiklar1 ve
luteolinin yapisi nedeniyle mirisetinden daha etkili bir antimutajenik flavonoid oldugu

belirtilmektedir. AAPH’nin olusturdugu peroksil radikallerini siipiirmede yine en etkili
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flavonoid luteolin olarak belirtilirken, flavonoidlerin BPH ve CHP’ye karsi
antigenotoksik etki gostermelerinin onlarin radikal siipiiriicii etkilerinden kaynaklandigi
rapor edilmektedir.

Diger bir calisma, sican hepatositleriyle yapilmis ve mirisetinin demirin
indiikledigi DNA oksidasyonunu tamir edebilme yeteginin varlig1 arastirilmistir. Bu
caligmada ferrik nitrilotriasetat (Fe-NTA) ile hepatositler 4 saat inkiibe edilmigler ve
DNA  bazlarinda oksidasyon olusturulmustur. Bu oksidasyon demirin lipid
peroksidasyonunu indiiklemesiyle iliskilendirilmistir. Demirle birlikte artan
konsantrasyonda mirisetin eklenmesinin, lipid peroksidasyonunu ve DNA bazlarimin
oksidasyonunu 6nledigi  bulunurken, bu sonucun mirisetinin DNA tamir
mekanizmalarin aktive etmesinden ileri geldigi belirtilmektedir [133].

Taj ve Nagarajan [134], sicanlarda Once c¢ok kizartilmis balik ve koyun
pirzolasinin klastojenik etkilerinin oldugunu gosterdikleri bir ¢calisma yapmislar ve bu
klastojenik etkilere karsi luteolin ve kuersetin flavonoidlerinin koruyucu etkisini yine
siganlarin  kemik iliginde arastirmislardir. Sicanlar ¢ok kizartilmig balik ve etle
beslenirken flavonoidler 6n uygulama, birlikte uygulama ve besin sonrasi uygulama
seklinde siganlara verilmis ve sonuglar mikronukles olusumu ve kromozomal
aberrasyonlarin varlig1 olarak degerlendirilmistir. Her iki flavonoidin de tiim dozlarinin
mikronukleus olusumunu ve kromozom abrerasyonunu inhibe ettigi, ancak en etkili
sonucun flavonoidlerin 6n uygulamasi ile elde edildigi ve ayrica luteolinin daha etkili
bir antigenotoksik ajan oldugu belirtilmistir.

Baska bir c¢alismada kanser tedavisinde kullanilan bleomisin adli ilacin
indiikledigi kromozom aberasyonlarinin galangin ile ihibisyonu fare dalagi
lenfositlerinde in vitro ve in vivo olarak arastirnllmistir. Hem in vivo hemde in vitro
olarak uygulanan galanginin bleomisinin indiikledigi kromozom aberasyonlarini
baskiladig1 rapor edilmektedir [135].

Insan lenfositlerinde hidrojen peroksitin (H,O,) indiikledigi DNA hasarlarmna kars1
mirisetin, kuersetin, silmarin, a-tokoferol ve [B-karotenin antigenotoksik etkileri tek
hiicre jel elektroforezi yontemiyle arastirilmistir. Kuersetin doz artigina paralel olarak
DNA kiriklarmi ve bazlarin oksidasyonunu kullanilan tiim dozlarda engellerken,
mirisetinin sadece 100 uM dozu etkili olmustur. Diger uygulanan maddeler ise higbir
dozda antigenotoksik etki géstermemislerdir. Katalaz, glutatyon reduktaz ve peroksidaz

aktivitelerinin hiicre kiiltiirinde azaldigi, bundan dolayr mirisetin ve kuersetinin

30



dogrudan hidrojen peroksitin indiikledigi DNA hasarlarim1 engelledigi belirtilmektedir.
[136].

Farelerde naftalinin neden oldugu oksidatif strese karsi resveratroliin koruyucu
etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, malondialdehit (MDA) ve glutatyonunda (GSH)
bulundugu cok sayidaki parametreye ¢esitli dokularda bakilmistir. Calismada BALB-c
farelerine sadece naftalin (100 mg/kg) ve naftalinle birlikte resveratrol (10 mg/kg)
verilmistir. Sadece naftalin uygulanan grupta doku GSH diizeyi azalirken MDA diizeyi
artmis ancak resveratrol eklenen gruplarda bu parametrelerin zit yonlii olarak degistigi
yani MDA diizeyinin azalirken GSH diizeyinin arttig1 rapor edilmistir. Bu sonugla
iligkili olarak resveratroliin oksidan ve antioksidan dengeyi saglamada roliiniin oldugu
belirtilmistir [137].

Sgambato ve ark [138], resveratroliin insan gogiis, kolon ve prostat kanseri
hiicrelerinde doza bagli olarak hiicre biiyiimesini ve kiiltiirdeki hiicre sayisini azalttigini
belirtmiglerdir. Ayrica, resveratroliin yogun sigara dumani ve hidrojenperoksit gibi
oksidatif ajanlara maruz kalinmasi sonucunda reaktif oksijen tiirlerinin artmasini
engelledigini rapor etmislerdir. BOylece resvratroliin antioksidan etkisinden dolay1
bir¢ok genotoksinin neden oldugu oksidatif DNA hasarin1 6nledigini belirtmislerdir.

Agir metal iyonlarina ve serbest radikal saldirilarma ¢ok duyarli C12 olarak
adlandirilan sinir hiicreleriyle yapilan bir ¢aligmada, etanoliin indiikledigi lipid
peroksidasyonu ve hiicre oliimiine karsi resveratroliin koruyucu etkisi arastirilmistir.
Alkol ve resveratroliin birlikte uygulanmasi sonucunda hiicrelerin oksidatif hasardan
korundugu ve oksidatif stresin indiikledigi hiicre 6liimlerini engelledigi ve resveratroliin
giiclii bir antioksidan oldugu rapor edilmektedir [139].

Baska bir calismada, bobrek kanserinin olusumunda 6zel rolii bulunan potasyom
bromatin neden oldugu oksidatif DNA hasarimin 6nlenmesinde resveratrol, vitamin E,
melatonin ve a-fenil-N-tersiyer-butil nitron (PBN) antioksidanlarmin etkisi sican
bobreginde arastirilmistir.  Siganlara Once antioksidanlar sonra potasyum bromat
uygulanmistir. Yiiksek performanslt sivi kramotografisiyle deoksiguanozin (dG) temel
almarak 8-okso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin (oxo'dG) 6l¢iimii yapilmis ve potasyum
bromat kaynakli brom radikallerin ve oksitlerin (Br’, BrO® ve BrO2" gibi radikaller)
gbzlenen DNA hasarinda dogrudan sorumlu oldugu ve resveratroliin tamamiyla diger
antioksidan maddelerin ise kismen 0x0®dG olusumunu engelledikleri belirtilmektedir.
Boylece bobrek dokusunu potasyum bromatin indiikledigi oksidatif DNA hasarina karsi
cesitli antioksidanlarin koruyabildikleri gosterilmistir [ 140].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Organizma ile ilgili Genel Bilgiler

Drosophila hayvanlar aleminin /Insecta smifina dahil olan Diptera takiminin

Drosophilidae familyas1 (sirke sinekleri) i¢inde yer alir. Drosophila larvalari, eksiyen

meyveler lizerinde gelistigi i¢in meyve sinekleri olarak da adlandirilmaktadir. Bu

familya genetikte deney hayvani olarak kullanilan Drosophila melanogaster’i de igeren

pek cok tiirii kapsar [141].

D.melanogaster ilk kez 1910 yilinda Thomas Morgan tarafindan genetik

caligmalarda kullanilmaya baslanmistir. Genetik c¢alismalarda Drosophila’nin tercih

edilmesini saglayan ve diger organizmalara iistiin kilan birgok O6zelliginden bazilari

asagida verilmektedir [142,143].

Drosophila ¢ok cesitli dogal ya da mutant varyasyonlarin goézlenebildigi bir
organizmadir ve mutant bireylerde kil tipi, goz sekli, gbz rengi, viicut rengi
kanat sekli gibi farkli fenotipik oOzellikleri c¢iplak goézle ya da binokiiler
mikroskop altinda incelemek oldukca kolaydir.

Yumurtadan ¢iktiktan sonra 25+1°C ve % 40- 60 bagil nemde yaklasik 9-10
giinde ergine gelisip lirmeye basladigindan hayat devri ¢ok kisadir.

Bir disi birey giinde ortalama 40- 50 yumurta birakir. Yani bir defada oldukca
fazla sayida dol elde edilebilir olmasi genetiksel 6zellikleriyle ilgili bilginin
dogru belirlenmesi ve sonuglarin giivenilirligi agisindan olduk¢a 6nemlidir.
Laboratuvarda kiiltiirleri kolaylikla yapilabilir ve besinleri ucuzdur.

Az sayida ve kolay incelenebilen kromozoma sahip olmalarinin yani sira {igiincii
evre larvalarmin tiikiirik bezlerinde de dev kromozomlarin bulunmasi
kromozom haritalar1 ve kromozom fonksiyon analizlerinin yapilmasini saglar.
Arn dol olarak saklanabildikleri gibi kontrollii caprazlamalarin yapilabilmesi i¢in
en uygun organizmalardan biridir.

Drosophila genetik olarak aktif tiirlerde promutajen ve prokarsinojenlerin genis
bir dizisinin degistirilmesi i¢in potansiyel enzimatik aktiviteye sahiptir. Ayrica

memelilerinkine benzer bir detoksifikasyon sistemi bulundugu da gosterilmistir.
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3.1.1. Drosophila melanogaster’in Yasam Dongiisii

Dort ¢ift kromozomlari bulunan ve tam bir metamorfoz gegiren meyve sinekleri,
yumurta (embriyonik), larva, pupa ve ergin olmak iizere hayat dongiisiinde dort farkl
evreye sahiptir. (Sekil 3.1). Drosophila’nin ideal yasam sartlar1 25 + 1°C sicaklik ve %
40-60 bagil nem ortamidir ve bu sartlarda yumurtadan ergine gelisme siireleri ortalama
9-11 giindiir [74]. D. melanogaster’in yumurtadan ergine gelisim evreleri ve Omiir
uzunlugu sicaklik, beslenme, populasyon yogunlugu, radyasyon, nem gibi ¢esitli

faktorler tarafindan farkli sekilde etkilenmektedir [144].

disi birey erkek burey

#

1.instar larva

&
&

2. mstar larva

3.anstar larva

Sekil 3.1. Drosophila’nin yasam dongiisii [145]

D. melanogaster disileri pupadan ¢iktiktan 2- 3 giin sonra yumurtlamaya baslar.
Disinin yasami boyunca yumurta iiretimi sabit degildir, tlirlere gore 6. ile 10. giinler
arasinda maksimuma c¢ikar ve geometrik olarak sabit hizla diiser. Yumurtanin
dollenmesi uterusta gerceklesir ve disi yumurtalarin1 ya doéllenmeyi takiben hemen
besiyerine birakir ya da embriyo gelisiminin ilk donemlerini uterusta gegirir.

Yumurtalar tiirlere gore farklilik gdsterse de ortalama 0.5 mm uzunlugunda olup genel
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olarak oval sekilli ve seffaf goriinimlidiir. Yumurta, folikiil epiteli tarafindan
salgilanan ve yumurtay1 koruyan korion ile g¢evrilidir. Anterior tarafta korion
tabakasinin uzantilari olan, yumurtanin birakildigi yumusak zemine batmasimi 6nleyen
ve oksijen alinimindan sorumlu olan tiirlere gore sayis1 ve uzunlugu degisen filamentler
bulunmaktadir. Yumurtalar 25+1°C de 22-24 saat iginde acilarak zigot embriyonel
gelisimi tamamlanmis olur ve ergine hi¢ benzemeyen larva ¢ikar [146].

Geng larva genellikle yumurtanin 6n kutbundan i¢ basincin yiikselmesi ve kaslarin
kontraksiyonu ile korionu patlatarak c¢ikar [147]. Beyaz renkli ve segmentli kurtcuk
benzeri larvalar siirekli beslenerek besiyerinin icine dogru ilerler ve yaklagik besgiinliik
varliklan1 siiresince kendi agirliklarmin iic katini tiiketerek 0.05 mg dan 0.20 mg
agirhigma ulagirlar [148]. Larval gelisim sirasinda gomlek degistirme olarak
adlandirilan, kiitikiil tabakasinin iki kez yenilenmesi larval yasamu ii¢ evreye ayirir. Iki
gomlek degistirme arasindaki peryota “instar” denmektedir boylece larval yasamda
yumurtadan ¢ikma ile ilk gomlek degistirme 1.instar, ilk gomlek degistirme ile ikinci
gomlek degistirme arasi 2. instar ve ikinci gomlek degistirmeden sonra pupalagmaya
kadar 3.instar olarak adlandirilirilmaktadir. Bu instarlarin siireleri; 1.instar 1giin,
2.instar 1giin ve 3. instar 2-3 giindiir Larva 3.instar doneminde yaklasik 4-4.5 mm
uzunlugunda olabilir [149,150].

Embriyo gelisimi sirasinda imaginal diskler olarak adlandirilan yapilar gozlenir
(Sekil 3.2). Bu imaginal disk hiicreleri larva donemi siiresince mitoz boliinme ile pupa
evresine kadar cogalir. Pupa evresinde bu hiicre gruplar erginin farkli organlarini
olusturur. Ornegin, gz bir gdz imaginal diskinden, kanat bir kanat imaginal diskinden
meydana gelir. l.instar sirasinda kanat diskinde yaklasik olarak 50-100 hiicre
bulunurken erken pupa evresinde kanat farklilagmasi bagladigi zaman hiicre sayisi
yaklagik 30000 olur [150,151]. Larva iiciincii instarin sonunda iken beslenmelerini
tamamlay1p bulundugu besiyerini terk eder ve bulundugu kabin kuru yerine geger.

Bu evre prepupal donemdir ve larvalar bulunduklar1 kabin duvarina tirmanirlar.
Bu asamada ektisteroid hormonun artisiyla kendilerini ¢evreleyen kiitikiil sertlesir ve
bulunduklar1 yerde sabitleserek pupa donemine gecmis olurlar. Ilk basta beyaz olan
pupa iki saat sonra sari-kahve rengi alir. Pupa asamasinda bir erginin organlar1 ve viicut
formuna sahip bir bireyin gelismesi i¢in gerekli doniisiimler gerceklesir. Bu gelisme 25
+ 1°C sicaklik ve % 40-60 bagil nemde 4-5 giinde tamamlanir. Gelisimin tamamlanmasi

ile pupanin rengi koyulasir, kivrilmis durumda olan kanatlar iki koyu eliptik yap1 olarak
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goriilebilir ve géz pigmentleri belirginlesir. Ergin, pupa kilifinin anteriorunu delerek

ortaya ¢ikar [151,153].

Larva ::> Metamorfoz ::> Ergin birey

tileriile Imajinal disklerden geligen organlar:

agz lasnlan 2

anten
goz

halter

kanat

genital organ

Sekil 3.2. Larvada imajinal disk yerlesimi ve erginde olusturdugu yapilar [152]

Pupadan yeni ¢ikan ergin bireyler agik renkli, pigmentsiz ve uzun viicutludur.
Fakat bir ka¢ saat icinde pigmentasyon gerceklesir ve koyulasirlar. Ayn1 zamanda
baglangigta kirisik olan kanatlari agilarak normal ergin goriiniimiinii alirlar. Erkek
bireyler bir iki saat i¢inde eseysel olgunluga ulasirken, disi bireyler 3.5-4 saat sonra
eseysel olgunluga erisirler ve ciflesme yani déllenme olmaksizin yumurta birakabilirler.
Ancak dollenmemis yumurtalar agilmaz [146,150]. Ergin bireylerde viicut bas (kaput),
gbgiis (toraks) ve karin (abdomen) olmak iizere ii¢ kisma ayrilir. Bas ve toraks duyu
organi olarak gdrev yapan killarla kaplidir. Alt1 segmentten olusan basin iki yaninda
petek gozler, tepesinde ii¢ tane basit goz ile iki anten bulunur. Toraks ii¢ segmentten
olusur ve her segmentte bir ¢ift bacak bulunur. Ikinci segmentte bir ¢ift kanat yer
alirken tlgiincii segmenteki kanatlar korelmis ve bunlar halter organina doniigmiistiir
[154]. Abdomen disi ve erkek bireylerde farklilik gostermektedir. Disi bireylerin
abdomeninin ucu uzun ve sivri, erkek bireylerinki daha kisa, yuvarlak (kiit) ve siyahtir.
Bu ozellikler cinsiyetin belirlenmesinde yeterlidir ancak ¢ok genc¢ erkeklerde,
abdomendeki pigmentasyon yogunlagsmadigindan disi birey se¢ciminde hatalar olabilir.
Cinsiyetin tam olarak anlasilmasi i¢in erkeklerin birinci ¢ift bacagindaki, esey taragi

olarak adlandirilan koyu renk sira sira killar karakteristiktir [142,151].
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3.2. Kullamilan Drosophila Stoklarmin Genetik Ozellikleri

Calismada kullanilan normal metabolik aktiviteye sahip stoklar Temmuz 2005
tarihinde Brezilya Federal do Rio Grande do Sul Universitesi Genetik Boliimii’nden
Heloisa Helena Rodrigues de Andrade tarafindan gonderilmis ve o tarihten itibaren
bolimiimiizdeki Drosophila i¢in ideal yasama kosullar1 olan 25°C’de % 60 bagil nem
ortaminin saglandigi insekteryumda standart besin ortaminda kiiltiire alinarak genetik
yonden homojen olarak yasatilmaktadir. Somatik mutasyon ve rekombinasyonlari
belirlemek i¢in bu stoklarin ii¢iincii kromozomlar iizerinde bulunan iki belirleyici gen
kullanildi. Stoklarin genetik yapisi su sekildedir;

1. fIr’/ In (3LR) TM3, ri p’ sep 1(3)894a bx’* &' Bd® bu stok kisaca fIr’ / TM3,

Bd® olarak gosterilmektedir.

2. mwh/mwh

ﬂr3 geni fenotipte cesitli sekillerde olabilmektedir. Sineklerin kanatlarindaki
normal, diiz ve uzun killar yerine, kisalmis nokta seklinde, koyu renkli balon seklinde
veya kalin ve diizgiin olmayan bir sekilde olmak {izere cesitlilik gostermektedir [155].
/I’ (3-38,8) geni homozigot halde iken embriyonik evrede letal etki gdsterdiginden
[156,157] bu geni tasiyan bireyleri letal etkiden korumak ve de rekombinasyonu
baskilamak i¢in dengeleyici TM3 kromozomu ile birlikte bulunmaktadir. Ancak kanat
imajinal disklerindeki homozigot hiicreler yasayabilir ve mutant kanat hiicrelerine
gelisir.

Belirleyici genlerimizin digeri ise mwh (3-0.3), yani normal durumda bir hiicreden
bir kanat kil1 (trikom) yerine ayni hiicreden ii¢ veya daha fazla kanat kilinin ¢ikmasi
seklinde kendini ifade eder. Homozigot mwh soyu olarak yasatilabilir. [76,155].

Calismada belirleyici olarak kullanilan mwh, flr genleri Drosophila’nin en biiyiik
kromozomu olan {igiincli kromozom iizerinde bulundugundan belirleyici genler
arasindaki mesafenin uzak olmasi rekombinasyon ve mutasyonlarin incelenmesi

acisindan avantaj saglamaktadir.

3.3. Cahsmada Kullamilan Capraz

Caligmada normal diizeyde sitokrom P-450 aktivitesine sahip standart ¢apraz (ST)

kuruldu. Standart ¢aprazi kurmak i¢in mwh erkekleri ve yumurta verimi daha fazla olan

f1r3/TM3, BdS soyunun bakire disileri kullamldi.
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3.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Agar agar, dietil eter, propiyonik asit, gliserol, kloral hidrat Merck’ten;
ortofosforik asit Atabay Kimya Sanayi Ltd. sirketinden; arap zamki (gum arabic)
Sigma’dan; MNU Sigma’dan, Mitomycin C Serva’dan, Siklofosfamid MP’den temin
edildi. Flavonoidler olan galangin, mirisetin ve luteolin Fluka’dan, resveratrol ise
Sigma’dan ve hazir Drosophila besiyeri Ward’s Biology’den temin edildi. Enzim
aktivite tayininde kullanilan kimyasallar olan sitokrom-c, ksantin, ksantin oksidaz,
GSSG (okside glutatyon), GSH (rediikte glutatyon), DTNB{(5-5’ditiyobis (2-
nitrobenzoik asid)}, GSSG-rediiktaz, SOD (siiperoksid dismutaz) ve NADPH (B-
Nikotinamid Adenin diniikleotid (rediikte) Sigma Chemical Company’den, NaOH,
KH,PO4, K;HPO4, Na,HPO4, NaH,PO4, EDTA (etilen diamin tetra asetik asid) ve H,O,

Merck firmasindan temin edildi.

3.5. Deney Kosullari

3.5.1. Cevre Kosullar

Biitiin stok kiiltiirleri ve deney sistemleri 25 £1°C sicaklik ve % 40-60 bagil nem
ve karanlik ortama sahip Biyoloji Boliimii’ndeki insekteryumda tutuldu. Calismalar
sirasinda yalmizca se¢me, aktarma, larva toplama ve preparat hazirlama islemleri

aydmlik ortamda yapildi.

3.5.2. Besiyerinin Hazirlanis1

Caligmalarimiz sirasinda Drosophila kiiltiirlerinin saklanmasi, ¢ogaltilmasi ve
caprazlanmasi agsamalarinda Bozcuk [158] tarafindan gelistirilen standart besiyeri
kullanildi. Kanat benek testinin bir bolimiinde ve enzim c¢alismalari i¢in larva
toplanmas1 asamalarinda ise hazir Drosophila besiyeri kullanildi. Standart besiyeri misir

unu, toz seker, bira mayasi, agar agar ve asit karisimindan olugmaktadir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Sandart Drosophila besiyeri i¢in gerekli olan sarf malzemeler ve miktarlar

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

Besiyerinde kullanilan asit karisiminda propiyonik asit, ortofosforik asit ve distile
sudan olusmaktadir (Cizelge 3.2) [158]. Bu asit karisim1 besiyerinin kontaminasyonunu
engellemek amaciyla antifungal olarak kullanilmaktadir. Bu karisim kullanilmadigi
takdirde besi yeri fungus ile kontamine oldugundan, bireylerin gelisimi olumsuz yonde
etkilenmekte ve disilerde yumurta verimi diigmektedir. Asit karisimi stok olarak
hazirlanir ve besiyeri pisirildikten sonra stok iyice calkalanarak yeterli miktar1 besin

ortamina eklenir.

Cizelge 3.2. Sandart Drosophila besiyeri icin gerekli olan asit karisiminda kullanilan
sarf malzemeler ve miktarlar

Sarf Malzeme Miktar (ml)
Ortofosforik asit 83

Propiyonik asit 386
Distile su 1081
Toplam 1550

Besiyeri hazirlamak i¢in asit karigimi hari¢ gerekli tiim kati maddeler ve distile su
yeterli biiytikliikte ve atese dayanikli bir kap igine konulur ve karstirilarak kaynatilir.
Karigim kaynamaya baglayinca 10 dakika daha kisik ateste karistirilarak pigirilir.
Atesten indirilen besiyerine gerekli miktarda asit karigimi ilave edilerek asidin esit
olarak dagilmasi i¢in iyice karistirilir. Bu sekilde hazirlanan besiyeri sogumadan steril
olarak bekletilen 250 ml lik kiiltiir siselerine 1-2 cm yiiksekliginde dokiiliir. Siselerin
iizerleri temiz kurutma kagidi ile kapatilarak besiyerleri sogutularak katilagmaya
birakilir. Besiyeri katilasinca siselerin agzi hidrofob pamuk ve gazli bezden yapilmis

steril tampon ile kapatilir. Hazirlanan besiyeri {i¢ giin icerisinde kullanilmadig: taktirde
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bozulur. Bu nedenle larva toplama asamasina kadar yapilan deneyler igin, her seferinde
taze besiyerleri hazirlandi.

Calismalarimizin bir boliimiinde Wards Biology’den temin edilen hazir besiyeri
kullanildi. Bunun i¢in 7.5 cm yiiksekliginde 2.5 cm ¢apinda steril olarak bekletilen
tiiplere 0.5’er gram hazir besiyeri konuldu. Bu besiyerine daha sonra distile su,

flavonoid ve/veya mutajen ¢ozeltileri calisma gruplarina uygun olarak eklendi.

3.5.3. Bayilltma Yontemi

Calismalarin ¢esitli asamalarinda, caligmay1 olas1 kilmak amaciyla ergin bireyler
bayiltildi. Bu amacgla karbondioksit veya eter kullanilabilmektedir. Ancak
laboratuarimizda daha ekonomik ve kolay uygulanabilir olmasi nedeniyle eterizasyon
yontemi kullanilmaktadir. Bayiltma iglemi su sekilde gergeklestirilir: Hidrofob pamuga
gazli bez sarilarak hazirlanmig tampon ile kapatilan bir kiiltiir sisesi “bayiltma sisesi”
olarak kullanildi. Tampona bir ka¢ damla eter damlatilarak kiiltiir sisesindeki sinekler
bu siseye aktarildi. Eterli tamponla kapatilmis bayiltma sisesinde bir iki dakika kalan
sinekler baygin halde cam levha veya beyaz bir fayans iizerine alinirak gerekli

caligmalar yapildi.

3.5.4. Standart Capraz icin Ergin Birey Secimi ve Larva Toplanmas: Islemleri

Uygulamalarin yapilacagi trans-heterozigot larvalan elde etmek i¢in, erkek mwh
bireyleri ile bakire (virjin) /I disi bireyleri kullanilarak ¢aprazlamalar yapildi. Disilerin
dollenmesi ig¢in bilinen bir genotipten spermlerin kullanilmast Drosophila somatik
mutasyon ve rekombinasyon test sisteminde temeldir. Bakire disi bireylerin
toplanabilmesi i¢in, /I stogunun bulundugu kiiltiir sisesindeki ergin bireyler ortamdan
uzaklastirildi. Hig ergin bireyin birakilmadigi /I kiiltiir sisesinden 4’er saat araliklarla
pupadan c¢ikan disi bireyler toplanarak yeni besiyerine aktarildi. Bireylerin yasi iireme
verimi lizerine etkili oldugundan benzer sekilde mwh stogundan genc erkek bireyler
secildi ve farkli bir besiyerine aktarildi. Yeterince birey toplandiktan sonra taze besiyeri
kullanilarak standart ¢apraz yapildi. Déllenmenin ve embriyogenezin gergeklesebilmesi
icin bireyler bir giin siire ile ¢aprazlama sisesinde birakildi. Caprazlanan bireyler yeni
bir besi yerinde sekiz saat bekletilerek yumurta birakmalar1 saglandi. Bu siire sonunda

erginler yumurta biraktiklar1 besiyerinden uzaklastirilarak farkli bir kiiltiir sisesine
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alindi. Besiyerine birakilan ddllenmis yumurtalardan g¢ikan larvalarin {igiincii larva
evresine (liclincil instar) erigmesi i¢cin 72+4 saat beklenerek besiyeri ortamina % 17 lik
NaCl (sodyum kloriir, tuz) ¢ozeltisi ile yikanarak besiyerindeki larvalarin ayrilmasi
saglanir. Larva igeren tuz c¢ozeltisi kurutma kagitlarinin {izerine alindi. Ardindan,
larvalar sayilarak zarar vermeden toplandi ve i¢inde 0.5 gr hazir besiyeri ve 2.5 ml test
cozeltisi bulunan 2.5 X 7.5 ebatindaki cam tiiplere aktarildi. Kontrol ve uygulama

gruplari i¢in ayni iglemler yapildi.

3.5.5. Mutajen ve Flavonoid Cozeltilerinin Hazirlanmasi ve Besiyerine Eklenmesi

Calismada MNU, kemoterapi ilaglarindan mitomisin C ve siklofofamid
mutajenlerinin ve ¢esitli bitkilerde bulunan flavonoidlerin dort tanesinin (galangin,
mirisetin, luteolin ve resveratrol) doz taramalar1 yapilarak uygulama dozlar belirlendi.
Mutajenlerin farkli {i¢ dozu, flavonoidlerin ise genotoksik etkilerini belirlemek igin
degisen sayida farkli dozlari, flavonoidlerin antigenotoksik aktivitelerini aragtirmak igin
ise belirlenen ticer dozu kullanildi. Ayrica, antigenotoksisite sonucuna gore
flavonoidlerin glutatyon ve antioksidan enzimler iizerine etkilerini belirlemek amaciyla
da tiger dozu kullanildi.

Kullanilan her maddenin farkli derisimlerde Once stok ¢ozeltileri hazirlandi.
Mutajenlerin ve mirisetinin stok cozeltileri distile suyla, flavonoidlerden galangin,
luteolin ve resveratroliin ise etil alkolle hazirlandi.

Her stok icin gereken miktarlar, elektronik bir terazide tartilarak uygun
biiytikliikteki koyu renk saklama siselerine alindi ve iizerlerine hesaplanan hacimde
distile su ve/veya alkol eklendi. Bu stok ¢ozeltilerden de gerekli hesaplamalar yapilarak
belirlenen uygulama dozlan distile su ile hazirlandi. Hazirlanan bu uygulama dozlari
bekletilmeden igerisine 0.5 gr hazir besiyeri konulmus steril cam deney tiiplerine farkli
deney gruplar1 olusturmak amaciyla her tiipe 2.5 ml olmak {izere gruplara 6zgii test
¢oOzeltilerinden eklendi. Mutajen ve flavonoid gruplarmmin yaninda sadece distile su
kullanilan negatif kontrol grubu ve etil alkol ile hazirlanan gruplar ig¢inde distile su ile

hazirlanmus etil alkol kontrolii olusturuldu.
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3.6. Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinin Uygulanmasi

Besinlerle giinliik olarak degisen miktarlarda aldigimiz flavonoidlerden luteolin,
galangin, mirisetin ve resveratroliin genotoksik aktivitelerini ve ¢esitli mutajenlere
(MNU, siklofosfamid ve mitomisin C) karsi antigenotoksik etkilerini kanat benek testi
ile aragtirmak i¢in standart ¢apraz (ST) kuruldu (Sekil 3.3). mwh erkekleri ile flare
disileri caprazlanarak sekiz saat siireyle taze besiyerine yumurtlamalar1 saglandi. Sekiz
saatin sonunda ebeveynler besiyerinden uzaklastirildi ve bu yumurtalardan ¢ikan ve 72
+ 4 lik larvalar (li¢iincii evre larvalar1) gruplara 6zgii olarak hazirlanan cam tiiplerdeki
besiyerlerine sayilarak transfer edildi. Boylece negatif kontrol, etil alkol kontrolii,
mutajenlerin ve flavonoidlerin farkli dozlariyla uygulama gruplarn es zamanl olarak
olusturuldu. Bu sekilde yeterli sayidaki larvalar gruplara ayrilarak ergine gelismeleri
izlendi ve her uygulama gurubu i¢in yasayabilirlik ylizdeleri ve genotoksik aktiviteleri
kullanilan dozlarla iliskili olarak arastirildi. Yasayabilirlik yiizdesi her grup icin ayn
ayr1 olmak {lizere, larvadan ergine gelisebilen bireylerin oram1 olarak hesaplandi.
Genotoksisite c¢aligmalarindan sonra antigenotoksisite calismalarinda mutajenlerle

birlikte hazirlanan flavonoidler yukarida anlatildig: sekilde es zamanli olarak uygulandi.
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3.6.1. Ergin Bireylerin Toplanmasi ve Kanat Preparatlarinin Hazirlanmasi

Uygulama ortaminda test ¢ozeltilerine maruz birakilan larvalarin pupa evresini
takiben c¢ikan ergin bireyler Bolim 3.3.5’de anlatildigi sekilde eterle bayiltilarak
toplandi. Ergine gelisen transheterozigot (mwh+/+ﬂr3, normal kanatl) ve testere disi
seklinde kanat kenarlarina sahip bireyler arasindan normal kanata sahip bireyler secildi.
Bunlar arasinda transheterozigotlar hem mutasyon ve hem de rekombinasyon sonucu
olusan mutant klonlara (beneklere) izin verirken, dengeleyici (balancer) heterozigotlar
(mwh+/+TM3, BdS) rekombinasyonun baskilanmasi nedeniyle sadece mutasyon sonucu
olusan klonlar (benekleri) icermektedir. Transheterozigot bireylerin kanatlar kesilerek
Faure ¢ozeltisinin damlatildigi lamlar iizerine yerlestirilerek preperatlar hazirlandi [72].
Kanat preparatlarinin hazirlanmasinda kullanilan Faure ¢ozeltisinin igerigi Cizelge 3.3

de verilmistir.

Cizelge 3.3. Faure ¢0zletisi icin gerekli sarf malzemeler ve miktarlar

Sarf Malzeme | Miktar
Gum arabik 30g
Gliserol 20 ml
Kloral hidrat | 50 g

Distile su 50 ml

Lam {izerine yeterince kanat cifti yerlestirildikten sonra preparatlarin kurumasi
icin tozsuz bir ortamda bir giin bekletildi. Kuruyan preperatlardaki kanatlarin dorsal ve
ventral yiizeyleri tekli beneklerin ve ikili beneklerin varligini arastirmak igin 1s1k
mikroskobunda 10 x 40 biiylitme ile tarand1 ve beneklerin sayilar1 ve biiyiikliikleri kayit
edildi.

Sayimda kayitlar1 tutulan benekler asagidaki gibi siniflandirildi
e Kiiciik tekli benek ( 1-2 mwh veya fIr hiicre)
e Biiyiik tekli benek (3 < mwh veya flr hiicre grubu)
e ikili benek (mwh ve fIr hiicrelerin ikisini de iceren hiicre grubu yan yana ayni
benekte)
mwh benekler nokta mutasyon, delesyon ve mwh ve flr geni arasmdaki

rekombinasyon sonucu olugmaktadir. fIr benekler nokta mutasyon ve delesyon ile
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olusurken, ikili benekler ise flare geni ile sentromer arasinda gerceklesen

rekombinasyon ile ortaya ¢ikmaktadir [72].

3.6.2. Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi Sonuclarmin Istatistiksel

Analizi

Istatistiksel analiz i¢in benekler kiigiik tekli benekler, biiyiik tekli benekler ve ikili
benekler olmak iizere iic gruba ayrilarak ayri ayr1 degerlendirildi. Kaydedilen
genotoksik etkilerin degerlendirilmesi icin deney gruplariin kanat basina diisen benek
sayilar1 negatif kontrol gruplarinin degerleri ile karsilastirildi. Flavonoidlerin
antigenotoksik aktiviteleri ile ilgili degerlendirmeler mutajenlerin genotoksik etkileriyle
karsilastirilarak yapildi.

Sayimlar sonucunda elde edilen veriler degerlendirilirken orijinal (null) hipotez
(Ho)’de uygulamalar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi
varsayildi. Alternatif hipotez (Ha) 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 (+),
kismen pozitif (z), belirsiz (i) ve negatif (-) olarak gdsterildi [159].

Orijinal ve alternatif hipotezlerin kabul veya red edilmesine karar verilirken
Kastenbaum ve Bowman [160] cizelgesinden yararlanildi. Hipotezlerin kurulmasi
sirasinda yapilan hesaplamalarda kullanilan parametreler asagida agiklamalariyla
birlikte gosterilmistir.

Nc= Kontrol grubunda incelenen kanat sayisi

Ne= Uygulama grubunda incelenen kanat sayist

ne= Kontrol grubunda gézlenen mutant klon sayisi

n=uygulama grubunda gozlenen mutant klon sayist

n= netne= toplam mutant klonlarin sayis1

Po= Kontrol grubunda beklenen mutant klon frekansi, orijinal hipotez ( Ho ) igin
Po=Nc/ (Nc+Nv)

go= Uygulama grubunda beklenen mutant klon frekansi, Orijinalhipotez (Ho) igin
qo=Nt/ (Nc+ Ny)

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

ga= Uygulama grubunda beklenen mutant klon frekansi, Alternatif hipotez (Ha) icin
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ga= mNc+mNt
Pon= Kontrol grubunda beklenen mutant klon sayisi, Orijinal hipotez (Ho) igin
qon= Uygulama grubunda beklenen mutant klon sayisi, Orijinal hipotez (Ho) igin
Pan= Kontrol grubunda beklenen mutant klon sayisi, Alternatif hipotez (Ha) igin
gan= Uygulama grubunda beklenen mutant klon sayisi, Alternatif hipotez (Ha) icin
m= Carpim sabiti

Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi i¢in uygun olan
bilgisayar programi Microsta ile oncelikle yukarida verilen parametreler hesaplandi.
Hesaplama sonucunda eger uygulama grubundaki (n:) mutant klon sayisi cizelge
degerine esit veya biiyiikse Ho red edildi. Aynm sekilde kontrol grubundaki (nc) mutant
klon sayis1 eger cizelge degerine esit veya biiyiikse (Ha) red edildi. Ho ve Ha’nin kabul

veya red edilmesine gore Cizelge 3.4 kullanilarak sonuglar degerlendirilmigtir [159].

Cizelge 3.4. Orijinal ve alternatif hipotezlerin degerlendirilmesi

Ha
Hipotezler Kabul (1-B) Ret (B)
Kabul Belirsiz Negatif
(1-a) P=(1-0)(1-B)= 1-a+ B+off | P=(1-a)B=P+ap
Ho | Ret Pozitif Zayrf Pozitif
(a) P=a(1-B)= a-off P=af

Antigenotoksite caligmalarinda % inhibisyon degerleri asagidaki formiiller kullanilarak
hesapland1 [161].

Her 100.000 hiicre basina olusan diizeltilmis kontrol klon frekansi1 temel alinarak,
flavonoidin gdstermis oldugu inhibisyon= ((A-B)/A)x100

A: Uygulanan genotoksik maddenin hesaplanan diizeltilmis kontrol klon frekans1
B: Birlikte uygulama sonucu genotoksik madde + flavonoid i¢in hesaplanan diizeltilmis

kontrol klon frekansi

Kontrol i¢in gozlenen klon frekansi=(Distile su grubu i¢in toplam benek sayisi/kanat
say1s1/24 400)x100.000

Mutajen uygulama gruplari icin gozlenen klon frekansi=(Mutajen uygulama gruplar1

icin toplam benek sayisi/kanat say1s1/24 400)x100 000
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Mutajen+Flavonoid uygulama gruplari i¢in gozlenen klon frekansi=
(MutajentFlavonoid uygulama gruplar icin toplam benek sayisi/kanat sayisi/24 400)
x100 000

Diizeltilmis kontrol klon frekansi= Uygulama gruplari i¢in gozlenen klon frekansi-

Kontrol (distile su) grubu icin gézlenen klon frekansi

24 400: Bir kanatta bulunan ortalama hiicre sayisidir.

3.7. Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi ile ilgili Calismalar

3.7.1. Homojenizasyon ve Santrifiigasyon

Enzim ¢aligmalar1 flavonoid gruplari i¢in yapildi. Her flavonoidin antigenotoksik
aktivitesini arastirmak amaciyla kullanilan dozlardan ii¢ tanesi belirlendi ve standart
caprazdan elde edilen 72+4 saatlik larvalarin flavonoidlerin farkli dozlarini iceren besi
yerlerinde ergine gelismeleri beklendi. Her flavonoidin uygulanan dozlarinda ergine
gelisebilen erkek bireyler pupadan ciktiklari ilk 2-3 saat igerisinde toplanarak enzim
caligmalarinda kullanilmak iizere derin dondurucuda -80°C” de sakland.

Enzim aktivitelerinin belirlenmesi igin -80°C de saklanan bu ergin bireyler tartildi.
Tartilan bireyler 1/4 oraninda PBS (Na,HPO4 2.8834 g, NaH,PO4 0.6 g, NaCl 8.2 g, pH:
7) tamponuyla karistirilarak, buz kabi iginde cam- teflon homojenizatérde 2000 rpm
devirde 10-15 vurus ile, 30 sn. araliklarla 2 kez homojenize edildi. Homojenat
eppendorf tiiplerine alinarak, 0°C’ de 20 000 rpm’de 10 dakika santrifij (Dich
Instrumant markers, Microcentrifuge) edildi. Elde edilen slipernatan mikropipet yardimi
ile temiz eppendorf tiiplerine alindiktan sonra -80°C’ de enzim aktiviteleri Slgiilene

kadar saklanda.

3.7.2. Enzim Aktivite Tayini

Calismalarimizda enzim kaynagi olarak Boliim 3.8.1° de anlatildig1 gibi hazirlanan
siipernatant kullanilmig olup enzim aktiviteleri UV-VIS spektrofotometre veya

mikroplaka sistemi kullanilarak olgiilmiistiir.
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3.7.2.1. Siiperoksit Dismutaz Aktivite Tayini ve Hesaplanmasi

Stiperoksit radikallerinin dismutasyonunda goérev alan SOD enziminin ksantin-
ksantin oksidaz sisteminde iiretilen siiperoksit radikalleri tarafindan sitokrom C’nin
indirgemesini inhibe etmesi temeline dayanan enzim aktivite tayini McCord ve
Fridovich 1969 yontemine gore yapildi [162].

Enzim aktivite tayini i¢in pH 7,8 de 50 mM K,;HPO4 tamponu (0.1 mM EDTA
iceren fosfat tamponu), 0.2 U/ml ksantin oksidaz, 10 mM ksantin ve 1 mM sitokrom-c
cozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltiler kullanilarak A ve B c¢ozeltileri asagidaki sekilde
hazirlandi.

A Cozeltisi: 0.76 mg (5 mol) ksantin’in 10 ml 0,001 N NaOH’ daki ¢6zeltisi ve
24.8 mg (2 mol) sitokrom c’nin 100 ml 50 mM pH: 7.8 ve 0.1 mM EDTA igeren fosfat
tamponundaki ¢ozeltisi karistirildi. Bu ¢ozelti +4 °C’ de 3 giin kararlidir.

B Cozeltisi: Taze olarak hazirlanan ksantin oksidazin (0.2 u/ml) 0.1 mM
EDTA’daki ¢6zeltisi hazirlandi.

Enzim aktivite tayini ise, 3 ml’ lik spektrofotometre kiivetine 2.9 ml A ¢ozeltisi
konulup 50 pl 6rek ilave edildi. Tepkime 50 pl B ¢ozeltisinin eklenmesiyle baslatildi.
Hizli bir sekilde karistirildiktan sonra 550 nm’deki absorbans degisimi okundu. Koér
okumasi yapilirken 6rnek yerine 50 pl distile su kullanildi. Kalibrasyon grafigi ¢izmek
icin belli bir konsantrasyondaki (5x10”7 M) SOD ¢ozeltisinin 5 pl, 10 ul ve 15 pl> deki
bilinen degerlerine karsilik elde edilen % inhibisyon degerleri grafige gegirildi. Bu
islem saf SOD enzimiyle yapildi. % inhibisyon asagidaki formiille hesaplandi.

% Inhibisyon = OD(6rnek) / OD(kér) x100

3.7.2.2. Katalaz Aktivitesinin Tayini ve Hesaplanmasi

Katalaz enziminin aktivite tayini Luck (1963) yontemine gore yapildi [163].
Katalaz aktivite tayini i¢in pH 7 de 1/15 M’ lik Sodyum-Potasyum (KH,POs—Na,HPO,)
tamponu hazirlanarak 100 mililitresinde 160 pl H,O, olacak sekilde H,O, eklendi.
Enzim aktivite tayininde kullanilacak kor icin sadece hazirlanan tampon- H,O; karigimi
kullanildi. Enzim aktivitesinin 6l¢limii i¢in ise hazirlanan tampon ve H,O, ¢ozeltisine
uygun miktarda siipernatant eklendi ve 240 nm’de 1 dakika boyunca absorbans degisimi
Shimadzu-UV-1601 model UV-VIS spektrofotometre ile belirlenerek mililitredeki

enzim TUnite sayisi Luck 1963 yoOntemine gore hesaplandi. Elde edilen degerler,
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siipernatanin mililitresindeki miligram protein miktarina goére spesifik aktivitenin

hesaplanmasinda kullanildi.

C= 0D x toplam hacim (ml) x1000 / 0.036 mM x pl siipernatan

3.7.2.3. Glutatyon Rediiktaz (GR) Aktivite Tayini ve Hesaplamasi

GR aktivitesi Cribb vd. [164] tarafindan kullanilan mikroplaka sistemi yontemine
gore Olciildii. Reaksiyon soliisyonu 0.1 mM, 150 pl 5, 5'-dithiobis (2-nitrobenzoik asit)
(DTNB), 12 mM, 20 pl NADPH ve 20 pl o6rnek igermektedir. 20 pl, 3.25 mM
GSSG’nin ilavesi ile reaksiyon baglatildi. Biitiin ¢ozeltiler, ImM EDTA igeren, 0.1 M
potasyum fosfat tamponunda (pH 7.5) hazirlandi. Reaksiyon esnasinda GSSG’den GSH
olusumu nedeniyle DTNB miktar1 azalmigtir. DTNB azalig1 oda sicakliginda 405 nm’de
izlendi ve elde edilen absorbans degerlerinde GR aktivitesi hesaplandi (DTNB igin
€=14.151 M'em™).

Spesifik aktivite = Unit aktivite / Bradford(pumol / mg total protein) x SF (Sulandirim
Faktorii)

3.7.2.4. Glutatyon S-Transferaz Aktivite Tayini ve Hesaplanmasi

GST aktivitesi substrat olarak 1-kloro-2.4-dinitrobenzen (CDNB) kullanilarak
belirlendi. Calismada Habig vd. [165] nin gelistirdigi yontem, bazi modifikasyonlar
yapilarak kullanildi.

Enzim aktivitesinin 6l¢limil sirasinda potasyum fosfat tamponu ( pH:6.5; 0.1 M)
ve kofaktor olarak rediikte glutatyon (0,002 M) kullanildi. Enzim aktivitesinin
saptanmasi i¢in mikroplaka cukurlarma sirasiyla 10 pl supernatant, 100 pl fosfat
tamponu ve 100 pul GSH karigimi pipetlenerek 25 °C de 3 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi, ¢ukurlara 10 ul CDNB pipetlenerek, karisim 15 sn siire ile
mikroplaka okuyucuda karistirildi. Absorbans degisimi 344 nm’de 1 dakika siiresince

okunarak kaydedildi. Aktivite asagidaki formiille hesaplandi.

C= OD x toplam hacim (220 pl) x 1000/ 9,6. 10° M x Srnek hacim / 10 ul x 0.552 /
bradford x SF
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3.7.2.5. Rediikte Glutatyon Miktar Tayini ve Hesaplanmasi

Glutatyon miktar tayini Akerboom ve Sies (1981) yontemine gore yapilmistir
[166]. Bunun i¢in, 6.3 mM EDTA igeren 125 mM’ lik sodyum difosfat tamponu
(Na;HPO4- NaH,PO4) pH: 7.5 olacak sekilde hazirlandi. Ayrica total glutatyon
tayininden hemen oOnce taze olarak tamponla mililitresinde 0.248 mg NADPH olacak
sekilde yeni bir ¢ozelti hazirlandi. 5 ml tamponda 11.89 mg DTNB olacak sekilde
DTNB c¢ozeltiside taze olarak hazirlandi. Yontemde belirtilen miktarda taze olarak
hazirlanan NADPH’ 1 tampondan deney tiiplerine 700 pl ve DTNB’ den 100 pl
konuldu. Kor tiip i¢in 200 pl, 6rnek tiipleri icin 180 pl distile su deney tiiplerine eklenip
vortex ile karigmasi saglandiktan sonra 10 dakika 30°C’ deki sicak su banyosunda
bekletildi. Kor tiipe 5 pl (20 u/ml) GSH-rediiktaz eklendikten sonra absorbansi 412
nm’de sifirlandi. Orneklerin okunmasi su sekilde yapildi. Deney tiiplerindeki karigim 1
ml’lik spektrofotometre kiivetine alindiktan sonra, kiivetin bir kenarma 5 pl (20 u/ml)
glutatyon rediiktaz, diger tarafina da 10 ul stipernatan eklenerek karistirildi ve 412 nm’
de absorbans okundu. Daha sonra total glutatyon tayini yapmak amaciyla bir standart
grafik cizildi ve 412 nm’de okunan absorbans degerine karsilik gelen degerler

slipernatanin milimetresindeki miligram proteine boliindii.

3.7.2.6. Total Protein Tayini

Ergin birey sitozoliindeki toplam protein miktarlari Bradford [167] tarafindan
gelistirilen yonteme gore, mikroplaka okuyucu sistemi kullanilarak tespit edildi.
Supernatan drnekleri 1/10 oraninda sulandirildiktan sonra, sulandirilmis 6rneklerden 5
pl mikroplaka ¢ukurlarina pipetlendi ve iizerine 250 pl Bradford ¢ozeltisi (Sigma
B6916) eklendi. Reaksiyon karisimi oda sicakliginda karanlikta 15 dakika siireyle
inkiibe edildi. Renk degisimine bagli olarak, 595 nm dalga boyunda absorbans degeri
Olciildii. Elde edilen degerler BSA (Bovine Serum Albumin) standart egrisi degerleri ile
karsilastirilarak, sulandirma faktdriine de bagh olarak Ornekteki toplam protein
miktarlar saptandi. Tiim 6rneklerden elde edilen toplam protein degerleri, elde edilen
enzim aktivite degerleri ile birlikte, spesifik enzim aktivitesi degerlerinin

hesaplanmasinda kullanildi.
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3.7.2.7. Enzim Aktivitesi Calismalarinda istatistiksel Analiz

Enzim aktivitelerinin uygulama gruplarina bagli olarak test edilmesi amaciyla
varyans analizi (ANOVA) yontemi uygulandi. Gruplar arasi farklilik diizeyi en az % 95
olasilik ile (p<0.05 i¢in) dnemli olarak degerlendirildi. Buna bagl olarak, gruplar arasi
farkliligin 6nemli olup olmadig1 p<0.05 diizeyinde 6nemlilik derecesine gore saptandi.
Gruplar aras1 farkliligin énemli oldugu saptandiginda, ornekler ikili karsilagtirma ile

Mann Whitney-U testine gore kontrol grubu verileri ile karsilastirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismada yesil bitkilerde ve bunlarin iriinlerinde degisen oranlarda bulunan ve
beslenme ile alinan flavonoidlerden galangin, mirisetin, luteolin ve resveratroliin
oncelikle genotoksik aktiviteleri, daha sonra genotoksik olmayan dozlarinin N-metil-N-
nitrozoiire (MNU), siklofosfamid (SF) ve mitomisin C (MMC) mutajenlerine karsi
antigenotoksik aktiviteleri Drosophila kanat benek testi ile arastirilmistir. Ayrica bu
flavonoidlerin Drosophila antioksidan sistemi iizerine etkileri de arastirilmistir.
Calismalarda standart ¢apraz (ST) kullanilmis ve Boliim 3’te agiklanan deney sistemleri
kurulmustur. Calismalarda negatif kontrol grubu olarak distile su kullanilirken, etanolde
¢oOziinen flavonoidler dikkate alinarak etanol kontrol grubu da ¢aligmalara eklenmisgtir.
Tiim gruplarda 72 + 4 saatlik larvalardan ergine gelisebilen bireyler sayilarak gruplar
icin hayatta kalis oranlar1 hesaplanmis ve trans-heterezigot bireylerin kanatlari
beneklerin varligini arastirmak igin 151k mikroskobunda 400X biiyilitmeyle incelenmistir.
Incelemeler sirasinda kanat benekleri istatistik analizlerde kullanilmak iizere tekli
benekler (mwh veya fIr fenotipinde) ve ikili benekler (mwh ve flr fenotipinde) olmak
tizere siniflandirilarak kaydedilmistir [72]. Ayrica tekli benekler de kendi aralarinda
kiigiik tekli benek (1-2 hiicreli) ve biyiik tekli benek (3< hiicreli) olmak iizere
ayrilmigtir [75].

4.1. Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinden Elde Edilen Bulgular

4.1.1. N-metil-N-nitrozoiire, Siklofosfamid ve Mitomisin C’nin Genotoksik

Etkilerinin Arastirilmasi

Calismamizda ilk olarak alkilleyici bir ajan olan N-metil-N-nitrozoure (MNU),
kanser kemoterapi ilaglarindan siklofosfamid (SF) ve mitomisin C’nin (MMC) toksik
etkileri (larvadan ergine gelisebilen birey sayisini belirten hayatta kalis orani) ve
genotoksik dozlarimi belirlemek amaglanmustir.

Besin kaynakli mutajenlerden olan MNU’nun genotoksik aktivitesini belirlemek
amaciyla 0.5 mM ile 1.6 mM arasinda degisen bes farkli konsantrasyonda gruplar
olusturulmus ve elde edilen sonuglar ile istatistiksel degerlendirmeler Cizelge 4.1 de

verilmigtir.
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Cizelge 4.1. Drosophila kanat benek testi ile N-metil-N-nitrozoiire (MNU) uygulama

gruplarindan elde edilen bulgular ve istatistik degerlendirmeler

Benek/kanat* Istatistiksel bulgular**

Uygulama Hayatta  Kanat Kiigik tekli Biiyik tekli Ikili Toplam benek
gruplari kalis (%) sayis1  benekler benekler benekler sayisi

(1-2 hiicre) (>2 hiicre) (m =5) (m=2)

(m =2) (m =5)
Kontrol 98 100 0.14 (14) 0.04 (4) 0.02 (2) 0.20 (20)
MNU (mM)
0.5 96 100 490 (490) + 4.61 (461)+ 1.45(145)+ 10.96 (1096) +
0.8 96 115 5.67 (652)+ 5.03(578)+ 1.50(172)+ 12.20(1402) +
1.0 95 100 5.70 (570)+ 5.05(505)+ 1.50 (150)+ 12.25(1225)+
1.2 96 120 5.95(714)+ 5.15(618)+ 1.65(198)+ 12.80 (1530) +
1.6 88 110 7.14 (785)+ 6.35(698)+ 3.15(347)+ 16.60 (1830) +

*Kanat bagina diisen benek sayisi, Parantez iginde verilenler benek sayilaridir.
**Tekyonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: belirsiz, m: ¢ok
degiskenli faktor, olasilik seviyeleri:o= = 0.05

Elde edilen bulgulara gore, kontrol grubunda hayatta kalig oran1 % 98 iken, MNU
gruplarmin en diigiik (0.5 mM) dozunda % 96 ve en yiiksek (1.6 mM) dozunda ise %
88 olarak bulunmustur. MNU dozunun artigina bagli olarak hayatta kalis oraninin
azaldig1 gozlenmistir.

Tiim MNU (0.5 mM, 1 mM ve 1.6 mM) gruplarinda gézlenen benek sikliklariin
kontrol grubuyla karsilastirilmasi Sekil 4.1 de goriilmektedir

N-METIL-N- NITROZOURE
| DKontrol B05mM ®@10mM 1,6 mM |

18 1

16

14

12 4

10 ~

Benek sayisi/Kanat sayisi

.

Kiiciik Tekli Benek Biiyiik Tekli Benek Tkili Benek Toplam Benek

Sekil 4.1. MNU uygulanan gruplarda kanat bagina diisen benek tiplerinin

karsilagtirilmasi
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Elde edilen sonuglara gére, MNU gruplarinda doz artigina paralel olarak kanat
basina diisen benek siklig1 tiim benek tiplerinde kontrol grubuna kiyasla artmistir. Tiim
MNU gruplarinda, biiyiik ve kiiciik tekli beneklerin benzer oranlarda olustugu
bulunmustur. Ancak ikili benekler, diger benek tiplerine oranla daha az sayida
gozlenmistir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1). Toplam benek siklig1 kontrol grubunda 0.20
iken, en diisiik (0.5 mM) ve en yiiksek (1.6 mM) MNU dozlarinda sirasiyla 10.96 ve
16.60 olarak bulunmustur. Kontrol grubuna kiyasla MNU gruplarinda tiim benek
tiplerininin sikligindaki artig istatistiksel agidan 6nemli bulunmus ve pozitif olarak
degerlendirilmistir.

Calismada kullanilan bir diger mutajen ise kanser tedavisinde kulanilan
kemoterapi ilaglarindan siklofosfamiddir. Siklofosfamidin (SF) genotoksik etkisini
belirlemek amaciyla 0.5 mM, 1 mM ve 2 mM konsantrasyonlarda olmak {iizere
besiyerine eklenmis ve {i¢ farkli grup olusturulmustur. Olusturulan bu gruplardan elde

edilen sonuglar ve istatistik degerlendirmeleri Cizelge 4.2 de verilmistir.

Cizelge 4.2. Drosophila kanat benek testi ile Siklofosfamid (SF) uygulama gruplarindan

elde edilen bulgular ve istatistik degerlendirmeler

Benek/kanat* Istatistiksel bulgular**

Uygulama Hayatta  Kanat Kiigik tekli Biiyik tekli Ikili Toplam benek
gruplari kalis (%) sayis1  benekler benekler benekler say1st
(1-2 hiicre) (>2 hiicre) (m =5) (m=2)
(m =2) (m =5)
Kontrol 98 100 0.14 (14) 0.04 (4) 0.02 (2) 0.20 (20)
Siklofosfamid (mM)
0.5 72 66 1.70 (112) + 0.64 (42)+  0.09(6) + 2.42(160) +
1 67 75 3.16 (237)+ 0.84 (63)+  0.20 (15)+ 4.20 (315) +
2 41 65 514 (334)+ 13185+ 026(17)+ 6.70 (436) +

*Kanat basina diisen benek sayisi, Parantez iginde verilenler benek sayilaridir.
**Tekyonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: belirsiz, m: ¢ok
degiskenli faktor, olasilik seviyeleri:o= 3= 0.05

SF gruplarinda hayatta kalis oranmmin doz artisgina baghh olarak azaldigi
goriilmiistlir. Kontrol grubunda hayatta kalis oran1 % 98 iken, SF’nin 0.5 mM ve 2 mM
dozlarinda sirasiyla % 72 ve % 41 olarak bulunmustur. Larvalarin hayatta kalis orani

SF’nin en yiiksek dozunun (2 mM) uygulandig1 grupta oldukga azalmistir (Cizelge 4.2).
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Tiim SF gruplarinda doz artisina paralel olarak tekli benek, ikili benek ve toplam
benek sikliklar1 artmistir (Sekil 4.2). SF uygulamasi en ¢ok kiigiik tekli benek sikligini
arttirmigtir. Kontrol grubunda 0.14 olan kiiciik tekli benek sikligi, en diisiik (0.5 mM)
SF dozunda 1.70 olarak bulunmustur (Cizelge 4.2). Biiyiik tekli benek siklig1 ise kontrol
grubunda 0.04 iken SF’nin 0.5 mM dozunda 0.64 olarak bulunmustur.

SIKLOFOS FAMID
| OKontrol mO05mM @ImM @2mM |

Benek sayisy/Kanat sayisi

—_
I
|

L e e

Kiiciik Tekli Benek Biiyiik Tekli Benek Ikili Benek Toplam Benek

Sekil 4.2. SF uygulanan gruplarda kanat basina diisen benek tiplerinin karsilastirilmasi

ikili ve toplam benek sikliklar1 kontrol grubunda sirasiyla 0.02 ve 0.20 iken, en
diistik (0.5 mM) SF dozunda 0.09 ve 2.42 olarak bulunmustur. Kontrol grubuna kiyasla
SF gruplarinda, tiim benek tiplerinin sikligindaki artislar istatistiksel agidan énemlidir
ve pozitif sonuglar elde edilmistir.

SF gruplar1 ile MNU guplarindan elde edilen sonuglar karsilastirildiginda ise; 0.5
mM ve 1mM dozlarinda MNU’nun indiikledigi benek siklig1 SF grubunda indiiklenen
benek sikligindan daha fazla bulunmustur. En yiiksek SF dozunda (1 mM) kiigiik ve
biiytik tekli benek sikliklar sirasiyla 3.16 ve 0.84 iken, ayn1 dozdaki MNU grubunda
ise 5.75 ve 5.05 olarak bulunmustur.

Calismada son mutajen olarak yine bir kemoterapi ilaci olan mitomisin ¢ (MMC)
kullanilmistir. MMC’nin genotoksik aktivitesini arastirmak amaciyla 0.025 mM, 0.05
mM ve 0.1 mM konsantrasyonlarda gruplar olusturulmus ve bu gruplardan elde edilen

sonuglar Cizelge 4.3 de gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Drosophila kanat benek testi ile Mitomisin C (MMC) gruplarindan elde

edilen bulgular ve istatistik degerlendirmeler

Benek/kanat™® Istatistiksel bulgular**

Uygulama Hayatta  Kanat Kiigik tekli Biyik tekli Ikili Toplam benek
gruplari kalis (%) sayis1  benekler benekler benekler sayisi

(1-2 hiicre) (>2 hiicre) (m =5) (m=2)

(m =2) (m =5)
Kontrol 98 100 0.14 (14) 0.04 (4) 0.02 (2) 0.20 (20)
Mitomisin C (mM)
0.025 64 80 4.15(332)+ 4.73(379)+ 2.80(224)+ 11.69 (935) +
0.05 60 72 6.53 (471)+ 6.91(498)+ 3.53(254)+ 16.98 (1223)+
0.1 46 70 7.01 (491)+ 7.81 (547)+ 4.74(332)+ 19.57 (1370) +

*Kanat basina diisen benek sayisi, Parantez iginde verilenler benek sayilaridir.
**Tekyonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: belirsiz, m: ¢ok
degiskenli faktor, olasilik seviyeleri:o= 3= 0.05

MMC gruplarinda larvalarin hayatta kalis oranlar1 doz artisina paralel olarak
azalmistir. Kontrol grubunda hayatta kalig oran1 % 98 iken, 0.025 ve 0.1 mM MMC
uygulanan gruplarda sirasiyla % 64 ve % 46 olarak bulunmustur. MMC’nin kontrol
grubuna kiyasla tiim benek tiplerini doz artigsina paralel olarak énemli 6l¢iide arttirdigi

Sekil 4.3. de goriilmektedir.

MITOMISIN C
‘ OKontrol 00,025mM ®0,05mM ©30,1 mM

Benek sayisi/Kanat sayisi
=
L

Kiigiik Tekli Benek Biiytik Tekli Benek Ikili Benek Toplam Benek

Sekil 4.3. MMC uygulanan gruplarda kanat bagma diisen benek tiplerinin

karsilastirilmasi

Kontrol grubunda kiigiik tekli benek ve biiytik tekli benek sikliklari sirasiyla 0.14
ve 0.04 iken, en diisik MMC dozunda (0.025 mM) kiiciik tekli benek sikligi 4.15,
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biiytik tekli benek sikligi 4.73 olarak bulunmustur. Tiim MMC gruplarinda kiiclik ve
biiylik tekli benek sikliklar1 benzer oranlarda gozlenmistir (Sekil 4.3). Kontrol grubunda
ikili benek siklig1 ve toplam benek sikligi sirasiyla 0.02 ve 0.20 iken, en diisiik (0.025
mM) MMC dozunda ise 2.80 ve 11.69 olarak bulunmustur (Cizelge 4.3). Tim MMC
gruplarinda, ikili benekler tekli beneklere gore daha az sayida kaydedilmistir (Sekil
4.3). Kontrol grubuna gére, MMC gruplarinda tiim benek tiplerinin sikligindaki artig
istatistiksel agidan onemli oldugundan pozitif sonuglar elde edilmistir.

MMC mutajeninden elde edilen bulgular diger mutajenlerden elde edilen
bulgularla karsilastirildiginda; uygulanan MMC dozlarinin MNU ve SF dozlarindan
oldukca diisiik olmasina ragmen biiylik tekli benekleri ve ikili benekleri daha fazla
indiikledigi bulunmustur. Kiiciik tekli benekleri ise MNU gruplariyla benzer oranlarda
indiiklemigtir.

Larvalarin hayatta kalis oranlar1 en yiliksek mutajen dozlarinin uygulandigi
gruplarda karsilastirildiginda, MMC (0.1 mM) grubunda % 46, SF (2 mM) grubunda %
41 ve MNU (1.6 mM) grubunda ise % 88 olarak bulunmustur.

4.1.2. Flavonoidlerin Genotoksik Etkisinin Arastirilmasi

Calismamizin bu bdliimiinde resveratrol, galangin, luteolin ve mirisetinin
genotoksik etkileri Drosophila kanat benek testiyle arastirilmistir. Calisilan dozlar
literatlir taramas1 ve yapilan 6n caligmalarla belirlenmistir. Calismamizda kullanilan
flavonoidlerden mirisetin suda kolaylikla ¢oziiniirken resveratrol, galangin ve luteolin
suda ¢oziinmemistir. Bu nedenle s6z konusu flavonoidleri ¢6zmek amact ile etanol

kullanilmis ve bdylece ¢calisma gruplarimiza etanol kontrol grubu da eklenmistir.

4.1.2.1. Etanoliin Genotoksik Etkisinin Arastirilmasi

Flavonoidlerden resveratrol, galangin ve luteolinin uygulama gruplarini
hazirlamak i¢in s6z konusu flavonoidlerin 6ncelikle yiiksek saflik derecesindeki (% 99)
etanolde stok c¢ozeltileri hazirlanmistir. Ancak uygulama gruplar1 hazirlanirken bu stok
cozeltiden hesaplanan miktarda alinarak, uygun konsantrasyonlara ulagsmak amac ile
distile su eklenmistir. Caligmalar sirasinda kullanilan en yiiksek etanol konsantrasyonu

olan % 6.4 liik etanol, kontrol grubu olarak kullanilmistir. % 6.4 liik etanol ¢ozeltisinin
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genotoksik etkisini belirlemek amaci ile yapilan ¢aligmalardan elde edilen bulgular ise

Cizelge 4.4 de verilmistir.

Cizelge 4.4. Drosophila kanat benek testi ile etanol gruplarindan elde edilen bulgular ve

istatistik degerlendirmeler

Benek/kanat* Istatistiksel bulgular**

Uygulama Hayatta ~ Kanat Kiigik tekli Biiyik tekli Tkili Toplam benek
gruplari kalis (%) sayist  benekler benekler benekler sayisl

(1-2 hiicre) (>2 hiicre) (m =5) (m =2)

(m =2) (m =5)
Kontrol 98 100 0.14(14) 0.04 (4) 0.02 (2) 0.20 (20)
Etanol (% 6.4) 90 65 0.17 (11)1 0.09 (6) 1 0.03(2)1 0.29 (19) 1

*Kanat basina diisen benek sayisi, Parantez iginde verilenler benek sayilaridir.
**Tekyonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: belirsiz, m: ¢ok
degiskenli faktor, olasilik seviyeleri:o= = 0.05

Kontrol grubunda hayatta kalis oran1 % 98 iken etanol grubunda % 90 olarak
bulunmustur. Kontrol gubunda kiiciik tekli benek sikligi 0.14, biiyiik tekli benek siklig
0.04 ve ikili benek siklig1 0.02 iken, etanol grubunda kiiciik tekli benek sikligi 0.17,
biiylik tekli benek sikligi 0.09 ve ikili benek siklig1 0.03 olarak bulunmustur. Kontrol
grubuna kiyasla etanol grubunda tim benek tiplerinin siklig1 artmis, ancak kontrol ve
etanol gruplar1 arasinda istatistiksel acidan Onemli bir farklilik bulunmamustir.
Dolayisiyla, etanol benek sikliklarin1 6nemli diizeyde azaltmis veya artirmis seklinde
yorumlanamadigindan, % 6.4 lilkk etanol uygulamasi, genotoksik etkiye neden

olmamustir.

4.1.2.2. Resveratroliin Genotoksik Etkisinin Arastirillmasi

Resveratroliin genotoksik etkilerini arastirmak amaciyla 0.1 ile 1 mM arasinda
degisen bes farkli konsantrasyonda uygulama gruplari olusturuldu. Elde edilen sonuglar
ve istatistik degerlendirmeler Cizelge 4.5 de verilmistir. Etanol kontrol grubunda % 90
olarak bulunan larvalarin hayatta kalis orani, resveratrol gruplarinin en diisiik (0.1 mM)
ve en yiksek (I mM) dozlarinda sirasiyla % 90 ve % 75 olarak bulunmustur.

Resveratrol gruplarinda doz artigina bagli olarak hayatta kalis oranm1 azalmistir.
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Cizelge 4.5 Drosophila kanat benek testi ile resveratrol gruplarindan elde edilen

bulgular ve istatistik degerlendirmeler

Benek/kanat* Istatistiksel bulgular**

Uygulama Hayatta Kanat Kiigik  tekli Biiyiik  tekli Ikili benekler ~Toplam benek

gruplari kalis (%) sayis1  benekler benekler (m =5) sayisi

(1-2 hiicre) (>2 hiicre) (m =2)

(m =2) (m=5)
Etanol (% 6.4) 90 65 0.17 (11) 0.09 (6) 0.03 (2) 0.29 (19)
Resveratrol (mM)
0.1 90 70 0.09 (6) - 0.03 (2) - 0.00 (0) 1 0.11(8) -
0.2 88 75 0.11 (8) - 0.01 (1) - 0.03(2)1 0.15(11) -
0.5 81 75 0.11(9) - 0.03 (2) - 0.01 (1)1 0.16 (12) -
0.75 79 66 0.14 (9) - 0.05 (3) - 0.03(2)1 0.21 (14) -
1 75 40 0.15(6)1 0.08(3)1 0.03 (1)1 0.25(10) 1

*Kanat bagina diisen benek sayisi, Parantez iginde verilenler benek sayilaridir.
**Tekyonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: belirsiz, m: ¢ok
degiskenli faktor, olasilik seviyeleri:o= = 0.05

Resveratrol gruplarinda doz artisina baglh olarak kiiciik tekli ve toplam benek
sikliklart artmistir. Ancak etanol grubuyla karsilastirildiginda, resveratrol gruplarinda
her iki benek tipinin sikliginin azaldig: cizelge 4.5 de ve Sekil 4.4 de goriilmektedir.
Etanol grubunda kii¢iik tekli benek ve toplam benek sikliklar1 0.17 ve 0.29 iken en
yiksek dozun (1 mM) kullanildig1 resveratrol grubunda ise sirasiyla 0.15 ve 0.25
olarak bulunmustur. Tiim resveratrol gruplarinda biiyiikk tekli benek sikligi etanol
grubuna kiyasla daha az sayida gozlenmistir. En yiiksek resveratrol dozu (1 mM) harig
diger resveratrol gruplarinda kiiciik tekli benek, biiyiik tekli benek ve toplam benek
sikliklarinda istatistiksel agidan negatif sonuglar elde edilmistir. Resveratrol gruplarinda
ikili benek siklig1 etanol grubu ile ayni sayida veya etanol grubundan daha az sayida
bulunmustur. ikili benek sikliklarindaki bu sonuglar etanol ve resveratrol gruplari
arasinda istatistiksel acidan belirli bir farkin olmadigim1 gostermektedir. Bazi resveratrol
(0.2 mM, 0.5 mM ve 1 mM) gruplarinda gozlenen benek sikliklar1 Sekil 4.4 de

karsilastirilmstir.
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Sekil 4.4. Resveratrol uygulanan gruplarda kanat basma diisen benek tiplerinin

karsilastirilmast (EA : Etanol)

Resveratrol gruplarinda en fazla tekli beneklerin olustugu, biiyiik tekli beneklerin
ve ikili beneklerin ise dozlara bagl olarak farkli oranlarda olustugu goriilmektedir
(Sekil 4.4). Ancak ikili benekler haric, etanol grubuna kiyasla diger benek tipleri tiim

resveratrol gruplarinda daha az sayida kaydedilmistir.

4.1.2.3. Galanginin Genotoksik Etkisinin Arastirilmasi

Galanginin genotoksik etkisini belirlemek amaciyla 0.075 mM, 0.10 mM ve 0.25
mM konsantrasyonlarmin kullanildig1 ti¢ grup olusturulmustur. Galangin uygulanan
gruplardan elde edilen sonuglar ve etanol kontrol grubuna gore yapilan istatistik
degerlendirmeler Cizelge 4.6 da verilmistir. Galangin gruplarinda doz artigina paralel
olarak larvalarin hayatta kalis oranlar1 azalmistir. Etanol grubunda hayatta kalis oran1 %
90 iken, en diisiik (0.075 mM) ve en yiiksek (0.25 mM) dozun kullanildig1 galangin
gruplarinda sirastyla % 96 ve % 90 olarak bulunmustur. Etanol grubuna kiyasla

galanginin 0.10 mM ve 0.25 mM dozlarinda ise hayatta kalis oran1 artmustir.
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Cizelge 4.6. Drosophila kanat benek testi ile galangin gruplarindan elde edilen bulgular

ve istatistik degerlendirmeler

Benek/kanat™* Istatistiksel bulgular**
Uygulama Hayatta Kanat Kiigiik tekli Biiyiik tekli Tkili Toplam benek
gruplart kalis (%) sayisi benekler benekler benekler  sayisi
(1-2 hiicre)  (>2 hiicre) (m =5) (m =2)
(m=2) (m =5)
Etanol (% 6.4) 90 65 0.17 (11) 0.09 (6) 0.03 (2) 0.29 (19)
Galangin (mM)
0.075 96 80 0.13(10)-  0.04(3) - 0.03(2)i 0.19(15) -
0.10 94 82 0.13(11)-  0.06 (5) - 0.04(3)1 0.23(19)-
0.25 90 75 020 (15)1 0.07 (3) - 0.052)i 027(20)i1

*Kanat basina diisen benek sayisi, Parantez iginde verilenler benek sayilaridir.
**Tekyonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: belirsiz, m: ¢ok
degiskenli faktor, olasilik seviyeleri:o= = 0.05

Etanol grubunda kiigiik tekli benek sikligi 0.17 iken, 0.075 mM ve 0.10 mM
galangin gruplariin her ikisi i¢in de 0.13 olarak bulunmustur. Etanol grubuna kiyasla
galangin gruplarindaki kiiciik tekli benek sikligindaki bu azalma 6nemli oldugundan
istatistiksel a¢idan negatif olarak degerlendirilmistir. Ancak en yiiksek galangin
dozunda (0.25 mM) gozlenen kiiciik tekli benek sikligi, etanol grubunda gozlenen benek
sikligindan daha fazla bulunmasina (Sekil 4.5) karsin istatistiksel agidan 6nemli bir

farklilik elde edilememistir.
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Sekil 4.5. Galangin uygulanan gruplarda kanat basina diisen benek tiplerinin
karsilagtirilmasi (EA: Etanol)
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Galangin gruplarinda biiyiik tekli benek sikligi ve toplam benek sikligi doz
artigina paralel olarak artmis ancak etanol grubuna kiyasla daha az sayida gozlenmistir
(Sekil 4.5). Etanol grubunda biiyiik tekli benek ve toplam benek sikliklar sirastyla 0.09
ve 0.29 iken en yiiksek (0.25 mM) galangin dozunda ise 0.07 ve 0.27 olarak
bulunmustur. Etanol grubuna kiyasla her iki benek tipi de tiim galangin gruplarinda
azalmis ve bliyiik tekli beneklerdeki bu azalma istatistiksel agidan 6nemli oldugundan
negatif sonuclar elde edilmistir. Toplam beneklerde ise en yiiksek galangin dozu (0.25
mM) harig¢ diger dozlarda negatif sonuclar elde edilmistir. ikili benekler, artan galangin
dozlarina paralel olarak artmis, ancak en diisiik galangin dozu (0.075) hari¢ diger
dozlarda etanol grubuna gore daha fazla olarak kaydedilmislerdir (Sekil 4.5). Tim
galangin gruplarinda ikili benekler igin istatistiksel agidan Snemli bir farklilik elde

edilememistir.

4.1.2.4. Luteolinin Genotoksik Etkisinin Arastirilmasi

Luteolinin genotoksik etkisini belirlemek amaciyla 0.075, 0.10 ve 0.25 mM
konsantrasyonlarda uygulama gruplari olusturulmustur. Bu uygulama gruplarindan elde
edilen kanat benek testi bulgular1 ve istatistik degerlendirmeleri Cizelge 4.7 de

verilmigtir.

Cizelge 4.7. Drosophila kanat benek testi ile luteolin gruplarindan elde edilen bulgular

ve istatistik degerlendirmeler

Benek/kanat* Istatistiksel bulgular**

Uygulama Hayatta  Kanat Kiigik tekli Biiyik tekli Ikili Toplam benek
gruplari kalis (%) sayis1  benekler benekler benekler say1st
(1-2 hiicre) (>2 hiicre) (m =5) (m =2)
(m=2) (m=5)
Etanol (% 6.4) 90 65 0.17 (11) 0.09 (6) 0.03 (2) 0.29(19)
Luteolin (mM)
0.075 88 80 0.11(9) - 0.04 (3) - 0.03(2)1 0.17 (14) -
0.10 83 80 0.13 (10) - 0.05(4) - 0.03(2)1 0.20 (16) -
0.25 76 80 0.16 (13) - 0.08 (6) - 0.03(3)i 0.27 (22) i

*Kanat basina diisen benek sayisi, Parantez iginde verilenler benek sayilaridir.
**Tekyonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: belirsiz, m: ¢ok
degiskenli faktor, olasilik seviyeleri:o= 3= 0.05

Etanol grubunda % 90 olarak bulunan hayatta kalis oran1 en diisiik (0.075 mM)
luteolin dozunda % 88 iken, en yiiksek (0.25 mM) luteolin dozunda % 78 olarak
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bulunmus ve doz artisiyla hayatta kalis oranmin azaldigi goézlenmistir. Luteolin
gruplarinda doz artisina paralel olarak tekli beneklerin ve toplam benek sikliklart
artarken, ikili benek sikligi degismemistir (Sekil 4.6). Etanol grubunda kiigiik tekli
benek ve biiyiik tekli benek sikliklari sirastyla 0.17 ve 0.09 iken, en yiiksek (0.25 mM)
luteolin dozunda 0.16 ve 0.08 olarak bulunmustur. Tiim luteolin gruplarinda, tekli
beneklerin her ikisinin de etanol grubuna kiyasla azaldigi gozlenmistir. Tekli benek
sikliklarindaki azalma istatistiksel agidan onemli oldugundan tiim luteolin gruplarinda

negatif sonuclar elde edilmistir (Cizelge 4.7).
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Sekil 4.6. Luteolin uygulanan gruplarda kanat basina diisen benek tiplerinin

karsilastirilmasi (EA :Etanol)

Ikili benek siklig1 ise etanol ve luteolin gruplarinda 0.3 olarak bulunmus ve bu
sonuca gore istatistiksel acidan 6nemli bir farklilik elde edilememistir. Toplam benek
siklig1, etanol grubunda 0.29 iken en yiiksek (0.25 mM) luteolin dozunda 0.27 olarak
bulunmus ve tiim luteolin gruplarinda etanole kiyasla azalmistir. Toplam benekler igin,
luteolinin 0.25 mM dozunda istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik elde edilmezken,

diger luteolin dozlarinda negatif sonuglar elde edilmistir.
4.1.2.5. Mirisetinin Genotoksik Etkisinin Arastirilmasi

Mirisetinin genotoksik etkisini belirlemek amaciyla mirisetinin 0.5 mM, 1 mM ve

2 mM konsantrasyonlarmin kullanildigi gruplar olusturulmustur. Bu gruplarn
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olusturulurken mirisetin, distile su icerisinde hazirlandigindan istatistiksel
degerlendirmeler negatif kontrol grubu ile karsilagtirilarak yapilmistir. Bu gruplarin
kanat benek testinden elde edilen bulgular1 ve istatistik degerlendirmeleri Cizelge 4.8 de

verilmigtir.

Cizelge 4.8. Drosophila kanat benek testi ile mirisetin gruplarindan elde edilen bulgular

ve istatistik degerlendirmeler

Benek/kanat* [statistiksel bulgular**

Uygulama Hayatta Kanat Kiiciik tekli Biiyiik tekli Ikili Toplam benek
gruplart kalig (%)  sayist  benekler benekler benekler say1s1
(1-2 hiicre) (>2 hiicre) (m =5) (m =2)
(m=2) (m =5)
Kontrol 98 100 0.14 (14) 0.04 (4) 0.02 (2) 0.20 (20)
Mirisetin (mM)
0.5 100 80 0.09 (7) - 0.04 (3) - 0.00 (0) i 0.13 (10) -
1 100 60 0.1509) - 0.05 (3) - 0.00 (0) i 0.20 (12) -
2 71 65 0.20 (13) i 0.05(3) - 0.03(2)i 0.28 (18) i

*Kanat basina diisen benek sayisi, Parantez iginde verilenler benek sayilaridir.
**Tekyonlil Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: belirsiz, m: ¢ok
degiskenli faktor, olasilik seviyeleri:o= = 0.05

Kontrol grubunda larvalarin hayatta kalis orant % 98 iken, mirisetinin 0.5 ve 1
mM dozlarinin her ikisinde de % 100 ve en yiiksek (2 mM) mirisetin dozunda ise % 71
olarak bulunmustur (Cizelge 4.8).

Mirisetin gruplarinda kiigiik tekli benekler doz artigina paralel olarak artmustir.
Kontrol grubunda 0.14 olan kii¢iik tekli benek sikligi en diisiik (0.5 mM) ve en yiiksek
(2mM) mirisetin dozlarinda sirasiyla 0.09 ve 0.20 olarak bulunmustur. Kiigiik tekli
benekler i¢in uygulanan en yiiksek (2 mM) mirisetin dozunda istatistiksel agidan 6nemli
bir fark elde edilememis ancak diger dozlarda negatif sonuclar elde edilmistir. Biiyiik
tekli beneklerin sikligi, kontrol grubunda ve en diisiik mirisetin dozunda 0.04 iken, diger
mirisetin dozlarinda 0.05 olarak bulunmus ve tiim mirisetin gruplarinda istatistiksel
acidan negatif sonuclar elde edilmistir. Kontrol grubunda 0.02 olan ikili benek siklig1
ise, en yiiksek (2 mM) mirisetin dozunda 0.03 olarak bulunmustur. Ancak diger
mirisetin gruplar1 ikili benekleri hi¢ indiiklememistir (Sekil 4.7). Tim mirisetin
gruplarinda, ikili benek siklig1 bakimindan istatistiksel acidan 6énemli bir farklilik elde

edilememistir.
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Sekil 4.7. Mirisetin uygulanan gruplarda kanat basina diisen benek tiplerinin

karsilastirilmasi (0:Distile su)

Toplam benek siklig1 ise doz artigina paralel olarak artmistir. En yiiksek mirisetin
dozunda (2mM), toplam benek siklig1 kontrol grubundan daha fazla bulunmustur (Sekil
4.7). Toplam benekler bakimindan en yiiksek mirisetin dozu (2 mM) hari¢ diger

dozlarda istatistiksel agidan negatif sonuglar elde edilmistir.

4.1.3. Flavonoidlerin Antigenotoksik Etkilerinin Arastirilmasi

Son yillarda flavonoidlere artan ilgi nedeniyle flavonoidlerin farkli mutajenlere
kars1 cesitli test sistemlerinde antigenotoksik aktivitelerinin arastirildigi ¢ok sayida
caligma bulunmaktadir [29,52,136]. Calismamizin bu boliimiinde daha 6nce genotoksik
etkilerini arastirdigimiz ve genotoksik etkilerinin olmadigini belirledigimiz resveratrol,
galangin, luteolin ve mirisetin flavonoidlerinin MNU, SF ve MMC mutajenlerine karsi
antigenotoksik aktiviteleri kanat benek testi ile arastirilmistir. Bu amagla mutajenlerin
farkli dozlar1 literatiir taramasi ve genotoksisite c¢alismalar1 sonucuna gore
belirlenmistir. Flavonoidlerin ise genotoksisite ¢aligmalarinda kullanilan ve belirlenen
dozlar1 antigenotoksite calismalarinda mutajenlerle birlikte Bolim 3 te anlatildigi
sekilde uygulanmistir. Galangin ve luteolin genotoksite ¢aligmalarinda resveratrole ve

mirisetine gore oldukca diisiik dozlarda uygulandigindan, bu iki flavonoidin
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antigenotoksik  aktivitelerini arastirmak amaciyla genotoksisite ¢aligmalarinda
uygulanmis olan en diisiik mutajen dozlar1 secilmistir. Resveratrol ve mirisetinin ise
daha yiiksek mutajen dozlarina kars1 antigenotoksik aktiviteleri arastiritlmistir. Negatif
kontrol grubu olarak distile su uygulamasi yapilmistir. Antigenotoksite ¢aligmasinda bu
mutajenlerle aym1 zamanda pozitif kontrol gruplart da olusturulmustur. Ayrica
flavonoidlerin  farkli  konsantrasyonlarmin mutajenlerin indiikledigi beneklerin
olusumunu ne oranda baskiladigin1 belirlemek amaciyla % inhibisyon degerleri

Abraham’a gore [161] hesaplanmustir.

4.1.3.1. Resveratroliin Antigenotoksik Etkisinin Arastirilmasi

Resveratroliin (RES) antigenotoksik aktivitesini belirlemek amaciyla MNU (1
mM), SF (ImM) veya MMC (0.05 mM) ile birlikte uygulanan resveratroliin farkl
konsantrasyonlar1 i¢in ayr1 ayri uygulama gruplari olusturulmustur. Bu gruplarda her
mutajenin tek dozu ile resveratroliin ii¢ farkli dozu (0.2 mM, 0.5 mM ve 1 mM) birlikte
uygulanmistir. Uygulama gruplarindan elde edilen kanat benek testi sonuglar1 ve
istatistik degerlendirmeleri Cizelge 4.9 da verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore larvalarin hayatta kalis oranlar1 karsilastirildiginda;
MNU (1 mM) grubunda hayatta kalig oran1 % 95 olarak bulunurken, ayni MNU
konsantrasyonu ile birlikte uygulanan resveratroliin ii¢ farkli dozunda hayatta kalis
oranlar1 azalmistir (Cizelge 4.9). Bu sonuglar, resveratroliin genetoksite ¢alismalarinda
belirlenen hayatta kalis oranlarina benzer bulunmustur (Cizelge 4.5). SF (1 mM)
grubunda hayatta kalis oran1 % 67 iken, SF ile birlikte uygulanan resveratroliin 0.2 ve 1
mM dozlarinda sirastyla % 79 ve % 74 olarak bulunmustur. Hayatta kalis orani
resveratroliin doz artisina baglh olarak azalmis ancak SF grubuna goére daha yiiksek
bulunmustur. Benzer sekilde MMC (0.05 mM) grubunda oldukg¢a diisiik (% 46) olan
hayatta kalis oraninin, MMC ile birlikte uygulanan resveratrol gruplarinda yiiksek

oranlarda arttig1 (% 76-85) goriilmistiir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. Resveratroliin farkli dozlarinin MMC, SF ve MNU ile birlikte uygulanmasi

sonucunda D.melanogaster kanat benek testinde elde edilen bulgular ve istatistiksel

degerlendirmeler
Benek/kanat* [statistiksel bulgular**

Uygu]ama Hayatta Kanat Kug:uk tekli Buyuk tekli Ikili Toplam benek Ly h’lhba
gruplart kals sayis1  benekler benekler benekler sayisi 0
(%) (1-2 hiicre)  (>2 hiicre)  (m =5) (m =2)

(n=2) (m =5)
MNU (mM)
1 95 100 570 (570)  5.05(505) 1.50 (150)  12.25 (1225)
MNU (1mM) + Resveratrol (mM)
0.2 84 80 4.13(330)- 4.01(321)- 049 (39)- 8.63(690)-  30.08
0.5 85 80 3.46 (277)- 3.21(257)- 032(26)- 7.00 (560)-  43.57
1 82 80 3.40 (272)- 2.51(201)- 0.45(36)- 6.36(509)-  48.86
SF (mM)
1 67 75 316 (237) 0.84(63)  020(15)  4.20(315)
SF (1 mM) + Resveratrol (mM)
0.2 79 80 2.83(226)- 0.60 (48)- 0.12(10)- 3.55(284)-  16.25
0.5 75 80 2.03(162)- 0.32(26)- 0.10(8) - 245(196)-  43.75
1 74 80 2.12(170)- 023 (18)- 0.14(11)- 249 (199)-  39.60
MMC (mM)
0.05 60 72 6.53(471)  6.91(498) 3.53(254) 16.98 (1223)
MMC (0.05 mM)+ Resveratrol (mM)
0.2 80 80 521 (417)- 4.92(394)- 2.46(197)- 12.60 (1008) - 26.13
0.5 76 80 4.07 (326)- 4.11(329)- 2.07 (166)- 10.26 (821) - 40.05
1 85 80 3.04 (243) - 2.95(236)- 1.72(138)- 7.71(617) - 55.25

* Kanat bagina diisen benek sayisi, Parantez iginde verilenler benek sayilaridir.

**Tekyonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: belirsiz, m: ¢ok
degiskenli faktor, olasilik seviyeleri:o= = 0.05

2o inhibisyon hesaplanmasi, Abraham [161]

MNU grubu ve MNU ile resveratroliin farkli dozlarmin birlikte uygulandigi
gruplarda benek tiplerinin siklig1 karsilagtirildiginda, resveratrol dozunun artisina bagh
olarak MNU’nun indiikledigi kiiciik ve biiyiik tekli benek, ikili benek ve toplam benek
sikliklarimin azaldig1 Cizelge 4.9 ve Sekil 4.8 de goriilmektedir.
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Sekil 4.8. MNU (ImM)’nun neden oldugu benek tipleri iizerine MNU ile birlikte

uygulanan resveratroliin farkli dozlarinin etkisi

MNU ile birlikte uygulanan resveratrol gruplarinda ikili benek sikligindaki
azalma, resveratrol dozuna bagli olarak degisen oranlarda gozlenmistir. Ikili benek
sikligin1 en fazla resveratroliin 0.5 mM dozu azaltmistir (Sekil 4.8). MNU grubunda
kiigiik tekli benek siklig1 5.70 ve biiytik tekli benek siklig1 5.05 iken, MNU ile birlikte
uygulanan resveratroliin 0.2 mM dozunda kiiciik ve biiyiik tekli benek sikliklari
sirastyla 4.13 ve 3.40 olarak bulunmustur. MNU grubunda toplam benek sikligr 12.25
iken, MNU ile birlikte uygulanan resveratrolin 0.2 mM dozunda 8.63 olarak
bulunmustur. Birlikte uygulama gruplarinda, MNU grubuna kiyasla tiim benek
tiplerinin sikliklarindaki azalma istatistiksel olarak énemli oldugundan negatif sonuglar
elde edilmistir.

SF (1 mM) grubundan ve aymi SF dozu ile birlikte uygulanan resveratrol
gruplarimdan (SF+RES) elde edilen kanat benek testi sonuglart Cizelge 4.9 da
gosterilmistir. Bu sonuglara gore SF ile birlikte uygulanan resveratrol gruplarinda,
SF’nin neden oldugu tiim benek tiplerinin sikliklar1 degisen oranlarda azalmigtir. Kiigiik
tekli benek, ikili benek ve toplam benek sikliklarindaki azalma en fazla SF ile birlikte

uygulanan resveratroliin 0.5 mM dozunda gézlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. SF (1 mM)’nin neden oldugu benek tipleri tizerine SF ile birlikte uygulanan

resveratrolin farkli dozlarmin etkisi

SF grubuna kiyasla SF ile birlikte uygulanan tiim resveratrol gruplarinda,
resveratroliin doz artigina paralel olarak biiyiik tekli beneklerin sikliginin azaldigi
gozlenmistir (Cizelge 4.9). SF ile resveratroliin farkli dozlarinin birlikte uygulanmasiyla
olusturulan tiim gruplarda kii¢iik ve biiyiik tekli benekler, ikili benekler ve toplama
beneklerin sikliklarindaki azalma istatistiksel agidan Onemli oldugundan negatif
sonuclar elde edilmistir.

Son olarak resveratroliin antigenotoksik aktivitesi MMC’nin 0.05 mM dozuna
karst arastirilmigtir. MMC (0.05 mM) ve resveratroliin farkli dozlarmin (MMC+RES)
birlikte uygulanmastyla olusturulan gruplardan elde edilen kanat benek testi sonuglari
Cizelge 4.9 da verilmistir. Elde edilen bu sonuglara gére MMC ile birlikte uygulanan
resveratrol gruplarinda, MMC’nin indiikledigi tiim benek tiplerinin sikliinin resveratrol
dozunun artigina paralel olarak azaldigi bulunmustur (Sekil 4.10). MMC grubunda
kiigiik ve biiyiik tekli benek sikliklar1 sirasiyla 6.53 ve 6.91 iken, MMC ile birlikte
uygulanan resveratroliin 0.2 mM dozunda 5.21 ve 4.92 olarak bulunmustur. Birlikte
uygulama gruplarinda kullanilan resveratroliin tiim dozlari, MMC’nin indiikledigi
biiyiik tekli beneklerin olusumunu kiiciik tekli beneklere kiyasla daha fazla

engellemistir.
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Sekil 4.10. MMC (0.05 mM)’nin neden oldugu benek tipleri iizerine MMC ile birlikte

uygulanan resveratroliin farkli dozlarinin etkisi

MMC grubunda ikili benek ve toplam benek siklig1 sirasiyla 3.35 ve 16,98 iken
MMC ile birlikte uygulanan resveratroliin 0.2 mM dozunda 2.46 ve 16.60 olarak
bulunmustur (Cizelge 4.9). MMC ile birlikte uygulanan tiim resveratrol gruplarinda tiim
benek tiplerinin sikliklarindaki azalma istatistiksel agcidan 6nemli oldugundan negatif
sonuclar elde edilmistir.

Mutajenlerle birlikte uygulanan tiim resveratrol dozlart MNU (1 mM), SF (1 mM)
ve MMC (0.05 mM) mutajenlerinin indiikledigi benek tiplerini degisen oranlarda inhibe
etmistir (Sekil 4.11). Hesaplanan inhibisyon degerleri Cizelge 4.9 da verilmigtir. MNU
veya MMC ile birlikte uygulanan resveratrol gruplarinda % inhibisyon degerleri
resveratrol dozunun artisina paralel olarak artmistir (Sekil 4.11). Resveratroliin 0.2 mM
ve 0.5 mM dozlari, MNU’nun indiikledigi benekleri MMC’nin indiikledigi beneklere
gore daha fazla inhibe ederken, en yiiksek resveratrol dozunda (1 mM) ise tam tersi bir
durum gdzlenmistir. SF ile birlikte uygulanan resveratrol konsantrasyonlar
karsilastirildiginda, SF tarafindan indiiklenen benekleri en fazla 0.5 mM resveratrol

dozunun inhibe ettigi gozlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. MNU, SF ve MMChin D. melanogaster'de indiikledigi somatik

mutasyonlara karsi resveratroliin farkli dozlarinin inhibisyon etkisi

4.1.3.2. Galanginin Antigenotoksik Etkisinin Arastirilmasi

Galanginin (GAL) antigenotoksik aktivitesini belirlemek amaciyla MNU (0.5
mM), SF (0.5 mM) veya MMC (0.025 mM) ile birlikte uygulanan galangin (mutajen +
galangin) gruplar1 olusturuldu. Bu gruplarda her mutajenin tek dozu ile galanginin ii¢
farkli dozu (0.075 mM, 0.10 mM ve 0.25 mM) birlikte uygulandi. Uygulama
gruplarindan elde edilen kanat benek testi sonuglari ve istatistik degerlendirmeleri
Cizelge 4.10 da verilmistir.

Elde edilen sonucglara gore larvalarin hayatta kalis oranlar1 karsilastirildiginda;
MNU (0.5 mM) grubunda hayatta kalis oran1 % 96 iken aynt MNU dozu ile birlikte
uygulanan en yiiksek (0.25 mM) galangin dozunda ise % 71 olarak bulunmustur. MNU
grubuna kiyasla birlikte uygulama gruplarinda, galangin dozunun artigina paralel olarak
hayatta kalis oran1 azalmistir (Cizelge 4.10). SF (0.5 mM) grubunda hayatta kalis orani
% 72 iken aym1 SF dozu ile birlikte uygulanan galanginin 0.075 ve 0.25 mM dozlarinda
ise sirastyla % 81 ve % 85 olarak bulunmustur. SF ile birlikte uygulanan galangin
gruplarinda hayatta kalis oran1 galanginin doz artisina paralel olarak artmistir. Benzer
sekilde MMC (0.025 mM) grubunda % 64 olan hayatta kalis orani, MMC ile birlikte
uygulanan galangin gruplarinda doz artisina bagli olarak yiiksek oranda (% 92-85)
artmistir (Cizelge 4.10). MMC’nin neden oldugu toksik etkiyi en fazla 0.10 mM
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galangin dozu azaltmis ve bu dozun kullamldig: birlikte uygulama grubunda hayatta

kalis oran1 % 92 olarak bulunmustur.

Cizelge 4.10. Galanginin farkli dozlarinin MMC, SF ve MNU ile birlikte uygulanmasi

sonucunda D.melanogaster kanat benek testinde elde edilen bulgular ve istatistiksel

degerlendirmeler
Benek/kanat* Istatistiksel bulgular**

Uygulama Hayatta  Kanat Kiigiik tekli Biiyiik tekli Ikili Toplam benek %

gruplari kalis (%) sayis1 benekler benekler benekler sayis1 inhb®
(1-2 hiicre)  (>2 hiicre) (m=5) (m =2)
(m =2) (m =5)

MNU (mM)

0.5 96 100 4.90 (490) 4.61(461) 1.45(145) 10.96 (1096)

MNU (0.5 mM) + Galangin (mM)

0.075 76 80 4.80 (384)- 3.84(307)- 1.01(81)- 9.65(772)- 12.17

0.10 74 80 3.35(268)- 3.12(250)- 0.92(74)- 7.40(592)-  33.09

0.25 71 80 2.90(232)- 2.42(194)- 0.25(20)- 5.58(446)-  50.05

SF (mM)

0.5 72 66 1.70 (112)  0.64 (42) 0.09 (6) 2.42 (160)

SF (0.5 mM) + Galangin (mM)

0.075 81 80 1.45(116) - 0.70(56)i  0.07 (6) - 223(178)-  8.958

0.10 83 80 1.01 (81) - 0.61(49)- 0.05(4)- 1.68 (134)-  33.69

0.25 85 80 0.58 (46) - 0.23(18)- 0.01(1)- 0.81(65) - 72.46

MMC (mM)

0.025 64 80 4.15(332) 4.73(379) 2.80(224) 11.69(935)

MMC (0.025 mM) + Galangin (mM)

0.075 90 80 4.00 (320)- 4.12(330)- 2.40(192)- 10.52(842)- 10.12

0.10 92 80 3.02 (242)- 3.50(280)- 2.03(162)- 8.55(684) - 2731

0.25 85 80 2.10(168) - 2.01(161)- 1.76 (141)- 5.88(470) - 50.60

*Kanat basina diigen benek sayisi, Parantez iginde verilenler benek sayilaridir.

**Tekyonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: belirsiz, m: ¢ok
degiskenli faktor, olasilik seviyeleri:o= = 0.05

%94 inhibisyon hesaplanmas1, Abraham [161]

MNU ile birlikte uygulanan galangin gruplarinda, galangin dozunun artigina bagh
olarak MNU tarafindan olusturulan kiigiik ve biiyiik tekli beneklerin, ikili beneklerin ve
toplam beneklerin sikliklar1 azalmistir (Sekil 4.12). MNU ile birlikte uygulanan en
diisiik galangin dozunda (0.075 mM), MNU’nun olusturdugu biiyiik tekli benekler
kiigiik tekli beneklerden daha fazla baskilanirken, kullanilan diger galangin dozlarinda

ise benzer oranlarda baskilanmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. MNU (0.5 mM)’nun neden oldugu benek tipleri tizerine MNU ile birlikte

uygulanan galanginin farkli dozlarinin etkisi

Ikili benekler ise en fazla MNU ile birlikte uygulanan en yiiksek galangin
dozunda (0.25 mM) azalmistir. Toplam benek sikligt MNU grubunda 10.96 iken, MNU
ile birlikte uygulanan galanginin en diisiik (0.075 mM) ve en yiiksek (0.25 mM)
dozlarindan sirastyla 9.65 ve 5.58 olarak bulunmustur. MNU grubuna kiyasla, ayni
MNU dozuyla birlikte uygulanan tiim galangin gruplarinda, benek tiplerinin
sikliklarindaki azalma istatistiksel olarak 6nemli bulundugundan negatif sonuclar elde
edilmistir.

SF (0.5 mM) grubu ve aymi1 SF dozuyla birlikte uygulanan galangin gruplarinda
elde edilen kanat benek testi sonuglar1 Cizelge 4.10 da verilmistir. Bu sonuglara gore,
SF ile birlikte uygulanan tiim galangin gruplarinda, SF’nin indiikledigi kiigiik tekli
benek, ikili benek ve toplam beneklerin sikligimin galangin dozunun artigina paralel
olarak azaldig1 goriilmektedir (Sekil 4.13). SF grubunda kiiciik tekli benek sikligi 1.70
iken, SF ile birlikte uygulanan galanginin 0.075 mM dozunda 1.45 olarak bulunmustur.
SF grubunda ikili benek ve toplam benek siklig1 sirasiyla 0.09 ve 2.42 iken, SF ile
birlikte uygulanan en diisiik (0.075 mM) galangin dozunda sirastyla 0.07 ve 2.23 olarak
gbzlenmistir. Tim birlikte uygulama gruplarinda, her {ic benek tipinin sikligindaki
azalma istatistiksel olarak 6nemli bulunmus ve negatif sonuglar elde edilmistir. Biiyiik

tekli beneklerde ise degisen sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. SF’nin (0.5 mM) neden oldugu benek tipleri iizerine SF ile birlikte

uygulanan galanginin farkli dozlarinin etkisi

SF grubunda 0.64 olan biiyiik tekli benek sikligi, SF ile birlikte uygulanan en
diisiik galangin dozunda (0.075 mM) cok az bir artis gdstererek 0.70 olarak bulunmus
ve bu artisa karsin istatistiksel olarak O6nemli bir sonug¢ elde edilememistir. SF ile
birlikte uygulanan diger galangin gruplarinda, SF’nin neden oldugu biiyiik tekli
benekler galangin dozunun artigina paralel olarak azalmistir (Sekil 4.13). Biiyiik tekli
benek sikligindaki bu azalma istatistiksel agidan énemli bulundugundan negatif olarak
degerlendirilmistir.

Son olarak galanginin antigenotoksik aktivitesi MMC (0.025 mM) mutajenine
kars1 arastirilmistir. MMC (0.025 mM) ile galanginin farkli dozlarinin (MMC+GAL)
birlikte uygulanmasiyla olusturulan gruplardan elde edilen kanat benek testi sonuglar
Cizelge 4.10 da verilmistir. Elde edilen sonuglara gére MMC ile birlikte uygulanan tiim
galangin gruplarinda, artan galangin dozuna bagli olarak MMC tarafindan indiiklenen
kiigiik ve biiyiik tekli benek, ikili benek ve toplam benek sikliginin azaldig1 goriilmiistiir

(Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. MMC (0.025 mM)’nin neden oldugu benek tipleri iizerine MMC ile birlikte

uygulanan galanginin farkli dozlarinin etkisi

MMC grubunda kii¢iik tekli benek ve biiylik tekli benek siklig1 sirasiyla 4.15 ve
4.73 iken, MMC ile birlikte uygulanan en yiiksek (0.25 mM) galangin dozunda 4.00 ve
4.12 olarak bulunmustur. MMC grubunda ikili benek ve toplam benek siklig1 sirasiyla
2.80 ve 11.69 iken, en yiiksek (0.25 mM) galangin dozunda 1.76 ve 5.88 olarak
bulunmustur. MMC ile birlikte uygulanan tiim galangin gruplarinda, benek tiplerinin
sikligindaki azalma istatistiksel agidan Onemli oldugundan negatif sonuglar elde
edilmistir (Cizelge 4.10).

Galangin, birlikte uygulama yapilan tiim gruplarda MNU (0.5 mM), SF (0.5 mM)
veya MMC (0.025 mM) mutajenlerinin olusturdugu toplam benekleri degisen oranlarda
azaltmistir (Sekil 4.15). Mutajenler ile birlikte uygulanan farkli galangin dozlarinin,
mutajenlerin indiikledigi benekleri ne oranda engelledigini belirlemek amaciyla %
inhibisyon degerleri hesaplanarak Cizelge 4.10 da verilmistir. MNU, SF veya MMC ile
birlikte uygulanan galangin gruplarinda, % inhibisyon degerleri galanginin doz artigina
paralel olarak artmigtir. Birlikte uygulama gruplarinda kullanilan en diisiik (0.075)
galangin dozu, mutajenlerin indiikledigi benekleri benzer oranlarda (% 8.96-12.17)
inhibe etmistir. Ancak en yiiksek (0.25 mM) galangin dozu, en fazla SF nin olusturdugu
benekleri (% 72.46) baskilarken, MNU ve MMC’nin indiikledigi benekleri benzer
oranda (% 50.05 ve 50.60) baskilamistir.
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Sekil 4.15. MNU, SF ve MMChin D. melanogaster'de indiikledigi somatik

mutasyonlara kars1 galanginin farkli dozlarinin inhibisyon etkisi

4.1.3.3. Luteolinin Antigenotoksik Etkisinin Arastirilmasi

Luteolinin antigenotoksik aktivitesini belirlemek amaciyla MNU (0.5 mM), SF
(0.5 mM) veya MMC (0.025 mM) ile birlikte uygulanan luteolinin farkli
konsantrasyonlar1 i¢in gruplar olusturuldu. Bu gruplarda mutajenlerin sabit dozu ile
luteolinin farkli dozlar1 (0.075 mM, 0.10 mM ve 0.25 mM) birlikte uyguland:.
Uygulama gruplarindan elde edilen kanat benek testi sonuglari ve istatistik
degerlendirmeleri Cizelge 4.11 da verilmistir.

Elde edilen sonuclara gore, larvalarin hayatta kalis orant MNU (0.5 mM) grubuna
kiyasla aynt MNU dozu ile birlikte uygulanan luteolin gruplarinda azalmistir. MNU
grubunda % 96 olan hayatta kalis orani, MNU ile birlikte uygulanan luteolinin 0.1 mM

dozunda % 76 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.11. Luteolinin farkli dozlarmin MMC, SF ve MNU ile birlikte uygulanmasi
sonucunda D.melanogaster kanat benek testinde elde edilen bulgular ve istatistiksel

degerlendirmeler

Benek/kanat* Istatistiksel bulgular**

Uygulama Hayatta  Kanat Kiigik tekli Biiyik tekli Ikili benekler Toplam benek “

gruplart  Kalis (%) sayis1 benekler benekler (m =5) sayi1s1 inhb®
(1-2 hiicre) (>2 hiicre) (m =2)
(m =2) (m =5)
MNU (mM)
0.5 96 100 4.90(490) + 4.61(461)+ 1.45(145)+  10.96 (1096)+
MNU (0.5 mM) + Luteolin (mM)
0.075 81 80 421(337)- 391(13)- 1.15(92) - 9.28 (742) - 15.66
0.10 76 80 3.54(283)-  3.04(243)-  0.98(78) - 7.55(604)-  31.69
0.25 84 80 274 (219)-  2.45(196)-  0.42(34)- 5.61(449)- 497
SF (mM)
0.5 72 66 1.70 (112) +  0.64 (42) + 0.09 (6)+ 2.42 (160) +
SF (0.5 mM)+ Luteolin (mM)
0.075 80 80 1.21 (97) - 0.54 (43) - 0.09 (7) - 1.84(147)-  26.38
0.10 75 80 1.02 (82) - 0.34 (27) - 0.04 (3) - 1.40 (112)-  46.05
0.25 74 80 0.90 (72) - 0.22(18) - 0.06 (4) - 1.18(94) -  56.16
MMC (mM)
0.025 64 80 4.15332)+ 473379+ 2.80(224)+  11.69 (935)+
MMC (0.025 mM)+ Luteolin (mM)
0.075 80 80 390(312)-  421(337)- 2.70(216) - 10.81 (865)- 7.617
0.10 75 80 3.05(244)-  3.23(258)-  2.06(165)- 834 (667) - 29.16
0.25 70 80 1.87 (150) - 1.54 (123) - 1.42 (114)-  4.84(387) - 59.63

*Kanat basina diigen benek sayisi, Parantez iginde verilenler benek sayilaridir.

**Tekyonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: belirsiz, m: ¢ok
degiskenli faktor, olasilik seviyeleri:o= = 0.05

* 9% inhibisyon hesaplanmasi, Abraham [161]

SF (0.5 mM) grubunda hayatta kalig oran1 % 72 iken, SF ile birlikte uygulanan en
yiiksek (0.25 mM) luteolin dozunda % 74 olarak bulunmustur. Hayatta kalis orani, SF
grubuna kiyasla SF ile birlikte uygulanan luteolin gruplarinda artmistir. Benzer sekilde
MMC (0.025 mM) ile birlikte uygulanan luteolin gruplarinda da MMC grubuna kiyasla
hayatta kalis orani artmistir. MMC grubunda % 64 olan hayatta kalis orani, luteolinin
0.075 mM ve 0.25 mM dozlarinda sirasiyla % 80 ve % 70 olarak bulunmustur (Cizelge
4.11).

MNU (0.5 mM) ile birlikte uygulanan luteolin gruplarinda MNU’nun indiikledigi
biiyiilk ve kiiclik tekli benekler, ikili benekler ve toplam benekler luteolin dozunun

artisina bagh olarak azalmistir (Sekil 4.16).
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Benek Sayisi/ Kanat Sayis:
(=)}
L

Kiigiik Tekli Benek BiiyiikTekli Benek Ikili Benek Toplam Benek

Sekil 4.16. MNU (0.5 mM)’nun neden oldugu benek tipleri iizerine MNU ile birlikte

uygulanan luteolinin farkli dozlarinin etkisi

MNU grubunda kiigiik ve biiyiik tekli benek siklig1 sirasiyla 4.90 ve 4.61 iken
MNU ile birlikte uygulanan en diisiik (0.075 mM) luteolin dozunda 4.21 ve 3.91 olarak
bulunmustur. MNU grubunda ikili ve toplam benek siklig1 sirasiyla 1.45 ve 10.96 olarak
bulunurken, MNU ile birlikte uygulanan en diisiik luteolin dozunda ise 1.15 ve 9.28
olarak goézlenmistir.r MNU grubuna kiyasla MNU ile birlikte uygulanan tim luteolin
gruplarinda gdzlenen tiim benek tiplerinin siklikliklarindaki azalma istatistiksel agidan
onemli bulunmus ve negatif sonuclar elde edilmistir (Cizelge 4.11)

SF (0.5 mM) ile luteolinin farkli dozlarmin (SF+LUT) birlikte uygulamasiyla
olusturulan gruplardan elde edilen kanat benek testi sonuglar1 Cizelge 4.11 de
verilmistir. SF ile birlikte uygulanan tiim luteolin gruplarinda artan luteolin dozuna
paralel olarak kiiciik ve biiyiik tekli benek ile toplam benek siklig1 azalmistir (Sekil
4.17). SF grubunda kiigiik tekli benek ve biiyiik tekli benek sikligi sirasiyla 1.70 ve 0.64
iken en yiiksek luteolin dozunun (0.25 mM) kullanildig1 grupta 0.90 ve 0.22 olarak
bulunmustur. SF ile birlikte uygulanan tiim luteolin gruplarinda tekli beneklerin her
ikisinde de gozlenen azalma istatistiksel acidan 6nemli oldugundan negatif sonuglar

elde edilmistir.
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Sekil 4.17. SF (0.5 mM)’nin neden oldugu benek tipleri iizerine SF ile birlikte

uygulanan luteolinin farkli dozlarinin etkisi

Ikili beneklerde ise SF ile birlikte uygulanan luteolinin dozlarma bagl olarak
degisen sonuglar elde edilmistir. En diisiik (0.075) luteolin dozunun kullanildig1 birlikte
uygulama grubu ile SF grubunda ikili benek siklig1 0.09 iken, SF ile birlikte uygulanan
luteolinin 0.10 mM ve 0.25 mM dozlarinda sirasiyla 0.04 ve 0.06 olarak bulunmustur.
Toplam benek siklig1 luteolin dozunun artisina paralel olarak azalmustir. Ikili benekler
ve toplam benekler bakimindan SF ile birlikte uygulanan tiim luteolin gruplarinda
istatistiksel acidan negatif sonuclar elde edilmistir.

Son olarak luteolinin antigenotoksik aktivitesi MMC (0.025 mM) mutajenine
karst arastirilmigtir. MMC (0.025 mM) ve luteolinin farkli dozlariin (MMC+LUT)
birlikte uygulanmastyla olusturulan gruplardan elde edilen kanat benek testi sonuglari
Cizelge 4.11 de verilmistir. MMC ile birlikte uygulanan luteolin gruplarinda MMC’nin
indiikledigi tiim benek tiplerinin sikliginin luteolin dozunun artisina bagli olarak
azaldigr Sekil 4.18 de goriilmektedir. MMC grubunda kiiciik ve biiyiik tekli benek
sikligr sirasiyla 4.15 ve 4.73 iken, MMC ile birlikte uygulanan luteolinin 0.25 mM

dozunda 1.87 ve 1.44 olarak bulunmustur.
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Benek Sayisi/ Kanat Sayisi
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Sekil 4.18. MMC (0.025)’nin neden oldugu benek tipleri {izerine MMC ile birlikte

uygulanan luteolinin farkl dozlariin etkisi

MMC grubunda ikili benek ve toplam benek siklig1 sirasiyla 2.80 ve 11.69 iken,
MMC ile birlikte uygulanan luteolinin 0.25 mM dozunda ise 1.42 ve 4.84 olarak
bulunmustur (Cizelge 4.11). MMC grubuna kiyasla MMC ile luteolin birlikte uygulama
gruplarinda kiiciik ve biiyiik tekli benek, ikili benek ile toplam benek sikligindaki
azalma istatistiksel acidan 6nemli oldugundan negatif sonuglar elde edilmistir.

Luteolin, birlikte uygulama gruplarinda mutajenlerin indiikledigi tim benek
tiplerinin sikligin1 azaltmistir. Bu sonuclara gore luteolinin farkli dozlari, kanat benek
testinde MNU (0.5 mM), SF (0.5 mM) ve MMC (0.025 mM) mutajenlerinin genotoksik
aktivitelerini degisen oranlarda baskilamistir. Hesaplanan % inhibisyon degerleri ise
Cizelge 4.11 de verilmistir.

Luteolinin farkli dozlarimin MNU, SF ve MMC ye kars1 gostermis oldugu
inhibisyon etkileri Sekil 4.19 da goriillmektedir. Mutajenlerle birlikte uygulanan luteolin
gruplarinda luteolinin doz artigina paralel olarak % inhibisyon degerleri artmigtir. En
yliksek luteolin dozunun (0.25 mM) kullanildig: birlikte uygulama gruplarinda, luteolin
en fazla MMC’nin indiikledigi benekleri inhibe etmistir. En diisiik luteolin dozunun
(0.075 mM) kullanildig1 birlikte uygulama gruplarinda ise luteolin en fazla SF’nin

indiikledigi benekleri inhibe etmisgtir.
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Sekil 4.19. MNU, SF ve MMChin D. melanogaster'de indiikledigi somatik

mutasyonlara karsi luteolinin farkli dozlarinin inhibisyon etkisi

4.1.3.4. Mirisetinin Antigenotoksik Etkisinin Arastirilmasi

Mirisetinin (MRS) antigenotoksik aktivitesini belirlemek amaciyla MNU (1
mM), SF (1 mM) ve MMC (0.05 mM) mutajenlerinin kullanildig1 mutajen ve mirisetin
birlikte uygulama gruplar1 olusturuldu. Bu gruplarda her mutajenin sabit dozu ile
mirisetinin {i¢ farkli dozu (0.5 mM, 1 mM ve 2 mM) birlikte uygulandi. Uygulama
gruplarindan elde edilen kanat benek testi sonuglar1 ve istatistik degerlendirmeler
Cizelge 4.12 de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore, MNU (1 mM) ile birlikte uygulanan mirisetin
gruplarinda hayatta kalig oranlari, mirisetinin doz artisina paralel olarak artmis ancak
MNU grubuna kiyasla daha digiik bulunmustur. MNU grubunda % 95 olan hayatta
kalis orani, MNU ile birlikte uygulanan mirisetinin 2 mM dozunda % 85 olarak
bulunmustur (Cizelge 4.12). SF (1 mM) ile birlikte uygulanan mirisetin gruplarinda ise,
mirisetin dozunun artisina baglh olarak hayatta kalis oranlar1 azalmis ancak SF grubunda
gozlenen diisiik hayatta kalis orani artmistir. SF grubunda hayatta kalis oran1 % 67
iken, mirisetinin 0.5 mM dozunda % 79 olarak bulunmustur. MMC (0.05 mM)
grubundaki diisiik hayatta kalis oran1 (% 60), MMC ile birlikte uygulanan mirisetin
gruplarinda % 80-85 seviyelerine yiikselmistir (Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.12. Mirisetinin farkli dozlarmin MMC, SF ve MNU ile birlikte uygulanmasi

sonucunda D.melanogaster kanat benek testinde elde edilen bulgular ve istatistiksel

degerlendirmeler
Benek/kanat* Istatistiksel bulgular**
Uygulama Hayatta Kanat Kigik tekli Biiyik tekli Ikili Toplam benek %
gruplari Kalis (%) sayis1  benekler benekler benekler sayisi inhb?
(1-2 hiicre) ~ (>2 hiicre) (m =5) (m =2)
(m =2) (m =5)
MNU (mM)
1 95 100 5.70 (570) + 5.05(505)+ 1.50 (150)+ 12.25(1225)+
MNU (1 mM) + Mirisetin (mM)
0.5 82 80 497 (398)- 4.07(326)- 1.00(80)-  10.05 (804)- 18.26
1 83 80 341 (273)- 3.56(285)- 0.89(71)-  7.86(629) - 36.41
2 85 80 3.54 (283)- 3.08(246)- 0.75(60)-  7.36(589) - 40.56
SF (mM)
1 67 75 3.16 (237)+ 0.84(63)+  0.20(15)+ 4.20(315)+
SF (1ImM) + Mirisetin (mM)
0.5 79 80 3.00 (240) - 0.60 (48) - 0.15(12) -  3.75(300) - 11.25
1 75 80 2.14 (171)- 0.37 (30) - 0.09(7) - 2.60(208) - 40.00
2 71 80 1.52 (122)- 0.14(11) - 0.11(9) - 1.78(142)- 60.63
MMC (mM)
0.05 60 72 6.53 (471)+ 6.91(498)+ 3.53(254)+ 16.98 (1223) +
MMC (0.05 mM) + Mirisetin (mM)
0.5 85 80 4.01 (321)- 4.32(346)- 3.02(242)- 11.36(909)- 33.5
1 85 80 3.10 (248) - 3.12(250)- 1.65(132)- 7.88(630) - 542
2 80 80 2.50 (200)- 2.10(168)- 1.04(83) - 5.64(451) - 67.61

*Kanat bagina diisen benek sayisi, Parantez iginde verilenler benek sayilaridir.

**Tekyonlii Kastenbaum-Bowman Testi, Frei ve Wiirgler (1988), +: pozitif, -: negatif, i: belirsiz, m: ¢ok
degiskenli faktor, olasilik seviyeleri:o= = 0.05

% 9% inhibisyon hesaplanmas1, Abraham [161]

MNU (1 mM) ve mirisetinin farkli dozlarinin birlikte uygulanmasiyla olusturulan
gruplarda, MNU’nun indiikledigi tim benek tiplerinin sikligi, mirisetinin doz artisina
paralel olarak azalmustir (Sekil 4.20). MNU grubunda kiigiik tekli benek ve biiytik tekli
benek siklig1 sirasiyla 5.70 ve 5.05 iken, MNU ile birlikte uygulanan mirisetinin 0.5
mM dozunda ise 4.97 ve 4.07 olarak bulunmustur. Kii¢iik tekli benekleri en fazla
mirisetinin 1 mM dozu baskilamistir (Sekil 4.20). MNU ile birlikte uygulanan tiim
mirisetin gruplarinda, kiiciik tekli ve biiylik tekli beneklerin sikligindaki azalma

istatistiksel acidan 6nemli oldugundan negatif sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 4.20. MNU (1 mM)’nun neden oldugu benek tipleri iizerine MNU ile birlikte

uygulanan mirisetinin farkli dozlarinin etkisi

MNU grubunda ikili benek ve toplam benek sikliklari sirasiyla 1.50 ve 12.25
iken, MNU ile birlikte uygulanan mirisetinin 0.5 mM dozunda ise 1.00 ve 10.05 olarak
bulunmustur. MNU ile birlikte uygulanan tiim mirisetin gruplarinda, her iki benek
tipinin sikligindaki azalma istatistiksel agidan énemli oldugundan negatif sonuglar elde
edilmistir.

SF (1 mM) ile mirisetinin farkli dozlarimin (SF+MRS) birlikte uygulamasiyla
olusturulan gruplardan elde edilen kanat benek testi sonuglar1 Cizelge 4.12 de
verilmistir. Bu sonuglara gore, SF (1 mM) grubuna kiyasla, SF ve mirisetin birlikte
uygulama gruplarinda mirisetin dozunun artigina paralel olarak tiim benek tiplerinin
sikliginin azaldig1 goriilmektedir (Sekil 4.21). SF grubunda kiiciik ve biiyiik tekli benek
siklig sirasiyla 3.16 ve 0.84 iken, SF ile birlikte uygulanan en diisiik (0.5 mM) mirisetin
dozunda ise 3.00 ve 0.60 olarak bulunmustur. ikili benek siklig1 SF grubunda 0.29 iken,
SF ile birlikte uygulanan mirisetinin 1 mM dozunda en fazla baskilanmis ve 0.09 olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.21. SF (1 mM)’nin neden oldugu benek tipleri tizerine SF ile birlikte uygulanan

mirisetinin farkli dozlarinin etkisi

SF grubunda 4.20 olan toplam benek sikligi, SF ile birlikte uygulanan en diisiik
(0.5 mM) mirisetin grubunda 3.75 olarak gézlenmistir. SF ile birlikte uygulanan tiim
mirisetin gruplarinda, benek tiplerininin sikligindaki azalma istatistiksel acidan énemli
bulunmus ve negatif sonuglar elde edilmistir.

Mirisetinin antigenotoksik aktivitesi son olarak MMC (0.05 mM) mutajenine kars1
arastirtlmistir. MMC (0.05 mM) ile mirisetinin farkli dozlarinin birlikte uygulanmasiyla
olusturulan gruplardan elde edilen kanat benek testi sonuglar1 Cizelge 4.12 de
gosterilmigstir. Elde edilen sonuglara gore, birlikte uygulama gruplarinda artan mirisetin
dozuna paralel olarak MMC’nin olusturdugu kiiciik ve biiyiik tekli benek, ikili benek ve
toplam benek sikliklar1 azalmistir (Sekil 4.22). MMC grubunda kii¢iik ve biiyiik tekli
benek siklig1 sirastyla 6.53 ve 6.91 olarak bulunurken, MMC ile birlikte uygulanan en
disik (0.5 mM) mirisetin dozunda ise 4.01 ve 4.32 olarak bulunmustur. MMC
grubunda ikili benek ve toplam benek sikligi sirastyla 3.53 ve 16,92 iken, MMC ile
birlikte uygulanan mirisetinin 0.5 mM dozunda 3.02 ve 11.36 olarak bulunmustur.
MMC grubuna kiyasla MMC ile birlikte uygulanan tiim mirisetin gruplarinda kiiciik ve
biiytik tekli benek, ikili benek ve toplam benek sikligindaki azalma istatistiksel acidan

onemli oldugundan negatif sonuclar elde edilmistir.
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Sekil 4.22. MMC (0.05 mM)’nin neden oldugu benek tipleri izerine MMC ile birlikte

uygulanan mirisetinin farkl dozlarinin etkisi

Mutajenlerle birlikte uygulanan tiim mirisetin gruplarinda MNU (1 mM), MMC

(0.05 mM) veya SF (1 mM) mutajenlerinin indiikledigi tim benek tipleri degisen

oranlarda inhibe edilmistir. Mirisetin dozlarinin, mutajenlerin indiikledigi benekleri ne

oranda inhibe ettiini belirlemek amaciyla % inhibisyon degerleri hesaplanmistir

(Cizelge 4.12). Mirisetinin inhibisyon etkisi doz artisina paralel olarak artmistir (Sekil

4.23).

% Inhibisyon
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Sekil 4.23. MNU, SF ve MMChin D. melanogaster'de indiikledigi somatik

mutasyonlara kars1 mirisetinin farkli dozlarmin inhibisyon etkisi
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Mutajenlerle birlikte uygulanan mirisetin gruplarinda, kullanilan tiim mirisetin

dozlar1 en fazla MMC’nin indiikledigi benekleri baskilamistir (Sekil 4.23).

4.2. Resveratrol, Galangin, Luteolin ve Mirisetinin Drosophila melanogaster

Antioksidan Savunma Sistemi Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi

Calismalarin bu boliimiinde 6ncelikle Boliim 3.5.5 de agiklandigi gibi resveratrol,
galangin, luteolin ve mirisetinin belirlenen konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Ayrica mirisetin hari¢ diger flavonoidler etanolde ¢dziinerek hazirlandigindan, etanol
kontrol grubu da c¢alismalara eklenmistir. Hazirlanan bu flavonoid c¢ozeltileri
Drosophila hazir besiyerine eklenerek calisma gruplari olusturulmustur. Bu ¢ozeltilerin
bulundugu besiyerlerinde standart ¢aprazdan elde edilen larvalardan ergine gelisen
erkek bireylerde siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon rediiktaz (GR),
glutatyon S transferaz (GST) aktiviteleri ile rediikte glutatyon miktar1 belirlenmeye
caligildi. Etanol ve flavonoidlerin dozlari, ¢alisilan enzimlerin aktiviteleri ve rediikte
glutatyon miktarlar ile ilgili elde edilen tiim bulgular Cizelge 4.13, 4.14 ve 4.15 de
verilmistir.

Etanol grubu, kontrole (distile su) gore SOD, katalaz, GR ve GST enzimlerinin
aktivitelerini ve rediikte glutatyon diizeyini bir miktar arttirmig fakat bu artis istatistiksel
olarak dnemli bulunmamustir (p>0.05) (Cizelge 4.13).

Tiim mirisetin gruplarinda (0.5, 1 ve 2 mM), kontrol grubuna gére GST aktivitesi
artmigtir (Cizelge 4.14). Ancak bu artig, sadece en diisiik doz olan 0.5 mM mirisetin
grubunda kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05).
GR ve SOD aktiviteleri de GST’ye benzer sekilde kontrole kiyasla mirisetin gruplarinda
artmistir. SOD aktivitesi 1 ve 2 mM mirisetin gruplarinda, GR aktivitesi ise yalnizca 2
mM mirisetin grubunda istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artig gostermistir (p<0.05).
Ayrica, tim mirisetin gruplarinda CAT aktivitesinde doza paralel olmamakla birlikte
onemli diizeyde artis belirlenmistir (p<0.05). En yiiksek rediikte glutatyon miktari
(0.036+0.002 pmol/mg protein) ise mirisetinin 1 mM dozunda elde edilmistir (Cizelge
4.14).

Resveratrol, galangin ve luteolin gruplarmin GST, GR ve CAT enzim aktiviteleri
kontrol grubu ile karsilagtinldiginda istatistiksel olarak o©6nemli bir farklilik
belirlenmemistir (Cizelge 4.15). Diger yandan, her ii¢ flavonoidin farkli gruplarinda

gozlenen SOD aktivitelerinde, kontrolle karsilastirildiginda istatistiksel olarak &nemli
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azalmalar oldugu belirlenmistir (p<0.05). Resveratrol ve luteolin gruplarinda doz artis
ile birlikte SOD aktivitesi azalmistir. Ancak bu azalis, doz artis1 ile paralellik
gostermemektedir. En diisik SOD aktivitesi, 0.25 mM luteolin grubunda 1.4+0.06
nmol/dakika/mg protein olarak belirlenmistir. SOD aktivitesine benzer sekilde rediikte
glutatyon miktar1 da her ii¢ flavonoid grubunda doz artigsina bagli olmaksizin azalmistir
(Cizelge 4.15). Rediikte glutatyon miktarinda gozlenen bu azalmalar, 0.075 mM
galangin ve 0.075 mM ile 0.25 mM luteolin gruplarinda kontrolle karsilastirildiginda

istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p<0.05).
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Cizelge 4.13. D. melanogaster’de uygulanan etanoliin siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon S-transferaz (GST)

aktiviteleri ile rediikte glutatyon diizeyi iizerine etkileri

Gruplar n SOD+SH CAT+SH GR+ SH GST+SH Red.Glut.+= SH
P nmol/dk/ mg protein  pmol/ dk/ mg protein  pmol/ dk/ mg protein  pmol/ dk/ mg protein  pmol/ dk/ mg protein
Kontrol 7 1.692+0.104 10.897+0.484 2.546+0.169 62.517+1.994 0.029+0.0009
Etanol (% 6.4) 5 2.186+0.201 12.852+0.437 2.551+0.144 70.897+£3.215 0.034+0.0025

*Kontrolle karsilastirildiginda 6nemli (p<0.05) n: Her dozun tekrar sayis1 ~ SH: Standart Hata

Cizelge 4.14. D. melanogaster’de uygulanan mirisetin dozlariin siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon S-transferaz

(GST) aktiviteleri ile rediikte glutatyon diizeyi {lizerine etkileri

Gruplar n SOD+SH ' CAT=SH ‘ GR+ SH . GST= SH ' Red.Glut.+ SH .
nmol/dk/ mg protein  pmol/ dk/ mg protein  pmol/ dk/ mg protein  pmol/dk/ mg protein  pmol/ dk/ mg protein
Kontrol 7 1.692+0.104 10.897+0.484 2.546+0.169 62.517+1.994 0.029+0.0009
Mirisetin (mM)
0.5 5 2.025+0.143 13.778+0.291* 2.727+0.155 77.519+2.278* 0.029+0.0012
1 5 3.138+0.342* 13.807+0.301* 3.220+0.382 74.039+5.189 0.036+0.0019*
2 5 2.281+0.247* 13.541+0.411* 3.144+0.167* 66.846+4.230 0.032+0.0010

*Kontrolle karsilastirildiginda 6nemli (p<0.05) n: Her dozun tekrar sayis1  SH: Standart Hata
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Cizelge 4.15. D. melanogaster’de uygulanan resveratrol, galangin ve luteolin dozlarinin siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon rediiktaz (GR),

glutatyon S-transferaz (GST) aktiviteleri ile rediikte glutatyon diizeyi iizerine etkileri

Gruplar n SOD+SH . CAT+SH . GR+ SH . GST+SH . Red.Glut.+= SH _
nmol/dk/ mg protein  pmol/ dk/ mg protein  pmol/ dk/ mg protein  pmol/ dk/ mg protein  pmol/ dk/ mg protein
Etanol (% 6.4) 5 2.186+0.201 12.852+0.437 2.551+0.144 70.897+£3.215 0.034+0.0025
Resveratrol (mM)

0.2 5 1.732+0.225 13.626+0.311 2.105+0.296 66.032+1.645 0.029+0.0006

0.5 1.495+0.098* 13.548+0.547 1.478+0.342 68.159+£2.961 0.028+0.0015

0.75 5 1.489+0.229* 13.580+0.565 1.986+0.286 68.185+1.397 0.029+0.0009
Galangin (mM)

0.075 5 1.345+0.151% 13.454+0.110 2.204+0.198 70.094+1.287 0.027+0.0013*

0.10 5 2.237+0.239 13.473+0.323 2.707+0.133 67.876£2.742 0.029+0.0015

0.25 5 1.780+0.162 13.115+0.857 2.819+0.176 69.874+4.560 0.029+0.0023
Luteolin (mM)

0.075 5 1.673+0.143 12.780+0.338 3.166+0.061 70.205+1.889 0.027+0.0005*

0.10 5 1.507+0.249* 12.855+0.124 2.623+0.116 74.061+£0.942 0.027+0.0009

0.25 5 1.403+0.067* 11.556%0.460 2.862+0.836 73.462+0.888 0.027+0.0008*

*Etanolle karsilagtirildiginda 6nemli (p<0.05) n: Her dozun tekrar sayisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Sebze ve meyvelerde yiiksek oranda bulunan ve flavonoid adi verilen bazi
bilesiklerin hastaliklardan korunmada ve daha saglikli bir yasam siirmede katki
sagladiklarinin diigiiniilmesi, bu maddelere karsi olan ilgiyi arttirmis ve bir¢ok
arastirmaya konu olmalarma yol a¢gmustir [1,3]. Bu maddelerin antigenotoksik ve
antioksidan etkilerinin rapor edildigi ¢cok sayida in vitro ¢alisma bulunmasina ragmen in
vivo ¢alismalarin yetersiz oldugu goriilmiistiir. Diger yandan, bir maddenin antioksidan
ya da antigenotoksik etkiye sahip oldugunun ileri siiriilebilmesi i¢in yapilacak in vitro
caligmalarin yaninda, 6zellikle yiiksek yapili organizmalar1 da temsil edebilecek model
organizmalarla in vivo ¢aligmalarin yapilmasinin 6nemi biiyiiktiir.

Genetik toksikolojide yaygin olarak kullanilan genotoksisite testlerinden biri de
Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon (kanat benek testi) (SMART)
testidir. Bu test, g¢esitli avantajlar1 nedeniyle tercih edilen standart bir testtir [74].
SMART ile ¢ok sayida bilesigin genotoksik ve/veya antigenotoksik aktiviteleride
arastiritlmistir [107, 108, 113, 114].

Bu c¢alismada, genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin in vivo bir test olan
Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile
flavonoidlerden mirisetin, luteolin, galangin ve resveratrol’iin genotoksik etkileri ve {i¢
farkli mutajene (N-metil-N-nitrozoiire (MNU), siklofosfamid (SF) ve mitomisin C
(MMCQ)) kars1 antigenotoksik aktiviteleri ile antioksidan etkileri arastirilmistir.

5.1. Resveratrol, Galangin, Luteolin ve Mirisetinin Genotoksik ve Antigenotoksik

Etkisi

Calismada, belirlenen flavonoidlerin Drosophila kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi ile genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin arastirilmasi amaciyla
negatif ve pozitif kontrol gruplar ile birlikte flavonoid gruplari (resveratrol, galangin,
luteolin ve mirisetin) olusturulmustur. Negatif kontrol grubu olarak distile su, pozitif
kontrol gruplar olarak ise alkilleyici ajanlardan MNU, SF ve MMC nin degisik dozlari
kullanilmistir. Ayrica etanolde ¢oziinen flavonoidlerin de oldugu dikkate alinarak etanol
kontrol grubu da ¢aligmalara eklenmistir.

Alkilleyici ajanlar, DNA gibi makromolekiillere dogrudan ya da metabolik

aktivasyon yoluyla etki ederek onlarin yapilarinit bozan gesitli kimyasal tiirler iiretirler
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[62,76]. MNU, SF ve MMC’nin DNA’nin yapisina dogrudan etki edebilen etilleyici
veya metilleyici tiirler lireterek nokta mutasyonlar, delesyonlar ve kromozom kirilmalari
ile rekombinojenik aktivitelerin olugmasina neden olduguna yonelik cesitli ¢aligmalar
bulunmaktadir [65,76]. Bu mutajenlerin pozitif kontrol grubu olarak ve cesitli
maddelerin  antigenotoksik aktivitelerini test etmek amaciyla antigenotoksite
caligmalarinda kullanildiklar1 bir ¢ok arastirma rapor edilmistir [111,161,168].

Calismamizda; MNU, SF ve MMC bilinen genotoksik etkileri nedeniyle
SMART’1n kendi kosullarimizda c¢alistigin1 géstermek amaci ile pozitif kontrol gruplari
olarak sec¢ilmelerinin yaninda bu mutajenlere karsi flavonoidlerin antigenotoksik
aktivitelerini arastirmak amaciyla kullanilmislardir.

Calismada flavonoidlerin, mutajenlerin ve sabit mutajen konsantrasyonu ile
birlikte uygulanan degisik flavonoid gruplarimin farkli konsantrasyonlarina maruz
birakilan standart ¢apraz larvalarinin ergine gelismeleri izlendi. Ergine gelisen bireyler
ile larvalarin hayatta kalis oran1 (ergine gelisen larvalarin orani) belirlendi. Boylece
uygulama gruplarinin olas1 genotoksik etkilerinin yaninda toksik etkileri de arastirildi.

Herhangi bir etmenin olasi1 toksik etkilerini gdsteren Drosophila’ da hayatta kalis
orani, c¢esitli caligmalarda kullanilmistir [169-171]. Bu c¢alismada, kontrol grubuna
kiyasla larvadan ergine gelisen birey sayisi etanol, mutajenler ve flavonoid gruplarinda
doz artisina paralel olarak azalmigtir. Negatif kontrol grubunda % 98 olan hayatta kalis
orani, etanol grubunda % 90 olarak bulunmustur. Drosophila’da etanoliin yiiksek
dozlarda (% 10 tizeri konsantrasyonlarda) toksik etkisinin arttig1 ve bu nedenle hayatta
kalig oranini azalttig1 belirtilmektedir [172].

Calismamizda pozitif kontrol grubu olarak kullanilan mutajenlerin farkli dozlari
uygulanmis ve en yiiksek dozlarinin uygulandigt MNU (1.6 mM), SF (2 mM) ve MMC
(0.1 mM) gruplarinda sirasiyla % 12, % 59 ve % 54 oraninda larva oliimleri
gozlenmistir (Cizelge 4.1, 4.2, 4.3). MNU ve SF gruplarina gore oldukea diisiik dozlarin
kullanildigt MMC gruplarinda larvalarin 6liim orani daha yiiksek bulunmustur. Bu
sonuglara gore, kullanilan mutajenler arasindaki en toksik ajan MMC’dir. Bu
mutajenlerin degisik dozlarinin toksik etkilerinin arastirildig1 cesitli in vitro ve in vivo
calisma bulunmaktadir. Niikawa ve ark. [173] 3pg/ml (0,002 mM) MMC dozunun
Drosophila’da larvalarin hayatta kalig oranin1 kontrol grubuna kiyasla énemli oranda
azaltmadigini belirtmislerdir. Diger yandan yapilan bir in vitro ¢alismada, MMC’nin
toksik etkisinin doza bagl olarak arttigi ve DNA ¢ift zincir kiriklarina neden olarak

sitotoksik etki gosterdigi rapor edilmistir [174].
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Promutajen SF’nin sitotoksik bir ilag oldugu [65] ve metabolitlerinin ¢ok daha
toksik [175] ve sitotoksik etki gdsterdigi belirtilmektedir [176]. Drosophila ile yapilan
bir caligmada, SF nin standart ¢aprazda 6liim oranini arttirdigi, 6zellikle 5 mM SF nin
yiiksek toksisite gostererek yliksek biyoaktivasyon caprazinda oliimciil etkiye neden
oldugu belirtilmistir [175]. Farelerle yapilan bir ¢calismada ise, 10 mg/kg SF dozunun
fetiis i¢in toksik oldugu gosterilmistir [177]. Calismada kullandigimiz diger bir mutajen
olan MNU’nun toksik etkisi ile ilgili yapilan bir ¢alismada, 7 mM MNU uygulamasiyla
E. coli’de toksik etkinin ortaya c¢iktigi ve hayatta kalis oraninin % 56 oldugu
belirtilmistir [178]. Diger bir calismada ise, MNU dozunun artisina paralel olarak insan
lenfositlerinde sitotoksik etkinin arttig1 rapor edilmistir [62].

Calismamizda flavonoid gruplarinda doz artigina paralel olarak toksik etkilerin
arttigi  goriilmiistir. En yiiksek dozlarin kullanildigi flavonoid gruplarindan
resveratroliin 1mM dozunda hayatta kalis oran1 % 75, galanginin 0.25 mM dozunda %
90, luteolinin 0.25 mM dozunda % 70 ve mirisetinin 2 mM dozunda ise % 71 olarak
bulunmustur. Calismada kullanilan flavonoidlerin yasayabilirlik {izerine etkileri ile ilgili
literatiirde, herhangi bir in vivo arastirmaya rastlanmamis, ancak in vitro olarak cesitli
hiicre kiiltiirlerinde doz artisina paralel sitotoksik etkileri gdsterilmistir [179,180]. Ote
yandan resveratroliin Drosophila’da omiir uzunlugu {iizerine etkilerinin arastirildigi
cesitli calismalar bulunmaktadir [181,182]. Bu c¢alismalardan birinde 0.2 mM
resveratrol konsantrasyonunun dmiir uzunlugunu arttirdig: belirtilmektedir [182].

Calismada kullanilan Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
somatik hiicrelerde heterozigotlugun kaybedilmesi ilkesine dayanan hizli, ekonomik,
cesitli mutasyon ve rekombinasyonlara duyarli in vivo bir testtir. Bu test olasi
mutajenlerin neden oldugu genotoksik etkileri mutant hiicre klonlar1 olarak belirlemeye
olanak saglar. Mutant hiicre klonlari, ergin sinegin kanatlarinda delesyonlar, nokta
mutasyonlar ve mitotik rekombinasyon sonucu ortaya cikar ve tekli ve ikili benek
olarak smiflandirilir. Tekli benekler, indiiksiyon zamanima bagl olarak kiigiik ya da
biiyiik tekli benek olarak gozlenir [75]. mwh veya fIr genetik isaretleri tagiyan mutant
hiicre klonlari, 1-2 hiicrede bulunuyorsa kiigiik tekli benek, 3 ve daha fazla hiicrede
bulunuyorlarsa biiyiik tekli benek, mwh ve flr genetik isaretlerin her ikisini yan yana
bulunduran mutant hiicre klonlar1 ise ikili benek olarak adlandirilir [76]. fIr tekli
benekleri nokta mutasyonlar veya delesyonlar sonucu, mwh tekli benekleri ise
delesyonlar, nokta mutasyonlar ve mwh ve fIr lokuslar1 arasindaki mitotik

rekombinasyon sonucu, ikili benekler ise fIr lokusu ve sentromer arasindaki mitotik
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rekombinasyonla olusurlar [74]. mwh ve flr lokuslar1 arasindaki uzaklik, fIr lokusu ve
sentromer arasindaki uzakliktan daha fazla oldugu i¢in, mitotik rekombinasyon sonucu
olusan ve mwh tastyan tekli beneklerin sayisi ikili beneklerin sayisindan fazladir.

Calismamizda pozitif kontrol gruplarindan elde ettigimiz bulgulara gore; tiim
MNU, SF ve MMC gruplarinda kanat basina diisen benek sayisi, tiim benek ¢esitlerinde
kontrole gore 6nemli 6l¢ilide artmistir. Doz artigina paralel bulunan benek sikliklarindaki
bu artis istatistiksel olarak onemli oldugundan, tiim gruplarda pozitif sonuglar elde
edilmistir. Benzer sonucglar bagka arastirmacilar tarafindan da rapor edilmistir
[111,183,175].

Calismamizda, MNU ve MMC gruplarinda kiiciik ve biiyiik tekli benek
sikliklarinin benzer oranlarda indiiklendigi gézlenmistir. SF grubunda ise, kanat basina
diisen kiigiik tekli benek sayisi, biiyiik tekli benek sayisindan fazla bulunmustur. ikili
benekler ise her tic mutajen grubunda da tekli beneklerden daha az sayida bulunmustur.
MNU ile yapilan iki farkli ¢calismada [111,184], bulgularimiza benzer sonuglar elde
edilmis; tekli beneklerin benzer oranlarda indiiklendigi, ikili beneklerin tekli beneklere
oranla daha az indiiklendigi ve tiim benek tiplerinin sikliginin doz artisina baglh olarak
arttig1 gosterilmistir. Calismamizla aynt MNU dozunun (0.5 mM) kullanildig: bir baska
caligmada ise, tlim benek tipleri i¢in pozitif sonuc¢larin elde edildigi ve ¢aligmamizdan
farkli olarak benek tiplerinin sikliklarinin oldukga yiiksek oldugu (kii¢iik tekli benek
18,10 iken biiyiik tekli benek 14.20 ve ikili benek 5.35 olarak) belirtilmistir [185].

Calismamizda kullanilan 2 mM SF dozu, Spano vd [175] tarafindan da
uygulanmis ve bulgularimiza oldukca benzer sonuclar rapor edilmistir. Ancak baska
arastirmacilar kanat benek testinde 0.5 ve 1 mM SF gruplarinda ¢alismamizin aksine
negatif ve belirsiz sonuglar elde etmislerdir [186]. SF’nin Drosophila’da kromozom
kiriklarina neden oldugu ve genotoksik etki gosterdigi belirtilmektedir [187].

Yapilan bir arastirmada, elde ettigimiz bulgulara benzer sekilde, MMC’nin
kullanilan 0.03-0.3 mM dozlarinin tim benek tiplerinin sikligint artirdig belirtilirken,
tekli beneklerin ikili beneklere gore daha fazla olustuklar: rapor edilmistir [188]. MNU,
SF ve MMC’nin cesitli test sistemlerinde mikronukleus olusumuna, kromozomal
aberrasyonlara, DNA zincir kiriklaria, baz substitisyonlarina neden olarak genotoksik
etki gosterdigi rapor edilmistir [63,168,189].

Calismalarimizda etanol ve tiim flavonoid gruplari, kanat bagina diisen benek
sayilarinda istatistiksel olarak Onemli bir artisa neden olmamistir. Etanol grubunda,

negatif kontrol grubuna gore tiim benek tiplerinin sikliklar1 artmis, ancak bu artis
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istatistiksel olarak 6nemli olmadigindan anlamli sonuglar elde edilememistir (Cizelge
4.4). Bu sonug, kullanilan etanol konsantrasyonunun (% 6.4) genotoksik etkilere neden
olmadigimi gostermektedir. Kanat benek testi ile yapilan ve etanoliin ¢oziicii olarak
kullanildigi  bir ¢alismada, sonuglarimiza benzer sekilde % 7 lik etanol
konsantrasyonunun genotoksik olmadigi belirtilmistir [190].

Calismamizda resveratrol, galangin ve luteolin gruplarinda doz artisina bagh
olarak kii¢iik ve biliyiik tekli benek ve toplam benek sikliklar1 artmis fakat etanol
grubuna kiyasla daha az sayida kaydedilmistir. Kullanilan en yiiksek doz hari¢ (1 mM),
diger resveratrol gruplarinda etanol grubuna gore kiiciik ve biiyiik tekli benekler ile
toplam benek sikliklarindaki azalma istatistiksel agidan 6nemli bulundugundan negatif
sonuclar elde edilmistir (Cizelge 4.5). En yiiksek resveratrol dozunda (1 mM) ise, tim
benek tiplerinde istatistiksel agidan anlamli sonuglar elde edilememistir. Ikili benek
sikliklar1 bakimindan tiim resveratrol gruplarinda Onemli bir artis ya da azalis
gozlenmediginden, istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde edilememistir. Bu
bulgular, calismada kullandigimiz resveratrol dozlarinin genotoksik etkiye neden
olmadigim gostermektedir. Resveratroliin genotoksik etkilerinin, kullandigimiz test
sisteminden farkli test sistemleriyle arastirildigi ¢caligmalar bulunmaktadir. Resveratrol,
bu calismalardan bazilarinda genotoksik bulunurken, bazilarinda ise elde ettigimiz
sonuca benzer sekilde genotoksik bulunmamistir. Matsuoka vd [191] tarafindan Ames
testi ile yapilan bir ¢alismada, resveratroliin nokta mutasyonlar1 ve ¢erceve kaymasi
mutasyonlarma neden olmadigi ancak kromozomal aberasyonlar1 indiikledigi rapor
edilmistir. Cadenas ve Barja [140] resveratroliin sicanlarda oksidatif DNA hasarina
neden olmadigim belirtirken, Breinholt vd [192] ise DNA kiriklarina neden oldugunu
rapor etmislerdir.

Calismamiza aldigimiz tiim galangin gruplarinda, biiyiik tekli benekler ve toplam
benekler etanol grubuna kiyasla daha az sayida kaydedilmistir (Cizelge 4.6). Kiigiik
tekli benekler, etanol grubuna kiyasla en yiiksek galangin dozunun uygulandig1 grupta
daha fazla sayida gozlenmistir. En yiiksek galangin dozunun kullanildig1 grup harig
diger gruplarda kiiciik tekli benekler ve toplam benekler agisindan negatif sonuclar elde
edilmistir. Tim galangin gruplarindaki biiyiik tekli beneklerin sikliklarindaki azalma
istatistiksel agidan 6nemli oldugundan negatif sonuglar elde edilmistir. Ikili benekler ise
etanol grubuna kiyasla tiim galangin gruplarinda daha fazla sayida kaydedilmelerine
kargin istatistiksel acidan anlamli bir sonu¢ elde edilememistir. Sonuglarimiz,

galanginin  kullanilan tiim dozlarinda genotoksik etkiye mneden olmadigini
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gostermektedir. Caligmamiza benzer sonuglar cesitli test sistemlerinde yapilan
caligmalarda da rapor edilmektedir. Galanginin Euglena gracilis’de genotoksisiteye
neden olmadig1 [131] ve Chinese hamster V79 hiicrelerinde mikronukleus olusumunu
indiiklemedigi [193] belirtilmistir. Sohn vd [69] tarafindan farelerde mikronukleus testi
ve S. typhimurium TA 100 ve TA 98 bakterileriyle yapilan calismada, galanginin
klastojenik veya mutajenik olmadig1 gosterilmistir. Silva vd [194], galanginin Chinese
hamster V79 hiicrelerinde metabolik aktivasyon olsun ya da olmasin kromozom
aberrasyonlarini indiiklemedigini belirtmislerdir.

Calismamizda kullanilan tiim luteolin gruplarinda ise kiiciik ve biiyiik tekli benek
ve toplam benek sikliklar1 etanol grubuna kiyasla daha az sayida kaydedilmis ve benek
sikliklarindaki bu azalma istatistiksel agidan énemli oldugundan negatif sonuclar elde
edilmistir (Cizelge 4.7). ikili benekler ise tiim luteolin gruplarinda etanol grubu ile ayn1
siklikta bulunmus ve istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde edilememistir. Bu
sonuglara gore luteolin, uygulanan tiim konsantrasyonlarinda genotoksik etkilere neden
olmamustir. Literatiir arastirmalarimiz sonunda Drosophila melanogaster’de luteolin ile
yapilmis herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak diger test sistemleri ile yapilan
caligmalarda bulgularimiza benzer sonuclar rapor edilmistir. Luteolinin, farelerle
yapilan in vivo bir ¢aligmada, mikroniikleus olusumunu ve kromozamal aberrasyonlari
indiiklemedigi belirtilmektedir [134]. Edenharder ve Tang [195] luteolinin Salmonella
testinde genotoksik etkisinin olmadigini belirtirken, Horvathova vd [196] yaptiklari in
vitro c¢aligmalarinda luteolinin kromozomal aberrasyonlar1 ve DNA kiriklarini
indiiklemedigini ve hidrojen peroksite karst koruyucu etkisi bulundugunu
gostermislerdir. Diger yandan, bulgularimizin aksine, mikroniikleus testiyle yapilan
baska bir calismada [193] luteolinin doz artisina bagli olarak klastojenik oldugu
belirtilmistir. Ayrica bir diger ¢aligmada, sican hepatoma (karaciger tiimorii)
hiicrelerinde DNA kiriklarina neden oldugu tek hiicre jel elektroforezi yontemiyle
belirlenmistir [197].

Calismamizda kullanilan mirisetin dozlarindan (0.5, 1, ve 2 mM) en yiiksek doz (2
mM) hari¢ diger dozlarda kiigiik tekli benek ve toplam benek sikliklar1 bakimindan
kontol grubuna gdre azalma gozlenmis ve bu durum istatistiksel olarak negatif etki
olarak yorumlanmistir. Tiim mirisetin gruplarinda, kontrol grubuna gore biiyiik tekli
benek sikliklar1 azalmig ve bu durum istatistiksel olarak negatif degerlendirilirken, ikili
benek sikliklar1 agisindan anlamli sonuglar elde edilememistir (Cizelge 4.8).

Bulgularimiz, uygulanan tiim mirisetinin dozlarinin kanat benek testinde genotoksik
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etkiye neden olmadigimi gostermistir. Bu sonug, farkli test sistemleriyle yapilan
caligmalar desteklemektedir. Mirisetinin sigan hepatosit kiiltiiriinde sitotoksik olmadig1
[133], insan lenfositlerinde ise DNA zincir kiriklarina ve pirimidin bazlarinin
oksidasyonuna yol agmadigi [136] gosterilmistir. Ancak bazi Salmonella typhmurium
soylarinda ¢er¢eve kaymasi mutasyonlarina neden oldugu [198], bazi soylarda ise bu tip
mutasyonlari indiiklemedigi [199] rapor edilmistir.

Flavonoidlerin  genotoksik etkilerinin arastirilmasindan sonra yaptigimiz
antigenotoksisite ¢alismalarinda, her bir mutajenin iki farkli dozu kullanilarak pozitif
kontrol gruplar olusturulmustur. Her mutajenin belirlenen tek bir dozuna kars1 her bir
flavonoidin {i¢ farkli dozunun kullanilmasiyla birlikte uygulama gruplarn
olusturulmustur.  Birlikte uygulama gruplarinda, resveratrol ve mirisetinin
antigenotoksik aktiviteleri | mM MNU, 1 mM SF veya 0.05 mM MMC nin; luteolin ve
galanginin antigenotoksik aktiviteleri ise 0.5 mM MNU, 0.5 mM SF veya 0.025 mM
MMC nin genotoksik etkilerine kars1 aragtirilmistir.

MNU (1 mM), SF (1 mM) veya MMC (0.05 mM) ile birlikte uygulanan tiim
resveratrol veya mirisetin gruplarinda, mutajenlerin indiikledigi kiigiik ve biiyiik tekli
benek, ikili benek ve toplam benek sikliklariin yalnizca mutajen uygulanan gruplara
kiyasla azaldigi bulunmustur (Cizelge 4.9 ve 4.12). Mutajenlerle birlikte uygulanan tiim
resveratrol ve mirisetin gruplarinda, benek sikliklarindaki azalma istatistiksel agidan
onemli oldugundan bu durum negatif etki olarak yorumlanmistir. Her iki flavonoidin
mutajenlerin indiikledigi benekler {izerindeki inhibisyon etkilerinin doz artisia paralel
olarak arttig1 bulunmustur. Bu sonuglara gore, her iki flavonoidin MNU, SF veya
MMC’nin neden oldugu nokta mutasyonlari, delesyonlar1 ve rekombinasyonlari
engelleyerek antigenotoksik aktivite gosterdikleri sdylenebilir. Bulgularimiza benzer
sekilde, resveratrol ve mirisetinin ¢esitli test sistemlerinde farkli mutajenlere karsi
antigenotoksik aktivite gosterdigi rapor edilmistir [200,201].

Resveratroliin Ames testiyle ve fare kemik iligi mikronukleus testiyle in vivo
olarak MNU, promutajen 1Q ve AFB;’e kars1i metabolize edici enzimleri baskilayarak
veya bu maddelerin DNA eddaktlar1 olusturmalarini engelleyerek antigenotoksik
aktivite gdsterdigi belirtilmistir [52]. Bir baska ¢alismada, resveratrol 6n uygulamasinin,
reaktif oksijen tiirlerinin birikmesini engelleyerek sigara bilesenlerinin indiikledigi
DNA kiriklarimi1 onledigi  gosterilmistir [138]. Sicanlarda 16 mg/kg resveratrol
uygulamasinin, KBrOs’iin neden oldugu oksidatif DNA hasarin1 tamamiyla onledigi

belirtilmistir [140]. Uenobe vd [200], promutajen Trp-P-1’in indiikledigi mutasyonlara
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kars1 resveratroliin baskilayict etkisini Ames testiyle gostermisler ve bu durumu
resveratroliin metabolize edici enzimleri baskilamasiyla iligkilendirmislerdir.

Mirisetinin insan lenfositlerinde besin mutajenlerinden Trp-P-2 ve I1Q’nun
indiikledigi DNA hasarin1 azalttig1 belirtilmigtir [201]. Yine mirisetinin lenfositlerde
hidrojen peroksit kaynakli DNA zincir kiriklarim1 ve okside olan pirimidin bazlarmin
diizeyini azalttig1 tek hiicre jel elektroforezi yontemiyle gosterilmistir [136]. Mirisetinin
sican karaciger hiicrelerinde demir nitrilotriasetatin (Fe-NTA) indiikledigi genotoksik
etkiyi DNA tamir mekanizmalarin1 tesvik ederek engelledigi [202], tersiyer-
biitilhidroperoksit (BHP) ve kiimen hidroperksitin (CHP)’in neden oldugu genotoksik
etkileri ise radikal siipiirme 6zelligiyle etkili bir sekilde azalttigi belirtilmistir [132].
Ong ve khoo [23], flavonoidlerin metal iyonlar ile selat olusturma 6zellikleri nedeniyle
mirisetinin yliksek konsantrasyonlarda demir baglama yeteneginden dolayr DNA
hasarmi azalttigin1 rapor etmislerdir Mirisetinin farelerde benzopirinin genotoksik
etkisini, sitokrom P450’ye bagli monooksijenaz aktivitelerini ve benzopirin
metabolizasyonunu inhibe ederek 6nledigi belirtilmistir [203].

Calismamizda luteolin ve galanginin antigenotoksik aktiviteleri 0.5 mM MNU,
0.5 mM SF veya 0.025 mM MMC’ye karst arastirilmistir. MNU, SF veya MMC ile
birlikte uygulanan tiim luteolin gruplarinda ve MNU veya MMC ile birlikte uygulanan
tiim galangin gruplarinda kiiciik ve biiyiik tekli benek, ikili benek ve toplam benek
sikliklar1 pozitif kontrol gruplarma kiyasla azalmistir. Birlikte uygulama gruplarinda
gozlenen benek tiplerindeki bu azalma, istatistiksel agidan 6énemli oldugundan negatif
sonuclar elde edilmistir. SF (0.5 mM) ile birlikte uygulanan galangin gruplarinda kiiciik
tekli benek, ikili benek ve toplam benek sikliklari, SF grubuna kiyasla azalmis ve
istatistiksel olarak negatif sonuglar elde edilmistir. SF ile birlikte uygulanan en diisiik
galangin dozunda (0.075 mM), biiyiik tekli benek sikligi, SF grubuna kiyasla artmis
ancak bu artig istatistiksel agidan Onemli olmadigindan anlamli bir sonug¢ elde
edilememistir. Biiyiik tekli benek sikligi, SF grubuna kiyasla diger galangin gruplarinda
azalmis ve istatistiksel acidan negatif olarak degerlendirilmistir. Mutajenlerle birlikte
uygulanan galangin ve luteolin gruplarinda, mutajenlerin indiikledigi benek tiplerinin
sikliklarindaki azalmay1 gosteren yiizde inhibisyon degerleri, flavonoid dozlarimin
artisina paralel olarak artmistir (Cizelge 4.10 ve 4.11). Mutajenlerle birlikte uygulama
gruplarinda luteolin ve galangin; MNU, SF ve MMC’nin neden oldugu genotoksik
etkileri degisen oranlarda baskilayarak antigenotoksik aktivite gostermiglerdir. Caligma

bulgularimiza benzer sekilde, her iki flavonoidin farkli test sistemlerinde c¢esitli

96



mutajenlere karsi antigenotoksik aktiviteleri gosterilmistir. Sohn vd [69], galanginin
MNU’ya karst antigenotoksik aktivitesini Ames ve mikronukleus testleriyle
gostermislerdir. Ancak caligmamizin aksine, bu caligmada galangin her iki test
sisteminde de diisilk dozlarda daha etkili antigenotoksik aktivite gdsterdigi ve bu
durumun galanginin yiiksek dozlardaki toksik etkisiyle iliskili olabilecegi belirtilmistir
[69]. Baska bir c¢alismada, MMC’ye karsi mikronukleus testinde ve farelerde
bleomisinin indiikledigi kromozomal aberasyonlar1 baskilamada oldukca etkili bir
antigenotoksik aktivite gosterdigi belirtilmistir. Galanginin bu antiklastojenik etkileri,
radikal stiplirme yetenegi ile veya MMC’nin DNA’ya capraz baglanmasini
engellemesiyle aciklanmistir [130]. Galanginin besin mutajenlerinden TRP-P-2’nin
Salmonella typhimurium TA98 soyunda mutajenik etkisini, DNA’ya baglanmadan 6nce
notralize ederek baskiladigi belirtilmigtir [204]. Cai vd [205] ise, luteolinin ultraviyole
isinin (UV) neden oldugu DNA hasarimi 6nledigini, peroksidasyon sonucu oksijen
radikallarinin olusumunu engelledigini ve hidrojenperoksiti siipirmede etkili oldugunu
gostermislerdir. Baska bir calismada, luteolinin radikal siipiiriicli etkisinden dolayi,
insan melonom HMB-2 hiicrelerinde melfalanin indiikledigi kromozomal aberrasyonlar
ve hidrojen peroksitin neden oldugu DNA zincir kiriklarini 6nledigi belirtilmistir [206].
Luteolinin salmonellada aflatoksin B; Trp-P-1, MNNG ve ultraviyole 1sinlara karsi
antigenotoksik etkisi gosterilmistir. Bu antigenotoksik etkiler, luteolinin sitokrom P450
enzim sistemini baskilamasi sonucu promutajenlerin inaktive olmasi, radikal stipiirticii
yetenegi veya DNA tamir mekanizmalarinin ¢alismasimi  tesvik etmesiyle
iligkilendirilmistir [207]. Taj ve Nagarajan [134], luteolinin farelerde, ¢cok kizartilmis
balik ve etin indiikledigi mikronukleus olusumunu ve kromozomal aberasyonlari
ortalama % 90 oraninda azalttigini ve yiiksek koruyucu etkisinin oldugunu
gostermislerdir.

Calismadan elde ettigimiz bulgulara gore; resveratrol, galangin, luteolin ve
mirisetin alkileyici ajanlardan dogrudan mutajen MNU, promutajen SF ve MMC ye
kars1 antigenotoksik aktivite gostermislerdir. Bu mutajenlerin neden oldugu delesyonlar,
nokta mutasyonlar ve rekombinasyonlar kullanilan flavonoidlerin doz artisina paralel
olarak artan oranda Onlenmistir. Flavonoidler bu antigenotoksik aktivitelerini; Faz 1
enzimlerini  baskilayarak, mutajenlerin DNA’ya baglanmalarin1  engelleyerek,
mutajenlerin metabolizasyonu sonucu olusan radikalleri siipiirerek veya DNA tamir

mekanizmalarini tesvik ederek gostermis olabilirler.

97



5.2. Resveratrol, Galangin, Luteolin ve Mirisetinin Degisik Konsantrasyonlarinin
Drosophila Erginlerinde SOD, Katalaz, GR ve GST Aktiviteleri ile Rediikte
Glutatyon Diizeyine Etkisi

Antioksidanlar, yapilarina gore enzimler ve enzim olmayan molekiiller olarak
siiflandilmaktadir. Drosophila melanogaster, enzimatik antioksidan savunma
mekanizmalarindan radikal siipiiriicii enzimler olarak bilinen siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon rediiktaz’a (GR) sahipken, glutatyon peroksidaz
(GPx) aktivitesi bulunmamaktadir [208,209]. Bu enzimlerden SOD, siiperoksit
radikallerini H,O,’ye doniistiiriirken CAT, H,O,’ yi su molekiillerine doniistiiriir. GR
ise glutatyonu okside formundan rediikte formuna donfistiriir.

Normal kosullarda organizmada radikal aktivitelerle antioksidanlarin hiicre igi
diizeyleri arasinda kurulu olan denge korunur. Ancak oksidatif stres varliginda veya
bir¢ok baska nedenden dolay1 bu enzimlerin aktivitelerinde azalmalar veya yiikselmeler
olabildigi ¢esitli aragtirmalarda rapor edilmistir [210-212].

Bircok arastirmada yararli etkileri gosterilen resveratrol, galangin, luteolin ve
mirisetinin D. melanogaster’de genotoksik ve antigenotoksik etkileri yaninda
antioksidan etkilerini belirlemek amaci ile ¢alismamizin bu bolimii diizenlenmistir. Bu
caligmalar sonucunda, antioksidan enzim aktiviteleri ve rediikte glutatyon diizeylerinin
etanol grubunda kontrol grubuna gore biraz yiiksek olmakla birlikte istatistiksel olarak
onemli diizeyde farklilik gozlenmemistir (Cizelge 4.13). Bu durumun, oksidatif stres
yaratict etkisi bilinen etanoliin [213] antioksidan savunma mekanizmalarin1 uyarmis
olmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda etanol icerisinde ¢oziinen resveratrol, galangin ve luteolinin degisik
dozlan organizmada SOD aktivitesini azaltirken, distile suda c¢oziilerek hazirlanan
mirisetinin yiiksek dozlar1 (1 mM ve 2 mM) SOD aktivitesini arttirmistir. Bu bulgular,
etanoliin ¢oziicii olarak kullanildig1 flavonoid gruplarinda kullanilan flavonoidlerin
degisik dozlarin, etanoliin oksidatif stres yaratict etkisini baskilayarak SOD enzim
diizeylerinin goreceli olarak azalmasina yol agmis olmalarindan kayanaklabilir. Diger
yandan, mirisetin yiiksek konsantrasyonlarda (1 mM ve 2 mM) kullanildiginda SOD
enzim diizeyini arttirmis olmasi (Cizelge 4.14), antioksidan enzim diizeyinin
kendiliginden oksidasyon ile artmis olma olasiliginin yiiksek oldugunu gostermektedir.
Canada vd [214], mirisetinin sulu tampon ¢ozeltilerde pH ye bagli olarak kendiliginden

oksidasyona ugradigin1 ve bunun sonucunda H,O, ve siiperoksit radikalleri meydana
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geldigini belirtmislerdir. Hodnick vd [215] ise, mirisetinin kendiliginden oksidasyonun
sodyum azid, siiperoksit dismutaz ve katalaz tarafindan inhibe edildigini belirtmislerdir.
Bu durumda mirisetinin neden oldugu radikaller, ¢aliymamizda oldugu gibi SOD enzim
aktivitesinin ylikselmesine neden olmus olabilir.

Yapilan bir calismada Drosophila’da katalazin artan aktivitesinin hidrojen
peroksit ile olusturulan oksidatif strese karst koruyucu etkisi oldugu ancak bu durumun
Omiir uzunlugunu etkilemedigi belirtilmistir [216]. Calismamizda ise resveratrol,
galangin ve luteolin gruplarinda katalaz aktivitesinde etanol kontroliine kiyasla kismi
bir artis olmasina ragmen, bu artisin istatistiksel olarak 6nemli olmadigi (p>0.05)
goriilmiistiir (Cizelge 4.15). Mirisetin kullanilan gruplarda katalazin aktivitesinde
kontrole gore gozlenen artigin, kullanilan tiim mirisetin dozlarinda istatistiksel olarak
onemli oldugu bulunmustur (p<0.05). Ortamda oksidatif etki yaratacak bir ajan
olmamasma karsin katalaz aktivitesinde meydana gelen bu artig, enzim diizeyinin
mirisetinin kendiliginden oksidasyonu nedeniyle artirmis olmasiyla agiklanabilir.

Caligmamizda resveratrol, galangin ve luteolin gruplarinin organizmanin GST ve
GR aktivitelerinde kontrole kiyasla istatistiksel agidan onemli diizeyde bir degisime
neden olmadiklar1 (p>0.05); mirisetinin ise kullanilan en yiiksek dozunda GR, en diislik
dozunda ise GST aktivitesini kontrole kiyasla isatatistiksel agindan onemli diizeyde
arttirdig1 bulunmustur (p<0.05). Mirisetinin, kullanilan en diisiik dozunda GST diizeyini
etkilemesi, yiiksek dozlarinda ise etkilememesi Onemli bir sonu¢ olarak
degerlendirilmemistir. Resveratrol, galangin ve luteolin’in organizmanin GR ve GST
aktivitesinde Onemli bir degisime neden olmamasi, bu maddelerin kullanilan tiim
dozlarinda oksidatif strese neden olmadiklar1 seklinde degerlendirilebilir. Ancak, 28 giin
boyunca yiiksek dozda (0.3, 1.0 ve 3.0 g/kg/giin) resveratrole maruz birakilan siganlarda
karaciger GST aktivitesinin arttig1 belirlenmistir [217].

Anti-oksidant/pro-oksidant aktivitenin indikatorii olarak toplam glutatyon diizeyi
ve enzim aktivite diizeyleri bir¢ok ¢aligmada gosterilmistir. Bir flavonoid olan kuersetin
ile ilgili kapsamli bir derleme caligmasinda, kuersetine maruz birakilan farelerde hepatik
GST aktivitesinin arttig1 belirtilmistir [218]. Baska bir ¢aligmada ise aym flavanoidin
sican karaciger GSH diizeyinde azalmaya neden oldugu, hepatik GPx ve GR
aktivitelerinin ise etkilenmedigi gosterilmistir [219]. Caligmamizda bu ¢aligmaya benzer
sekilde, resveratrol, luteolin ve galangin gruplarinda D. melanogaster’in GSH

miktarinda azalmaya neden olmustur.
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Genel bir degerlendirme ile calismada kullanilan flavonoidler (resveratrol,
galangin, luteolin ve mirisetin) doz artisina baglh olarak larvadan ergine gelisen birey
sayisini azaltmis, ancak genotoksik etkiye neden olmamuslardir. Bu flavonoidler MNU,
SF ve MMC nin neden oldugu somatik mutasyonlari ve rekombinasyonlar1 degisen
oranlarda baskilayarak antigenotoksik aktivite gostermislerdir. Drosophila’nin
antioksidan sistemi iizerinde yapilan calismalarda mirisetin, enzim aktivitelerini ve
rediikte glutatyon miktarini farkli dozlarda kontrole gére onemli diizeyde arttirmistir.
Diger flavonoidler ise sadece SOD aktivitesini ve rediikte glutatyon miktarii kontrole
gore onemli diizeyde arttirmiglardir. Bu durum, bize flavonoidlerin rediikte glutatyon
miktarmin artigini ve bazi antioksidan enzimleri indiikledigini gostermektedir.

Sonu¢ olarak besinlerle degisen oranlarda aliman ve insanlar igin g¢esitli
hastaliklara kars1 koruyucu etkilerinin oldugu belirtilen flavonoidlerin olasi toksik,
genotoksik ve antigenotoksik etkilerini ortaya koymak i¢in in vitro ¢aligmalarin yaninda
in vivo test sistemleri ile de ayrintili aragtirmalarin yapilmasi 6nemlidir. Sahip oldugu
enzim sistemleri ve genetik mekanizmalar1 nedeniyle ¢ok tercih edilen model
organizmalardan biri olan D. melanogaster ile yapilan bu in vivo ¢aligmanin resveratrol,
mirisetin, galangin ve luteolinin genotoksik ve antigenotoksik aktiviteleri ile

antioksidan etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi agisindan 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.
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OZGECMIS

28.02.1975 tarihinde K.Marag’in Andirin ilgesine bagli Bulgurkaya Koyii’nde
dogdu. Ik 6grenimini Ordu’da, orta 6grenimini Usak Anadolu Lisesi’'nde tamamlad.
1994 yilinda Adana Anadolu Lisesi'nden mezun oldu ve 1995 yilinda Inénii
Universitesi Egitim Fakiiltesi Biyoloji Ogretmenligi boliimiinde {iniversite 6grenimine
basladi. 1999 yilinda bu bélimden mezun oldu. 24 Mayis 2000 tarihinde indnii
Universitesi Egitim Fakiiltesi IIkogretim Boliimii Fen Bilgisi Ogretmenligi programina
Arastirma Gorevlisi olarak atandi ve ayni yil Indnii Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii'nde Biyoloji Anabilim Dalinda yiiksek lisansa bagladi. Biyoloji anabilim
dalinda “Bazi Astrazon Grubu Tekstil Boyalarinin Genotoksik Etkisinin Drosophila
melanogaster Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi ile Arastirilmasi” baglikli
yiiksek lisans tezini 2002 yilinda tamamlayan aragtirmaci, ayni yil Doktora 6grenimine
basladi ve 2008 yil1 itibariyle Doktora ¢alismalarini tamamlamig bulunmaktadir.

Aragtirmact iyi derecede Ingilizce bilmekte olup biyoloji ve fen bilimleri egitimi
alaninda ulusal ve uluslar aras1 bilimsel dergilerde yaymlanmis makaleleri ve cesitli
bilimsel kongrelerde sunulmus bildiri ve poster ¢alismalar1 bulunmaktadir. Halen indnii
Universitesi Egitim Fakiiltesindeki gdrevini siirdiiren arastirmaci evli olup, bir ¢ocuk

annesidir.
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