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Doktora Tezi

BAZI BITKISEL OSTROJENLERIN Drosophila melanogaster’ DE GENOTOKSIK
ETKILERININ BELIRLENMESI ve FOLIK ASIT KULLANILARAK BU ETKILERIN
IYILESTIRILMESI UZERINE ARASTIRMALAR

Hakan ASKIN
Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danigsman: Yrd. Dog. Dr. Handan UYSAL

Bu ¢alismada, insan ve hayvanlarim beslenmesinde kullanilan dogal ve kiiltlire alinmig bitkilerde
biyolojik etkileri birbirine benzeyen 6 farkli bitkisel Gstrojenin (genistein, daidzein, glisitein,
koumestrol, kuersetin ve zearalenone) olasi genotoksik etkileri ile folik asidin antimutajenik
etkileri Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile arastirild.
Deneylerimizin tiimiinde Drosophila melanogaster’in mwh/flr® genotipine sahip 72+4 saatlik
trans-heterozigot larvalart kullanildi. Larvalar, bitkisel Ostrojenlerin farkli dozlarini iceren
Drosophila instant medium ile kronik olarak beslendi. Kullanilan bitkisel dstrojenlerin etkileri,
uygulama sonunda larvalardan ¢ikan ergin sineklerin kanat imajinal disk hiicrelerindeki genetik
degisimler (nokta mutasyon, delesyon, ayrilmama, rekombinasyon) sonucunda olugan mutant
trikomlara gore degerlendirildi. Mutant trikom degerlendirmeleri, kiigiik tek tip, biiyiik tek tip,
ikiz klon, toplam mwh ve toplam klon siiflandirmalar esas alinarak yapildi.

Genotoksik etkileri aragtirilan 6 bitkisel dstrojenin her birisi i¢in dort doz calisildi. Bu dozlarin
genotoksik etkilerini belirlemek i¢in 1, 2, 5 ve 10 mM dozlar kullanildi. Ancak, genistein,
daidzein, kuersetin ve =zearalenonun yiiksek dozlarda (6zellikle 5-10 mM) Drosophila
larvalarina toksik etki gostermesi ve bundan dolay1r bu dozlar da birey elde edilemedigi igin
uygulamalar daha seyreltik dozlar olan 1, 3, 5 ve 10 uM’lik bir seri halinde uygulandi.

Calismamizin ikinci agamasinda tiim bu bitkisel Ostrojenlerin en yiiksek dozu olan 10 puM ile
birlikte folik asidin 10 uM dozu larvalara ayni besi ortaminda uygulandi. Hem bitkisel strojen,
hem de bitkisel Ostrojen + folik asit uygulama gruplar1 ayr1 ayr1 olmak iizere, elde edilen
bireylerin kanat preperatlari mwh/flr® (normal kanat fenotipi) genotipi ve mwh/TM3 (serrat kanat
fenotipi) genotipi i¢in ayr1 ayr1 40 kanat ¢ifti olacak sekilde hazirlandi.

Uygulamalar sonucunda, glisitein ve koumestrol tiim dozlarda genotoksik acidan negatif ya da
Onemsiz genotoksisite, diger dort bitkisel dstrojen ise doz artisina bagli olarak genellikle pozitif
genotoksisite gdsterdi. Normal kanat fenotipi i¢in toplam mutasyon frekansina bakildiginda,
genotoksisite sirasi kuersetin (%0.89), zearalenon (%0.64), genistein (%0.58) ve daidzein
(%0.53) olarak belirlendi.

Bu caligmada kullanilan bitkisel Ostrojenlerin negatif ya da pozitif genotoksisik etkileri
belirlenerek folik asidin bu etkilere kars1 anti-genotoksik oldugu tespit edildi.

2009, 115 sayfa

Anahtar Kelimeler: Drosophila melanogaster, bitkisel oOstrojenler, folik asit, SMART,
genotoksite ve anti-genotoksisite



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

THE DETERMINATION OF THE GENOTOXIC EFFECTS OF SOME PHYTOESTROGENS
ON Drosophila melanogaster and STUDIES ON THE IMPROVEMENT OF THESE
EFFECTS BY USING FOLIC ACID

Hakan ASKIN
Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Handan UYSAL

In this study, the potential genotoxic effects of six different phytoestrogens (genistein, daidzein,
glisitein, koumestrol, quercetin and zearalenone) whose biological effects bear similarities in
natural and cultured plants which are used in feeding animals and human beings, and
antimutagenic effects of folic acid were researched via using Drosophila wing somatic mutation
and recombination test (SMART). In the experiments, larvae of 72+4 hours trans-heterozygote
which have the mwh/flr’ genotype of Drosophila melanogaster, were used. The larvae were fed
chronically with Drosophila instant medium containing different concentrations of
phytoestrogens. The effects of phytoestrogens used were evaluated considering the mutant
trichomes. These trichomes came into being as a result of the genetic changes (point mutation,
deletion, non-disjunction, and recombination) on the wing imaginal disc cells of the mature flies
emerging from the larva after the experiment. The evaluations of mutant clones were done
based on small single, large single, twin, total mwh and total spot classifications.

We worked on four concentrations of each of the 6 phytoestrogens whose genotoxic effects
were researched. In order to determine the genotoxic effects of these doses in a wider spectrum
we used concentrations of 1, 2, 5 and 10 mM. However since genistein, daidzein, quercetin and
zearaleon cause toxic effects on Drosolphila larvae at high concentrations (especially 5-10 mM)
and as individuals can not be obtained in these concentrations, the experiments were carried out
at a serial of 1, 3, 5 and 10 uM concentrations which are more diluted.

In the second stage of our study, we applied by far the highest dosage of these phytoestrogens,
which is 10 uM, together with the 10 uM dosage of folic acid on the larva in the same feeding
environment. The wing preparates of the obtained individuals were prepared as 40 wing couples
respectively for mwh/flr® (normal wing phenotype) and mwh/TM3 (serrat wing phenotype)
genotype. As a result of the applications glisitein and koumestrol yielded in all concentrations
either negative or inconclusive genotoxicity in terms of genotoxic. However the other four
phytoestrogens on the whole showed positive genotoxicity depending on the increase in
concentration. With regard to the total mutation frequency for normal wing phenotype the order
of the genotoxicity was: quercetin (0.89%), zearalenon (0.64%), genistein (0.58%), and daidzein
(0.53%). The negative or positive genotoxic effects of the plant estrogens used in this study
were determined and it was found out that folic acid is anti-genotoxic against these effects.

2009, 115 pages
Keywords: Drosophila melanogaster, phytoestrogens, folic acid, SMART, genotoxicity and

anti-genotoxicity
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1. GIRIS

1.1. Bitkisel Ostrojenler

Bitkisel Ostrojenler (fitoostrojen), farkli kimyasal formlar1 olan ve Ostrojen
reseptorlerine baglanarak etki gosteren maddelerdir. Insan ve hayvanlarin
beslenmesinde kullanilan dogal ve kiiltiir bitkileri ile tohumlarda biyolojik etkileri
birbirine benzeyen ¢ok sayida dogal bitkisel kokenli dstrojenik madde bulunmaktadir.
Colborn et al. (1996), yaklasik 300 farkli bitkiden elde edilen ve igerisinde bitkisel
Ostrojenlerin de bulundugu 20 farkli maddeyi bildirmislerdir. Bu bitki ve tohumlar;
keten, balkabagi, susam, aycicegi tohumu ile sert kabuklu yemisler (badem, findik,
yerfistigi, ceviz ve bunlarin yagi), rafine edilmemis tahillar (6zellikle de musir,
karabugday, dari, yulaf, arpa, cavdar, bugday), taze meyveler (elma, muz, kivi),
kurutulmus meyveler (6zellikle kalsiyumca zengin olan hurma, incir, erik, {iziim),
sebzeler (brokoli ve 1spanak gibi koyu yesil yaprakli sebzeler, kereviz, rezene),
baklagillerden soya fasulyesi ve mercimek, pisirmelik otlar (6zellikle sarimsak, zencefil,
maydanoz, biberiye, adacayi, i1sirgan otu)dir. Ayrica, Ozellikle yabani ¢igeklerinden
yapilmis olan bal, ar1 poleni ve ar siitlinde de bitkisel kokenli Ostrojenik maddeler
bulunmustur. Bu 6strojenik maddeler ise izoflovanlar (genistein, glisitein, bichanin A,
prunetin, daidzein ve formononetin), triterpenler, stilbenler, fenantrenler, steroidler,
kumestanlar  (coumestrol, 4-o-methylether), galangin ve aci1 asitler olarak
siralanmaktadir. Yaklasik 50-60 yildan beri varligi bilinen ve fitohormon olarak da
adlandirilan bitkisel Ostrojenler hakkinda ilk kez 90'l1 yillarda bilimsel yazilar kaleme
alimmistir. Ancak, bitki biinyesinde {iiretilen bitkisel dstrojenler, gida olarak tiiketilebilen
cesitli bitki tiirlerinde az miktarda bulunurken soya ve keten tohumunda bol miktarda

tespit edilmistir (Colborn et al. 1996).

Fitohormon iceren bitki Oziitleri bircok hastaligin tedavisinde (=alternatif tipta)
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bitkisel Ostrojenlerin saglik iizerindeki olumsuz

etkileri géz ardi edilmistir. Hiicre sistemleri iizerinde pro-apoptotik etkili



(programlanmis hiicre 6liimii) olan bitkisel Ostrojenlerin bazilarinin in vitro sartlarda
genotoksik etkili, bazilarinin ise daha zayif veya hi¢ etkili olmadigi gosterilmistir
(Stopper et al. 2005). Bazi arastiricilar, dstrojenik bilesiklerin karsinojenik olabilecegini
de ileri stirmektedir (Schlumpf and Lichtensteiger 1996). Son yillarda yapilan
caligmalar, bu konular iizerinde yogunlasmistir. Hem sentetik Ostrojen olan
diethylstilbestrol, hem de memeli 6strojeni 173-estradiol insanlarda kanser ile iligkilidir.
Bu iki 0strojen in vitro ve in vivo’da DNA hasarlarina neden olmaktadir (Roy and Lichr
1999).

Bitkisel 0Ostrojenlerin asir1 miktarlarda (rasyonun %100) tiiketilmesi, baz1 saglik
problemlerini birlikte getirmektedir. Ornegin; yiiksek miktarda bitkisel dstrojen igeren
Ferula communisin’in bir varyetesi olan Brevifolia koyunlara (2,5 g/kg-1 canli agirlik)
verildiginde, zehirleyici ve kanda pihtilagsmay1 onleyici etkiler gdstermistir (Lamnaouer
1999). Bitkisel 0strojenlerin bir bagka etkisi de yumurtaliklardaki programlanmis hiicre
olimiini (apoptosis) azaltmasidir (Billing et al. 1993). Bu, ovulasyon oranimnin
artmasina sebep olabilmektedir. Ayrica, bir baska calismada (Prakash et al. 1991)
Ferula jeschkeana (gaksir) ekstraklari tavsanlara asilanmis ve follikiiler gelisme tizerine

olumsuz etkileri oldugu rapor edilmistir.

Bitkisel Ostrojenlerin baglica 6zellikleri sunlardir;

1. Bitkisel 6strojenler gida katki maddesi olarak kullanilabilirler.

2. Ates basmasi, sikintt ve benzeri menopoz sikayetlerinde alternatif olarak
kullanilabilirler.

3. Bitkisel Ostrojenlerin uzun yillardan beri sik kullanildigi Dogu Asya iilkelerindeki
kadinlarda kalp hastaliklarinin, kemik erimesinin, unutkanlik ile bunamanin, meme,
barsak ve rahim kanserinin daha az oldugu ve bu kadinlarin menopoz dénemini daha az
sikayetler ile atlattiklar1 bilinmektedir. Uzun yasamanin sirrinin bu fitodstrojenlerde
saklt oldugunu iddia eden merkezler de bulunmaktadir.

4. Bilinen bir diger etkileri de antibakteriyel ve antiviriitik etkileri ile hastaliklara kars1

viicut direncini artirmalar1 ve hastaliklara kars1 koruma saglamalaridir.



5. Fitodstrojenler, Ostrojen benzeri bir kimyasal yapiya sahip olup B reseptorlere
baglanarak hormon benzeri etki gosterirler. Ancak, etkileri normal Ostrojene nazaran
oldukga =zayiftir. Bitkisel oOstrojenlerin ¢ogu CsC3Cs karbon iskeleti tarafindan

karakterize edilen flavonoidler siifina aittir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Flavonoidlerin kimyasal yapis1

1.1.1. Bitkisel ostrojen kaynaklari

Fitodstrojenlerin kaynaklar1 3 grupta toplanabilir;

1. Tabii olarak olusan steroidal ve non-steroidal bitkisel dstrojenler.

2. Insan ve hayvan kaynakli steroidal dstrojenler (17-B-dstrodiol, dstron siilfat gibi).

3. Mikotoksin, zearalenone, zearalenol gibi fungal atak sonucu olusan Ostrojenik

aktiviteli bilesikler.

Farkl1 gruplarda ele alinan fitodstrojenlerin, herbirinin yogun olarak bulunduklar1 besin
kaynaklar farklilik gdstermektedir. Izoflavonlarin en iyi kaynagi Leguminosae ailesine
ait bitkilerden kurubaklagiller (bezelye, fasulye, mercimek vb.), ozellikle de soya
fasulyesidir. Ancak, Graminae, Rosaceae (Prunus sp.), Iridaceae (Iris sp.) ve
Solanaceae (Nicotiniana tabacum) tiirlerinde de bulunmaktadir. Bugiin en ¢ok
kullanilan izoflavon kaynaklar1 soya fasulyesinin islenmesi ile elde edilen ¢esitli liriinler
olup, bunlarin basinda soya unu, soya protein izolatlari, tofu, soya siitii, soya yogurdu
ve soya sehriyesi gelir. Soya triinleri disindaki kaynaklar diger kurubaklagiller, tam-
tahil iirlinleri ve kirmizi yonca otlaridir. Caligmalar kus liztiimii ve kuru {iziim gibi kii¢lik

taneli meyvelerin ve soya unu igeren tahil {iriinlerinin de iyi fitodstrojen kaynaklari


http://en.wikipedia.org/wiki/Image:2-Phenyl-1%2C4-benzopyrone.svg�

oldugunu gostermektedir. Uzakdoguda siklikla tiiketilen fermente soya Triinlerinin
(miso, tempeh) izoflavon icerigi zengindir. Ciinkii fermentasyon siiresince
mikroorganizmalar izoflavonlarin B-glikozit bagimi kopararak glikozit yapilarinin
aglikonlara  doniismesini  saglar. Bu durum serbest formdaki bilesiklerin
konsantrasyonunu ve biyoyararliligini artirabilmektedir. Soya fasulyesinden elde edilen
soya yag1 ve sosu, eser miktarda izoflavon igerirken, soya ve fliriinlerinin izoflavon
iceriginin genel olarak 1-3mg/g arasinda degistigi bilinmektedir (Biiyiiktuncer ve

Basaran 2005). Cizelge 1.1’de baz1 yiyeceklerde bulunan bitkisel dstrojen miktarlar

goriilmektedir.

Cizelge 1.1. Yiyeceklerde bulunan bitkisel dstrojenlerin miktarlar

Yiyecek Bitkisel ostrojenler
(mg/kg taze ag.)

Keten tohumu 600

Soya fasulyesi 1800

Tofu, tempeh, miso, natto* 2400

Soya fasulyesi unu 1300-1650

Soya fasulyesi siitii 450

Soya sosu 150

Yer fistig1 2

Esmer piring 3

Bugday 5

Cavdar ekmegi 12

Kurutulmus mercimek 18

Kurutulmus fasulye 10-70

Taze meyve ve sebze 2

* Tofu, tempeh, miso, natto Uzakdogu’da soyadan elden edilen geleneksel yiyeceklerin ticari isimleridir.

1.1.2. Bitkisel ostrojenlerin analizi

Bitki, besin ve biyolojik sivilardaki fitodstrojenlerin, 6zellikle izoflavonlarin miktar

tayinlerinde kromatografik yontemler kullanilir. Bu yontemlerden en sik kullanilani



yluksek performansli sivi  kromotografisidir (HPLC). Diger yontemler, gaz
kromatografisi (GC), gaz kromatografi-kiitle spektroskopisi (GC-MS), ince tabaka
kromatografisi (IC) ve kagit kromatografisi seklinde siralanabilir (Reinli and Block
1996).

1.1.3. Bitkisel ostrojenlerin biyosentezi

Sikimat-asetat yolunun son {iirlinii olan fenilalanin, sinnamik asite ve daha sonra okside
olarak p- kumarik asite doniigiir. p- kumarik asit, 3 asetat iinitesiyle kondansasyona
ugrayarak A halkasimi olusturup, tetrahidrokalkona doniisecek olan ilk ara iiriinlin
olusmasini saglar. Diger kapali halka yapisi (C halkasi) olustugunda, bir flavonon olan
naringenin meydana gelir. Bundan sonra flavonlar arasinda degisik formlar olusur
(Sekil 1.2) (Jensen and Schripsema 2002). Flavonon olusumundan sonra izoflavonlarin
olusum mekanizmas: iki basamakta gergeklesir. Ilk basamakta, bir flavonon enol
formunun oksidasyonu ve rearanjmani; ikinci basamakta, su molekiiliiniin eliminasyonu

sonucu izoflavon molekiilii olusur.
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Sekil 1.2. Genistein’in biyosentez yolu



1.1.4. Bitkisel ostrojenlerin etki mekanizmasi

Steroidal olmayan bitkisel Ostrojenlerin etki mekanizmalar1 karmasiktir. Biyolojik
cevreye ve kimyasal yapilarina bagl olarak fitodstrojenler, ya Ostrojenler gibi ya da
antidstrojenler gibi fonksiyon yapabilirler. Ornegin, dolasimdaki Ostrojen seviyeleri
yliksek olan premenopozal kadinlarda, fitodstrojenler antidstrojenler gibi etkilidirler. Bu
durum, reseptor bolgeleri i¢in daha biiyiik bir afiniteye sahip olan endojen Ostrojenler ile
reseptor bolgelerine zayif bir sekilde baglanan fitodstrojenlerin Gstrojen reseptorleri
tizerindeki bir bolge icin yarigmalarindan kaynaklanir. Diger taraftan, endojen
Ostrojenlerin diisiik seviyelerine sahip olan postmenopozal kadinlarda fitodstrojenler
Ostrojen gibi fonksiyon yapar. Fitodstrojenler, dstrojen reseptor bolgelerine zayif bir
sekilde baglanmalarina ragmen, dolagimda bulunan diger dstrojenler ¢ok az oldugundan
Ostrojen reseptorlerine daha iyi baglanir. Fitodstrojenlerin etki mekanizmalarini dort

kisma ayirmak miimkiindir.

1. Ostrojen reseptorlerini aktive ederek (steroidler gibi) protein sentezi yaparlar.

2. Uterusta bulunan Ostrojenleri baglayip parcalayan uterin peroksidaz enzimini inhibe
ederek Ostrojenik aktiviteyi arttirirlar.

3. Steroidal Ostrojenler gibi bifazik etkileri vardir. Diisiik konsantrasyonda stimulasyon,
ylksek konsantrasyonda inhibisyona neden olurlar.

4. Baz1 bitkisel Ostrojenler de rhizobiumdaki nodiilasyon genini indiikleme yetenegine

sahiptir.

1.1.5. Bitkisel 0strojenlerin metabolizmasi

Izoflovanlarin emilimi hakkindaki ¢alisma sonuglar1 kesin degildir. Genel olarak,
flavonoidlerin (6rnegin, kuersetin) konjuge formu ankonjuge formundan daha iyi emilir.
Ince ve muhtemelen kalin barsaklarda absorbsiyondan sonra, izoflavonlar siilfatlar ve
glukuronidlerle rekonjuge edilir ve daha sonra idrarla veya safrayla atilir. Koyunlarin

rumeninde daidzein, equole doniisiir. Equoliin koyunlarda yonca hastaligindan sorumlu



Ostrojenik ajan oldugu gosterilmistir (Shutt and Cox 1972). Bununla birlikte, genistein
inaktif bir bilesik olan p-ethylphenole metabolize olur. insan idrarmda da bulunan

genisteinin metabolik olarak oldukga aktif bir bilesik olma ihtimali vardir.

1.1.6. Bitkisel ostrojenlerin kanser, osteoporozis ve hayvanlarda infertilite

problemleri iizerine etkileri

Mide ve barsak mikroflorasi tarafindan bitkisel prokiirsérlerinden olusturulan
izoflovonoid fitodstrojenlerin, belirli kanser tiirlerine karsi koruma saglayabilecegi
bildirilmektedir (Adlercreutz 1995). Bunlarin sahip oldugu pek cok biyolojik etki
kanseri Onleyici ajan olarak fitodstrojenleri Onemli hale getirir. FitoOstrojenlerin
antiviral, antiproliferatif ve hiicre bilylimesini Onleyici etkileri vardir (Bingham et al.
1998). Tium bitkisel Ostrojen bilesikleri zayif Ostrojeniktirler ve steroid hormonlarla
cesitli enzimler ve reseptor bolgeleri i¢in yarsirlar. Fitodstrojenlerin plazmada olusan
serbest Ostrojen miktarini azaltarak karacigerde cinsiyet hormonu baglayan globulinin
(SHBG) yapimini uyardigi da tespit edilmistir (Adlercreutz et al. 1992). Bu yolla
izoflovonoidlerin steroid hormon metabolizmasini degistirebilecegi ve hormona bagh
kanser hiicrelerinin biiylimesini ve proliferasyonunu inhibe ederek kanser riskini

azaltabilecegi bildirilmektedir (Adlercreutz 1995).

Hayvanlarda soya fasulyesi triinlerinin kimyasal karsinojenlerle olusturulan tiimorleri
azalttigr bildirilmistir. Genellikle antikanserojen etki, izoflavonlarin antidstrojenik
Ozelliklerine baglanmaktadir (Lamartiniere et al. 1995). Fakat izoflavonlarin
antiostrojenik ozellikleri ile ilgili olmayan birgok antikarsinojenik 6zellikleri mevcuttur.
Ornegin, genisteinin fosforilasyon proteinlerinden sorumlu trozinkinazlari inhibe ettigi,
bu nedenle pek ¢ok hiicre membraninda biiytimeyi onledigi gosterilmistir. Genisteinin
ayni zamanda DNA tamir enzimi olan topoizomerazi inhibe ettigi ve bir antioksidan
gibi etki ederek oksidatif DNA bozulmasini potansiyel olarak onledigi bildirilmistir
(Peterson 1995). Genisteinin hiicrede koruyucu bir mekanizmay1 uyararak kanser
hiicresi veya zararli mutasyonlarin ¢ogalmasini Onlemek i¢in hiicre OSliimiinii

programladig gosterilmistir (Pagliacci et al. 1994).



Osteoporozis, sekil ayni kalmak kosulu ile kemik miktarinin her {inite hacminde bir
azalma olarak aciklanir. Daha cok hormonlar bu hastaligi etkiler. Fitodstrojenlerin
hormonal etkileri soya fasulyesi tiiketen Uzakdogu toplumlarinda hastaligin daha nadir
olmast ile birlestirildiginde, osteoporozisteki etkilerinin  arastirilmasini  da

hizlandirmistir (WHO 1994).

Fitoostrojenler, Ostrojen reseptdor kompleksine baglanmalarina ragmen, Ostrojen
reseptorlerinin tamamen doldurulmasi ve protein sentezi gibi tiim Ostrojenik cevaplari
olusturmada basarisizdirlar. Bu nedenle, Ostradiol antagonistleri olarak karakterize
edilirler. Fitoostrojenlerin zayif Ostrojenik olduklarina dair pek ¢ok in vitro galisma
yapilmistir. Bunlar diisiik derecede memeli Ostrojen reseptorlerine baglanma
kabiliyetindedirler. Fitodstrojenlerin reseptor afiniteleri dstradiol ile karsilagtirildiginda,
koumesterol, ostradiolden sadece 10 ila 20 kat daha diislik reseptor afinitesine sahipken
genisteinin, 100 kat daidzeinin ve equoliin ise 1000 kat daha az reseptore baglanma
afinitesine sahip oldugu tespit edilmistir (Tang and Adams 1980). Fitodstrojenler ¢cok
fazla tiiketilirlerse gonadotropin saliiminin feedback sistemine karigabilir ve bu da
hayvanlarda fertilite problemlerine neden olabilir (Whitten et al. 1993). Infertileden
sorumlu yonca dstrojenlerinin biyolojik etkileri ¢ok yonlii géziikmektedir. Sperm ve
ovum taginmasinda aksakliklar, ovum implantasyonunda interferens, premature korpus
luteum regresyonu, endometrial bezlerin kistik hiper plazisi, uterus prolapsusu, maternal
distosia ve ayrica uzun siireli ayn1 yonde beslenme doniisii olmayan steriliteye neden

olabilir (Huges 1988).

Fitoostrojenler, hipotalamusta endojen Ostradiolun pozitif feedback etkisiyle
gonadotropin sekresyonunu baskilayabilir. Bu nedenle, bu tiir bitkisel dstrojenlerin ¢ok
bulundugu otlaklarda otlayan koglarda laktasyon goriilmiistiir. Ayrica, erkek iireme
bezlerinde metaplazi, daha sonralari bulbo-iiretral bezlerde genisleme, seminal

dejenerasyon ve iiriner retensiyon tespit edilmistir (Whitten and Naftolin 1992).



1.1.7. Bitkisel ostrojenlerin mutajenik, klastojenik ve genotoksik etkileri

Epidemiyolojik veriler, bitkisel 6strojenlerin tiikketiminin 6zellikle hormona bagli olarak
olusan hastaliklarda bir miktar koruma sagladigini géstermektedir. Bu durum beslenme
aligkanliklar1 diizenli olmayan toplumlarda bu &strojenik etkili maddeleri igceren besin
maddelerinin asir1 bir sekilde tiiketilmesine neden olmustur. Bu asir1 tiiketim sonucu
olusan bazi istenmeyen sonuclar iizerine, bilim adamlari bu maddelerin gercekten
tamamen faydali olup olmadig1 sorusu ile ilgilenmeye baslamislardir. Bitkisel
oOstrojenler ile yirttiilen ilk ¢aligmalar, tiimiiyle bu maddelerin insan saglig1 iizerindeki
faydalarin1 gosterme amacini tagimaktaydi. Ancak, gliniimiizde bu maddelerin bazi
durumlarda faydali olmalarmin aksine, zararl da olabileceklerini gostermistir. Ozellikle
bitkisel Ostrojenlerden genistein, daidzein ve zearalenon, genotoksik olarak
nitelendirilmistir (Stopper et al. 2005). McClain et al. (2006), ii¢ farkli deney diizenegi
ile genisteinin genotoksik etkili olup olmadigini incelemislerdir. Arastiricilar bu amagla,
birinci deney diizeneginde Ames testini in vitro’da kullanarak genisteinin mutajenik
etkisini degerlendirmisler ve deney sonucunda genisteinin herhangi bir olumsuz etkiye
neden olmadigmi rapor etmislerdir. Ikinci deney diizeneginde ise yine in vitro’da
farelerde lenfoma deneyi ile genisteinin bu canlilar {izerinde topoizomeraz I enziminin
etkisini inhibe ederek kromozomal hasara yol a¢tigini tespit etmislerdir. Ugiincii
uygulamada ise bu kez in vivo’da farelerde mikroniikleus testini ger¢eklestirmisler ve
genisteinin herhangi bir mutajenik etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Yine, bir ¢esit
bitkisel Ostrojen olan ve fazla tiiketildiginde, o6zellikle ¢iftlik hayvanlarinda endokrin
rahatsizliklara yol actig1 bilinen koumestroliin Chinese hamster ovaryum hiicrelerinin
(V-79 hiicreleri) hypoxanthine phosphoribosyl transferaz (HPRT) geninde DNA
ipliginde kirilmalara, mikroniikleus ve mutasyonlara sebep oldugu bildirilmistir
(Kulling and Metzler 1997). Domon et al. (2001) ise insan lenfoblastoid hiicre
kiiltlirlerinde koumestroliin hem mutajenik, hem de klastojenik 6zellikler sergiledigini

belirtmislerdir.
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1.1.8. Bitkisel ostrojenlerin simiflandirilmasi

Bitkilerde fenilpropan ve basit fenollerden sentezlenen fitodstrojenler, kimyasal olarak
cok genis cesitlilik gosterirler. Fitodstrojenler, insan estradiol hormonuna (17f-
estradiol) benzer yapida olduklar1 i¢in Ostrojenik ve/veya antiostrojenik etkiye neden
olabilirler. En biiyiik 6strojenik aktiviteye sahip olanlar koumestanlar ve izoflavonlardir
(Collins et al. 1997). Fitodstrojenleri yiyeceklerde en ¢ok bulunmalarina ve aralarindaki
akrabalik iliskilerine gore 2 biiyiik grupta siniflandirmak miimkiindiir. Sekil 1.3’de bu 2

grup gosterilmistir.

[zoflavon ve koumestanlar bitkide kendiliginden sentez edildikleri igin, bazen intrinsik
Ostrojen bilesenleri olarak da kabul edilmektedirler. Makrolit yapisinda olan rezorsiklik
asit ketonlari, tahil lirtinlerine bulasan kiifler tarafindan iiretildikleri i¢in mikodstrojenler

olarak tanimlanirlar (Davis et al. 1999).

Bitlasel dstrojenler

Flavonoidler Non-Flavonoidler
|
| | | |
Izoflavonlar  Koumestanlar Prenl flavonoidler Lignanlar
Genistein Koumestrol 8- Prenilinarinjenin Larisiresinol
Daidzem A-Metolosilcommestrol - PI’E:['JJ]JHEI’]H]EI]JII Isolarisiresinol
(Equol) Ksantohumol Matairesinol
Slisttemn Isoksantahumol Sekoisolarisiresinol
Biochanin A (Enterodiol)
Formononetin {Enterolakton)
Dﬂﬂﬂjﬂl (Enterodion}
Prunetm_ Pinoresinol
Kuercetin Resorsiklil asit ketonlar
Mykodstrojenler
Zearalenon
o-Zearalenol
p-Zearalenol

Sekil 1.3. Bitkisel dstrojenlerin siniflandirilmasi

* Parantez igerisindeki bilesikler, bitkilerde dogal olarak bulunmaz. Ancak dahil olduklari smifa ait
iiyelerin metabolizmasi sonucu iiretilirler.
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1.1.9. Flavonoidler

Flavonoidler, izoflovanlar, koumestanlar ve prenil flavonoidler olarak {i¢ gruba
ayrilirlar. Tiim flavonoidler, 3'-4'dihidroksi konfigilirasyonu ile antioksidan aktiviteye
sahiptirler. Flavonoidler ve diger bitki fenoliklerinin siiperoksit, alkoksil, peroksil ve
nitrik oksit gibi radikalleri temizleme, demir ve bakir selasyonu, p-tokoferol
rejenerasyonu foksiyonlarina ek olarak; vazodilatér, immiinstimiilan, antiallerjik,
Ostrojenik, antiviral etkileri de s6z konusudur (Park et al. 2003). Fosfolipaz-A2,
siklooksijenaz, lipooksijenaz enzimlerinin inhibisyonu ile antiinflamatuar 06zellik
gosterirler. Ayrica, ksantin oksidaz, glutatyon rediiktaz, NADH-oksidaz ve protein
kinaz enzimlerini inhibe ettiklerine dair veriler mevcuttur. Yiyeceklerle flavonoid
aliminin ortalama 26 mg/giin oldugu belirlenirken, predominant flavonoidin kuersetin
oldugu saptanmistir (Park et al. 2003). Alinan esas kaynaklari; ¢ay (%61), sogan (%13)
ve elma (%10) olusturmaktadir. Bunun yaninda, Akdeniz kiiltiiriinde 10-20mg/L
flavonoid iceren kirmizi sarabin 6nemli bir kaynak olusturdugu belirlenmistir. Soya
fasulyesi, yer fistig1, hardal, piring, susam, zeytin, sogan, patates, yulaf, zeytin gibi sik
tilkketilen gidalarda da flavonoid igerik gdsterilmistir (Formica and Regelson 1995).
Adacay1, kekik, biberiye, karabiber ve karanfil gibi baharatlarin gii¢lii antioksidan
etkiye sahip olduklar1 uzun siliredir bilinmekte ve gida koruyucu olarak
kullanilmaktadirlar. Sentetik bir flavonoid olan ipriflavon 1960'larin sonlarinda
iiretilmis ve hayvan besinlerine kanstinldiginda kemikte total Ca™ miktarmi arttirdig:
gosterilmis ve osteoporoz tedavisinde kullanimi glindeme gelmistir (Burak ve Cimen

1999).

Son yillarda tanimlanmis olan bir flavonoid bilesik olan 3-Hidroksifarreroliin, 10M
konsantrasyonda siiperoksit anyonunun (O’) nétrofil iiriinlerini tetiklemesini azaltmasi,
notrofil miyeloperoksidaz ve elastaz salinimini inhibe etmesi, monositlerden TNF-a ve
IL-8 salinimini azaltmasi yoluyla antibakteriyel 6zellik gosterebilecegi bildirilmistir.
Ayrica, ksantin oksidaz, glutatyon rediiktaz, NADH-oksidaz, protein kinaz gibi bazi

enzimleri inhibe ettiklerine dair veriler de mevcuttur (Meloni et al. 1995).
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Faydali etkilerine zit olarak, flavonoidlerin mutajenik olduklar1 hakkinda da in vitro
veriler bulunmaktadir. Flavonoidlerin biyolojik ve farmakolojik etkileri antioksidan ve
prooksidan davraniglarina baglidir. Auroma and Murcia (1993), baz1 fenolik
antioksidanlarin DNA, protein ve karbonhidratlarda in vitro oksidatif hasari
hizlandirabildigini bildirdiler. Bonet et al. (1996) yaptiklar1 bir ¢alismada, CuCl, ile
indiiklenen diisiik yogunluklu lipid (LDL) oksidasyonunu vitamin C ve flavonoidlerin
arttirabildigini  gdstermislerdir. Bu nedenle, biyolojik molekiillerde fenolik
antioksidanlarin prooksidan etkilerini gézoniinde bulundurmanin énemli olduguna dair
goriis  bildirmektedirler.  ORAC (Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi) Testi
kullanilarak, bazi flavonoidlerin konsantrasyon ve serbest radikal kaynagina baglh
olarak hem antioksidan, hem de prooksidan davranabilecegi gosterilmistir.
Flavonoidler, serbest radikallere karsi antioksidan olarak davranirlar, ama bir gecis
metali varliginda prooksidan aktivite gosterirler. Bu flavonoidlerin antioksidan etkisi ve
bakirin indiikledigi prooksidan aktiviteleri kendi yapilarina baglidir (Cao et al. 1997).
ABD'de bir grup arastirmaci, hamile kadinlarca soya tliketiminin, dogacak erkek
cocuklarin ilerideki cinsel yasaminda ciddi olumsuzluklara yol agabilecegi uyarisinda
bulunmuslardir. Bu etkiye neden olarak da soyada bulunan 6strojen hormonu benzeri
kimyasal maddeler gosterilmistir (www.biltek.tubitak.gov.tr). Kadinlik hormonu olarak
da bilinen Ostrojene benzer etkilere sahip olan ve kozmetik iirlinlerinde, plastiklerde ve
dogum kontrol haplarinda bulunan kimyasallarin, kirlenmis derelerde bulunan baliklarin
cinsiyetlerini degistirdigi, hatta insanlarda bile sperm sayilarini diisiirdiigii belirlenmistir
(www.biltek.tubitak.gov.tr). Bunlarin yani sira, fitoostrojenler olarak adlandirilan dogal

Ostrojen benzerlerinin etkileri konusunda da endiseler mevcuttur.

1.1.9.a. izoflavonlar

Etkisi nedeniyle, lizerinde en ¢ok calisilan fitoostrojenler izoflavonlardir. Diger
yapilarla ilgili ¢alisma sayilar1 olduk¢a azdir. izoflavonlar bitkilerde aglikon, glikozit,
malonil glikozit veya asetil glikozit yapt olmak iizere dort temel yapida bulunabilirler.
Aglikon yapilar daidzein (7,4’—dihidroksi izoflavon), genistein (5,7,4’-trihidroksi

izoflavon) ve glisitein (7,4’—dihidroksi 6-metoksi izoflavon) gibi konjuge olmamis


http://ekolojikurunler.ekoses.com/shopquery.asp?cname=soya
http://www.ekoses.com/ekolojikyasamportali/bpg/publications_list.asp?iabspos=1&vjob=vkwd,kozmetik
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yapilardir. Glikozitler arasinda 7-O-glukozit (daidzin, genistin, glisitin), 6’-O-
asetilglukozit (6’-O-asetildaidzin, 6’-Oasetilgenistin, 6’-O-asetilglisitin) ve 6’-O-
malonilglukozit (6’-O-malonildaidzin, 6’-O-malonilgenistin, 6’-O-malonilglisitin) yer

alir (Sam and Chang 2002).

Izoflavonlar, bitkilerde dogal olarak sekerlerle konjuge yapilar halinde yani glikozit
halde bulunurlar. 6’-O-asetilglukozit ve 6’-O-malonilglukozit yapilar ise, aglikona
baglanan seker molekiilii disinda, asetil veya malonil molekiilii igerirler. Bitkilerden
izole edilen izoflavonlarin bir¢gogunun Sstrojenik etkisinin olmadigi, etkili olanlarin da
ostrojenik etkilerinin ayn1 olmadig1 saptanmistir. Ornegin, genistein en giiclii dstrojenik
etkiyi gosterirken, soya izoflavonlarinin %5-10"unu olusturan glisitein, diger

izoflavonlardan ¢ok daha zay1f Gstrojenik 6zellige sahiptir (Sam and Chang 2002).

[zoflavonlar, yemeklik baklagiller, rafine edilmemis tahil taneleri, bazi meyveler ve
sebzelerde degisik miktarlarda bulunan, insanlarda hem Ostrojenik, hem de
antiostrojenik aktiviteler gosteren fitodstrojen bilesiklerdir (Kelly et al. 1998a).
Izoflavonlar, bitkisel dstrojenler iginde en iyi sekilde tanimlanmustir. En fazla miktarda
soya fasiilyesinde, ayrica legiimenler ve yoncada da bulunmaktadir. izoflavonlarin
hormonal etkilerini gosteren bir¢ok arastirma vardir. Fakat genotoksik aktiviteleri
tizerine caligmalar hala ¢ok smirlidir. Genel olarak izoflavonlar goglis, rahim,
yumurtalik, prostat ve bagirsak kanseri ile iligkili hormonlara karsi genis c¢apta
koruyucu igeren sayisiz biyolojik 6zelliklere sahiptir (Kelly et al. 1998b). Soyadan elde
edilen izoflavonlarin kullanilmasi durumunda kandaki kolesterol (LDL) seviyesinde ve
atardamarlarda plak olusumunda azalma oldugu bildirilmistir (Anthony et al. 1996;
Kelly et al. 1998c). Ayrica izoflavonlarin hiicre membraninda kalsiyum degisimini
diizenlemek suretiyle osteoporozise (kemik erimesine) karsi koruyucu (Gould et al.
1995), antioksidant (Pratt et al. 1981) ve menopoz belirtilerini azaltici etkileri de
(Adlercruetz and Mazur 1997) belirlenmistir. Fakat bu koruyucu etkilerinin tam
mekanizmas1 hala acgik degildir. Bununla beraber, fitodstrojenlerin, sirkiile olan
Ostrojenlerin biyolojik aktivitelerini azaltmak yoluyla, Ostrojenin uyardigi sinyallere

kars1t olusan hiicresel cevabi degistirdigi diigiiniilmektedir (Adlercreutz and Mazur
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1997). Diger taraftan, izoflavonoid tiiketiminin evcil hayvanlardan koyunlarda ve
sigirlarda siirekli infertileteye ve kafesteki citalarda karaciger hasarina sebep oldugu
bildirilmektedir (Setchell et al. 1987). Bu durum kronik izoflavonoid tiiketiminin sebep
oldugu biyolojik etkiler hakkinda daha fazla deneysel arastirma geregi fikrini

olusturmustur.

Genistein, daidzein, equol, glisitein, kuersetin ve biochanin A en 6nemli izoflavonlar
arasindadir. Bunlardan genistein, 0Ozellikle soya fasililyesinde ve soya temelli
yiyeceklerde dogal olarak bulunan bir bitkisel Ostrojendir. Genisteinin yapisi endojenik
Ostrojenlerin yapisina benzerlik gosterir. Ancak etkisi daha zayiftir. Genisteinin

kimyasal yapis1 Ci5H;0Os olup molekiil agirligr yaklasik 270g/mol’diir (Sekil 1.4).
HO o

ey
HO O
= OH

Sekil 1.4. Genistein’in kimyasal yapisi

Genistein, bebekler i¢in satilan bazi katkili siit ve mamalar ile bazi kadinlarin hormon
yenileme tedavilerine alternatif olarak kullandiklar1 katkili yiyeceklerde biiyiik
miktarlarda bulunmaktadir. Bu maddelerin kanser yapabildigini gosteren bazi
calismalardan sonra, bir Ingiliz tibbi damisma kurulu, soya katkili siit ve mamalarin
tehlikeleri konusunda ciddi kanitlar bulundugu uyarisinda bulunmustur. En son yapilan
bir calismada ise soya {riinlerinin endise verici bir baska etkisi gozlenmistir.
Arastirmacilar, gebe fareleri insanlarin yedigine esdeger genistein katkili yiyeceklerle
beslemisler ve dogan erkek yavrularin daha biiyiik prostat bezleri ve daha kiiclik
testisleri oldugunu gozlemislerdir (Giiltekin and Yildiz 2002). Ayni arastirmacilar,
stitten kesildikten sonra genistein katkili gidayla beslenen ve bu gidalarin verilmedigi

iki grup erkek fareler arasinda, iiregenital sistemde herhangi bir degisiklik olmadigini


http://ekolojikurunler.ekoses.com/shopquery.asp?cname=s%C3%BCt
http://www.ekoses.com/ekolojikyasamportali/bpg/publications_list.asp?iabspos=1&vjob=vkwd,kanser
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gozlemislerdir. Bu da genisteinin en biiyiik etkiyi ana rahminde ve emzirme déneminde

gosterdigini ortaya koymaktadir.

Daidzein de (7-Hydroxy-3-(4-hydroxyphenyl) chromen-4- one) bir izoflovan ¢esididir.
Diger ticari isimleri ise 4,7- Dihydroxyisoflavone, daidzeol, isoaurostaindir. Kimyasal
formiilii C;sH;0O4 olan daidzeinin molekiiler agirlig1 yaklasik 254g/mol olup erime

noktas1 315-323°C olarak dlciilmiistiir (Sekil 1.5).

HO

Sekil 1.5. Daidzein’in kimyasal yapist

Daidzein, soya fasulyesinde genisteinden sonra en ¢ok bulunan izoflovandir. Soya
fasulyesi, japon sarmasigi ve cayir iiggiilinde bulunur. Genistein gibi daidzein de
Ostradiol ile yapisal benzerlik gosterir ve bu da onlarin kolayca Ostrojen reseptorlerine
baglanmalarii saglar. Ancak, daidzeinin Ostrojen reseptdriine baglanma afinitesi
genisteinin baglanma afinitesinden olduk¢a diisiiktiir (Unsal ve Sartyar 2008).

Dolayisiyla dstrojenik etkisi diger izoflavonlara gore daha azdir.

Genistein ve daidzeine ilaveten soyada kesfedilmis olan iiciincii izoflovan glisiteindir.
Soya tirlinlerinde bulunan toplam izoflavonlarin yaklasik %5-10’unu olustururlar. Ticari
ismi 4,7-Dihydroxy-6-methoxyisoflavone olan glisiteinin kimyasal formiilii C;¢H;,0s tir
(Sekil 1.6). Bu bilesigin biyolojik etkinligi bugiine kadar rapor edilmemistir. Ancak bu
bilesik, daidzein ve genistein gibi diger izoflavonlarla birlikte bircok kez calisilmistir.
Stopper et al. (2005), 150uM konsantrasyona kadar glisiteinin genotoksik etkilerini

incelemigler ve mikroniikleus olusumuna rastlamamislardir.
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OH

CH,O

HO O

Sekil 1.6. Glisitein’in kimyasal yapisi

Yine bir flavonoid (flavonal) olan kuersetinin kimyasal formiili CsH;007 (Sekil 1.7),
molekiil agirhig, yaklasik 302g/mol ve erime noktas1 316°C’dir. Limonda kuersitrin ve
rutin gibi kuarsetinin tiirevleri bol miktarda bulunur. Giinlimiizde ¢esitli bitki ¢caylarinin
icerisinde bulunan kuersetin, biyokimya, gida kimyasi, boya kimyasi, tip kimyasi, boya
endiistrisi ve kozmetik alanlarinda kullanilmaktadir. Genellikle bir¢ok bitkinin kok,

govde ve cigeklerinde farkli flavonoidlerle birlikte bulunur.

Kuarsetinin genotoksisitesi tizerine ¢eliskili sonuglar yaynlanmistir. Kuarsetin,
Salmonella typhimurium’da 60nM konsantrasyonda mutajenik etki gostermistir
(Czeczot et al. 1990). Buna ilaveten, hem 19.8-49.6uM konsantrasyon araliginda, hem
de 66.2-165.4uM konsantrasyonlarda Chinese hamster ovaryum hiicrelerinde kardes
kromatid degisimine yol agmustir (Carver et al. 1983).

Sekil 1.7. Kuarsetin’in kimyasal yapisi

Caligmamizda kullanilmayan ancak izoflavonlar grubunda yer alan bagka bilesikler de

mevcuttur. Equol ve biochanin A bu bilesiklere 6rnektir.
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Equol (4',7-isoflavandiol), daidzeinden dogal olarak olusan bir izoflavondur. Equol,
insan barsaklarinda belirli bakteriler tarafindan daidzeinin ayristirilmasi sonucu olusur.
Ancak insanlarin yalnizca yaklasik %30-50’sinin barsaklarinda equol yapan bakteriler
vardir (Frankenfeld et al. 2005). Equoliin prostat kanseri ve menapoza kars1 koruyucu
etkili oldugu bildirilmektedir (Akaza et al. 2004; Frankenfeld et al. 2004). Equoliin
kimyasal yapis1 Sekil 1.8’de gdsterilmistir.

OH

=y
o

HO 0

Sekil 1.8. Equol’iin kimyasal yapist

Biochanin A (5,7 Dihidroxy-4’-Methoxyisoflavone), flavonoidlerin izoflavon sinifina
aittir. Ostrojen benzeri biyolojik aktiviteye sahip olan nonsteroidal bilesikler igeren
bitkilerden elde edildikleri icin bir bitkisel Ostrojen olarak da smiflandirilmaktadir.
Biochanin A, zayif ostrojenik aktiviteye sahiptir. Bu zayif Ostrojenik etkili madde, suda
¢oziinmeyen katt bir maddedir ve molekiiller formiili C;¢H;,Os’tir. Sekil 1.9’da
biochanin A’nin kimyasal formiilii goriilmektedir. Biochanin A 6zellikle bir legiimen
olan Trifolium pratense (kirmizi yonca)’de bulunur. Biochanin A’nin koyunlara
verilmesinin strojenik bir etki meydana getirmedigi bildirilmektedir (Coskun ve Imir
1991). Ayrica, ge¢mis calismalar bu maddenin antioksidan etkilerini ve oOzellikle

farelerde meme kanserine karsi koruyucu oldugunu gostermektedir (Gotoh et al. 1998).

HO O

OH O . _.CH,

Sekil 1.9. Biochanin A’nin kimyasal yapisi
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1.1.9.b. Koumestanlar

Koumestanlar, yapisal olarak izoflavonlara benzerler. Koumestanlar i¢inde en 6nemli
Ostrojenik aktiviteye sahip olan bilesikler koumestrol (Sekil 1.10) ve 4-metoksi

koumestroldiir.

Kimyasal formiilii C;sHgOs olan koumestrol ¢esitli yonca tiirlerinin filizlerinde ve diger

baklagillerde bulunmaktadir. Genistein gibi en yaygin ¢alisilan bitkisel dstrojenlerdir.

0 OH

HO o 0O

Sekil 1. 10. Koumestrol’iin kimyasal yapis1

Kulling and Metzler (1997), koumestroliin Chinese hamster V79 hiicrelerinde hem
mutajeniteye (HPRT mutasyon), hem de genotoksisiteye (mikroniikleus olusumu) neden
oldugunu gostermislerdir.

1.1.9.c. Prenil Flavonoidler

Prenil flavonoidleri, 8-prenilinarinjeninler, 6- prenilinarinjeninler, ksantohumol ve

isoksantahumol olusturur. Etkileri heniiz tam olarak belirlenememis bilesiklerdir.
1.1.10. Non-Flavonoidler

En 6nemli temsilcileri lignanlardir. Biitiin damarl bitkilerde glikozit formda bulunurlar.
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1.1.10.a. Lignanlar

Lignanlar, 2,3 dibenzilbiitan iskeleti ile tanimlanirlar. Bitkilerde bulunan temel
lignanlar, larisiresinol, izolarisiresinol, metairesinol, sekoizolarisiresinol ve pinoresinol
(Sekil 1.11) olup bunlar insanlarda ostrojenik aktivite gosteren iki temel bilesigi,
enterolakton ve enterodiolii vermektedirler. Izoflavonlar gibi enterolakton ve enterodiol
de (Sekil 1.12) barsak mikroflorasinin bitki lignan onciileri tizerindeki aktivitesi sonucu
olusurlar. Enterolaktonun bunun disinda enterodioliin oksidasyonu ile de olustugu

bilinmektedir (Davis et al. 1999).

Sekoizolarikiresinol Metairesinol Larisiresinol Pinoresinol

Sekil 1.11. Lignanlarin kimyasal yapilar

izoflavonlar gibi lignanlar da tahil, sebze ve meyvelerde bulunurlar. En iyi bilinen

kaynaklari ise Linum usitatissimum (keten tohumu)’dur.

Lignanlar, ilk olarak bitki hiicre duvarlarinin yapisinda var olan ligninin olusumuna
katki saglayan maddeler olarak tespit edilmistir (Ososki and Kennelly 2003). Hem
bitkisel Ostrojenlerin 6nemli bir grubunu olustururlar, hem de antioksidant gibi

davranirlar.
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Sekil 1.12. Enterodiol’lin (1) ve Enterolakton’un (2) kimyasal yapisi

1.1.10.b. Mikoostrojenler

Bunlara makrolitlerde denilmektedir. Makrolitler, 6zellikle uygun olmayan kosullarda
depolanan tahillar, yagh tohumlar ve otlarda hizla ¢ogalan Fusarium gibi mantarlarin
ikincil metabolitleridir. Cogunlukla tohumun kabuk kisminda bulunurlar ve bilindigi
gibi bu kisim genellikle besinin islenme siirecinde bitkiden ayrilir. a- zearalenon (Sekil

1.13) ve B-zearalenon Ostrojenik aktiviteye sahip oldugu bilinen mikodstrojenlerdir.

Zearalenon (ZE), diinyanin her iklim bolgesinde bulunabilen kiif mantar1 Fusarium’un
bir metabolitidir. FES (Fermentasyon dstrojenik madde) veya F-2 toksini adlar ile de
bilinmektedir. Bu kiif metaboliti direk bir toksin olmaktan ¢ok hormon benzeri kimyasal
yap1 gosterir. Tahillar, misir ve domates icin ¢cok dnemli sorun olup, bitkilerde pek cok
hastaliklar yapabilmektedir (Kuiper et al. 1987). Koch (1981)’a gore kuvvetli 6strojenik
etkili olan ZE, fareler, sicanlar, hamsterlar ve gine domuzlar1 gibi ¢esitli hayvanlarin
tireme sistemlerinde dejenerasyonlara yol agmaktadir. ZE ile muamele edilmis farelerin
ozellikle uterus ve testislerindeki intersititial hiicreleri ve ovaryum folikiillerinde ZE’ nin
kuvvetli yayilim gdsterdigi bulunmus ve hatta ZE’ye adipoz dokuda da rastlanmistir

(Kuiper et al. 1997).
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Sekil 1.13 Zearalenon’un kimyasal yapist

Zearalenon, mutajenik ve kanserojen etkili olup, bazi hayvanlarda, 6zellikle eseysel
organlarda toksik etkiler gdstermektedir. Zearalenon, funguslar tarafindan iiretildigi
bilinen tek bitkisel dstrojen olup, bu 6zelligi ile ticari bir 6neme sahiptir. Zearalenon
tirevlerinden biri olan Zeralenol (Zeranol), anabolik ajan olarak kullanilmaktadir.
Zearalenonun 1-5ppm’lik diizeyleri canlilarda fizyolojik hasarlar meydana

getirebilmektedir (Janssen et al. 1997).

1.1.11. Diger bitkisel oOstrojenlerden galangin, kaempferol ve fisetinin genel

ozellikleri

Flavonoidler ve non-flovanoidlere ilaveten diger biyoflavonoidler-flavonlar (Milligan et
al. 1999) ve flavonollar (Breinholt and Larsen 1998) da zayif Gstrojenik aktiviteye
sahiptirler. Kalp hastalig1 ve kansere kars1 koruyucu etkili olduklar1 diistintildiigii i¢in
bu tip maddelere ¢ok fazla ilgi gosterilmistir. Ancak, galangin, kaempferol ve fisetin
gibi flavonoidlerin de diger bitkisel Ostrojenlerde oldugu gibi bazi mutajenik ve
genotoksik etkileri gozlenmistir. Bunlardan galanginin (3,5,7-trihydroxyflavone)
kimyasal yapis1 Sekil 1.14’de gosterilmistir. Kimyasal formiili C;sH;0Os olan
galanginin molekil agirhgr yaklasik 270g/mol’diir. Galangin, antioksidatif ve
radikalleri ortadan kaldiric1 aktiviteye sahiptir (Cholbi et al. 1991). Ancak,
konsantrasyon artisina gore, bakterilerde mutajenik (40mM) ve Chine Hamster

Ovaryum (=CHO) hiicrelerinde klastojenik (204-277uM) etkilere sahip oldugu tespit
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edilmistir (Mac Gregor and Jurd 1978; Carver et al. 1983). Bazi arastiricilara gore ise
0.5-1000uM konsantrasyonlarda anti-genotoksik etkiye sahiptir (Sohn et al. 1998).

Sekil 1.14. Galangin’in kimyasal yapis1

Kaempferol, Ranunculaceae familyasinin bir iiyesi olan Delphinium (bit otu) cinsi,
tiztim ve diger bitki kaynaklarindan izole edilebilen dogal bir flavonoid cesididir.
Kaempferol, erime noktasi 276-278°C olan sari renkli kristal maddedir. Sudaki
¢Oziiniirliigli ¢cok azdir, bu yiizden etanol ve dietil eter gibi organik ¢oziiciilerde de
¢cOziilmektedir. Kimyasal formiilii C;5sH;9O¢ olan bu bilesigin molekiil agirhig yaklasik
286g/mol’diir. Kaempferoliin kimyasal yapis1 Sekil 1.15°de gdsterilmistir. Insan
lenfositlerinde diislik dozlarda (104-500uM) kaempferol, mutajenik bilesikler tarafindan
meydana getirilen DNA hasarlarini azaltmaktadir (Anderson et al. 1997a; Noroozoi et
al. 1998). Ancak, yiiksek dozlarda (200-800mg/kg) kaempferoliin fare kemik iligi

hiicrelerinde mikroniikleus olusumunu arttirdig: tespit edilmistir (Sahu et al. 1981).

Sekil 1.15. Kaempferol’iin kimyasal yapisi

Fisetin, bircok sebze ve meyvede ozellikle ¢ilekte dogal olarak bulunan bir flavonoid

cesididir. Kimyasal formiilii C;5sH;¢O¢ olan fisetinin molekiil agirlig1 yaklasik 286g/mol
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olup erime derecesi 330°Cdir. Bu maddenin kimyasal yapist Sekil 1.16’da verilmistir.
Fisetin Ames testiyle yapilan bir ¢aligmada, mutajenik aktivite gdsterirken (Fimognari

et al. 2004), diger genotoksik etkileri ile ilgili veri bulunmamaktadir.

Sekil 1.16. Fisetin’in kimyasal yapisi

1.1.12. Folik asit — folisin (pteroglutamik asit)

Makrositik aneminin maya tedavisine cevabiyla ilk kez 1930°da dikkat ¢ekilmis ve
1941°de bu faktor “folik asit” olarak tanimlanmistir (Mitchell et al. 1941). Folik asit
cesitli bitkilerde ppb diizeyinde 6rnegin 1spanakta 0.698, marulda 0.711, maydanozda
3.450, kusburnunda 2.139, salgam tohumunda 0.959, igde ciceginde 10.303 bulundugu
belirlenmistir (Giiler ve Liman 2005). Bu molekiiliiniin yapisinda pteridin, p-amino
benzoik asit (PABA), a-glutamik asit ve tek karbonlu gruplar (formil, metil, metilen
gibi) bulunur. Pterin halkasi ve PABA pteroik asidin parcalaridir ve a-glutamik asitle
konjiige olurlar. Bu yapidan dolayi, folik aside “pteroglutamik asit” de denilir.
Pteridinin yapisinda primidin ve prazin halkalar1 bulunur. Prazin halkasinin rediiksiyonu
dihidro ve tetrahidro glutamik asidi olusturur. Bu gruplar prazin halkasmin ya N°, N'°

veya her iki pozisyonunda yer alir (Sekil 1.17).

Dogal olarak, folik asit poliglutamat molekiilleriyle (yedi ve daha fazla ¢esit) konjlige
halde bulunur. Glutamat yapi, glutamatin gama karboksil grubuna peptit bagla baglanir.
Dogada yiiz elliden fazla folik asit formu bulunmustur. Tek karbon iiniteleri bulunan
veya bulunmayan tetra hidroksi folik asit (FHy4), folik asidin biyolojik aktif ko-enzim
formudur. Folisin terimi, biyolojik aktif folik asit i¢in kullanilirken, folat terimi genel

anlamda kullanilmaktadir.
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Sekil 1.17. Folik asit’in kimyasal yapist

Folik asit, suda eriyebilen kristalize sar1 renkli bir maddedir. Asidik ortamlarda 1siya
dayanikli olmakla birlikte, alkali ve nétiir ¢ozeltilerde 1s1ya pek dayanikli degildir. Folik
asit, bitki ve mikroorganizmalarin bir¢ogu tarafindan iiretilmektedir (Donnelly 2001).
Hayvanlarin barsaklarindaki bakteriler de folik asit iiretebilirler. Ancak, insanlar
tarafindan sentezlenemedigi i¢in disardan alinmasi gereken ¢ok 6nemli bir vitamindir
(Baysal 1990). Besinlerdeki folik asit, poliglutamat folat seklindedir ve poliglutamat
folat, organizmada primer interselliiler depo formudur. Intestinal hiicrelerde bulunan
dihidrorediiktaz enzimi, NADPH’y1 kullanarak poliglutamat folat1 tetrahidrofolat
(THF)’a indirger. Folik asidin THF formuna folinik asit denir. Ancak, emilebilmesi i¢in
spesifik bagirsak konjugaz enzimleri tarafindan monoglutamat folata doniistiiriilmesi
gerekir ve herhangi bir yardimci birime ihtiya¢ olmaksizin duedenum ve proksimal
jejenumdan emilir (Donnelly 2001). Yiyeceklerdeki folik asit poliglutamat
molekiilleriyle konjiige halde bulunur. Emilmeden 6nce intestinal mukozadaki hidrolitik
enzimlerle dekonjiigasyona ugrar. Bu enzim, yglutamilkarboksi peptidazdir (konjligaz
enzimi). Folik asit, indirgenmis formuna (FH4) emilim islemi sirasinda doniigiir. Bu
reaksiyon iki asamada NADPH- bagimli dihidrofolat rediiktaz ve tetrahidrofolat
rediiktaz enzimlerinin yardimiyla olur. Folik asidin indirgenmis formu sonra enerjiye

gereksinim duyarak aktif transportla ince bagirsaklarin iist kismindan emilir. Hafif asit
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ortamda (pH 6.3) emilim artar, asidik veya alkali ortamda ise diiser. Normal bir diyette

emilim %350-75 oranindadir (Aksoy 2000).

Transportu karisik olup indirgenmis monoglutamat tiirevlerinin albumine ve folat
baglayic1 proteinlere (FBP) baglanarak plazma iginde karaciger ve diger dokulara
tasindig1r sanilmaktadir. Bu yapiyla karacigerde, ince bagirsaklarin firca yiizeyinde,
ekstrasellular sivida, serebrospinal sivida ve plazmada bulunmustur. FBP okside

formundan ¢ok, indirgenmis formunu baglamaya meyillidir.

Dolasimda en fazla 5’-metiltetrafolat formu bulunur. Enterositlerde ¢esitli
monoglutamatlarin bu yapiya doniistiigli diisiiniilmektedir. Folat derivatiflerinin ¢ogu
karacigere eristikten sonra safra icinde cikarilir. Enterohepatik dolasim plazma folat

diizeyinin stirekliligi i¢in 6nemlidir (Sekil 1.18).

Diet folati Intestinal . Enterosit
(polighttamat ———————=  Jimen Konjugaz > (monoglutamat
formu) (jejunum) formmu)
Enterohepatik
dolasun
Plazima
Diska {5-(_.‘H3FH 4

Safra

‘\_v

Karaciger

v
Idrar €——— Bibrek S Sistemik dolasun

1

Periferal dokn

Sekil 1.18. Diyet folat’in emilimi ve taginmasi
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Folik asidin monoglutamat formlar1 6zellikle 5’-metil-FHy hiicreler tarafindan alinir ve
poliglutamat formunda metabolize edilir. Bu biiyiik molekiiler yapiyla hiicre i¢inde
tutulabilir. Viicuttaki folatin % 50’si karacigerde depo edilir. Normal beslenmis bir kisi,
giinde 5—40pg idrar ile vitamini atar. Metabolize olan folatin %20’si diskida bulunur,
emilmeyen miktar ise 60—90ug’dir. Biyolojik yarilanma 6mrii de 101 giindiir. Eriskin

bir erkek viicudunda toplam miktar1 5-10mg’dir (Aksoy 2000).

1.1.12.a. Folik asit’in fonksiyonlari

Tek karbon iinitelerinin tasinmasi: Biyolojik aktif formu olan FH4, ¢esitli oksidasyon
olaylarinda tek karbon {initelerini tasir. Bu gruplar, metil (-CHs), metilen (-CH,-),
formimino (-CH = NH), formil (-CH = O) ve metenil (-CH = O)’dir. En okside karbon
tinitesi ise CO, olup biotin tarafindan transfer edilir. Bu fonksiyonundan dolay1 bu
vitamin, birgok metabolik reaksiyonda hayati rol oynar. Tek karbon {initi tagiyan folat
derivatifleri birbirlerine doniisebilirler, yalnizca 5°10°, metilen FH4 iin No-metil FH4

doniisiimii reversible degildir (Aksoy 2000).

Metionin sentezi: Karacigerde depolanan 5-metil FH4, B, vitaminine bagimli metionin
sentetaz enzimi ile FH4 dontisiir. Reaksiyon sirasinda homosisteine transfer edilir ve
sonra metionin olusur. B, vitamin yetersizligi folat ve metionin metabolizmasini bozar.
B, vitamini yetersizligi, folatin metil FH4 formunda tutulmasina yol acarak folat

yetersizligine de neden olur (Aksoy 2000).

Niikleik asitlerin biyosentezi: Adenin, guanin ve timin niikleik asitlerin énemli piirin
ve pirimidin bazlardir. Aktif folat ko-enzimleri bu bazlarin, dolayisiyla DNA’nin
sentezinde etkindirler. Aktif folat enzimlerinden formil {iinitesi tastyicilar, piirin
halkasinin 2,8 pozisyonlarina tek karbon {initlerinin katilmasi i¢in gereklidir. 10-Formil
FHs ve 5°,10° metenil FHs purin molekiilindeki bu pozisyona spesifik formil

vericilerdir (Aksoy 2000). Reaksiyonda:
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(i) Glisinamid-ribosil-5’ten, formil glisinamid ribosil-5-P olusur. Bu reaksiyon ig¢in
5°,10’-metenil FHy4 ve transformilaz enzimi gereklidir.

(ii) Bunu takiben formil glisinamidin 4. karbonundan aminasyon olusur, glutamin
amino dondriidiir. Purinin 3. pozisyonuna nitrojen eklenir.

(iii) Halka kapanir, amino imidazol ribosil-5-P olusur.

(iv) Bu yapi, 5-amino-4-imidazol-N-suksinil karboksiamid ribotide doniisiir. Bu islem,
karbonil grubunun eklenmesiyle olur. Karbon kaynagi CO,, azot kaynag1 da aspartik
asittir. CO;’nin kullanim1 biotine baglhdir.

(v) Sonra, 5-amino-4-imidazol karboksiamid ribotidten, fumarik asit ayrilir, 5-amino-4-
imidazol karboksiamid ribotid kalir.

(vi) Bu yapidan 5-formamido-4-imidazol-karboksiamid olusur. Reaksiyon i¢in 5°,10’-
formil FHy4 ve transformilaz enzimi gereklidir.

(vii) Halka kapanir ve bunu takiben inosin monofosfat olusur. Bundan da guanin ve

adenin niikleotidleri ortaya ¢ikar.

Timidilat biyosentezi: Folik asit ko-enzimleri timidilat ve dolayisiyla primidin
sentezine de karisirlar. Timidilat timidilat sentetaz enzimi yardimiyla deoksiuridilattan
sentezlenir. Aktif folat, timidilata metil grubu vermekten sorumludur. Tek karbon
tinitinin transferi 5°,10’-metilen FH4’ten olur. Bu reaksiyonda folat sadece tek karbon
inite tasimaz, aynit zamanda iki hidrojen, metilen karbonun metile indirgenmesini de

saglar (Aksoy 2000).

Aminoasitlerin doniisiimii: Homosisteinden metionin sentezinin disinda, folat ko-
enzimleri diger baz1 aminoasitlerin doniistimiinde rol alirlar (serinin glisine doniisiimii
gibi). Serin hidroksi metil transferaz serinin FH4 ve formaldehitin transferini katalize

eder. Bunun sonucu, 5-10-metilen FHy4 ve glisin olusur (Aksoy 2000).

Folat, formiminoglutamatin metabolizmasina da karisir. Histidinin metabolik iiriini,
formiminotransferazla katalize edilir. Formimino grup FHs’de transfer edilir ve
glutamatla 5-formimino olusur. 5-formimino deaminasyonla daha fazla metabolize

edilerek 5-10-metelin FH4 olusur (Aksoy 2000).
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1.1.12.b. Folik asit yetersizligi ve hastaliklarla iliskisi

Folik asidin piirin ve pirimidin olusumunda ve dolayisiyla DNA sentezinde yer almasi,
yetersizliginde DNA replikasyonu ve hiicre boliinmesinin bozulmasina yol acabilir.
Hizli ¢ogalan hiicrelerde Ozellikle intestinal mukozada, karaciger rejenerasyonu ve
kemik iliginde yetersizligi hemen kendini gosterir. Epitel villus hiicreleri ve eritrositler,
yetersizlikten ilk etkilenen hiicrelerdir. Gastrointestinal bdlgedeki yetersizlik

semptomlar1 olarak dilde yanma, iilser, istah kaybi, karn agrist ve bazen diyare

goriilebilir (Aksoy 2000).

Bu vitamin, kemik iliginde eritrosit ve lokositlerin olusumu ve olgunlasmasi igin
gereklidir. Yetersizliginde bu hiicreler en fazla etkilenmekte, kirmizi kan hiicreleri
(RBC) biiyiik ve yeni sentezlenenler olgunlasmamis durumdadir. Biiyliyen RBC sayisi
diismekte, ancak hemoglobin diizeyi degismemektedir. Bu yapiya makrositik veya
megaloblastik anemi denilir. DNA sentezi azalir, hiicre boliinmesi yetersiz kalir, RNA
olusumu devam eder. Makrositik anemide, yorgunluk, nefes darligi, deride solgunluk ve

stolik hirilt1 goriiliir (Aksoy 2000).

1.2. Toksisite ve Genotoksisite

“Toksisite”, organizmada negatif etkiye neden olan bir maddenin etkisi olarak
tanimlanabilir. Bagka bir ifadeyle toksisite, biyolojik sistem {izerine zararh etki
meydana getiren bir maddeye bagl olarak ortaya ¢ikar. Bu biyolojik etkiyi meydana
getiren maddeye ise “toksikant” (zehirleyici) denir. Herhangi bir kimyasal madde belirli
bir dozun iizerinde fizyolojik, biyokimyasal, histopatolojik ya da mutajenik etkili
olabilir (Ecobichon 1997).

Tabiatta dogal olarak bulunan maddeler, ozellikle yeni ilaglarin arastirilmasi ve
sekillendirilmesinde en Onemli veritabanlarindan biridir. Antioksidan aktivitenin

giincellesmesine bagli olarak, tedavide ve beslenmede kullanilan dogal bilesiklere
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duyulan ilgi artmig ve bu maddeler iizerinde yapilmakta olan calismalar da son
zamanlarda giderek artmistir. Maddelerin yapilarinin ve aktivitelerinin aydinlatilmasi
yaninda, mutajenik ve genotoksik etkileri de incelenmeye baglanmigtir. Genlerde DNA
molekiilleri ile toksik ajanlarin (genotoksinler) etkilesmesi sonucu ortaya c¢ikan ve
gelecek nesillere taginan toksisite “genotoksisite” olarak bilinmektedir. “Genotoksik
etki” denildiginde, kimyasal maddelerin organizma tiizerindeki toksik etkisinin genetik
materyalde degisime neden oldugu anlagilir. “Genotoksikoloji” ise genotoksik etkinin
hiicre ve organizmadaki mekanizmasini ve mutajenlerin neden olabilecegi riskleri
aragtiran bilim dalidir. Mutajenler, gelecek nesillerde genetik hatalar1 indiikledigi ve
somatik hiicre hasarlarinin ortaya cikisini arttirdigl icin onemlidir (Hoffman 1991).
Genotoksinler, kromozomlarda mutasyon meydana getirebilir ki, bu “klastojenik etki”

olarak tanimlanir.

Kimyasal maddelerin hiicreler iizerinde mutajenik ve genotoksik etkilerini incelemek
icin c¢esitli yontemler denenmistir. Elde edilen sonuclara goére, kimyasal maddelerin

mutajeniteleri 3 grupta toplanabilir:

1. Elektrofilik bilesikler: Heterosiklik aromatik aminler, N-nitrozo bilesikler,
mikotoksinler ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar.

2. Oksidatif iglemler ve serbest radikaller: Oksidatif 6rnekler, radikal olmayan singlet
oksijen ve hidroksil radikali.

3. Mekanizmalar1 tam aydinlatilamamis olanlar: Askorbik asit, 2-fenilbenzopiran ve

flavan ¢ekirdegine sahip dogal maddelerdir (Basaran 2002).

1.2.1. Genetik toksikolojide kullanilan testler

Toksikolojide gen mutasyonlar1 ile kromozomlarin sayisinda ve yapisinda meydana
gelen degisimler ilgi odagi olmustur. Bu mutasyonlarin herhangi birini tespit edebilecek
cok ¢esitli in vitro ve in vivo test sistemleri gelistirilmistir (Houk 1992). Siklikla
kullanilan genotoksisite testleri arasinda allium testi (Levan 1938), salmonella testi

(Ames et al. 1975), mikroniikleus testi (Mac Gregor et al. 1987), kardes kromatid
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degisimi testi (SCE) (Latt et al. 1981), tek hiicre jel elektroforezi (SCGE) (Fairbairn et
al. 1995) ve Drosophila testlerini, eseye bagl resesif letal mutasyon testi (Tripathy et
al. 1994), bitisik X (= yapisik X’lilik) ve nondisjunction (Munoz and Barnett 2002),
somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) (Graf et al. 1987) siralayabiliriz.
Drosophila testleri ile ¢esitli maddelerin genotoksik etkilerini tespit etmek miimkiindiir

(Tiburi et al. 2002).

1.2.2. Drosophila’da mutasyon test sistemleri

Drosophila’da mutasyon test sistemleri ikiye ayrilarak incelenebilir.
1. Kromozomal hasarlarin belirlenmesinde kullanilan test sistemleri
a) Dominant letalite testi

b) Halkasal X kromozom kaybi testi

¢) Translokasyon testi

d) Kanat benek (Wing spot) testi

2. Nokta mutasyonlarin belirlenmesinde kullanilan test sistemleri
a) Resesif letalite testi

b) CIB testi

¢) Bitisik X testi

d) Kanat benek (Wing spot) testi

Buradan hareketle yapilan ¢alismanin ana hedeflerini s6yle 6zetlemek miimkiindjir:

1. Ozellikle Asya iilkelerinde ve son zamanlarda tiim diinya iilkelerinde tiiketilen baz1
bitkisel maddelerin igeriginde bulunan bitkisel Ostrojenlerin D. melanogaster’de
mutajenik ve rekombinojenik etkilerinin (rekombinasyon oranini normalden daha fazla
arttiran) olup olmadigini belirlemek.

2. Folik asidin koruyucu etkisinin olup olmadigin1 tespit etmek.

3.Yukarida belirtilen arastirmalar neticesinde, bitkisel Ostrojenlerin biyolojik etki
mekanizmasinin igleyisi ve bu bitkisel Ostrojenlerin ayni yolla insanlar1 etkileyip

etkileyemeyecegi hakkinda sonuca varabilmektir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Petersson and Kiessling (1984), biyolojik acidan en etkin fitodstrojenlerin isoflavonlar
ve komestanlar oldugunu bildirmis ve birgok yem bitkisinin farkli diizeylerde isoflavon
icermekle beraber, 6zellikle Leguminosae familyasina ait Trifolium tiirlerinde yiiksek

konsantrasyonlarda bulundugunu belirlemislerdir.

Singh et al. (1996), fitoostrojenlerin, Ostrojen metabolizmasinda rol oynayan kimi
enzimlerin etkinligini degistirebildigini, bu islevi ile lireme sistemi hiicrelerinin dstrojen
metabolizmasin1  bozabildigini ve Ostrojenlerin  hiicreler {iizerindeki etkisini

degistirebildigini saptamislardir.

Colborn et al. (1996), bitkisel Ostrojenlerin yeryliziinde 16 familyaya ait 300 bitki
tiiriinde tanimlanan ve kimyasal yonden birbirine benzer 6zellikte olan, en az yirmi adet

bilesikten olustugunu bildirmislerdir.

Harris et al. (2000), farkli derecelerde Ostrojenik etkinlige sahip olan ve dogal
Ostrojenlere hem yapi, hem de sekil yoniinden benzerlik gosteren fitodstrojenlerin,
organizmada bulunan dogal Ostrojenler ile yarisa girerek reseptorlere baglanip direkt

etki olusturabilecegini gdstermislerdir.

Bitkisel Ostrojenlerin biyolojik etkinlikleri ile ilgili incelemeler genellikle sistemik

toksisitelerine aittir.

Nation (1989), yiiksek bitkisel Ostrojen ihtiva ettigi bilinen Trifolium hibridum’un

6liimle sonuglanabilen zehirlenmelere yol actigini bildirmistir.

Eroglu (1993), fazla derecede bitkisel Ostrojen icerdigi belirlenen Trifolium

subterenaum’un koyunlarda 6lim oranini %20-30 diizeyinde artirdigini belirlemistir.
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Giri and Lu (1995), farelere 50 mg/kg genisteini 3 giin siireyle 12 saat araliklarla
uygulamis ve uygulama gruplarinin kemik iligi hiicrelerinde kardes kromatid

degisiminde bir artisin oldugunu belirlemislerdir.

Anderson et al. (1997b) insan sperm ve periferal lenfositleriyle yaptiklar1 deneylerde,

genisteinin (10 — 400uM) genotoksik bir etkiye sahip oldugunu gdstermislerdir.

Pool-Zobel et al. (2000), 12,5-100uM genisteinin insan timor hiicrelerinde DNA

kiriklarina sebep oldugunu saptamislardir.

Virgilio et al. (2004), genistein uygulamasinin mouse V79 hiicrelerinde mikroniikleus

olusturdugunu belirlemislerdir.

Stopper et al. (2005), genistein uygulamasinin mouse lenfoma hiicrelerinde

mikroniikleus olusturdugunu tespit etmislerdir.

Akingbemi et al. (2007), bitkisel dstrojence zengin soya ile besledikleri ergin farelerde

tiregenital problemler olustugunu bildirmislerdir.

Hancock et al. (2008), genisteinin farelerde Luteinlestirici hormon (LH)’nu

engelleyerek Leyding hiicrelerinde androjen biyosentezini azalttigini ileri siirmiislerdir.

Drosophila, genetik denemelerde uzun yillardir kullanilan model organizmalarin
basinda gelmektedir. Bu uzun siire¢ igerisinde herhangi bir etmenin mutajenik,
rekombinojenik, genotoksik, antimutajenik ve antigenotoksik etkilerini test etmek {lizere
Drosophila’nin kullanildig1 gesitli testler gelistirilmistir. Bunlardan biri olan somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART), bir¢ok arastirici tarafindan giivenilir
standart bir test olarak tavsiye edilmektedir. SMART nokta mutasyonu, delesyon,

translokasyon, mitotik rekombinasyon ve kromozom kaybi1 veya ayrilmama gibi, belirli



33

kromozom aberasyonlarinin genetik sonuglarinin genis perspektifte saptanmasina izin

vermektedir (Graf et al. 1984).

Mutajenite ve genotoksisite testlerinde, mutajenite ve genotoksisiteye neden olan
ajanlarin belirlenmesi ve tanimlanmasi temel bir gayedir. Diger 6nemli bir amag ise pek
cok karsinogenenik ve mutajenik olaylar1 baskilayan ve antimutajen olarak bilinen
ajanlarin tanimlanmasidir. Mutajenlerin  belirlenmesinde ¢ok fazla test sistemi
kullanilirken antimutajenlerin belirlenmesinde kullanilan ¢ok az test sistemi vardir. Bu

in vivo test sistemlerinden birisi de Drosophila Wing Spot testidir (Karekar et al. 2000).

Frei and Wirgler (1996), Drosophila ile yapilan in vivo test ydnteminin
mikroorganizmal in vitro ve memeli in vivo genotoksisite test sistemleri arasinda

baglanti olusturabilecegini bildirmislerdir.

Asagida SMART uygulamalarina iliskin bazi ¢aligmalar 6zetlenmistir.

Graf et al. (1984), 25 yil kadar 6nce kanat hiicre belirleyicileri, olan multiple wing hair

(mwh) ve flare (flr)’in kullanimina baslamiglardir.

Negish et al. (1988), bakterilerde mutasyonlari indiikleyici olarak bilinen niikleosid
analogu N4- aminositidinin Drosophila melanogaster’de somatik mutasyonlari
indiikledigini, hem ikili beneklerin, hem de kii¢iik tekli beneklerin olusumunu

artirdigini wing spot test yontemi ile gézlemislerdir.

Graf et al. (1994), ii¢ bitkisel ¢ay, bir siyah ¢ay, bir brendi ve bes sarap ¢esidini
SMART ile test etmisler ve kirmizi saraplardan biri belirgin bir genotoksik etkiye neden
olmustur. Bitki ¢aylarmin (Urtica dioica, Achillea millefolium) ve siyah ¢ayin (Camelia

sinensis) zay1f genotoksik oldugunu belirlemislerdir.
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Frei and Wiirgler (1996), yine SMART yontemiyle kimya endiistrisinde bir¢cok sentezde
giris maddesi olarak kullanilan 1,3-dikloro-2-propanol ve besin endiistrisinde ¢esitli
soslar ve hazir ¢orbalarin iiretiminde kullanilan 3-kloro-1,2-propandiol ile 2-kloro-1,3-

propandiol bilesiklerinin genotoksik etkiye neden olmadigini bildirmislerdir.

Yesilada et al. (1999) zeytinyag: fabrikasi atik suyunun genotoksik etkisini Drosophila
kanat benek testi ile arastirmislardir. Bu arastiricilar, zeytinyagi fabrikasi atik suyunun
yiiksek konsantrasyonlarda letaliteyi arttirdigini ve tiim dozlarda genotoksik etki

gosterdigini saptamiglardir.

Reaktif oksijen tiirevlerinin toksik ve genotoksik etkisi SMART ile arastirilmistir. Bu
amagla diquat, paraquat, menadione, juglone, plumbagin, streptonigrin, tert-butyl
hidroperoksit, 4-nitroquinoline 1-okside, isimli sekiz reaktif oksijen tiirii kullanilmustir.
Calisma sonucunda, bu kimyasallarin toksik ve genotoksik etkiye sahip olduklar

bulunmustur (Gaivao et al. 1999).

Kaya (2000), bes herbisidin (amitrol, metribuzin, prometrin, terbiitrin ve dikuad
dibromid) Drosophila kanat SMART testi ile genotoksisitelerini aragtirmistir. Deney
sonuclarinda, amitroliin 0,5mM ve 1mM derisimleri kiiclik tek tip, biiylik tek tip ve
toplam spot frekanslarini arttirmis, sadece terbiitirin SmM derisimde kiigiik tek tip ve
toplam spotlarin frekansinda zayif pozitif oldugu diisiiniilen az bir artisa neden

olmustur. Diger {i¢ herbisid ise hi¢bir genotoksik etki gdstermemistir.

Yesilada (2001), Co(NOs), ve AgNO; gibi nitrat tuzlarimi iceren farkli metal

bilesiklerinin en etkili genotoksik bilesikler oldugunu saptamustir.

Losemi tedavisinde kullanilan 1-D arabinofuranosilotozin (araC) ve 5-azo 2
deoksistidin (5-azo-dC) ilaglarinin genotoksik etkisinin arastirildigi bir c¢alisma
sonucunda, araC’nin %77 ve 5-azo-dC’ nin %81 oraninda rekombinasyona neden

oldugu belirlenmistir (Cunha et al. 2002).
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Iwonna (2002), kaptan ve kaptofol (chloroalkylthiocarboximide) fungisidlerinin
mutajenik ve karsinojenik mekanizmalar1 iizerine bir ¢alisma yliriitmiis ve kaptanin
topoizomeraz I ve II nin aktivitesini diigiirerek genotoksik etkiye neden oldugunu,

kaptofolun ise herhangi bir olumsuz etki gostermedigini bildirmistir.

Spano et al. (2004), dort adet prokanserojenin (potasyum kromat, siklofosfamid,
pdimetilaminoazobenzen ve 9,10-dimetilantrasen) genotoksik etkisini arastirmislar ve
calismalar sonucunda, bu dort bilesigin doz artisina bagli olarak rekombinojenik

aktiviteye sahip olduklarii bulmuslardir.

Herepulido et al. (2004), insan meme kanserini Onlemek i¢in antistrojen olarak
kullanilan, fakat rahim kanseriyle iliskisi olan tamoxifen’in genotoksik etkisini

arastirmislar ve zayif genotoksik etkili oldugunu rapor etmistir.

Kaya et al. (2004), herbisid olan bentazon, molinat, tiobencarb ve trifluralin’in
genotoksik etkilerini arastirmislar ve bentazonun yalnizca yiiksek bioaktivasyon
caprazinda, tiokarbamat ve tiobencarb’in ise standart ¢aprazda ve yliksek dozlarinda
pozitif sonug verdigini belirtirken molinatin hem yiiksek bioaktivasyon, hem de standart

caprazda pozitif sonug verdigini tespit etmislerdir.

Cakir and Sarikaya (2005), bazi organofosfat insektisitlerinin (methyl parathion,
azamethiphos, dichlorvos ve diazinon) farkli dozlarinin Drosophila kanat SMART testi
ile genotoksisitelerini degerlendirmisler ve toplam mutasyon ile mutasyona sahip kanat
sayist arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu goézlemislerdir. Ayrica, kullanilan
kimyasallarin genotoksik etkilerine gore diazinon, dichlorvos, methyl parathion,

azamethiphos olarak siralandigini belirlemislerdir.

Cetin (2005), X-bandindaki elektromanyetik (EM) alanin olusturabilecegi somatik

mutasyonu, D. melanogaster’de kanat benek testi ile aragtirmis ve EM alanin uygulama
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stiresindeki artisa bagli olarak, D. melanogaster’de somatik mutasyona neden

olabilecegini gostermistir.

Sarikaya and Cakir (2005) Drosophila SMART testi ile dort gida koruyucusunun
(sodyum nitrat, sodyum nitrit, potasyum nitrat ve potasyum nitrit) genotoksisitesini ve
bu maddelerin letal dozlari belirlemislerdir. Uygulama gruplarinda toplam mutasyon
ve mutasyona sahip kanat sayis1 arasinda pozitif bir korelasyon goriilmiistiir. Ayrica, her
iki kanatta gozlenen mutasyonlar mutasyonun tipine ve boyutuna goére de
siiflandirmiglardir. Kullanilan kimyasallar1 toksik ve genotoksik etkilerine gore
sodyum nitrit, potasyum nitrit, sodyum nitrat ve potasyum nitrat olarak siralamislardir.
Dahasi, 6zellikle dort kimyasal kanistirildiginda, toksik ve genotoksik etkinin énemli

ol¢iide arttigini tespit etmislerdir.

Ozata (2006), alt1 adet tekstil boyasi (astrazon sar1 GL-E, astrazon siyah FDL, chrocion
kirmizi, chrocion sari, remazol mavi, remazol kirmizi RR) ve tekstil fabrikasi atik
suyunun mutajenik ve rekombinojenik aktivitesini Drosophila kanat benek testi ile
aragtirmistir. Elde edilen sonuglara gore, tekstil boyalari ve fabrika atik sular1 mutajenik,

toksik ve genotoksik etkili olarak bulunmustur.

Son yillarda bu testin kullanim alan1 genisleyerek cevre kirliligi ile ilgili caligmalarda da

kullanilmaya baglanmuistir.

Amaral et al. (2005), Brezilya’da kanalizasyon ve endiistriyel atiklarin direkt olarak
bosaltildigr Cai Nehri’nden belirli donemlerde aldiklar1 6rneklerin genotoksik etkisini
SMART testi ile analiz etmislerdir. Calisma sonucunda, atik sularda somatik hiicrelerde
DNA ile etkilesime girerek mitotik rekombinasyonu indiikleyen genotoksinlerin

bulundugu sonucuna varmislardir.

Brezilya’da yapilan bagka bir ¢aligmada, endiistriyel atik ve lagim sularinin etkisi

altindaki bir bolgeden alinan ylizey sularinin mutajenik ve rekombinajenik etkileri,
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Drosophila melanogaster’de SMART test kullanilarak arastirilmistir. Alinan 6rneklerin

genotoksik etkiye sahip oldugu ve mitotik rekombinasyonu indiikledigi bulunmustur

(Amaral et al. 2006).

Pantaleao et al. (2007), Brezilya’da Japaratuba Nehri’nde yaptiklari ¢alismada, ¢evresel
atiklarca kirletilen yiizey ve dip suyunun genotoksisitesini degerlendirmislerdir.
Sonugcta, cevre yerlesim yerlerine igme suyu da saglayan bolgenin sularinin genotoksik

etkili oldugunu belirlenmistir.

Pimenta et al. (2008), Brezilya’da bulunan Paraguay Irmagi’ndan alinan su &rneklerini
SMART ile incelemisler ve 6zellikle deri fabrikalarinin atiklarinin bosaltildigi bolgede

mevsimsel degisimlere bagli olarak genotoksik etkilere rastlamislardir.

Bitkisel dstrojenlerin olast toksik etkilerinin giderilebilmesi ya da en aza indirilebilmesi
amaciyla, bir cesit B vitamini olan folik asidin etki mekanizmalar {izerine yapilan

arastirmalardan bazilariin 6zetleri de soyledir:

Mitchell et al. (1941), folik asidi ispanak yapragindan izole etmeyi basarmis ve bu

vitaminin anemi hastaligina kars1 koruyucu etkisinin oldugunu ileri siirmiistiir.

Perry and Miller (1965), ev sinegi larvalarinda folik asit eksikliginde DNA ve RNA’nin
sentezinin azaldigin1 ve bunun da normal gelisim ve metamorfozu olumsuz yonde

etkiledigini rapor etmislerdir.

B vitaminleri, folik asit ve biyotin eksikliginde Diptera takimina ait olan Dacus
cucurbitae (kavun meyve sinegi)’de yumurtlama ve yumurtalarin yasayabilirliginde

azalmalarin oldugu bildirilmistir (Kaur and Srivastova 1991).
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Sencer (1991), folik asit eksikliginin nedenleri arasinda, yetersiz beslenmeyi,

malabsorbsiyonu ve folik asit antagonisti etki gosteren ilaglar1 gostermistir.

Folik asidin noral tiip defektlerine karsi en 6nemli koruyucu madde oldugunu Czeizel

and Dudas (1992) bildirmislerdir.

Li et al. (1995), folik asidin tiriner sistem anomalilerini engelledigini belirlemislerdir.

Steinmetz and Potter (1996), yayinladiklar literatiir 6zetlerini iceren makalelerinde, 206
insan ve 22 hayvan iizerinde yapilan arastirmalari incelemisler ve sonugta folik asidin
de igerisinde bulundugu fitokimyasallarin mide, 6zofagus, akciger, girtlak, farinks,
endometriyum, pankreas ve kolon kanserlerine karsi koruyucu etkilerinin mevcut

oldugunu vurgulamislardir.

Botto et al. (2000), folik asidin kalp anomalilerine karsi koruyucu etkili oldugu
belirtmisglerdir.

Gelisimi engelleyici etkiye sahip sodyum arsenite karsi kullanilan folik asidin
SWV/Fnn (bir ¢esit sigan) embriyo fibroblastlarinda koruyucu etkili oldugu
gosterilmistir (Ruan et al. 2000).

Donnelly (2001), folik asit eksikliginde serumdaki homosistein miktarinin arttigin1 ve

bunun da ¢esitli kardiyovaskiiler hastaliklara neden oldugunu bildirmistir.

Egel et al. (2002) insanlarda kromozom aberasyonlarinin olusmasina neden olan
primetamine karst folinik asidin koruyucu bir etkiye sahip oldugunu ve primetamin
nedeniyle kromozomlarda meydana gelen aberasyonlarin folinik asit tarafindan 6nemli

derecede azaltildigini tespit etmislerdir.
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Giiney et al. (2003), yaptiklar1 ¢alismalarda, tavuk embriyolarinda fenitoinin neden

oldugu noral tiip defektlerinin folik asit tarafindan giderildigini belirlemislerdir.

Erigkin disi wistar albino tipi sicanlarda valporik asidin hepatotoksik etkisinin folik asit

tarafindan inhibe edildigini Pamukgu et al. (2004) rapor etmislerdir.

Crotta et al. (2005), folatin DNA’nin tamiri ve sentezindeki dnemine deginmisler, insan
ve kemirgenlerde folat eksikliginin kromozomal aberasyonlara neden oldugunu ve bu
eksikligin DNA’da bazi anormalliklere ve mitokondriyal DNA hasarlarina sebep
oldugunu bildirmislerdir. Tiim bunlarin da timoér olusumuna neden olabilecegi

belirtilmistir.

Retinoik asidin, Sprague-Davley ratlarinda meydana getirdigi ¢ene defektlerinin folik
asidin dogumdan oOnce alinmasi halinde giderilebilecegini Firat et al. (2005)

bildirmislerdir.

Lee et al. (2005), ratlarda folik asit ilavesinin kanda bulunan homosisteinin endotel
hiicrelerinde neden oldugu zararli etkiyi azaltict bir rol oynayabilecegini

savunmaktadirlar.

Spiegelstein et al. (2005), folik asit igermeyen besinle besledikleri siganlari sodyum
arsenat ile muamele etmisler ve bu si¢anlarin uteruslarinda bir takim hasarlar,

embriyonik letalite ve noral tiip defektleri gézlemislerdir.

Askin et al. (2007), tibbi uygulamalar ve ¢esitli endiistri alanlarinda yaygin olarak
kullanilan fenoliin Drosophila melanogaster iizerindeki olumsuz etkilerinin folik asit

kullanarak giderildigini bildirmislerdir.

Wau et al. (2008), folik asidin DNA sentezi, tamiri ve metilasyonu ile iligkili onemli bir

mikronutrient oldugunu belirterek, hiicreler aras1 folik asit metabolizmasinin



40

metilentetrahidrofolat  rediiktaz enzimi (MTHFR) tarafindan diizenlendigini
bildirmiglerdir. Ayrica, folik asit eksikliginin ve MTHFR C677T polimorfizminin DNA

hasariyla baglantili oldugunu da gostermislerdir.

SMART testi, c¢esitli etmenlerin genotoksik etkilerini belirlemenin yaninda,
antigenotoksik aktiviteyi belirlemek icin de kullanilmaktadir. Asagida bu kapsamda

yapilan bazi ¢alismalar 6zetlenmistir.

Takao et al. (1997), elektromanyetik alanlarin mutajenik veya karsinojenik aktiviteye
sahip olup olmadigin1 belirlemek ig¢in Drosophila melanogaster’de SMART testini
kullanmislardir. Ugiincii evre larvalar 24 saat boyunca 5 teslalik bir statik manyetik
alana maruz birakilmistir. Bu elektromanyetik alan uygulamasit kontrol ile
karsilastirildigi zaman istatistiksel olarak somatik rekombinasyonu onemli derecede
arttirmigtir. Daha sonra bu artis, bir ¢esit antioksidan olan E vitamini eklemesiyle

kontrol diizeyine indirilmistir.

Graf et al. (1998), askorbik asidin gamma i1smlarina ve kromium VI oksidin

genotoksisitesine karsi koruyucu etkili oldugunu bildirmislerdir.

Karekar et al. (2000), vitamin E, kafeik asit ve glutatyonun antimutajenik etkilerini
Drosophila melanogaster’de wing spot test kullanarak arastirmiglardir. Bu amagcla,
mutajen olarak aflatoksin Bi1 kullanmislardir. E vitamininin herhangi bir antimutajenik
etkisi goriilmezken, kafeik asit ve glutatyonun aflatoksin Bi tarafindan indiiklenen

mutasyonlara antimutajenik etki gosterdigi tespit edilmistir.

Lassmar and Valadares (2002), Apis mellifera’nin tomurcuklarindan elde edilen dogal
recineli propolisin antigenotoksik aktivitesini aragtirmiglar ve bu maddenin anti-

rekombinojenik etkiye sahip oldugu sonucuna varmislardir.
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Kaya (2003), askorbik asidin antimutajenik etkisini Drosophila kanat benek testi
kullanarak arastirmis ve askorbik asidin etil metansiilfonat (EMS), metil metansiilfonat
(MMS) ve N-nitrozo N-etiliire (ENU) kimyasallarinin genotoksik etkisini azaltici etki

gosterdigini saptamugtir.

Taira et al. (2005), Agrocybe cinsine ait mantarlarin hem anti-rekombinojenik, hem de

anti-genotoksik etkili oldugunu belirlemislerdir.

Magdalena et al. (2005), diinya ¢apinda kullanilan alt1 bitkinin (Matricaria chamomilla,
Tilia cordata, Mentha piperita, Mentha pulegium, Uncaria tomentosa ve Valeriana
officinalis) anti-genotoksisitesini D. melanogaster’de SMART testi kullanarak
calismislardir. Tiim bitkilerin hidrojen peroksitin mutajenitesini detoksifiye ettigi

gosterilmistir.

Sevim (2006), tarafindan antineoplastik ajanlar olan gemsitabine ve fotemustinin
genotoksikolojik etkileri ile amifostinin antimutajenik etkileri Drosophila kanat
SMART ile arastirllmigtir. Calisma sonucunda, gemsitabinin mutajenik etki
gostermedigi, ancak zayif rekombinojenik etkisinin oldugu belirlenmistir. Fotemustinin
ise hem mutajenik, hem de rekombinojenik etki gosterdigi bulunmustur. Calismanin bir
baska asamasinda, mutajenik veya rekombinojenik etki gostermedigi belirlenmis olan
amifostinin, gemsitabin ve fotemustin ile birlikte 72 saatlik larvalara uygulandiginda

antimutajenik etki gosterdigi tespit edilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan organizma ve test ile ilgili genel bilgiler

Drosophila melanogaster, Diptera takimina ait yabanil tip (wild type = w.t) bir sinek
tiridiir. Halk arasinda sirke sinegi veya meyve sinegi olarak taninan bu tiir, ilk kez
1910 yilinda Thomas Morgan tarafindan genetik arastirmalarda kullanilmaya
baslanmigtir. Bir canlida herhangi bir maddenin genotoksik etkilerini belirlemede
kullanilan testlerin bazilar1 i¢in meyve sine8i, en sik basvurulan bir model
organizmadir. D. melanogaster’in bu testler igin kullanilmas1 Miiller’in eseye bagh
resesif letal mutasyon testini bulmasiyla baglamistir (Miiller 1927). 1984 yilinda Graf ve
arkadaslarinin  Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testini
gelistirmesiyle mutasyonlarin daha iyi incelenme olanagi saglanmistir. Bu test ile
elektronegatiflik (Rosenkranz and Klogman 1996), UV ismlarmin (Kaya et al. 2006),
cesitli ilaglarin (Frei et al. 1992; Marec and Gelbic 1994), anti-parazitik nitrofuranlarin
(Alonso—Moraga and Graf 1989), okaryotik topoizomeraz inhibitorlerin (Frei and
Wiirgler 1996) ve bazi insektisitlerin (Batiste-Alentorn et al. 1995) mutajenik ve
rekombinojenik (rekombinasyon oranini normalden daha fazla arttiran) etkileri
aragtirillmistir. Ayrica DNA tamir bozukluklarinin saptanmasi (Graf et al. 1990) ve
kimyasallarin parcalanma {iriinlerinin etkileri (Guzman-Rincon and Graf 1995) de
calisilmistir. Bu test son yillarda ¢evre kirliligi ile ilgili ¢aligmalarda da kullanilmaya
baslanmistir (Amaral et al. 2005, 2006; Pantaleao et al. 2007; Pimenta et al. 2008).
SMART testi, c¢esitli etmenlerin genotoksik etkilerini belirlemenin yaninda,
antigenotoksik aktiviteyi belirlemek icin de kullanilmaktadir (Kaya 2003; Sevim 2006).
Son yillarda kullanimi c¢esitli alanlara yayilan bu test, trans-heterozigot larvalarda
delesyon, nokta mutasyon, ayrilmama ve rekombinasyon ile kanat imajinal disk
hiicrelerinde olusan genetik degisimlerin fenotipte ortaya ¢ikmasi esasina dayanir (Graf

et al. 1984, 1989). Bu tiir genetik degisimlerin fenotipte gozlenebilmesi i¢in Drosophila
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melanogaster’de kanat trikomlarinin fenotipini belirleyen mwh (multiple wing hair) ve
fir® (flare) genleri, belirleyici (marker) gen olarak kullanilmigtir. D. melanogaster’in
iciincli kromozomu {izerinde bulunan belirleyici genlerdeki degisimler, hazirlanan
kanat preparatlarinin 151k mikroskobu yardimiyla incelenmesi ile mutant klonlar olarak

belirlenmistir.

3.1.2. Drosophila melanogaster’in sistematigi

Phylum: Arthropoda (=Eklem bacaklilar). Kitinden yapilmis bir dis iskeletleri vardir ve
tiyeleri eklemlidir.

Subphylum: Mandibulata-Antennata. Bu alt subeye dahil olan hayvanlar antenli olup
mandibullar iyi gelismis ve kuvvetlidir. I¢c kisminda sert disler bulunur.

Classis: Insecta-Hexapoda (=Bdcekler- Alt1 bacaklilar). Viicut; bas, govde ve abdomen
olmak lizere ii¢ kisma ayrilir. Toraks bolgesinin {i¢ segmentli olmasi ve her gogiis
segmentinde bir ¢ift bacagin bulunmasi ile taninirlar. Ikinci (mesotoraks) ve iiiincii
(metatoraks) go6giis segmentlerinden birer ¢ift kanat ¢ikar. Basta bir ¢ift anten ve bir ¢ift
bilesik g6z bulunur. Abdomen 11 segmentten olusur. Bu segmentler {iye tagimaz.
Subclassis: Pterygota (=Kanatli bocekler). Meso ve metatoraksta hareketli kanatlar
tasirlar.

Superordo: Mecopteroidea-Panorpoidea (=Uzun kanatlilar). Arka kanatlar1 korelme
egilimi gosterir.

Ordo: Diptera. Gogiis bolgesinden bir ¢ift kanat c¢ikar. Metatorakstaki ikinci ¢ift
kanatlar halter adi verilen topuz seklinde bir denge organina doniismiistiir.

Subordo: Brachycera (=Sinekler- Kisa antenliler). Larvada agiz c¢engelleri bulunur.
Pupa, igciincii larva evresinden kalma bir deri ile sarilir. Antenleri ¢ok kisadir ve
birbirinden farkl1 sekilleri olan segmentlerin birlesmesiyle meydana gelmistir. Uciincii
anten segmenti ya sadece ug¢ kili tasir (arista) ya da bu segmenti izleyen anten
segmentleri birbiriyle kaynasarak kamg¢i1 olusturur.

Familia: Drosophilidae (=Sirke sinekleri-Meyve sinekleri). Ciirlimekte olan meyvelerin
ve bazi tath sivilarin (meyve suyu, sarap, sirke, bira v.s) kokusuna pozitif kemotaksi

gosterirler. Ayrica, bitki 6z sulari, digkilar ve mantarlar i¢inde de geligebilirler.
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Genus: Drosophila. Oldukga kiigiiktiirler. Ev sineginin 1/3’°1 kadardirlar.
Species: Drosophila melanogaster.

3.1.3. Drosophila’nin hayat dongiisii

Drosophila’da tam baskalasim (holometabol) goriilmektedir ve Drosophila ergin
olmadan once, dollenmis yumurtadan baglayarak su evreleri gegirir: Embriyo, ii¢ larva
evresi, prepupa ve pupa. Dollenmeden yaklasik 22-24 saat sonra yumurtadan larva (1.
larva evresi) ¢ikar. Iki deri degisiminden sonra (2. ve 3. larva evreleri) dnce prepupa
daha sonra pupa meydana gelir. Yumurtadan ergin bireyin olusmasi i¢in gegen siire,
yaklasik 9-10 giindiir. D. melanogaster’in hayat dongiisii ve omiir uzunlugu sicaklik
(Uysal et al. 2008), beslenme (Askin et al. 2007), popiilasyon yogunlugu, ¢iftlesme,
radyasyon, nem gibi faktorler tarafindan farkli sekilde etkilenmektedir (Clark and
Rockstein 1964). Drosophila’nin yasam dongiisti Sekil 3.1°de gosterilmistir.

3.1.4. Drosophila’y1 diger organizmalara gore iistiin kilan 6zellikleri

1) Genetik denemelerde kullanilan organizmalarda, belirgin bazi farkliliklar
(varyasyonlar) goriilmelidir. Drosophila ¢ok ¢esitli dogal ya da yapay varyasyonlarin
gozlenebildigi bir organizmadir. Bu varyasyonlar1 tagiyan mutant bireylerde g6z rengi,
goz sekli, kil tipi, viicut rengi, kanat sekli agisindan farkli fenotipik 06zellikleri
gbrebilmek miimkiindiir. Bu tip z1t karakterleri ¢iplak gozle ya da binokiiler mikroskop
altinda incelemek oldukca kolaydir.

2) Drosophila’nin hayat devri ¢ok kisadir. Yumurtadan ¢iktiktan sonra yaklasik 9-10

giinde erginlesir ve yeniden liremeye baslar.

3) Drosophila’lar ile yapilan bir ¢aprazlama sonucunda, bir disi birey giinde 40-50
yumurta birakir. Bu, 10 giinliik bir sayim sonucunda toplam 400-500 birey demektir.
Yani, bir defada oldukca fazla sayida dol elde edilir. Bir nesilde elde edilen birey
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sayisinin fazla olmasi, onun genetiksel 6zellikleriyle ilgili bilginin dogru tespit edilmesi

ve sonuglarin giivenilirligi acisindan 6nemlidir.

1. larva evresi

&
4

2. larva evresi

prepupa o

3. larva evresi

Sekil 3.1. Drosophila melanogaster’ in yasam dongiisii

4) Bir Drosophila populasyonu laboratuvarda kolayca yetistirilebilir ve besinleri
ucuzdur. Kolayca temin edilebilecek malzemeler kullanilarak hazirlanan besi ortamlari,
arastirmaciya fazla bir maddi kiilfet getirmez.

5) Kontrollii g¢aprazlama (arastirmacinin kontrolii altinda belli 6zellikleri tasiyan
organizmalarin ¢aprazlanmasi), genetik denemelerde kullanilan ¢alisma yontemlerinden

biridir. Eger eslesmeler kontrol edilebiliyorsa, bir organizmanin genetiginin
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incelenebilmesi ¢ok daha kolaydir. Caprazlamanin ozelligine bagli olarak Ozel ata
soylar secilip eslesmeleri saglanir ve elde edilen yavru bireylerin kayitlart birkag nesil
dikkatle kaydedilip, c¢ikan sonuglara gore ilgilenilen 6zelligin kalitimi hakkinda bir
sonuca varilabilir. Drosophila, kontrollii ¢aprazlama yapilabilen en uygun canlilardan

biridir.

6) Bu ozelliklerden baska, Drosophila’nin diger bir avantaji, mitotik kromozomlardan
kolayca ayirt edilebilen ve 6zellikle larvalarin tiikriik bezi hiicrelerinde goriilebilen dev
kromozomlar1 (=politen kromozom) tagimasidir. Bu kromozomlar, sitogenetik olarak,

kromozom haritalar1 ve kromozom fonksiyon analizlerinin yapilmasini saglar.

7) Drosophila’lar 6zel diizenekler kullanilarak, eterle kolayca bayiltildiklarindan,

tizerlerinde cesitli incelemeler yapilabilmektedir.

8) Promutajen ve prokarsinojenleri test etmek icin, ayrica metabolik aktivasyona gerek

yoktur.

Cogu bilesik dogrudan mutajenik ya da karsinojenik degildir. Ancak, bunlar memeli
metabolizmasinda karsinojen veya mutajenlere g¢evrilebilir. Bu tiir bilesiklere,
promutajenler ve prokarsinojenler denir (Hoffman 1991). Kiiltiire alinan
mikroorganizmalar ve bazi memeli hiicreleri, memeli bir organizmanin metabolik
aktivasyon sistemlerinin bir¢ogundan yoksundur. Bu nedenle, mutajenite testlerinde
mikroorganizmalar ve memeli hiicreleri kullanilirken alternatif metabolik aktivasyon
sistemlerine gereksinim duyulur. Fakat Drosophila kullanirken boyle bir alternatif

metabolik aktivasyon sistemine ihtiya¢ yoktur (Graf and Singer 1992).

Yukarida belirtilen 6zellikler bakimindan Drosophila, genetik arastirmalar igin ideal bir

organizmadir.
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3.1.5. Drosophila mutant stoklari ve kullanilan hatlarin genetik yapisi

Bu ¢alismada, Drosophila’nin normal metabolik aktiviteye sahip iki mutant soyu, mwh
ve flr? soylart kullanilmistir. Normal metabolik aktiviteye sahip bu hatlar (normal
metabolik aktiviteye sahip hatlarin yani sira yiiksek metabolik aktiviteye sahip hatlarda
bulunmaktadir) Akdeniz Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii’nden
temin edilmis ve Boliimiimiiz Genetik Arastirma Laboratuari’nda standart Lewis besin
ortaminda (Lewis and Bacher 1968), Drosophila igin ideal yasama kosullarinda
(25+1°C de ve % 60 bagil nem) kiiltire almmistir. Normal metabolik aktiviteye sahip
bireylerin genetik yapist asagidaki gibidir (Lindsley and Zimm 1992).

- mwh /mwh

-fIr¥/ In (3LR)TM3, Bd ®

Belirleyici genlerden flare (flr* — 3-38.8) geni, kanatlardaki normal diiz ve uzun killar
yerine, korelmis, nokta seklinde kil olusturmaktadir. Flare geni homozigot halde iken
embriyonik evrede letal etki gostermektedir. Dolayisiyla ergin  bireyler
olusamamaktadir. Hem bireyleri flare geninin embriyonik letal etkisinden korumak,
hem de rekombinasyonu baskilamak icin dengeleyici TM3 kromozomu
kullanilmaktadir. Sonuglarin  gilivenilirligi i¢in gercek mutant klonlarin olasi
varyasyonlardan ayrilmasi gerekmektedir. Bu nedenle, flare fenotipteki klonlar igin
dortten daha fazla sayidaki hiicreler sayima dahil edilmistir (Szabad et al. 1983). Diger
bir belirleyici gen olan mwh (multiple wing hair, 3-0.3) geni, kanat killarinin ayni

hiicreden ii¢ veya daha fazla sayida ¢ikmasi seklinde kendini gostermektedir.

Komsu iki mutant klonun sayiminda, eger iki klon arasinda {i¢ ya da daha fazla sayida
yabanil tip trikoma sahip hiicre sirasi varsa, bunlar iki farkli klon olarak
degerlendirilmislerdir. Normal kanatlardaki kenarlar diizgiin bir sekilde iken, Bd® genini
tagtyan bireylerde kanat kenarlar1 diizgiin degildir (Graf and Wiirgler 1996). Normal ve
serrat kanat yapilar1 Sekil 3.2’de gosterilmistir. Bu c¢alismada, kullanilan genetik
hatlarin tasidig1 dengeleyici kromozom (TM3), calisilan kromozom olan {igiincii

kromozom tizerindeki rekombinasyonlar1 baskilamaktadir.
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Sekil 3.2. Drosophila’da normal ve serrat kanat fenotipleri

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

biiytik aralikta incelenmesi agisindan avantaj saglamaktadir.

0.3 388 477 o1.9

Sekil 3.3. Belirleyici genlerin ii¢lincli kromozom tlizerindeki yerlesimleri
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Bu c¢alismada, ¢aprazlamalar sonucunda elde edilen trans-heterozigot larvalar

kullanilarak degerlendirmeler yapilmistir. Bu caprazlamalarin genotipik gdsterimi su

sekildedir.

33 mwh/mwh X 99 flr¥/In(3LR) TM3, Bd°®

Yapilan caprazlamada flare stoklarinin disi bireylerinin tercih edilmesinin nedeni,

yumurta veriminin, mwh stoklarinin disilerine gore daha yiiksek olmasidir.

3.1.6. Bitkisel dstrojenler

Bu c¢alismada, D. melanogaster hatlarinda bitkisel Ostrojenlerin (genistein, daidzein,
glisitein, koumestrol, kuarsetin ve zearalenone) genotoksik etkilerini saptamak {izere,
Graf et al. (1984) tarafindan gelistirilen kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
(SMART) kullanilmistir. Caligmalarimizda kullanilan tiim bitkisel Ostrojenler %1°lik
DMSO’da ¢oziilerek larvalara uygulama yapilmistir (McClain et al. 2006). Ayrica, bu
calismada bitkisel dstrojenlerin olasi olumsuz etkilerinin giderilebilmesi i¢in B vitamini
ailesinin bir {iyesi olan folik asit kullanilmistir. Folik asit distile suda c¢oziilerek

calismalarimizda kullanilmigtir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

Son yillarda Drosophila’da somatik genotoksisite test sistemleri hakkinda Onemli
gelismeler kaydedilmistir. Ureme hiicrelerindeki mutasyonlar1 hedef alan testlerle
karsilagtirildiginda, somatik sistemler ¢ok sayida avantaj sunar (Graf and Wiirgler
1996). Bu avantajlar su sekilde siralanabilir:

a) Bu test sistemlerini hazirlamak i¢in yalnizca bir nesile ihtiyag vardir.
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b) Iki uygun somatik doku olan kanat ve gozler tek bir ergin sinekte ¢ok sayida
hiicrenin analizine olanak verir.
¢) Genetik isaretler cok kolay fark edilir ve sonuglar1 kaydetmek basittir.

d) Hizli, ekonomik ve giivenilirligi kanitlanmus testlerdir.

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testleri, gz benek testi ve kanat benek testi
olmak iizere iki tanedir. Bunlarin her ikisi de nokta mutasyon, delesyonlar, kromozom
bozukluklar1 ve mitotik rekombinasyonun tespit edilmesini saglar. Bu testler,
embriyonik gelisim sirasinda farkli imajinal disk hiicrelerinden temel alirlar. Imajinal
diskler, larval gelisim sirasinda mitozla ¢ogalir ve metamorfoz ile ergin bireyin kanat,
g0z, bacak gibi farkli viicut yapilarini olusturur. Somatik test yOntemleri larvanin
imajinal disklerinde mitotik olarak ¢ogalan biiyiik hiicre gruplarini hedef alir. Eger bu
imajinal disk hiicrelerinin herhangi birinde bir genetik degisiklik olursa, daha ileri
safhada normal fenotipten farkli mutant hiicre gruplar olusur. Bu genetik degisiklik
fenotipte gozlenebilen bir degisiklige neden olursa, mutant hiicre gruplari ergin sinegin
kanatlarinda ve go6zlerinde mutant hiicre benekleri (¢oklu kil fenotipi ve killarin
korelmesi) olusur. SMART, uygun gen isaretlerinin heterozigotlugunun kaybini temel
almarak  gelistirilmistir.  BOylece, heterozigotlugun herhangi bir mutasyonla
kaybedilmesi yabanil fenotipin kaybedilip, mutant fenotipin ortaya ¢ikmasina neden
olur (Graf et al. 1984, Guzman-Rincon and Graf 1995). Bu c¢alismada, D.
melanogaster’in kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi ya da diger adiyla

kanat benek testi kullanilmigtir.

3.2.2. Kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi

Sekil 3.4°de Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi sematik olarak
gosterilmigtir. Bu testte fenotipik etkisi kanat {lizerinde gdzlenebilen iki isaret geni
kullanilmaktadir. Bu genlerden ¢oklu kanat kili (multipli wing hair) geni, {igiincii
kromozomun telomere yakin bdéliimiinde bulunur (3-0.3). Resesif bir gen olup
homozigot (mwh/mwh) olarak mwh stoklar1 olarak yasatilabilir. Bu gen homozigot

oldugu zaman hiicre basina bir kanat kil1 yerine, ¢oklu kanat killarinin olusumuna neden
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DROZOPHILA KANAT SOMATIE MUTASVON we REKOMEBINAZYON TESTI

w4 + + flr” +

mrh ¥

YTURURT A TOPLAWIAST (2 Saat)

i T2 Saat

( 3 GUNLUK LARVALARA KROMIK BITKIZEL OSTROJEN UYGULAMASI )

TRAWSHETEROZIGOT KANATLAR

reowrh E..:lA
(zerrat fenotip) ‘

TRANSHETEROAIGOT KANATLAR 1 > ’
roowhy 1l
(Morral fenotip) L — 1

NORMAL (mwh/fl) FENOTIPTEKI KANATLAR MIKROSKOPTA INCELENDIGINDE

NOETA MUTASTON, DELESYON SCII'u'L_%TiK
SOMATIE FEEOMBIN ASYON RFEEOMBINASYON
Eaigik tek tip Bk tek tip Britk tek tip [tz Monlar
Konlar Konlar Honlar
towh (1-2 hiere) ek (= 2 hilore) fle *

Sekil 3.4. Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinin sematik

olarak gosterilmesi
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olur (Graf et al. 1984). Diger isaret geni flare (fIr®) ise kanat killarinin seklini etkileyen
resesif mutant bir gendir. Bu gen de yine {igiincii kromozom kolunda, fakat sentromere
daha yakin (3-38.8) olarak yer alir. Flare geninin {i¢ mutant alleli bilinmektedir ve hepsi
de homozigot letaldir (fIr* igin homozigot olan zigotlar ergine gelisemez). Fakat
heterozigot bir bireyin kanat imajinal disklerindeki homozigot hiicreler yasayabilir ve
mutant kanat hiicrelerine gelisir. Homozigot letalite nedeni ile flr® allelleri birgok
inversiyonlar ve yine homozigot letal olan dominant isaret gen tasiyan dengeleyici bir
kromozomla birlikte flr* /TM3, Bd® yasatilir. Bu stokta kanat kenarlari testere disi
seklindedir (Sekil 3.2). Calismamizda, heterozigot larvalara cesitli mutajenler
uygulanmistir. Bu larvalardan gelisen ergin bireyler, kanatlarinda beklenen somatik
mutasyonu belirlemek amaci ile analiz edilmistir ve erginler morfolojik olarak ayirt

edilebilen iki farkli fenotipik gruba ayrilmistir.

a) Trans-heterozigot bireyler (= mwh/flr®, normal kanatl).

b) Dengeleyici-heterozigot bireyler (= mwh/TM3, serrat kanatlr).

Dengeleyici-heterozigot  bireylerde ¢ok sayidaki inversiyonlar nedeni ile
rekombinasyonlar engellenmistir (Schaik and Graf 1991). Kanat killarinda beklenen
somatik mutasyonu belirlemek amaci ile kanatlar kesilerek mikroskop altinda
taranmistir. Boylece, mutasyon ya da mitotik rekombinasyon sonucu heterozigotlugun
kaybedilmesi ile ortaya c¢ikan mutant hiicre klonlar1 arastirllmigtir. Mutant hiicre
klonlari farkli benek gruplarma ayrilarak kaydedilmistir. Tekli benekler mwh veya flr®

fenotipinde iken, ikili benekler mwh ve flr® fenotiplerini birlikte tasimaktadir.

Tekli benekler arasinda 1-2 hiicreli olanlar kiiciik tekli benek olarak isimlendirilirken 3
ve daha fazla sayida hiicre gruplarindan olusan beneklere ise biiylik tekli benekler
denilmektedir. Ayrica, somatik hiicrelerde genetik degisikligin indiiksiyon zamani ve
beneklerin biiytlikliigli arasinda pozitif bir iliskinin oldugu belirtilmektedir. Eger
mutasyon, hiicre boéliinmesinin yogun oldugu erken donemde olursa, bu mutant
hiicreden koken alan benekler daha fazla hiicre icerecek ve daha biiylik olacaktir

(Guzman-Rincon and Graf 1995).
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Istatistik analizlerde kanat beneklerinin icerik ve biiyiikliigiine gére siniflandirilmasi
(kiiciik tekli benek, biiyiik tekli benek ve ikili benek) ile olusturulan veriler
kullanilmaktadir. Tekli benekler mwh veya flr® fenotipindeki hiicrelerden olusurken ikili
benekler ise mwh ve flr® fenotipini gosteren hiicre gruplarnmn birlikte bulundugu
beneklerdir. Beneklerin farkli tipleri farkli genetik mekanizmalar nedeniyle ortaya
¢ikmaktadir. Tekli benekler, nokta mutasyon, delesyon ve iki isaret gen (mwh ve flr®)
arasindaki mitotik rekombinasyonla olusurken, ikili benekler 3. kromozomun
sentromeri ve flr® geni arasindaki somatik rekombinasyon sonucu olusmaktadir. Sekil

3.5’de olusabilecek tiim ihtimaller sematize edilmistir.

3.2.3. Deney gruplar

Bu c¢alismada, ozellikle Asya {ilkelerinde c¢esitli gidalar vasitasiyla viicuda fazla
miktarda alinan 6 farkli bitkisel Ostrojenin mutajenik ve/veya rekombinojenik
Ozelliklerini saptayabilmek i¢in Drosophila mutant stoklar1 kullanilmistir. Teste tabi
tutulan bitkisel Ostrojenlerden genistein, daidzein ve koumestrol (coumestan) Fluka
sirketinden, glisitein Merck sirketinden, folik asit ve zearolenon Sigma sirketinden,

kuersetin ise Aldrich sirketinden satin alinmustir.

3.2.4. Drosophila hatlarmin Kiiltiirii

Calismada kullanilan tiim hatlar, Akdeniz Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Bolimii’nden temin edilmistir. Hatlar Bolimiimiizde Genetik  Arastirma
Laboratuari’nda uygun sicaklik kabinlerinde 200 ml hacimdeki cam siselerde standart
Drosophila besini ile kiiltiire alinmigtir. Standart besin ortaminin hazirlanisi EK-1’de

verilmistir.
3.2.5. Caprazlama i¢in birey secimi
Trans-heterozigot larvalarin elde edilmesi i¢in flare disiler 4’er saat araliklarla virgin (=

bakire) iken toplandi ve yeni bir besin ortamina alindi. Yeterince virgin disi birey

toplandiktan sonra uygulamalarin yapilacagi trans-heterozigot larvalarin elde
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edilebilmesi icin her sisede 40 mwh erkek, 40 flr® disi olacak sekilde caprazlama

yapildi.
1. hilere mitos 2. hiiote ohizan klonlar 1 ket itoz 2. hilcre olusan klonlar
nrwh + & newh " &
- A Aa - n A AR
nrwh + / _4'.—'_. bada newh + / _'+—'_. bada
— flr A LN S flr A & A
newh + newh +
+ flr notmal + fir :
tekli henek
- mwh + . _'_. mwh +
* flr \\\ _I—l_cll baa flr \‘\-\ O. "‘t‘b-l-
+ dadba ++“‘+
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Sekil 3.5. Tekli ve ikili beneklerin olusumuna neden olan farkli genetik mekanizmalar
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Oogenezin gerceklesmesi i¢in erkek ve disi bireyler en az bir giin stire ile ayn1 ortamda
birakildi. Uygulama yapilacak olan larvalarin ayni evrede olabilmesi i¢in oogenezi
gerceklestirmis olan bireylerin 8 saat boyunca yeni bir besin ortamina alinarak bu siire
boyunca yumurta birakmalar1 saglandi. Ayni bireyler yumurta toplama islemi igin
defalarca kullanildi. Trans-heterozigot larvalarin elde edilebilmesi icin yapilan

caprazlama Sekil 3.6’da gosterilmistir.

nwh + + iy +
i . . P
t il i 2 } i -
mwh -+ + &+ + Ed
mvh + + nwh + +
} o } : - ;
} | } t |- L
+ gy + + + Bd
TRANS.-HFTEROZICOT DENGELENMIS HETEROZIGOT

Sekil 3.6. mwh/mwh ve flr¥)TM3, Bd® bireyleri arasindaki caprazlamalar

3.2.6. Bitkisel ostrojenlerin uygulanmasi

Calismamizin birinci boliimiinde genotoksik etkileri test edilecek olan 6 bitkisel
Ostrojen i¢in dort derisim (1, 2, 5 ve 10mM) c¢alisildi. Bu derisimler, bitkisel
Ostrojenlerin genotoksik etkilerini genis bir spektrumda incelemek icin, daha 6nceki
calismalarda kullanilan derisimler olarak segildi (Torres et al. 1992). Ancak genistein,
daidzein, kuersetin ve zearalenon uygulama gruplarinda toksik etkiden dolay1r bu
konsantrasyonlarda birey elde edilemedigi i¢in uygulamalar 1, 3, 5 ve 10uM’lik bir seri
halinde uygulandi. Boylece, kanat preparati hazirlamak icin yeterli birey elde edilmis
oldu. Sekiz saat siiresince ciftlestirilen ebeveynlerin biraktigi déllenmis yumurtalardan
¢ikan bireyler, liclincii larva evresine eristiginde, musluk suyu altinda yikand: ve elekten
gecirilerek ayrildi. 72+4 saatlik larvalarin uygulama ortami olarak kullanilan cam tiipler
icerisine yaklasik 4.5g kadar hazir Drosophila besini (Drosophila Instant Medium)
(Formula 4-24, Carolina Biological Supply Co., Burlington, NC, ABD) konuldu ve
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besinler uygulamadan hemen oOnce hazirlanmis bitkisel Ostrojenlerin 9ml’si ile
nemlendirildi. Toplanan larvalar her bir cam tiip icerisine 1-2 spatiil dolusu (yaklasik

100 larva) konularak uygulama ortamina alinmis oldular.

Calismamizin ikinci asamasinda, tiim bitkisel dstrojenler i¢in kullandigimiz en yiiksek
uygulama dozu olan 10uM ile birlikte folik asidin 10uM dozu larvalara ayni besi
ortaminda birlikte verilmistir. Bu amacla c¢alismamizda kullanilan tiim bitkisel
ostronjenlerin ve folik asidin 20uM’lik stok ¢ozeltileri hazirlanmis ve 4.5g Drosophila

Instant Medium’a ayri1 ayr1 4.5ml emdirilmistir.

Boylece hazirlanan tiim deney ve kontrol gruplari, sicakligin ve nemin sabit oldugu
etlivlerde tutularak, larvalar kronik olarak 48 saat boyunca ¢esitli kimyasallara maruz

birakildilar.

3.2.7. Ergin bireylerin toplanmasi ve kanat preparatlarinin hazirlanmasi

Uygulama ortaminda bitkisel Ostrojenlere maruz birakilan larvalardan, pupa evresini
takiben, cikan ergin bireyler giinliik olarak, eterle bayiltilarak toplanmis ve kanat
preparatlarini hazirlamak i¢in bu bireyler %70’lik etil alkole konularak +4 °C’de
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Daha sonra bu bireyler kanat morfolojilerine gore
normal kanatli (trans-heterozigot mwh/flr’) ve serrat kanatli (dengelenmis heterozigot
mwh/TM3, Bd®) olarak iki gruba ayrilmistir. Bunlardan normal fenotipe sahip (mwh/flr)
olan kanatlar, hem mutasyon, hem de rekombinasyon sonucu olugan mutant klonlari
icermesine karsin, serrat (mwh/TM3, Bd®) kanatlar, dengeleyici kromozomun
rekombinasyonu baskilamasi nedeniyle sadece mutasyon sonucu olusan klonlar
icermektedir (Zordan et al. 1994). Bu nedenle, her iki fenotipteki kanatlarin da
preparatlar1 ayr1 ayr1 hazirlanarak degerlendirilmistir. Kanat preparatlarini hazirlamak
icin Negishi et al. (1988) ve Schaik and Graf (1991)’in ¢alismalarinda kullandiklari

“Faure soliisyonu” hazirlanmistir. Bu soliisyonun hazirlanis1 EK-2’de verilmistir.
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Kanat preparatlar1 hazirlanirken ¢ukur lam {izerine faure soliisyonundan bir iki damla
konulmustur. Distile suya alinmis olan her bir sinek, faure soliisyonu damlatilmis ¢ukur
lama alinmistir. Binokiiler mikroskop altinda ince uclu pens ile kanatlar viicuda
baglandig1 yerden tutularak kanat iizerindeki killara ve kanada zarar verilmeyerek
viicuttan 6zenle ayrilmistir. Her bir bireyin kanadi ayrildiktan sonra ayni bireye ait
kanatlar lam iizerine uygun araliklarla yerlestirilmistir. Lam {izerine yeterince kanat cifti
(96 adet) yerlestirildikten sonra preparatlar kurumasi i¢in tozsuz bir ortamda bir giin
bekletilmigstir. Preparatlar kuruduktan sonra lamlara bir iki damla entellan (=kanada
balzami) damlatilarak hava kabarcig1 kalmayacak sekilde iizeri lamel (24x60mm) ile
kapatilmistir. Kanatlarin diizgiin bir sekilde kurumasi icin kapatilan preparatlarin
lizerine 3-4g agirliginda metal vidalar konmustur. Birka¢ saat bu sekilde bekletilen
preparatlar 151k mikroskobunda sayim ve inceleme i¢in hazir hale getirilmistir. Bu
sekilde hazirlanan preparatlar, musluk suyunda yikanarak 1sik mikroskobunda killarin

goriilmesini engelleyen safsizliklar temizlenmistir.

3.2.8. Kanat preparatlarinin mikroskop analizi

Temiz bir sekilde hazirlanmis olan kanat preparatlart 10X40 biiylitmede 151k
mikroskobunda incelenmistir. Kanatlarin incelenmesinde kolaylik olmasi agisindan
kanat tlizerindeki sektorler Sekil 3.7°deki gibi A, B, C, Cl, D, Dl, E olarak boliimlere
ayrilmistir. Kanatlarin mutant klon tasiyip tasimadigini incelemek i¢in, hem dorsal hem
de ventral yiizeydeki hiicre tabakalar1 ayr1 ayr1 incelenmistir. Kanat yilizeyindeki her bir
sektor ayr1 ayri taranarak mwh ve/veya flr mutant fenotipler sayilarak kayitlari
tutulmustur. Sayimda kayitlar1 tutulan mutant klonlar:

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

* Biiyiik tek tip klon (> 3 mwh veya > 4 fIr hiicre)

» ikiz klon (mwh ve flr hiicrelerin ikisini de yan yana aym klonda iceren klonlar)

Bu simiflandirmanin biyolojik a¢idan anlamli oldugu Graf et al. (1984) tarafindan
gosterilmistir.  Siniflandirmada  kiigiik tek tip klonlar yalnizca mwh hiicrelerden
olugmaktadir (Sekil 4.3). Ciinkii varyasyonla olusan ve flare gibi goriinen hiicreleri

mutantlardan ayirmak i¢in sayima 4’den daha fazla sayidaki flare hiicreler dahil



58

edilmistir (Graf et al. 1984). Bu nedenle, kiigiik tek tip klonlar sadece mwh klonlari
icermektedir. Biiyiik tek tip klonlar ise Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’de goriildiigi gibi, 3 veya

daha fazla mwh ya da flare mutant hiicrenin olusturdugu klonlardir.

Sekil 3.7. Kanat sektorlerinin sematik goriintimii

Ikiz klonlar, mwh ve flare hiicreler aym klon igerisinde dagilmis olarak bulundugu
durumda olusan klonlardir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6). ikiz klon, mwh ve flare hiicrelerin
yan yana iki ayr1 klon olarak bulunmasiyla da olusabilir. Ancak, yan yana bulunan mwh
ve flare klonlarin arasindaki yabanil tip trikomlarin sayist licli gegmiyorsa ayni klon
icerisinde degerlendirilerek ikiz klon denilmektedir. mwh klonlar nokta mutasyon,
delesyon, ayrilmama, ve rekombinasyon sonucu olugmaktadir. Flare klonlar ve ikiz
klonlar ise flare geni ile sentromer arasinda gerc¢eklesen rekombinasyon sonucu ortaya
cikmaktadir. Normal kanath bireylerde goriilebilecek degisik genetik olaylarin sematik

gosterimi Sekil 3.5°de verilmistir.
3.2.9. Klon indiiksiyon frekansi ve rekombinasyon miktarimin hesaplanmasi

Kronik uygulamada, her hiicrede ve her hiicre boliinmesindeki indiiksiyon frekansi

asagidaki formiille hesaplanmaktadir (Szabad et al. 1983).

f=——x10"

NC

Bu denkleme gore, sadece mwh klonlar1 géz oniine aldigimizda, denklemdeki “f” mwh

klonlarin indiiksiyonunun ortalama frekansini, “n” gozlenmis olan toplam mwh klon
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sayisini, “N” analiz edilmis olan kanat sayisim1i ve “C” bir kanat {iizerindeki
incelenebilecek hiicre sayisini1 goster mektedir. Bir kanat {izerinde incelenebilecek hiicre

sayisinin Onceki ¢aligmalarla 24.400 oldugu bilinmektedir (Wiirgler and Vogel 1986).

Caprazlamalar sonucunda olusan trans-heterozigot larvalardan gelisen bireyler, kanat
bakimindan normal ve serrat kanat olmak {iizere, iki farkli fenotipte gozlenmektedir.
Serrat kenarli kanatlara sahip bireylerde bulunan dengeleyici kromozomun varligi, bu
kromozom pargast lizerine yerlestirilmis dominant mutant bir gen olan Serrate (Ser)
sayesinde tespit edilebilmektedir. Dengeleyici kromozomun (TM3) rekombinasyonu
baskilamasi nedeniyle bu fenotipe sahip bireylerde gozlenen mutant klonlar, sadece
mutasyon sonucu meydana gelmektedir. Boylece, serrat kanath bireylerden elde edilen
verilerle normal kanatl bireylerden elde edilen verilerin karsilastirilmasiyla ¢alismada
kullanilan ajanin mutajenik ve/veya rekombinojenik etkileri ayr1 ayri tespit
edilebilmektedir (Vogel 1992; Frei and Wiirgler 1996). Gergeklersen rekombinasyon
yiizdesi su sekilde hesaplanmaktadir.

b
2 <100

o rekombinasyon =

Formilde;
a: normal fenotipteki kanatlarda gézlenen mwh sektorlerinin frekansi

b: serrat fenotipteki kanatlarda gézlenen mwh sektorlerinin frekansi

3.2.10. Verilerin degerlendirilmesi

Sayimlar sonucunda elde edilen veriler degerlendirilirken orijinal (null) hipotez (Ho)’de
uygulamalar ile kontrol grubu arasinda istatatiksel olarak fark olmadig1 varsayilmistir.
Alternatif hipotez (Ha)’de ise uygulama grubundaki indiiklenen mutasyon oraninin
kontrol grubundan m defa daha fazla oldugu varsayilmistir. Orijinal ve alternatif
hipotezlerin Binomial Sartli Test kullanilarak hesaplanmasiyla sonuglar; pozitif (+),
zayif pozitif (z), Onemsiz fark (i) ve negatif (-) olarak gosterilmistir (Cizelge 3.1) (Selby
and Olsen 1981; Frei and Wiirgler 1988).
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Cizelge 3.1. Orijinal ve alternatif hipotezlerin degerlendirilmesi

H (Alternatif)
HiPOTEZLER KABUL(1-B) RED(p)
KABUL ONEMSIiZ FARK NEGATIF
H (1-) P=(1-a)(1-B)=1-0-p + off P=(1-a)p= B-ap
0
(Nulh) =R ED POZITIF ZAYIF POZITIF
(o) P=a(1-B)= a- of P=ap

Orijinal ve alternatif hipotezlerin kabul veya red edilmesine karar verilirken
Kastenbaum and Bowman (1970)’1n ¢izelgesinden yararlanildi. Hipotezlerin kurulmasi

sirasinda yapilan hesaplamalarda kullanilan parametreler asagida verilmistir.

Nc= Kontrol grubunda incelenen kanat sayisi

Nt= Uygulama grubunda incelenen kanat sayisi

nc= Kontrol grubunda gézlenen mutant klon sayisi

nt= uygulama grubunda gbézlenen mutant klon sayisi

n= nt+nc= toplam mutant klonlarin say1s1

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

go=uygulama grubunda beklenen mutant klon frekansi, Orijinalhipotez (Ho) i¢in
qo=Nt / (NC+ Nt)

PA= Kontrol grubunda beklenen mutant klon frekansi, Alternatif hipotez (Ha) igin
PA=NC/(NC+ mNt)

gA= uygulama grubunda beklenen mutant klon frekansi, Alternaif hipotez (Ha) i¢in
gA= mNC+mNt)

Pon= Kontrol grubunda beklenen mutant klon say1s1,Orijinal hipotez (Ho) igin
gon= Uygulama grubunda beklenen mutant klon sayisi, Orijinal hipotez (Ho) i¢in
PAn= Kontrol grubunda beklenen mutant klon sayisi, Alternatif hipotez (Ha) i¢in
qAn= Uygulama grubunda beklenen mutant klon sayis1, Alternatif hipotez (Ha) i¢in
M= Carpim sabiti
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Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi i¢in hazirlanmis olan
bilgisayar programi Microsta ile Oncelikle yukarida verilen parametreler hesaplandi.
Hesaplama sonucunda, eger uygulama grubundaki (nt) mutant klon sayisi cizelge
degerine esit veya biiylikse Ho red edildi. Ayn1 sekilde, kontrol grubundaki (nc) mutant

klon sayis1 eger ¢izelge degerine esit veya biiyiikse Ha red edildi.

Ho ve Ha’nin kabul veya red edilmesine gore Cizelge 3.1 kullanilarak sonuglar pozitif

(+), zayif pozitif (z), onemsiz fark (i) veya negatif (-) olarak degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calismada, insan ve hayvanlarin beslenmesinde kullanilan dogal ve kiiltiire alinmis
bitkilerde biyolojik etkileri birbirine benzeyen 6 farkli bitkisel Ostrojenin (genistein,
daidzein, glisitein, koumestrol, kuersetin ve zearalenone) olasi mutajenik etkileri D.
melanogaster’de Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile
arastirtlmistir. Genotoksik etkileri degerlendirilen bitkisel Ostrojenlerin her bir derisimi
icin dengeleyici kromozom (TM3) tasiyan serrat kanatli bireylerden ve dengeleyici
kromozom tagimayan normal kanathi bireylerden kanat preparati hazirlanarak
incelemeleri yapilmistir. Etkileri arastirilan maddelerden elde edilen sonuglarin tiimii

cizelgelerde verilmistir.

4.1. Drosophila Kanat Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinden Elde
Edilen Bulgular

Bu amacgla Bolim 3’te anlatilan deney sistemleri kurulmustur. Deneylerde negatif
kontrol grubu olarak distile su ve DMSO, pozitif kontrol grubu olarak da mutajenik
etkisi bilinen EMS kullanilmistir. Calismalarin ilk asamasinda 72+4 saatlik larvalardan
ergine gelisen trans—heterozigot ergin bireylerin kanatlar1 beneklerin varligin
belirlemek i¢in 151k mikroskobunda 400X biiyiitme ile taranmigtir. Calismalar sirasinda
gozlenen kanat benekleri siniflandirilarak kaydedilmistir. Buna gore, yalnizca mwh
(Sekil 4.2) veya flr fenotipinde olan hiicreler tekli benek ve mwh ve flr fenotipindeki
hiicrelerin yan yana bulundugu hiicreler ise ikili benek olarak siniflandirilmistir. Ayrica,
tekli beneklerde kendi aralarinda kiiclik tekli benek (1-2 hiicreli) ve biiyiik tekli benek
(iic ve daha fazla hiicreli) olmak iizere ayrilmistir. Calismalarimiz sirasinda cesitli
preparatlarda gozledigimiz kiiciik tek tip, biiylik tek tip ve ikiz beneklerin fotograflari
cekilmis ve bunlar Sekil 4.1- Sekil 4.6’da gosterilmistir.
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Sekil 4.1. mwh fenotipi

Sekil 4.2. mwh fenotipindeki kiigiik tekli benek

Sekil 4.3. mwh fenotipindeki biiyiik tekli benek



64

Sekil 4.4. flr fenotipindeki biiyiik tekli benek

Sekil 4.5. ikili benek(a)

Sekil 4.6. ikili benek(b)
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4.1.1. Distile su, DMSO ve EMS’nin genotoksik etkilerinin arastirilmasi

Caligmalarimizda distile su ve DMSO negatif kontrol, EMS ise pozitif kontrol olarak
kullanilmigtir. Bu {i¢ maddenin etkileri hem normal kanathi bireyler, hem de serrat
kanath bireyler i¢in Cizelge 4.1°de gosterilmistir. Distile suda kendiliginden olusan
(spontan) mutasyon frekansi, normal kanat fenotipine sahip bireyler i¢in 0.15, serrat
kanatl bireyler icin ise 0.23 olarak hesaplanmistir. EMS, tespiti yapilan tiim klonlar
(kiiglik tek tip klonlar, biiyiik tek tip klonlar, ikiz klonlar, toplam mwh klonlari ve
toplam klonlar) acisindan pozitif sonuglar gosterirken, DMSO ise distile su ile
karsilastirildiginda, tim durumlar i¢in 6nemsiz fark (P>0.05) gostermektedir (Cizelge
4.1). Kullanilan tiim bitkisel Ostrojenler DMSO’da ¢ozildigi ig¢in, istatistiksel

degerlendirmeler bu gruba gore yapilmistir.

4.1.2. Genistein’in genotoksik etkisinin arastirilmasi

Calismalarimizda kullandigimiz genistein, izoflavonlar i¢inde yer almakta ve 6zellikle
soya fasiilyesinde ve soya temelli gidalarda dogal olarak bulunmaktadir. DMSQO’da
coziilerek farkli konsantrasyonlarda hazirlanan numuneler larvalarin beslenmesinde
kullanilan Drosophila Instant Medium’a katilmis ve uygulama igin en uygun evre olan
ticlincii larva evresindeki (72 saat) larvalar kronik uygulamaya birakilmistir. Bolim
3.2.6°da da belirtildigi gibi, genistein uygulamasi icin ilk dnce secilen 1, 2, 5, 10mM
derisimler Drosophila larva ve pupalarinda toksik etki yaptigi icin (Sekil 4.7) en yiiksek
doz 10uM olarak belirlenmis ve bu konsantrasyonun dilisyonu ile sirasiyla 1, 3 ve
SuM’lik uygulama dozlar1 ¢alisilmistir. Bu uygulama dozlarimin kullanildig: gruplarda
mwh/flr® ve mwh/TM3 ¢aprazlarindan elde edilen bulgular Cizelge 4.2°de verilmistir.
Cizelge 4.2’de de goriildiigii gibi, genistein standart caprazinda (mwh/flr’) 1uM doz
DMSO grubu ile karsilastirildiginda, tim klon tiplerinde fark onemsizdir (P>0.05).
Ancak, konsantrasyon artisina bagli olarak, 6zellikle kiiciik tek tip (Sekil 4.2), toplam

mwh ve toplam klonlarda pozitif sonuglar gézlenmistir.
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Cizelge 4.1. Distile su, EMS ve DMSO’nun Drosophila melanogaster’in mwh/flr® ve mwh/TM3 hatlarina etkileri

Kiigiik tek tip klonlar ~ Biiyiik tek tip klonlar % mwh klonlar
(1-2 hiicre)(m=2) (>2 hiicre)(m=5) Ikiz klonlar(m=5) (m=2) 2 klonlar(m=2)

Uygulama Kanat
Dozu (uM) sayist (N) No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D KIF

Normal Kanat (mwh/fir®)
Distile su 80 10 (0.13) 2 (0.03) 0 (0.00) 12 (0.15) 12 (0.15) 0.61
1 EMS 80 31 (0.39) + 9 0.11) + 6 (0.08) + 40 (0.50) + 46 (0.58) + 2.05
1 DMSO 80 13 (0.16) i 1 (0.01) i 0 (0.00) i 14 (0.18) i 14 (0.18) i 0.72

Serrat Kanat (mwh/TM3)
Distile su 80 14 (0.18) 4 (0.05) b 18  (0.23) 18  (0.23) 0.92
1 EMS 80 34 (043) + 12 (0.15) + 46 (0.58) + 46 (0.58) + 2.36
1 DMSO 80 16 (0.20) 1 4 (0.05) - 20 (0.25) i 20 (0.25) i 1.02

Istatistiksel degerlendirme Frei and Wiirgler (1988, 1995)’e gore yapilmustir. Fr, frekans; D, istatistik sonuclarin gésterimi; KiF, klon
indiiksiyon frekansi (10° hiicre); +, pozitif; -, negatif; i, onemsiz fark; m, carpim faktorii; b, Dengeleyici TM3kromozomu, flr® mutasyonu
tagimaz. EMS, etil metan siilfonat; DMSO, dimetil siilfooksit. Olasilik diizeyi= 0.05.
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Cizelge 4.2. Genistein’in Drosophila melanogaster’in mwh/flr® ve mwh/TM3 hatlarina etkileri

Kiiciik tek tip klonlar ~ Biiyiik tek tip klonlar % mwh klonlar
(1-2 hiicre)(m=2) (>2 hiicre)(m=5) Ikiz klonlar(m=5) (m=2) 2 klonlar(m=2)

Uygulama Kanat
Dozu (uM) sayisi (N) No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D KIF
Normal Kanat (mwh/flr®)

Distile su 80 10 (0.13) 2 (0.03) 0 (0.00) 12 (0.15) 12 (0.15) 0.61
1 EMS 80 31 (0.39) + 9 (0.11) + 6 (0.08) + 40 (0.50) + 46 (0.58) + 2.05
1 DMSO 80 13 (0.16) 1 (0.01) 0 (0.00) 14 (0.18) 14 (0.18) 0.72
10 FA 80 14 (0.18) i 3 (0.04) i 1 (0.01) i 17 (021 i 18 (0.23) i 0.87
1 GN 80 15 (0.19) i 1 (0.01) i 1 (0.01) i 16 (0.20) i 17 (021) i 0.82
3 GN 80 23 (0.29) i 3 (0.04) i 0 (0.00) 1 26 (0.33) + 26 (033) + 1.33
5 GN 80 28  (0.35) + 5  (0.06) i 4  (0.05 i 32 (0.40) + 37 (046) + 1.64
10 GN 80 33 (041) + 7 (0.09) + 6 (0.08) + 40 (0.50) + 46 (0.58) + 2.05
Serrat Kanat (mwh/TM3)
Distile su 80 14 (0.18) 4 (0.05) b 18  (0.23) 18  (0.23) 0.92
1 EMS 80 34 (043) + 12 (0.15) + 46 (0.58) + 46 (0.58) + 236
1 DMSO 80 16 (0.20) 4 (0.05) 20 (0.25) 20 (0.25) 1.02
10 FA 80 9 (0.11) - 2 (0.03) - 11 (0.14) - 11 (0.14) - 0.56
1 GN 80 11 (0.14) - 3 (0.04) - 14 (0.18) - 14 (0.18) - 0.72
3 GN 80 17 (0.21) i 6 (0.08) i 23 (029) i 23  (0.29) i 1.18
5 GN 80 20 (0.25) i 9 (0.11) i 29 (036) i 29 (0.36) i 1.49
10 GN 80 25 (0.31) i 12 (0.15) + 37 (046) + 37 (046) + 1.84

Istatistiksel degerlendirme Frei and Wiirgler (1988, 1995)’e gére yapilmustir. Fr, frekans; D, istatistik sonuglarin gésterimi; KiF, klon
indiiksiyon frekans1 (10° hiicre); +, pozitif; -, negatif; i, onemsiz fark; m, carpim faktorii; b, dengeleyici TM3 kromozomu, flr* mutasyonu
tagimaz. GN, genistein; FA, Folik asit; Olasilik diizeyi= 0.05.
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b /

Sekil 4.7. Genistein, daidzein, kuersetin ve zearalenonun yiiksek derisimlerden etkilenen larva
ve pupalar

Biiytik tek tip (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4) ve ikiz klonlar (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6) DMSO
grubu ile karsilastirildiginda (10uM genistein uygulamasi harig), farkin 6nemsiz oldugu
goriilmektedir (Cizelge 4.2). 1uM’lik genistein uygulamasi sonucu olusan klon
indiiksiyon frekansi 0.82 iken, 10uM’lik en yiiksek genistein uygulama grubunda bu
deger 2.05’e¢ kadar yilkselmistir. Diger taraftan, dengeleyici kromozoma sahip
mwh/TM3 genotipindeki bireylerde toplam mutant klonlarin frekansi, DMSO grubu ile
karsilagtirildiginda negatif ya da onemsiz olarak goézlenmistir (10uM deney grubu
hari¢). Sonug olarak, genistein 6zellikle standart caprazda konsantrasyon artigina baglh

olarak pozitif sonuglar géstermistir.

4.1.3. Daidzein’in genotoksik etkisinin arastirilmasi

Genistein gibi bir primer izoflavon olan daidzeinin de 1, 2, 5 ve 10mM’lik derisimleri
Drosophila larvalari iizerinde asir1 toksik etki gosterdiginden, canli birey elde
edilememistir. Bu nedenle, DMSO’da ¢oziilerek dort farkli dozda hazirlanan daidzein
(1, 3, 5, 10uM), larvalarin beslenmesinde kullanilan Drosophila Instant Medium’a
emdirilmis ve 72 saatlik larvalar kronik uygulamaya birakilmistir. Uygulama gruplarina
ait normal kanat ve serrat kanat preparatlarindan elde edilen bulgular, Cizelge 4.3’de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Daidzein’in Drosophila melanogaster’in mwh/flr® ve mwh/TM3 hatlarina etkileri

Kiigiik tek tip klonlar ~ Biiyiik tek tip klonlar % mwh klonlar
(1-2 hiicre)(m=2) (>2 hiicre)(m=5) Ikiz klonlar(m=5) (m=2) 2 klonlar(m=2)
Uygulama Kanat .
Dozu (uM) sayist (N) No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D KIF
Normal Kanat (mwh/flr)
Distile su 80 10 (0.13) 2 (0.03) 0 (0.00) 12 (0.15) 12 (0.15) 0.61
1 EMS 80 31 (0.39) + 9 0.11) + 6 (0.08) + 40 (0.50) + 46 (0.58) + 205
1 DMSO 80 13 (0.16) 1 (0.01) 0 (0.00) 14 (0.18) 14 (0.18) 0.72
10 FA 80 14 (0.18) i1 3 (0.04) i 1 (0.01) i 17 (021) 1 18 (0.23) i 0.82
1 Dz 80 17 (0.21) i 1 0.01) 1 3 (0.04) i 18 (023) i 21 (0.26) i 0.87
3 Dz 80 16 (0.20) 1 2 (0.03) i 3 (0.04) 1 18 (0.23) 1 21 (0.26) i 0.87
5 DZ 80 28 (0.35) + 7 (0.09) + 5 (0.06) + 34 (043) + 40 (0.50) + 1.74
10 DZ 80 35 (044) + 4 (0.05) 1 3 (004) i 39 (049) + 42 (0.53) + 2.00
Serrat Kanat (mwh/TM3)

Distile su 80 14 (0.18) 4 (0.05) b 18 (0.23) 18 (0.23) 0.92
1 EMS 80 34 (043) + 12 (0.15) + 46 (0.58) + 46 (0.58) + 236
1 DMSO 80 16 (0.20) 4 (0.05) 20 (0.25) 20 (0.25) 1.02
10 FA 80 9 (0.11) - 2 (0.03) - 11 (0.14) - 11 (0.14) - 0.56
1 DZ 80 15 (0.19) - 3 0.04) - 18 (0.23) - 18 (0.23) - 092
3 DZ 80 16 (0.20) - 5 (0.06) i 21 (026) - 21 (0.26) - 1.08
5 DZ 80 19 (0.24) i 4 (0.05) - 23 (0.29) - 23  (0.29) - 1.18
10 DZ 80 25 (0.31) i 8 (0.10) 1 33 _(041) + 33 (041) + 1.69

Istatistiksel degerlendirme Frei and Wiirgler (1988, 1995)’e gore yapilmistir. Fr, frekans; D, istatistik sonuglarin gosterimi; KiF, klon
indiiksiyon frekanst (105 hiicre); +, pozitif; -, negatif; i, dnemsiz fark; m, ¢arpim faktorii; b, dengeleyici TM3 kromozomu, fir mutasyonu

tagimaz. DZ, daidzein; FA, Folik asit; Olasilik diizeyi= 0.05.
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Daidzeinin mwh/flr® genotipinde cahsilan dort derisim icin sonuclar kiicik tek tip
klonlar acisindan degerlendirildiginde, 1 ve 3uM dozlarda sonug¢ kontrole goére 6nemsiz,
5 ve 10uM daidzein dozlarinda ise sonug kontrole gore pozitif olmaktadir. Biiytiik tek tip
(Sekil 4.3 ve Sekil 4.4) ve ikiz klon (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6) olusumunda sonuglar, SuM
doz hari¢ diger dozlar i¢in Onemsizdir (P>0.05). Toplam mwh ve toplam klonlar
incelendiginde, sonuglarin kiigiik tek tip klonlar1 i¢in elde edilen sonuglarla benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Daidzeinin farkli dozlar1 uygulanarak elde edilen normal
kanat fenotipine ait klon indiiksiyon frekansi, DMSO kontrol ile karsilastirildiginda, bu
degerin uygulama gruplarinda 0.87’den 2.00’a kadar arttig1 hesaplanmaistir.

Serrat kanat fenotipine sahip kanatlarda ise daidzein biitiin klonlarda ya 6nemsiz ya da
negatif sonug¢ gostermistir. Sadece 10uM daidzein, toplam mwh ve toplam klon
olusumunda pozitif etkili olmustur (Cizelge 4.3). Serrat kanatlarin indiiksiyon frekansi
10uM daidzein uygulamasi sonucu 1.69 olarak hesaplanmistir. Bu deger, pozitif
kontroliin klon indiiksiyon frekansindan daha diisiik bir degere sahiptir. EMS icin bu
deger 2.36°dir. Sonuglara genel olarak bakildiginda, daidzein dozlarinin 6zellikle
standart ¢apraz i¢in pozitif, mwh/TM3 ¢aprazi i¢in ise Onemsiz veya negatif oldugu

goriilmektedir.

4.1.4. Glisitein’in genotoksik etkisinin arastirilmasi

Diger izoflavonlara gore daha az Ostrojenik etkiye sahip olan glisitein i¢in elde edilen
sonuclar, Cizelge 4.4’de goriilmektedir. Cizelge 4.4’te goriildigi gibi, glisiteinin
normal kanatlara sahip mwh/flr’genotipindeki bireylerde higbir doz igin pozitif sonug
gozlenmemistir. Tiim klon frekanslarina bakildiginda, sonuglarin birbirine yakin oldugu
goriilmektedir. Uygulama gruplarindaki (1-10uM) toplam klonlar 0.19 ile 0.21 arasinda
degisim gostermektedir. Bu sonuglar, DMSO kontrol ile karsilastirildiginda, aradaki
fark istatistiksel olarak Onemli bulunmamistir (P>0.05). Benzer durum mwh/TM3
genotipine sahip serrat kanatlar icin de gecerlidir. Normal kanathi bireylerden elde
edilen klon indiiksiyon frekans sonuglar1 0.72 ile 0.82 arasinda degisirken, serrat kanatl

bireyler i¢in klon indiiksiyon frekansinin 0.67 ile 1.18 arasinda degistigi goriilmiistiir

(Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Glisitein’in Drosophila melanogaster’in mwh/flr® ve mwh/TM3 hatlarina etkileri

Kiigiik tek tip klonlar  Biiyiik tek tip klonlar % mwh klonlar
(1-2 hiicre)(m=2) (>2 hiicre)(m=5) Ikiz klonlar(m=5) (m=2) 2 klonlar(m=2)
Uygulama Kanat .
Dozu (uM) sayist (N) No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D KIF
Normal Kanat (mwh/flr)
Distile su 80 10 (0.13) 2 (0.03) 0 (0.00) 12 (0.15) 12 (0.15) 0.61
1 EMS 80 31 (0.39) + 9 0.11) + 6 (0.08) + 40 (0.50) + 46 (0.58) + 205
1 DMSO 80 13 (0.16) 1 (0.01) 0 (0.00) 14 (0.18) 14 (0.18) 0.72
10 FA 80 14 (0.18) i1 3 (0.04) i 1 (0.01) i 17 (021) 1 18 (0.23) i 0.87
1 GL 80 12 (0.15) - 4 (0.05) 1 1 (0.01) i 16 (020) 1 17 (021) 1 0.82
3 GL 80 11 (0.14) - 3 0.04) i 2 (0.03) 1 14 (0.18) - 16 (0.20) i 0.72
5 GL 80 14 (0.18) i 1 (0.01) 1 1 (0.01) i 15 (0.19) i 16 (0.20) i 0.77
10 GL 80 11 (0.14) - 4 (0.05) 1 0 (0.00) i1 15 (0.19) i 15 (0.19) i 0.77
Serrat Kanat (mwh/TM3)

Distile su 80 14 (0.18) 4 (0.05) b 18 (0.23) 18 (0.23) 0.92
1 EMS 80 34 (043) + 12 (0.15) + 46 (0.58) + 46 (0.58) + 236
1 DMSO 80 16 (0.20) 4 (0.05) 20 (0.25) 20 (0.25) 1.02
10 FA 80 9 (0.11) - 2 (0.03) - 11 (0.14) - 11 (0.14) - 0.56
1 GL 80 10 (0.13) - 3 0.04) - 13 (0.16) - 13 (0.16) - 0.67
3 GL 80 13 (0.16) - 4 (0.05) - 17 (0.21) - 17 (021) - 0.87
5 GL 80 17 (0.21) i 6 (0.08) i 23 (029) - 23 (0.29) - 1.18
10 GL 80 15 (0.19) - 5 (0.06) i 20 (0.25) - 20  (0.25) - 1.02

Istatistiksel degerlendirme Frei and Wiirgler (1988, 1995)’e gore yapilmustir. Fr, frekans; D, istatistik sonuglarmn gosterimi; KIiF, klon
indiiksiyon frekansi (105 hiicre); +, pozitif; -, negatif; i, dnemsiz fark; m, ¢arpim faktorii; b, dengeleyici TM3 kromozomu, fir mutasyonu
tagimaz. GL, glisitein; FA, Folik asit; Olasilik diizeyi= 0.05.
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4.1.5. Koumesterol’iin genotoksik etkisinin arastirilmasi

Koumestrol (=coumestrol), fitokimyasallardan organik bir bilesiktir ve koumestanlar
olarakta bilinir. Standart ¢aprazlama sonucu elde edilen trans-heterozigot larvalara
koumestroliin uygulamasi ile elde edilen sonuglar, Cizelge 4.5’de gosterilmistir. Bu
sonuclar incelendigi zaman, normal kanat fenotipine sahip mwh/flr® genotipli bireylere
ait degerlerin glisiteinden elde edilen degerlere benzedigi ve dnemsiz farklarin elde
edildigi goriilmektedir. Sadece, 1uM uygulamadaki kiiciik tek tip ile 3uM
uygulamadaki kiigiik tek tip, toplam mwh ve toplam klonlardan elde edilen sonuglar,
DMSO kontrol grubundan elde edilen sonuclar ile karsilastirildiginda, istatistiksel
olarak negatif sonuglar elde edilmistir (P>0.05).

Klon indiiksiyon frekanslari da kontrolden elde edilen sonuglara yakindir. DMSO
grubundan elde edilen KIF 0.72 iken, SuM koumestrol uygulamasi sonucu elde edilen
KIF 0.92°dir. Bu iki deger arasinda istatistiksel olarak fark yoktur (P>0.05). Serrat kanat
fenotipinden elde edilen sonuglarda da herhangi bir pozitif farka rastlanmamustir.

Sonuglar ya negatif ya da 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.5).

4.1.6. Kuersetin’in genotoksik etkisinin arastirilmasi

Kuersetin calismamizda kullandigimiz diger bitkisel Ostrojenlere gore en fazla toksik
etki gdsteren madde olmustur. Kuersetin uygulamasinin sonuglari, Cizelge 4.6’da hem

mwh/flr’, hem de mwh/TM3 genotipleri igin gosterilmistir.

Kuersetinin mwh/flr® genotipli erginlerde sadece 1 ve 5uM uygulamasinda biiyiik tek tip
klon sayilar1 ve 1uM uygulamasinda ikiz klon sayilar1 DMSO kontrole gére dnemsiz
cikarken, diger tiim doz ve klonlarda pozitif sonuglar goriilmiistiir (Cizelge 4.6). 10uM
kuersetin uygulamasinda toplam klon frekansi % 0.89 ile kullandigimiz diger bitkisel
Ostrojenler arasinda en yiiksek deger olarak bulunmustur. Yine ayni uygulama grubu

icin toplam klon sayist 71 ve klon indiiksiyon frekansi da 3.28 olarak goézlenmistir.
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Cizelge 4.5. Koumestrol’iin Drosophila melanogaster’in mwh/flr® ve mwh/TM3 hatlarina etkileri

Kiigiik tek tip klonlar  Biiyiik tek tip klonlar % mwh klonlar
(1-2 hiicre)(m=2) (>2 hiicre)(m=5) Ikiz klonlar(m=5) (m=2) 2 klonlar(m=2)
Uygulama Kanat .
Dozu (uM) sayist (N) No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D KIF
Normal Kanat (mwh/flr)
Distile su 80 10 (0.13) 2 (0.03) 0 (0.00) 12 (0.15) 12 (0.15) 0.61
1 EMS 80 31 (0.39) + 9 (0.11) + 6 (0.08) + 40 (0.50) + 46 (0.58) + 205
1 DMSO 80 13 (0.16) 1 (0.01) 0 (0.00) 14 (0.18) 14 (0.18) 0.72
10 FA 80 14 (0.18) i1 3 (0.04) i 1 (0.01) i 17 (021) 1 18 (0.23) i 0.82
1 KM 80 11 (0.14) - 4  (0.05 1 0 (0.00) i 15 (019 1 15 (0.19) i 0.77
3 KM 80 9 (0.11) - 2 (0.03) i 2 (0.03) 1 11 (0.14) - 13 (0.16) - 0.56
5 KM 80 17 (0.21) i 1 (0.01) 1 3 (0.04) i 18 (023) i 21 (0.26) i 0.92
10 KM 80 15 (0.19) i 0 (0.00) i I (001 1 15 (0.19) i 16 (0.20) i 0.77
Serrat Kanat (mwh/TM3)

Distile su 80 14 (0.18) 4  (0.05) 18 (0.23) 18 (0.23) 0.92
1 EMS 80 34 (043) + 12 (0.15) + 46 (0.58) + 46 (0.58) + 236
1 DMSO 80 16 (0.20) 4  (0.05) 20 (0.25) 20 (0.25) 1.02
10 FA 80 9 (0.11) - 2 (0.03) - 11 (0.14) - 11 (0.14) - 0.56
1 KM 80 11 (0.14) - 3 (0.04) - 14 (0.18) - 14 (0.18) - 0.72
3 KM 80 16 (0.20) - 5 (0.06) i 21 (0.26) - 21 (0.26) - 1.08
5 KM 80 15 (0.19) - 3 (0.04) - 18 (0.23) - 18 (0.23) - 092
10 KM 80 12 (0.15) - 7 (0.09) i 19 (024) - 19 (024) - 097
Istatistiksel degerlendirme Frei and Wiirgler (1988, 1995)’e goére yapilmustir. Fr, frekans; D, istatistik sonuglarin gosterimi; KIF, klon

indiiksiyon frekansi (105 hiicre); +, pozitif; -, negatif; i, dnemsiz fark; m, ¢arpim faktorii; b, dengeleyici TM3 kromozomu, fir mutasyonu
tagimaz. KM, koumestrol; FA, Folik asit; Olasilik diizeyi= 0.05.
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Kiigiik tek tip klonlar  Biiyiik tek tip klonlar % mwh klonlar
(1-2 hiicre)(m=2) (>2 hiicre)(m=5) Ikiz klonlar(m=5) (m=2) 2 klonlar(m=2)
Uygulama Kanat .
Dozu (uM) sayist (N) No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D KIF
Normal Kanat (mwh/flr)
Distile su 80 10 (0.13) 2 (0.03) 0 (0.00) 12 (0.15) 12 (0.15) 0.61
1 EMS 80 31 (0.39) + 9 0.11) + 6 (0.08) + 40 (0.50) + 46 (0.58) + 205
1 DMSO 80 13 (0.16) 1 (0.01) 0 (0.00) 14 (0.18) 14 (0.18) 0.72
10 FA 80 14 (0.18) i1 3 (0.04) i 1 (0.01) i 17 (021) 1 18 (0.23) i 0.87
1 KS 80 24 (0.30) + 6 (0.08) 1 3 (0.04) i 30 (0.38) + 33 (041 + 1.54
3 KS 80 38 (048) + 9 0.11) + 6 (0.08) + 46 (0.58) + 53 (0.66) + 2.36
5 KS 80 42 (0.53) + 8 (0.10) 1 5 (0.06) + 48 (0.60) + 55 (0.69) + 246
10 KS 80 53 (0.66) + 11 (0.14) + 7  (0.09) + 64 (0.80) + 71 (0.89) + 3.28
Serrat Kanat (mwh/TM3)

Distile su 80 14 (0.18) 4 (0.05) 18 (0.23) 18 (0.23) 0.92
1 EMS 80 34 (043) + 12 (0.15) + 46 (0.58) + 46 (0.58) + 236
1 DMSO 80 16 (0.20) 4 (0.05) 20 (0.25) 20 (0.25) 1.02
10 FA 80 9 (0.11) - 2 (0.03) - 11 (0.14) - 11 (0.14) - 0.56
1 KS 80 16 (0.20) - 5 (0.06) 1 21 (0.26) - 21 (0.26) - 1.08
3 KS 80 27 (0.34) i 5 (0.06) i 32 (040) 1 32 (0.40) 1 1.64
5 KS 80 38 (0.48) + 8 (0.10) 1 46 (0.58) + 46 (0.58) + 236
10 KS 80 51 (0.64) + 6 (0.08) i 57 (071 + 57 (0.71) + 2.92

Istatistiksel degerlendirme Frei and Wiirgler (1988, 1995)’e gore yapilmustir. Fr, frekans; D, istatistik sonuglar gosterimi; KIF, klon
indiiksiyon frekansi (105 hiicre); +, pozitif; -, negatif; i, dnemsiz fark; m, ¢arpim faktorii; b, dengeleyici TM3 kromozomu, fir mutasyonu
tagimaz. KS, kuersetin; FA, Folik asit; Olasilik diizeyi= 0.05.
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Diger uygulama gruplarinda toplam klon sayisinin 33-55, KIiF degerlerinin de 1.54-2.46

arasinda degistigi tespit edilmistir.

Dengeleyici kromozom tasityan serrat kanat preparatlarindan elde edilen sonuglar ile
normal kanat preparatlarindan elde edilen sonuglar birbirinden farklilik gostermektedir
(Cizelge 4.6). Ozellikle serrat kanatlarda biiyiik tek tip klon olusumunda acikca bir
azalma goriilmektedir. Ornegin, 10uM normal kanat fenotipinde biiyiik tek tip klon
frekansi, %0.14 iken, serrat kanat fenotipinde bu frekans %0.08 olarak hesaplanmistir.
Ancak, 6zellikle 5 ve 10uM uygulama gruplarinda kiigtik tek tip, toplam mwh ve toplam
klon tiplerinde konsantrasyon artigina bagl olarak klon olusumu, pozitif fark (P<0.05)
gostermistir (Cizelge 4.6).

4.1.7. Zearalenon’un genotoksik etkisinin arastirilmasi

Bir ¢esit mikotoksin olan zearalenon da Drosophila larvalarina asir1 toksik etki
gostermistir (Sekil 4.7). Bu nedenle, genistein, daidzein ve kuersetinde oldugu gibi 1, 3,
5 ve 10uM dozlar ile ¢alisilmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan distile suda
kendiliginden olusan (spontan) toplam klon frekansi mwh/flr® genotipindeki normal
kanatli bireyler i¢in 0.15, mwh/TM3 genotipindeki serrat kanath bireyler igin ise 0.23
olarak bulunmustur (Cizelge 4.7).

Zearalenonun artan konsantrasyonuna bagl olarak (1-10uM) gerek mwh/flr® ve gerekse
mwh/TM3 genotipindeki bireylerde gozlenen toplam klon sayisi artmustir (Cizelge 4.7).
Bu sayr normal kanat fenotipinde 1uM ZN uygulamasinda 41, 10uM ZN
uygulamasinda 51, serrat kanat fenotipinde ise 1uM ZN’de 22 ve 10uM ZN’de 48
olarak gozlenmistir. Bu artisin sonucu olarak da calisilan tim derisimlerde hem
mwh/flr’, hem de mwh/TM3 genotipindeki bireyler istatistiksel olarak pozitif sonuglar
vermistir (P<0.05). Ancak her iki fenotipte de tiim dozlar DMSO kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, mwh/flr’ genotipindeki bireylerde 1uM ZN hari¢ biiyiik tek tip
klonlarda 6nemsiz fark gézlenmistir. mwh/TM3 genotipindeki bireylerde de 6zellikle

biiyiik tek tip klon sonuglari istatistiksel olarak 6nemsiz (P>0.05) bulunmustur.
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Cizelge 4.7. Zearalenon’un Drosophila melanogaster’in mwh/flr® ve mwh/TM3 hatlarina etkileri

Kigiik tek tip klonlar ~ Biiytik tek tip klonlar ) % mwh klonlar
(1-2 hiicre)(m=2) (>2 hiicre)(m=5) Ikiz klonlar(m=5) (m=2) 2 klonlar(m=2)
Uygulama Kanat .
Dozu (uM) sayist (N) No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D KIF
Normal Kanat (mwh/flr)
Distile su 80 10 (0.13) 2 (0.03) 0  (0.00) 12 (0.15) 12 (0.15) 0.61
1 EMS 80 31 (0.39) + 9 0.11) + 6 (0.08) + 40 (0.50) + 46 (0.58) + 2.05
1 DMSO 80 13 (0.16) 1 (0.01) 0 (0.00) 14 (0.18) 14 (0.18) 0.72
10 FA 80 14 (0.18) i1 3 (0.04) i 1 (0.01) 1 17 (021) 1 18 (0.23) i 0.87
1 ZN 80 29 (0.36) + 11 (0.14) + 1 (0.01) i 40 (0.50) + 41  (0.51) +  2.05
3 ZN 80 32 (040) + 6 (0.08) i 6 (0.08) + 38 (048) + 44 (0.55) + 1.95
5 ZN 80 37 (0.46) + 8 (0.10) 1 6 (0.08) + 45 (0.56) + 51 (0.64) + 231
10 ZN 80 42 (0.53) + 6 (0.08) i 3 (004 i 48 (0.60) + 51 (0.64) + 246
Serrat Kanat (mwh/TM3)

Distile su 80 14 (0.18) 4 (0.05) 18 (0.23) 18 (0.23) 0.92
1 EMS 80 34 (043) + 12 (0.15) + 46 (0.58) + 46 (0.58) + 236
1 DMSO 80 16 (0.20) 4 (0.05) 20 (0.25) 20 (0.25) 1.02
10 FA 80 9 (0.11) - 2 (0.03) - 11 (0.14) - 11 (0.14) - 0.56
1 ZN 80 17 (0.21) i 5 (0.06) 1 22 (0.28) - 22 (0.28) - 1.13
3 ZN 80 24 (0.30) i 7 (0.09) i 31 (039) i 31 (039 i 1.59
5 ZN 80 27 (0.34) i 5 (0.06) 1 32 (040) i 32 (040) i 1.64
10 ZN 80 40 (0.50) + 8 (0.10) i 48 (0.60) + 48 (0.60) + 2.46

[statistiksel degerlendirme Frei and Wiirgler (1988, 1995)’e gére yapilmistir. Fr, frekans; D, istatistik sonuglarm gosterimi; KIiF, klon
indiiksiyon frekansi (105 hiicre); +, pozitif; -, negatif; i, dnemsiz fark; m, ¢arpim faktorii; b, dengeleyici TM3 kromozomu, fir mutasyonu
tagimaz. ZN, zearalenone; FA, Folik asit; Olasilik diizeyi= 0.05.
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Uygulama gruplaria ait klon indiiksiyon frekansi incelendiginde, artan doza bagh
olarak bu frekansin arttigi gézlenmistir. Ornegin, 10uM ZN uygulama grubu i¢in hem
normal kanat fenotipinde, hem de serrat kanat fenotipinde klon indiiksiyon frekansi 2.46
olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.7). Yine aym ¢izelgede mwh/flr® ve mwh/TM3
genotipindeki bireylerden elde edilen sonuglar mwh klonlar1 ve toplam klon sayilari
acisindan karsilastirildiginda, normal kanat fenotipinde meydana gelen pozitif farkin
(P<0.05), serrat kanat fenotipli bireylerde negatif ya da Onemsiz farka (P>0.05)
donistiigli (10uM uygulama haric) goriilmektedir. Bu nedenle, artan doza bagl olarak,
mutasyon oraniyla birlikte rekombinasyon oran1 da artmaktadir diyebiliriz.
Konsantrasyona bagli olarak, mutant klon frekansi arttigi gibi, mwh/flr®* ve mwh/TM3

genotipindeki bireylerde klon indiiksiyon frekansi da artis gostermistir (Cizelge 4.7).

4.1.8. Folik asit’in etkisinin arastirilmasi

Calismamizda B vitamini ailesinin bir {iyesi olan folik asidin (folasin, folat), 10uM’lik
tek dozu 72+4 saatlik trans-heterozigot larvalara uygulanmig ve elde edilen bireylerin
kanatlar1 incelenmistir. Normal kanat fenotipine sahip bireylerden elde edilen sonuglar,
distile su ile gergeklestirilen negatif kontrol ile karsilastirildiginda, sonuglarin 6nemsiz
oldugu goriilmiis (Cizelge 4.1 — Cizelge 4.9) ve klon indiiksiyon frekansi da 0.87 olarak
hesaplanmistir. Serrat kanat fenotipine sahip bireylerden elde edilen sonuglar ise kontrol
grubu ile karsilagtirildiginda, tiim klonlar i¢in negatif olarak tespit edilmistir. Klon
indiiksiyon frekansi da 0.56 olarak hesaplanmistir. Bu deger, tiim uygulama gruplari
icin en diisiik degerdir. Elde edilen sonuglar, hem distile su ile hem de kullanilan
bitkisel dstrojenlerin 10uM uygulama grubuyla karsilastirmali olarak normal kanat i¢in

Cizelge 4.8°de, serrat kanat icin de Cizelge 4.9°da verilmistir.

4.1.9. Folik asit + bitkisel Ostrojenlerin birlikte trans-heterozigot larvalara

uygulanmasi

Folik asidin 10uM dozu trans-heterozigot larvalara, 6 bitkisel Ostrojenin en yiiksek

dozuyla (10uM) birlikte uygulandi. Uygulama yapilan cam siselerde bulunan 4.5g
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Drosophila instant mediuma, 4.5ml 10uM folik asit ¢ozeltisi + 4.5ml ¢alisilan bitkisel
Ostrojenin 10uM ¢ozeltisi (toplam 9 ml) kanstirilarak deney gruplari olusturuldu.

Sonuglar, normal kanat ve serrat kanatlar i¢in ayr1 ayr1 degerlendirildi.

4.19.a. Folik asit + bitkisel éstrojenlerin Drosophila melanogaster’in mwh/flr®

hatlarina anti-genotoksik etkisinin arastirilmasi

Cizelge 4.8°de folik asidin ¢alismamizda kullanilan tiim bitkisel dstrojenlerle etkilesimi
mwh/flr® hatlari igin gosterilmistir. 10uM folik asit + 10pM genisteinin birlikte
uygulamasindan elde edilen sonuglar, genisteinin 10uM’lik doz uygulamasi ile
karsilastirldiginda, mwh/flr® genotipine gére kiigiik tek tip, biiyiik tek tip, ikiz, toplam
mwh ve toplam klon sayilarinda azalma goriilmekte ve sonug istatistik anlamda pozitif
etkiliden onemsiz etkiliye doniismektedir. Klon indiiksiyon frekansinin 2.05’den
1.02’ye kadar azaldigi goriilmiistiir. Ancak, bu deger folik asidin tek bagina kullanildig:

durumda 0.87 olarak hesaplanmustir.

Aynmi dozlarda (10uM) folik asit ve daidzeinin birlikte uygulamasimin sonuglari,
daidzeinin tiim klonlarda olusturdugu etkinin kismen giderildigini gostermektedir.
Kigiik tek tip klon frekansi 0.44°den 0.29’a, toplam mwh klon frekans1 0.49°dan 0.30’a
ve toplam klon frekansi 0.53’den 0.33’e gerilemistir (Cizelge 4.8) Ancak, bu sonuglar
kontrol grubu (distile su) ile karsilastirildigi zaman, daidzeine bagli pozitif sonuglarin

tam anlamiyla giderilemedigini gostermektedir.

10uM folik asit + glisitein deney grubunda elde edilen sonuglar ile 10 uM glisiteinin tek
basma uygulandig1 deney sonuclar1 karsilagtirildiginda, iki grup arasinda onemli bir
farkin olmadig1 agikca goriilebilir (Cizelge 4.8). Bu gruba ait toplam klon frekanslar1
incelendiginde, yalnizca glisitein uygulamasinda 0.19 iken, folik asit + glisiteinin

birlikte uygulandigi grupta 0.16 olarak hesaplanmistir.



79

Folik asit + koumestrol uygulamasi sonucu elde edilen degerler, folik asit + glistein
uygulamasinda oldugu gibi, 6énemsiz fark gdstermistir (P>0.05). Toplam klon frekansi
yalnizca koumestrol kullanimi ile 0.20 iken, bu deger folik asit + koumestrol kullanimi

ile 0.18’e gerilemistir (Cizelge 4.8).

Deneylerimizde kullanilan bitkisel Ostrojenler arasinda en yliksek genotoksik etkiyi
kuersetin gostermistir. Folik asidin koruyucu etkisi Cizelge 4.8’de acik bir sekilde
goriilmektedir. Ozellikle, biiyiik tek tip klon frekans: 10uM kuersetin uygulamasinda
0.14 iken, kuersetin + folik asit uygulamasinda bu deger 0.06’ya, ikiz klon frekansinda
yalnizca kuersetin uygulanmasinda 0.09 iken kuersetin + folik asit uygulamasinda
0.05’e gerilemistir. Bu durum istatistiksel olarak onemsizdir (P>0.05). Ayrica, kiiciik
tek tip, toplam mwh ve toplam klon sayilar1 6nemli oranda diisiis gdstermistir. Klon

indiiksiyon frekansi da 3.28’den 1.69’a gerilemistir.

Deneylerimizde kullandigimiz bir diger bitkisel Gstrojen olan zearalenon da larvalara
toksik etki gostermistir. Normal kanat fenotipinde zearalenon + folik asit uygulamasi
sonucu elde edilen bulgular, folik asidin zearalenonun toksik etkisini 6nemli 6l¢iide
engelledigini gdstermektedir. Ozellikle, kiigiik tek tip, ikiz klon, toplam mwh ve toplam
klonlarda belirgin azaliglar tespit edilmistir. Zearalenonun tek basina uygulandigi
durumda, klon indiiksiyon frekansi 2.46 iken, folik asit + zearalenon uygulamasi sonucu

klon indiiksiyon frekansi 1.18’e gerilemistir.
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Cizelge 4.8. Folik asit’in Drosophila melanogaster’in mwh/flr® hatlarina anti-genotoksik etkileri
Kigtik tek tip klonlar ~ Biiytik tek tip klonlar % mwh klonlar
(1-2 hiicre)(m=2) (>2 hiicre)(m=5) Ikiz klonlar(m=5) (m=2) 2 klonlar(m=2)

Uygulama Kanat
Dozu (uM) sayis1 (N) No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D KIF

Normal Kanat (mwh/flr®)

Distile su 80 10 (0.13) 2 (0.03) 0 (0.00) 12 (0.15) 12 (0.15) 0.61
1 DMSO 80 13 (0.16) i 1 (0.01) i 0 (0.00) i 14 (018) i 14 (0.18) i 0.72
10 FA 80 14 (0.18) i 3 (0.04) i 10 i 17 (021) i 18 (023) i 087
10 GN 80 33 (041) + 7 (0.09) i 6 (0.08) + 40 (0.50) + 46 (0.58) + 2.05
10 GN + FA 80 19 (0.24) i 1 (0.01) i 2 (003) i 20 (025 i 22 (028) i 1.02
10 DZ 80 35 (0.44) + 4 (0.05) i 3004 i 39 (049) + 42 (0.53) + 2.00
10 DZ + FA 80 23 (0.29) + 1 (0.01) i 2 (003) i 24 (030) + 26 (0.33) + 123
10 GL 80 11 (0.14) i 4 (0.05) i 0 (0.00) i 15 (019 i 15 (0.19) i 0.77
10 GL + FA 80 9 (0.11) i 3 (0.04) i 1 (001) i 12 (015 i 13 (0.16) i 0.6l
10 KM 80 15 (0.19) i 0 (0.00) - 1 (001) i 15 (0.19) i 16 (020) i 0.77
10 KM + FA 80 12 (0.15) i 1 (0.01) i 1 (001) i 13 (0.16) i 14 (0.18) i 0.7
10 KS 80 53 (0.66) + 11 (0.14) + 7 (0.09) + 64 (0.80) + 71 (0.89) + 3.8
10 KS + FA 80 28 (0.35) + 5 (0.06) i 4 (005 i 33 (041) + 37 (0.46) + 1.69
10 ZN 80 42 (0.53) + 6  (0.08) i 30(0.04) i 48 (0.60) + 51 (0.64) + 2.46
10 ZN + FA 80 15 (0.19) i 8 (0.10) i 1 (00D) i 23 (029 + 24 (0.30) + 118

Istatistiksel degerlendirme Frei and Wiirgler (1988, 1995)’e gore yapilmustir. Fr, frekans; D, istatistik sonuclarin gdsterimi; KIF, klon
indiiksiyon frekansi (10° hiicre); +, pozitif; -, negatif; i, dnemsiz fark; m, carpim faktorii; FA, folik asit; GN, genistein; DZ, daidzein;
GL, glisitein; KM, Koumestrol; KS, Kuersetin; ZN, zearalenone; Olasilik diizeyi= 0.05.
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4.1.9.b. Folik asit + bitkisel dstrojenlerin Drosophila melanogaster’in mwh/TM3

hatlarina anti-genotoksik etkisinin arastirilmasi

Cizelge 4.9’da folik asit ile ¢aligmalarimizda kullandigimiz tiim bitkisel dstrojenlerin
etkilesimleri mwh/TM3 hatlar igin gosterilmistir. Bu ¢izelgede folik asidin serrat kanat
fenotipine sahip bireylerde, bitkisel Ostrojenlerin sebep oldugu genotoksisiteyi dnemli

Olciide giderdigi goriilmektedir.

10uM folik asit + 10uM genistein uygulamasindan elde edilen sonuglar, 10uM
genistein uygulamasi ile karsilastirildiginda, serrat kanat fenotipine ait kiigiik tek tip,
biiyiik tek tip, toplam mwh, ve toplam klon sayilarinda azalma gériilmektedir. Ozellikle,
biiylik tek tip klon frekansindaki diisiis cok agiktir. Soyle ki, genisteinin 10uM
uygulamasinda biiytik tek tip klon frekans1 %0,15 iken, bu deger genistein + folik asit
uygulamasinda %0.01°e kadar gerilemistir. Klon indiiksiyon frekansi da 1.84’den 1.08’¢
kadar azalmistir (Cizelge 4.9).

Aynmi dozlarda (10uM) folik asit + daidzeinin birlikte uygulanmasinin sonuglari,
daidzeinin tiim klonlarda olusturdugu etkinin kismen giderildigini gostermektedir.
10uM daidzein uygulamasi sonucu, toplam mwh klonlar1 ve toplam klonlarda olusan
pozitif sonuglar, folik asit kullanimryla birlikte dnemsiz farka déniismiistiir. KIF degeri

de 1.69’dan 1.23’¢ gerilemistir (Cizelge 4.9).

10uM folik asit + glisiteinin birlikte uygulandigi deney grubunda elde edilen sonuglar
ile 10uM glisteinin tek bagina uygulandigi deney sonuglari, serrat kanath bireyler igin
karsilastirildiginda, iki grup arasinda 6nemli bir farkin olustugu goriilmektedir. 10uM
glistein uygulamasi sonucu elde edilen kiigiik tek tip, biiyiik tek tip, toplam mwh ve
toplam klon sayilar1 6nemsiz fark gosterirken, ayni klon sayilari i¢in folik asit + glistein
uygulamasi sonucu elde edilen sonuglar negatif (P<0.05) olarak hesaplanmistir (Cizelge

4.9).
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Folik asit + koumestrol uygulamasi sonucu elde edilen sonuglar, folik asit + glistein
uygulamasi1 sonucu elde edilen sonucglara benzemektedir. Elde edilen tiim klon
sayilarinda (kiigiik tek tip, biiyiik tek tip, toplam mwh ve toplam klon), folik asit
uygulamasi ile birlikte azalma meydana geldigi Cizelge 4.9°da goriilmektedir. KiF
degeri de 0.97°den 0.87’ye gerilemistir.

Folik asidin mwh/TM3 hatlar1 igin en iyi iyilestirici etkiyi kuersetin ile birlikte
uygulandig1 grupta gosterdigini sdyleyebiliriz. Folik asit + kuersetinin ayni dozlarda
(10uM) uygulanmasiyla elde edilen sonuglar ile kuersetinin tek basina uygulanmasi
sonucu elde edilen sonuglar birbiri ile karsilastirildiginda, 6zellikle, kiigiik tek tip,
toplam mwh ve toplam klon sayisinda tek basina kuersetin uygulamasi sonucu olusan
pozitif farkin, folik asit + kuersetin uygulamasi sonucu Onemsiz farka donistigii
goriiliir. Biiytlik tek tip klon sayisinda ise 0nemsiz olan farkin negatif farka doniistigi
tespit edilmistir. Serrat kanat fenotipine ait sonuglar icin KIF degeri, tim uygulama

gruplarindaki en yiiksek deger olan 2.92°den 1.18’e kadar gerilemistir (Cizelge 4.9).

Folik asit + zearalenone uygulamasi sonucu elde edilen degerler, folik asit + kuersetin
uygulamasi sonucu elde edilen degerlere benzemektedir. Elde edilen tiim klon
sayilarinda folik asit uygulamasi ile birlikte bir azalmanin meydana geldigi Cizelge
4.9’da acikga goriilmektedir. En bariz azalis ise toplam mwh ve toplam klon frekasinda
gozlenmistir. Serrat kanat fenotipine sahip bireylerden elde edilen toplam klon frekansi
zearalenon uygulamasi i¢in 0.60, folik asit + zearalenon uygulamasi i¢in de 0.26 olarak

bulunmustur. KIF degeri ise aym gruplar icin 2.46’dan 1.08’e kadar gerilemistir.



83

Cizelge 4.9. Folik asit’in Drosophila melanogaster’in mwh/TM3 hatlarina anti-genotoksik etkileri

Kiigtik tek tip klonlar  Biiyiik tek tip klonlar % mwh klonlar
(1-2 hiicre)(m=2) (>2 hiicre)(m=5) Ikiz klonlar(m=5) (m=2) 2 klonlar(m=2)

Uygulama Kanat .
Dozu (uM) sayisi (N) No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D KIF
Serrat Kanat (mwh/TM3)

Distile su 80 14 (0.18) 4 (0.05) b 18 (0.23) 18 (0.23) 0.92
DMSO 80 16 (0.20) i 4 (0.05) - 20 (025 i 20 (025) i 1.02
10 FA 80 9 (0.11) - 2 (0.03) - 11 (0.14) - 11 (0.14) - 0.6
10 GN 80 25 (0.31) i 12 (0.15) + 37 (046) + 37 (0.46) + 184
10 GN + FA 80 20 (0.25) i 1 (0.01) - 21 (026) i 21 (0.26) i 108
10 DZ 80 25 (0.31) i 8 (0.10) i 33 (041) + 33 (041) + 1.69
10 DZ + FA 80 18 (0.23) i 6  (0.08) i 24 (030) i 24 (030) i 123
10 GL 80 15 (0.19) i 5 (0.06) i 20 (025) i 20 (0.25) i  1.02
10 GL + FA 80 14 (0.18) - 3 (0.04) - 17 (021) - 17 (021) - 087
10 KM 80 12 (0.15) - 7 (0.09) i 19 (024) i 19 (024) i 097
10 KM + FA 80 13 (0.16) - 4 (0.05) - 17 (021) - 17 (021) - 087
10 KS 80 51 (0.64) + 6 (0.08) i 57 (071) + 57 (0.71) + 292
10 KS + FA 80 20 (0.25) i 3 (0.04) - 23 (029) i 23 (0.29) i 118
10 ZN 80 40 (0.50) + 8 (0.10) i 48 (0.60) + 48 (0.60) + 2.46
10 ZN + FA 80 16 (0.20) i 5 (0.06) i 21 (026) i 21 (026) i  1.08

Istatistiksel degerlendirme Frei and Wiirgler (1988, 1995)’e gére yapilmustir. Fr, frekans; D, istatistik sonuglarin gosterimi; KiF, klon
indiiksiyon frekansi (105 hiicre); +, pozitif; -, negatif; i, onemsiz fark; m, carpim faktorii; b, dengeleyici TM3 kromozomu il mutasyonu
tagimaz. FA, folik asit; GN, genistein; DZ, daidzein; GL, glisitein; KM, Koumestrol; KS, Kuersetin; ZN, zearalenone; Olasilik diizeyi= 0.05.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu calismanin amaci, 6zellikle iilkemizde ve son zamanlarda tiim diinya iilkelerinde
tiketimi artan baz1 bitkisel gidalarin iceriginde bulunan bitkisel Ostrojenlerin
Drosophila melanogaster’de mutajenik ve rekombinojenik etkilerinin olup olmadigini
belirlemek ve bitkisel dstrojenlerin biyolojik etki mekanizmasinin isleyisi ve bu bitkisel
Ostrojenlerin ayni yolla insanlar etkileyip etkileyemeyecegi hakkinda sonuca
varabilmektir. Diger bir amacimiz ise bitkisel Ostrojenlerin olasit mutajenik ve
rekombinojenik etkilerine kars1 folik asit vitamininin koruyucu etkisinin olup

olmadigini tespit etmektir.

Okaryotik bir organizma olan D. melanogaster ile gergeklestirilen testler, genotoksisite
testleri i¢inde 6nemli bir yere sahiptir. Gen mutasyonlar1 (cinsiyete bagl resesif letal
test, somatik g6z mutasyon testi, kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi) ile
kromozom hasarlarinin (aneuploidi belirleme ve kismi kromozom kaybi testleri ile
somatik mutasyon ve rekombinasyon testi) belirlenmesi i¢in Drosophila’da degisik

genetik 6zellikte hatlar olusturulmustur (IPCS 1985).

Uygulamalarimiz sonucunda, glisitein (Cizelge 4.4) ve koumestrol (Cizelge 4.5) tiim
dozlarda genotoksik acidan negatif ya da Onemsiz genotoksisite, diger dort bitkisel
Ostrojen ise doz artisina bagl olarak genellikle pozitif genotoksisite gostermistir. En
etkili genotoksisite siralamasi da kuersetin (Cizelge 4.6), zearalenon (Cizelge 4.7),
genistein (Cizelge 4.2) ve daidzein (Cizelge 4.3) olarak belirlenmistir. Bitkisel
Ostrojenlerin olast mutajenik ve rekombinojenik etkilerine kars1 folik asit vitamininin
koruyucu etkisinin aragtirilmasi ile elde edilen sonuglarda folik asidin antimutajenik

etkili oldugunu gostermistir (Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9).

Caligmalarimizda en etkili genotoksik etkiyi gdsteren kuersetin (=quercetin), IARC
(Uluslararast Kanser Arastirma Kurumu) tarafindan kanser yapict maddeler

siralamasinda 3. grupta yer almaktadir. Deneylerimizde kullandigimiz kuersetinin
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hemen tim dozlarinda (1-10pM) normal kanat fenotipinde (mwh/flr’) pozitif fark
gozlenmistir. Bu durum kuersetinin genotoksik etkili oldugunu gdstermektedir. Serrat
kanat fenotipinde (mMwh/TM3) ise elde ettigimiz sonuglara gore, yine aynt maddenin

rekombinojenik etkiye de sahip oldugunu soyleyebiliriz (Cizelge 4.6).

Yaptigimiz literatiir ¢alismalar1 sonucu kuarsetinin genotoksisitesi {lizerine celiskili
sonuglara ulasilmistir. Kuarsetin, Salmonella typhimurium’da 60nM konsantrasyonda
mutajenik etki gostermistir (Czeczot et al. 1990). Buna ilaveten, hem 19.8-49.6uM
konsantrasyon araliginda, hem de 66.2-165.4uM konsantrasyonlarda Chinese hamster
ovaryum hiicrelerinde kardes kromatid degisimine yol agmustir (Carver et al. 1983).
Yine 66.2-165.4uM konsantrasyonlarda kuarsetin, insan lenfositlerinde kardes kromatid
degisimlerine sebep olmustur (Popp and Schimmer 1991). Bagka bir in vivo ¢alismada,
kuarsetin fare kemik iliginde 1250mg/kg uygulama dozu ile genotoksik hasara yol
acmustir (da Silva et al. 2002). Ancak, bazi uzun siireli ¢alismalar, kuarsetinin
karsinojenik olmadigin1 (Stoewsand et al. 1984; Formica and Regelson 1995), ayni
zamanda antioksidatif 6zelliklere sahip oldugunu da gostermistir (Satyanarayana et al.
2001). Kuersetin ve rutin gibi major flavonoidlerin, serum trigliserit seviyesini ve
plateletagregasyonunu azaltarak antitrombolitik etki gdstermeleri yaninda, meme
karsinomunda p53 timor supressér geninde down-regiilasyon yaptigir (Avila et al.
1994), ayrica ovaryum kanser hiicrelerinde degistirici biiylime faktorii-B1 iiretiminin

diizenlenmesinde de inhibitor aktivitesinin oldugu gosterilmistir (Scambia et al. 1994).

Calismamizda kullandigimiz bitkisel 0Ostrojenlerden bir digeri olan zearalenon,
Drosophila larvalarina asir1 genotoksik etki gosteren ikinci madde olmustur. Hem
normal, hem de serrat kanat sonuclar1 gdz Oniine alindig1 zaman, kullandigimiz tim
dozlarda zearalenonun genotoksik ve rekombinojenik oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.7). Aynm1 zamanda, bir mikotoksin olan zearalenon ile ilgili gegmiste bir¢ok calisma
yapilmustir. Zearalenon D. melanogaster’de metamorfoz siiresini uzatmis ve yeni birey
olusumunu engellemistir (Askin et al. 2008). Ostrojen benzeri anabolik bir etkiye sahip
olan zearalenon, siit sigirlari, tavuk ve hindilerde infertilite, fetal absorpsiyon ve abort

(diistik) meydana getirmektedir (Fink-Gremmels 1999). Bir 0Ostrojen agonisti gibi
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davranarak 17-B Ostradiol ile Ostrojen reseptorlerine baglanmak tizere yarisir, zayif
mitojen (mitoz bdliinmeyi tetikleyen) maddeler gibi davranarak meme ve uterus
kanserine yol agar. Farelere 10ppm zearalenon verildiginde onlarda da meme kanseri
olusumu goézlenmistir. Kanatlilarda yapilan calismalarda ise ibik, ovaryum ve testis
agirhiginda artisa, ovidukt kisti olusumuna, yiiksek dozlarda fertilite ve
spermatogenezisde azalmaya, ayrica, kalici dstrusa neden oldugu bildirilmektedir (Fink-
Gremmels 1999). Ames testi ile zearalenonun mutajenik olmadigi (Bartholomew and
Ryan 1980), ancak Chinese hamster V79 hiicrelerinde kardes kromatid degisimini
uyardig1 ve hiicre siklusunu geciktirdigi belirlenmistir (Thust et al. 1983). Ayrica,
zearalenone sigir lenfosit ve oositlerinde de kromozomal aberasyonlar1 ve kardes
kromatid degisimlerini 6nemli derecede artirmistir (Minervini et al. 2001; Lioi et al.

2004).

Tiim mikotoksinler gibi ¢aligmalarimizda kullandigimiz zearalenon, DNA, RNA ve
protein gibi hiicresel makromolekiillere afinite gosterirler ve onlarin sentezini inhibe
ederler. DNA’ya bagli RNA polimeraz aktivitesi de bloke edilir (McLean and Dutton
1995). Allison and Paton (1965)’un hipotezine gore ise sekonder metabolitler,
lizozomal enzimlerin aktivitesini engelleyerek kromozomal hatalara sebep olurlar.
Makromolekiillerin bu inhibisyonundan, sitokrom p-450 ve aril hidrokarbon hidroksilaz
gibi bir takim enzimlerin etkisi sonucu ortaya ¢ikan metabolitlerin sorumlu oldugu
bildirilmektedir (Iwaki et al. 1990, Cavin et al. 1998). Molekiiler diizeyde yapilan
aragtirmalar, mikotoksin metabolitlerinin hiicre DNA’sinda guanine baglanarak form
degisikligine sebep oldugunu gostermistir (Benasutti et al. 1988). Bu form, mikotoksin-
DNA kompleksinin %90’m1 olusturmakta ve bdylece DNA’da promutajenik alanin
artmasiyla tiimor olusumu baslamis olmaktadir. Bir baska arastirmaya gore, degisen
mikotoksin formu protein biyosentezini azaltir, RNA ve DNA sentezini etkiler ve
endoplazmik retikulumdaki RNA polimeraz aktivitesini de durdurur. Ayrica, sliksinik
dehidrogenaz aktivitesini etkileyerek dokulara oksijen tasinmasinda aksakliklara yol
acar. Alkalin fosfataz enzimini de etkileyen mikotoksinler, hiicredeki pasif tasinmanin
bozulmasina neden olurlar (Verma and Nair 2001). Etkin mikotoksin metabolitleri,

hepatik mikrozomal sitokrom p-450 enzimlerine bagimli multi fonksiyonel oksijenaz
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sistemi (MFO) tarafindan sentezlenmektedir. Karacigerde GSH-S-transferaz enzimi
tarafindan katalizlenen tepkimeler sonucunda, GSH ile konjuge edilerek veya epoksit
hidrataz enzimi tarafindan bagka bir forma doniistiiriillerek nisbeten zehirsiz
metabolitlere cevrilir. Ancak, uzun siire veya fazla miktarlarda mikotoksin alinmasi
halinde, tahmin edilen detoksifikasyon mekanizmasinin yetersiz kaldigi bildirilmektedir
(Betina 1989). Multi fonksiyonel oksijenaz sistemi, ksenobiotik metabolizmanin temel
yap1 tasi olarak kabul edilmekte ve memelilerin karacigerinde, sirke sineklerinde ve
mantarlarda bulunmaktadir. Bdceklerde bu sistemdeki enzimlerin pek ¢ogu
gastrointestinal sistem, malpigi tiipleri ve viicudun yag dokusuna yerlesmistir (Casida
1969). Cesitli organizmalarda mikotoksinlerin absorbsiyonu (=emilimi), deri ya da
mukoza yoluyla gerceklesmekte ve ¢ogunlukla gastrointestinal kanaldan emilen toksin,
karaciger, akciger, bobrek ve yag dokusunda birikmektedir (Leeson et al. 1995).
Ozellikle, gastrointestinal kanaldan emilen toksinin diisiik yogunluklu lipoproteinlere
(LDL: Low Density Lypoprotein) baglanarak portal dolasima gectigi ve bu sekilde
hepatositlere (karaciger hiicreleri) tasindigr gosterilmistir. Bu nedenle, g¢esitli

memelilerde karaciger ve akciger kanserini tetiklemektedir (Busbee et al. 1990).

Deneylerimizde kronik olarak zearalenon muamelesine tabi tutulan bireylerde de
muhtemelen bu detoksifikasyon mekanizmasinin yetersiz kaldigini, bu nedenle

mutajenik ve rekombinojenik etkiye sebep oldugunu diisiinmekteyiz.

Calismalarimizda kullandigimiz bitkisel Ostrojenlerden genisteinin de kuersetin ve
zearalenon kadar olmasa da yine de genotoksik ve rekombinojenik etkili oldugu
belirlenmistir. Genisteinin, dzellikle doz artisina bagh olarak bu etkilerinin arttig1 KiF
degerlerine bakildig1 zaman agikga goriilebilmektedir. Ornegin bu deger normal kanat
fenotipinde en diisilk uygulama grubunda (IpM) 0.82 iken, en yiiksek uygulama
grubunda (10uM) 2.05; benzeri sekilde serrat kanat fenotipinde de 1pM uygulama
grubunda 0.72, 10uM uygulama grubunda ise 1.84 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.2).
Bu degerler genisteininde mutajenik etkisinin oldugunu gostermektedir. Daha once

yapilan ¢aligmalar bizim bu sonuglarimizi desteklemektedir.



88

Askin et al. (2008), genisteinin Drosophila melanogaster’de 6miir uzunlugu ve fertilite
tizerine olumsuz etkiye neden oldugunu bildirmislerdir. Stopper et al. (2005), genisteine
(1,5-100nM) maruz birakilan fare lenfoma hiicrelerinde, Virgilio et al. (2004) da yine
fare V79 hiicrelerinde mikroniikleus olusumunu rapor etmislerdir. Bir bagka ¢alismada,
12,5-100uM genistein, insan tiimor hiicrelerinde DNA kiriklart olusturmustur (Pool-
Zobel et al. 2000). Anderson et al. (1997b) insan sperm ve periferal lenfositleriyle
yaptiklar1 deneylerde, genisteinin (10—-400uM) genotoksik bir etkiye sahip oldugunu
gostermiglerdir. Ayrica, bu maddenin timoér olusumuna sebep oldugu da
bildirilmektedir (Newbold et al. 2001; Thigpen et al. 2001). Giri and Lu (1995), farelere
50 mg/kg genisteini 3 giin silireyle 12 saat aralikla uygulamis ve kontrol gruplariyla
karsilagtirdiklarinda, uygulama gruplarinin kemik iligi hiicrelerinde kardes kromatid
degisiminde bir artisin oldugunu belirlemislerdir. Genistein, in vitro’da disi fare
(Jefferson et al. 2007) ve sicanlarda (Nagao et al. 2001) fertilite azalmasi, Ostrus
dongiisiinde bozulma, ovaryum biiyiikliigiinde azalma ve ovaryum islevini bozma gibi
etkiler de gostermistir. In vivo sartlarda, domuzlarda (Jung et al. 1993) ve farelerde
(Van Cauwenberge and Alexandre 2000) oosit olgunlagsmasini engellemistir. Ji et al.
(1999)’a gore, farelerde genistein, in vitro’da DNA topoizomeraz ve protein tirozin
kinaz aktivitesini engelleyerek hiicre proliferasyonunu inhibe eder. Boylece sitotoksik
etkide bulunur. Genistein 6zellikle kas hiicre proliferasyonunu kuvvetli bir sekilde
inhibe ederek kaslardaki protein iiretimini de engellemektedir. Lazzari et al. (2008),
aralarinda genisteinin de bulundugu 15 farkli kimyasal maddenin toksik etkilerini
sigirlar lizerinde gozlemisler ve genisteinin 0.4 - 40uM dozlarda fertilizasyon ve oosit
olgunlagmasi {lizerine olumsuz etkilerini rapor etmislerdir. Ancak genistein uygulamast,
7,12 - dimethylbenz(a)anthracene (50 mg/kg i.p) uygulamasi sonucu olusan kardes
kromatid degisimine karsi kismen de olsa koruyucu etki gostermistir (Giri and Lu

1995).

Caligmalarimizda kullandigimiz bir diger bitkisel dstrojen olan daidzeinin de uygulama
dozlarma bagli olarak kismen genotoksik etkili oldugu gdzlenmistir. Normal kanat
fenotipi i¢in, Ozellikle en yiiksek uygulama gruplarinda (5 ve 10uM) kiigiik tek tip,

toplam mwh ve toplam klonlarda pozitif sonuglar; serrat kanat fenotipinde ise yalnizca
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10uM uygulama grubunda toplam mwh ve toplam klonlar i¢in genotoksik etkileri

belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Literatiir bilgilerine gore, bakteriyel gen mutasyon testlerinde (Ames testi) 10uM
daidzein (Bartholomew and Ryan 1980), L5178Y mouse lenfoma hiicreleri (Schmitt et
al. 2001, 2003) ve Chinese Hamster V79 hiicrelerinde (Kulling et al. 2002)
mikroniikleus olusturmazken, 75uM daidzein V79 hiicrelerinde mikroniikleus artisi
meydana getirmistir (Virgilio et al. 2004). Anderson et al. (1997b), insan sperm
hiicrelerinde ve periferal lenfosit hiicrelerinde 100-400uM daidzeinin genotoksik etkili
oldugunu rapor etmislerdir. Farelerin igme sularina daidzein ilave edildigi zaman, kemik
iligi hiicrelerinde kardes kromatid degisiminde artisin meydana geldigi belirlenmistir

(Giri and Lu 1995).

Yaptigimiz literatiir ¢calismalari, bitkisel Ostrojenlerin ¢ok ¢esitli zararli sonuglarinin
yani sira bazi faydalarinin oldugunu gostermistir. Literatiir bilgilerine gore, bitkisel
Ostrojenlerin in vitro ve in vivo ¢aligmalarla antioksidan ve antikarsinojen 6zelliklerinin
de var oldugu sonucuna varilmigtir. Toda and Shirataki (1999)’nin yaptiklari
aragtirmada, reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu lipit peroksidasyonuna dort farkl
bitkisel Ostrojenin etkileri incelenmis, izoflavonlarin kimyasal yapilari ile antioksidan
aktiviteleri arasinda iliski gosterilmistir. Arastiricilar, izoflavonlarin serbest radikalleri
dogrudan veya antioksidan siipiiriicii enzimleri etkileyerek oksidatif DNA hasarini
onleyebilecegini ileri siirmiislerdir. Izoflavonlarin anjiogenez (kilcal damar olusumu) ve
hiicre siklusunun inhibisyonunu da iceren potansiyel antikarsinojenik etkileri, bugiine
kadar bircok kez kaydedilmistir. Ozellikle, bitkisel dstrojenlerin DNA topoizomeraz 1
ve 2, tirozin kinaz, ribozomal S6 kinaz, Sa-rediiktaz gibi tiimor olusumunda 6nemli rol
oynayan bazi enzimlerin etkinliklerini baskilayabildiklerini gosteren c¢alismalardan
sonra, bu bilesiklerin potansiyel antikarsinojenik etkilerine odaklanilmistir (Davis et al.
1999). Bu bilesiklerin ayn1 zamanda, antioksidan ve antiproliferatif 6zelliklerinin varlig
da kansere kars1 koruyucu rollerini desteklemektedir. Zira fitodstrojenler, antiproliferatif
Ozellikleri ile hiicrelerin boéliinerek ¢ogalmasini Onler, antianjiogenetik etki ile de

anjiogenezi baskilayarak timor hiicrelerinin metastaz yapmalarini azaltirlar. Ancak bazi
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arastirmacilara gore, bitkisel Ostrojenlerin metabolizmalari, emilimleri, potansiyel
yararli etkileri ile ilgili mekanizmalar, bu etkiler i¢in gerekli optimal ve toksik dozlar ile
ilgili bilinenler yetersiz oldugu i¢in, bitkisel Ostrojenlerle ilgili ¢eliskili sonuglarin
giderilebilmesi maksadiyla yeni arastirmalar yapilmasi gerekmektedir (Adlercreutz and

Mazur 1997; Davis et al. 1999; Cassidy et al. 2000).

Ostrojen, basta ovaryum folikiilleri olmak iizere, birgok dokudan (plasentadan, surrenal
korteksten ve testislerden) salgilanabilen ve diger hormonlarla birlikte disilerde genital
siklusu olusturan bir steroid hormondur. Kimyasal olarak farkli formlar1 vardir.
Fizyolojik olarak en aktif formu 17 B- dstradiol’dur. Ostrojenlerin en &nemli etkileri,
genital organlar iizerinedir. Kapillar damarlarin kanla dolmalarin1 saglayarak uterusun
agirlik ve hacminin artmasina sebep olur. Ovaryumun gelismesinde gorev alir. Protein
ve RNA sentezini uyararak doku ve organlarin gelismesini saglar. Memelerin
gelismesinde progesteron ile birlikte sinerjik etki yapar. Bitkilerin de Ostrojenik
aktiviteye sahip olduklari ilk olarak 1942 yilinda Emmens tarafindan bildirilmistir. Bu
arastirict, “Progdstrojen” olarak tanimladigi bir kisim bilesiklerin hayvanlar tarafindan
alindiktan sonra metabolize edilerek aktif hale gegtiklerini ve Ostrojen benzeri etki
gosterdiklerini  belirtmistir (Emmens 1942). Daha sonra bu bilesiklere kisaca

“fitodstrojenler” ad1 verilmistir.

Sentetik Ostrojen preparatlarinin asir1 dstrojen alinmasina yol acarak kanserlere yol
actig1 bildirilmistir (Hedelin et al. 2006). Diyetle fazla miktarda bitkisel Gstrojen igeren
besinler alindiginda, testosteron, 5-alfa rediiktaz isimli enzim ile ¢evre dokularda
kendisinden 5 kez daha gii¢lii etkiye sahip olan dehidrotestosterona (DHT) doniistir.
Asirt DHT, hormona duyarli organlardaki (meme, uterus, prostat vb.) hiicrelerin
denetimsiz bir sekilde ¢ogalmasina yol agar ve dzellikle prostat kanseri riskini artirir

(Hedelin et al. 2006).

Uzakdogu tlkelerinde gogiis, prostat ve kalin bagirsak gibi kanserlerin daha az
goriilmesi, bu iilkelerdeki bitkisel Ostrojen miktar1 ¢ok fazla olan soya tiiketimine

baglanmaktadir (Yuan et al. 1995). Bir varsayima gore, soya izoflavonlar1 zayif
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Ostrojenik etkiye sahiptir. Bu nedenle, belli miktarlarda tiiketildiklerinde, viicutta
yapilan Ostrojenlerin gii¢lii etkilerini zayiflatarak gogilis ve endometrium kanserlerinin
tehlikesini azaltabilirler (Dees et al. 1997). Halbuki Uzakdogu iilkelerinde yemek
borusu, mide, tiroid, pankreas ve karaciger kanserleri daha fazla goriilmektedir (Nagata
2000). Soya tiiketiminin bazi kanser c¢esitlerini azaltirken bazilarimi artirmasini izah
etmek giictlir. Bu paradoksun bu {ilkelerdeki diger beslenme gelenekleri ile iliskili

olabilecegi diisliniilmektedir.

26 fare iizerinde yapilan bir ¢alismada, hayvanlarin % 65’inde fazla miktarda bitkisel
Ostrojen igeren soyanin kansere karsit koruyucu oldugu, digerlerinde ise etkisiz ya da
kansere yol agtig1 saptanmistir (Messina et al. 1994). Ayni arastirmacilara gore, insanlar

tizerindeki calismalarin sonuglari hala belirsizligini korumaktadir.

Sonug olarak, bitkisel Ostrojenler ile kanser arasindaki iliski giiniimiizde tam olarak
aydinlatilamamustir. Son on yil i¢cinde yapilan bir¢ok ¢alisma, bitkisel dstrojence zengin
gidalar ile beslenmenin meme, mide, kalin bagirsak ve uterus (dol yatagi) gibi
kanserlere karst koruyucu olmadigimi hatta bu organlardaki kanserleri arttirdigini
gostermektedir (Newbold et al. 2001). Bu konu hakkinda literatiirde mevcut olan

celiskilerin, yaptigimiz arastirmanin énemini arttirdigi kanaatindeyiz.

Kanser, cogu kez tek bir hastalik gibi goriinse de gergekte hiicre ve dokulan etkileyen
karmagik bir hastalik grubudur. Kanserin genetikle baglantili olabilecegi diislincesi ilk
kez 20. ylizyilin baglarinda ortaya atilmis ve bu fikir kanser aragtirmalarinin kaynagi
olarak rol oynamistir. Kanser cesitlerinin ¢ogunda mutasyonlar somatik hiicrelerde
meydana gelir ve bu mutasyonlar iireme hiicreleri ile gelecek nesillere aktarilamaz.
Ancak, kanser vakalarmin %1’inde esey-kok hiicrelerinin ¢esitli genlerinde meydana
gelen mutasyonlar, sonraki nesillere aktarilir ve bu degisim, yeni neslin kansere
yatkinligim1 olusturur. Her ne kadar bu tip vakalarin sikligi diisiikse de bu tip
mutasyonlarla yapilan c¢alismalar kanserin kokeninin anlagilmasina biiylik katki
saglamigtir. Bazen, kalitsal mutasyonlar kanser olusumunda tek basina yetersiz kalir.

Kanser olusumunun tamamlanmasi ve homozigot genlerin olusmasi i¢in homolog
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lokuslarda ilave somatik mutasyonlar gerekir. Hangi durumda olursa olsun kanser,
hiicre seviyesinde genetik bir bozukluk olarak kabul edilmektedir (Klung and
Cummings 2002).

Genomik degisiklikler kanser ile iliskilidir. Ornegin, tek niikleotid degisimi gibi kiiciik
Olcekli veya kromozom kazanimi ya da kaybi, viral genomun hiicre genomuna katilimi,
kromozomun yeniden diizenlenmesi gibi biiyiik 6lcekli degisiklikler, kanserle iliskili
genomik degisikliklerdir. Biiylik 6l¢ekli genomik degisiklikler, kanserin genel
ozelligidir. Insan tiimorlerinin  biiyiikk ¢ogunlugu gozle goriilir kromozomal

degisikliklerle karakterize edilmektedir.

Iyonize radyasyon, kimyasallar ve viriisler gibi ¢evresel karsinojenler (kansere neden
olan ajanlar) genelde etkilerini DNA hasar1 yaparak ve mutasyonlar1 uyararak
gosterirler (IPCS 1985). Olusan bu mutasyonlar kanserde merkezi rol oynar. Ayrica,
Ostrojenler gibi, hormonlar da insan kanserlerinin gelisiminde O6nemli timor
kamgilayicilaridir.  Orneg@in, asir1 dstrojen kadinda endometrium kanseri gelisme
olasihigm arttirir. Ozellikle menopoz sonrasi uzun siire dstrojen uygulamasima tabii
tutulan kadnlar igin bu risk mevcuttur. Ostrojenin bu etkisini dengelemek icin hastaya
progesteron verilerek risk minumuma indirilir. Ancak, bu kez meme kanseri riskinin

arttig1 bildirilmektedir (Newbold et al. 2001).

Cok hiicreli organizmalarda mutasyonlar, esey hiicreleri mutasyonlar1 ve somatik hiicre
mutasyonlart olarak ikiye ayrilirlar. Esey hiicresi mutasyonlar1 gelecek nesillere
aktarilabilen degisikliklerdir ve gelecek nesillere aktarildigi i¢in de kalitsal hastaliklarin
olusmasina sebep olurlar (Grifits et al. 2000; Malling 2004). Mutasyonlar somatik
hiicrelerde meydana geldiklerinde, somatik mutasyon olarak adlandirilirlar. Somatik
mutasyonlar, olustuklart hiicrelerden meydana gelen tiim hiicrelerde olacaktir. Somatik
mutasyonlar hiicrelerin Oliimiinden veya hasar almasindan, hiicrelerin malign hale
dontisiip kanser olusumundan ve yaslanmadan sorumludurlar (Smith and Wood 1991;
Grifits et al. 2000; Malling 2004). Mutajenlerin neden oldugu mutajenik degisiklikler,

fonksiyonel proteinlerin sentezini engelleyebilir veya modifiye yapidaki proteinlerle,
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aktivitesi ve ozellikleri degismis enzimlerin sentezlenmesini saglayabilir. Mutasyonlar
somatik hiicrede olustuklarinda, hiicrelerde geriye donilisiimii olmayan degisiklikler

olustururlar ve bu da genel olarak kanser olusumunu ortaya ¢ikarir (IPCS 1985).

DNA’da meydana gelen hasarlar kromozom diizeyinde (kromozomal aberasyon veya
kromozomal mutasyon) veya gen diizeyinde (gen veya nokta mutasyonu) mutasyonlar
olarak ortaya ¢ikmaktadirlar. Nokta mutasyonlar1 da tim genetik ve evrimsel
degisikliklerin nedeni olarak gosterilmektedir (Natarajan and Obe 1986). Nokta
mutasyonlar, siklikla kimyasallarin etkileri ve DNA replikasyonundaki hatalar ile
olusurlar. Nokta mutasyonlar, tek veya birkag niikleotidi etkileyen mutasyonlar olup bir
niikleotidin digerine degismesi veya niikleotid eklenmesi (insersiyon) ya da niikleotid
kayb1 (delesyon) ile meydana gelirler (IPCS 1985). Kromozomal mutasyonlar,
kromozomlarin yapisinda (yapisal aberasyonlar) veya sayisinda (sayisal aberasyon veya
aneuploidi) meydana gelen degisiklikler olarak gozlenirler. Hem yapisal, hem de sayisal
kromozom aberasyonlar1 icsel ve digsal faktorlerden dolayr meydana gelebilir
(Natarajan and Obe 1986). Yapisal aberasyonlar, DNA’da hasar meydana getirirlerken,
sayisal degisiklikler de hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlarin diizenli dagilimina
engel olurlar (IPCS 1985). Ayrica, organizmadaki normal aerobik metabolizma
sonucunda olusan siiperoksit radikalleri, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi
reaktif oksijen tiirevleri de DNA’da oksidatif hasar meydana getirebilirler (Collins et al.
1996). Yine mutajenler endojen olaylar sonucunda da olusabilir. Ornegin, lipid
peroksidasyonu, mutajenik tiirlerin olusumuna Onciiliik edebilir. Mutajenik
nitrozaminler, sekonder aminler ve nitritler endojen olarak da olusturulabilirler (Venitt

and Phillips 1995).

DNA’da hasar olusturabilen mutajenler arasinda baz analoglar, alkilleyici ajanlar,
akridin oranj gibi maddeler sayilabilir. DNA ile dogrudan iliskiye giren baz analoglari
DNA bazlaria benzer molekiiller olup DNA sentezi esnasinda analog olduklar1 bazlarin
yerine DNA’nin yapisina girebilirler. Baz analoglarina 5- brom urasil 6rnek verilebilir.
Niikleotidlerdeki amino veya keto gruplarina bir alkil grubu ekleyerek hatali baz
eslesmelerine sebep olurlar (Klung and Cummings 2002; Maki 2002). DNA ile
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dogrudan iliskiye giren kimyasal maddelerin bir grubu da deneylerimizde pozitif
kontrol olarak kullandigimiz etil metan siilfonattir (EMS). Cizelge 4.1 incelendigi
zaman EMS’nin distile su ve DMSO’ya gdre normal ve serrat kanatlarda kiiciik tek tip,
biiyiik tek tip klonlar1 uyardigi, toplam klon sayisini arttirdigi yani genotoksik etkiye
sebep oldugu goriilmektedir. Alkilleyici ajanlar, ¢esitli hiicresel molekiillere baglanirlar.
Bu molekiillerin en 6nemlisi DNA’dir. Niikleik asitlerin temel yapisini olusturan fosfat,
hidroksil ve amino gruplarina kovalent baglanan alkil gruplart DNA’da zincir kiriklari,
mikroniikleus olusumuna ve hiicre 6liimiine neden olurlar (Mazur and Blawat 1999).
Akridin oranj, etidium bromide gibi kimyasal mutajenler, bazlar arasina girerek cerceve
kaymast mutasyonlarin1 olustururlar. Bu sekilde etki eden ajanlar bir azotlu baz cifti
boyutunda olup piirin ve pirimidinler arasina sikigarak interkalasyon yaparlar.

DNA’daki okuma ¢ergevesini degistirirler (Klung and Cummings 2002).

Bitkisel oOstrojenlerin lireme sagligi ve akut toksisiteleri {izerine arastirmalar da
yapilmistir. Bakirel ve Keles (2002), fareleri bitkisel Ostrojenlerce zengin Trifolium
pratense (ii¢ giil) ile beslemisler ve %20-%40 oraninda T. pratense iceren yemlerle
beslenen farelerde epididimisten alinan spermatozoonlarin motilite (hareket) ve
morfolojisinin bozuldugunu tespit etmislerdir. Ayrica, testiste primer spermatositlerin
sayisi ve tubulus seminiferuslarin c¢apinda kontrol grubuna goére onemli olmayan
degisimler belirlenmistir. Akut toksisite ile ilgili incelemelerde ise intraperitoneal LDsg
degerinin 4237mg/kg oldugu bulunmustur. LDsy degeri bakimindan T. pratense bitkinin
diisiik toksisiteye sahip oldugu ancak sayi, yapt ve canlilik bakimindan, sperma

parametrelerini olumsuz yonde etkiledigi saptanmustir.

Farelere eksojen kaynakli bitkisel Ostrojenin uygulanmasi ile sertoli hiicrelerinin
azaldig1 buna bagli olarak testesteron miktarinin azaldig: bildirilmektedir. (Sharpe et al.
1999, 2000).

Calismalarimizin ikinci kisminda bitkisel Ostrojenlerin sebep oldugu mutajenik ve
rekombinojenik etkilerin giderilebilmesi i¢in B vitamini tlirevi olan folik asit

kullanilmistir. Kullandigimiz bitkisel dstrojenlerden glisitein ve koumestroliin negatif
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ya da 6nemsiz olarak tespit edilen genotoksik etkileri folik asit kullanilarak ¢ok daha
indirgenmistir. Bu durum hem normal kanat, hem de serrat kanat fenotipi i¢in, 10uM
glistein ve 10uM glistein + folik asit uygulamasinin KiF degeri ile 10uM koumestrol ve
10uM koumestrol + folik asit uygulamasinin KiF degerlerine bakildiginda agikg¢a
goriilmektedir (Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9). Ancak, folik asidin 1yilestirici ve
mutajeniteyi engelleyici etkileri kuersetin, zearalenon, genistein ve daidzein (Cizelge
4.8 ve Cizelge 4.9) uygulamalarinda daha carpici sekilde gozlenmistir. Bu bitkisel
ostrojenlere ait en yiiksek uygulama grubunda (10pM) hem normal kanat (mwh/flr’),
hem de serrat kanat (mwh/TM3) olusumlarina ait KiF degerleri, folik asit uygulama
grubuna ait KIF degerleriyle karsilastirildigi zaman, iyilestirici etki belirgin bigimde
goriilmektedir (Cizelge 4.8). Bu cizelgede 10uM genistein uygulamasinda KiF 2.05
iken, 10uM genistein + folik asit uygulamasinda bu deger 1.02’ye gerilemistir. Yine
kuersetin uygulamasinda, 10uM kuersetin i¢in KIF degeri 3.28, folik asit ile birlikte
kuersetin uygulaninca bu deger 1.69 olarak tespit edilmistir. 10uM daidzein uygulamasi
icin KIF degeri 2.00, 10uM daidzein + folik asit uygulamasinda ise 1.23 olarak
hesaplanmistir. 10uM zearalenon uygulamasi igin KIF degeri 2.46 iken, 10uM

zearalenon + folik asit uygulamasinda 1.18 olarak bulunmustur.

Normal kanat i¢in gozlenen bu iyilestirici etki, serrat kanat fenotipinde de gozlenmistir
(Cizelge 4.9). Bu gizelgedeki KIF degerlerine bakildiginda, 10uM genistein
uygulamasinda KIF 1.84 iken, 10uM genistein + folik asit uygulamasinda bu deger
1.08’e gerilemistir. Yine kuersetin uygulamasinda, 10pM kuersetin igin KiF degeri
2.92, folik asit ile birlikte kuersetin uygulaninca bu deger 1.18 olarak tespit edilmistir.
10uM daidzein uygulamasi icin KIF degeri 1.69, 10uM daidzein + folik asit
uygulamasinda ise 1.23 olarak hesaplanmistir. 10uM zearalenon uygulamasi i¢in KiF

degeri 2.46 iken, 10uM zearalenon + folik asit uygulamasinda 1.08 belirlenmistir.

Viicuttaki hemen hemen tiim biyolojik olaylarda yer alan folik asit, DNA tamir ve
sentezi, amino asit metabolizmasi, hiicre biiylime ve yenilenmesi i¢in zorunlu olan bir
vitamindir (Teo and Fenech 2008). Bu vitaminin yetersizligi, kolon kanseri, kalp

hastalig1, beynin gérev yapamamasi ve dogum kusurlart gibi gelisimsel ve dejeneratif
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hastaliklarin riskini arttirmaktadir (Ames 2001). Ayrica, DNA replikasyonu, DNA
tamiri ve DNA’da metilasyonun siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan S-adenozil metiyonin,
niikleotidlerin ve metiyoninin biyosentezinde bir metil vericisi olarak genomun
biitiinliiglintin siirdiiriilmesi i¢in énemlidir (Fenech 2001). Eksikligi durumunda DNA
hipometilasyonu ile kromozomal kiriklar ve mikroniikleus olusumlarindaki artis

DNA’nin urasil siralanisinda hatalara ve bu da DNA hasarina yol acabilmektedir

(Fenech 2001).

Genel olarak hiicre koruyucu ve antigenotoksisite mekanizmasinin isleyisi, serbest
radikallerin siiptiriilmesi, DNA’nin kimyasal onarimina katilma, endojen antioksidanlari
koruma, oto oksidasyon siireglerden olusan hiicreler arasit hipooksik durumlar tesvik

etme, DNA’y1 koruma ve dengede tutma seklindedir (Nebel et al. 2002).

Folik asit organizmada etkisini sistem, organ, doku, hiicre ve subseliiler diizeylerde
kimyasal degisiklikler yaparak gosterir. Folik asit ya hiicrelerde ¢esitli endojen
maddelerin olumsuz etkiledigi reseptorlere baglanarak koruma gorevi yapabilmekte ya
da viicutta cesitli yapilarda belirli enzimleri inhibe veya aktive ederek bu fonksiyonlarin
degismesi sonucu etki olusturabilmektedir (Trust 2008). Baz1 arastirmacilara gore de
folik asit, DNA senteziyle iligkili olan timidilat sentetaz aktivitesini (Glover 1982) ve
hiicresel niikleotid birlesimini degistirerek (Kunz 1988) hiicresel diizeyde iyilestirici

etkili olmaktadir.

Steinmetz and Potter (1996)’a gore, fitokimyasal maddelerin koruyucu ve iyilestirici
etkileri bir takim mekanizmalar ile gergeklesmektedir. Bu reaksiyonlar1 sdyle
siralayabiliriz; fitokimyasallar, sahip olduklar1 antioksidant etkileri sayesinde birgok
olumsuz duruma kars1 koruyucu ve iyilestirici etkide bulunurlar. Ayn1 zamanda, bu
maddeler segmentasyonun son basamaginda, 6zellikle sinir sistemi olusumdaki hiicre
farklilagmasini olumlu yonde etkilemeleri ile konjenital malformasyonlarin meydana
gelme ylizdesini 6nemli derecede azaltmaktadir. Ayrica, fitokimyasallar, karsinojen
Ozelligi gideren enzimlerin aktivitesini arttirarak tiimor olusumu ve kanserlesmede
onemli rol oynayan nitrozamin olusumunu engelleyerek etkilerini gosterirler.

Fitokimyasallar, barsak florasini, safra asitlerini ve pH’yr diizenledikleri gibi,
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intraselliilar matrikslerin biitiinliigiiniin korunmasini tistlenerek hiicrenin dis etkenlere
kars1 korunmasini da saglarlar. DNA’nin tamirinde de 6nemli islevlere sahip olan ¢esitli
fitokimyasallar, bu 6zelliklerinden dolayi, DNA’da meydana gelebilecek hasarlara karsi
onemli bir rol istlenirler. Kanser hiicrelerinde apoptosisi (programlanmis hiicre
Oliimleri) arttirma oOzelliklerinin yani sira, hiicre poliferasyonunu (¢ogalmasini)
onleyerek kanserlesmis dokulardaki yayilimi azaltirlar. Folik asit 6zellikle DNA, RNA

ve protein sentezinde tek karbon iinitelerinin tasinmasinda da kilit rol oynamaktadir.

Folik asidin antimutajenik o6zellikleri, in vitro ve in vivo’da birgok ¢alisma ile
gosterilmistir. Kiiltiir ortaminda veya dalagi alinmis insanlarin kanlarinda folik asit
eksikliginin, lenfositlerde kromozomal aberasyonlar1 arttirdigi ancak, bu eksikligin
giderilmesi ile kromozomal aberasyonlarin oraninda gerilemenin meydana geldigi
bildirilmistir (Everson et al. 1980; Reidy et al. 1983; Dai et al. 1986; Li et al. 1986;
Chen et al. 1989; Silva et al. 1992). Bhattacharya et al. (1987), folik asidin, AFB1
uygulamasina kars1 koruyucu etkili oldugunu, Fenech (2005) ise DNA hasarlarinin folik

asit ile giderilebildigini rapor etmislerdir.

Perry and Miller (1965), ev sinegi larvalarini folik asit ile beslemigler ve folik asidin
normal gelisim ve metamorfoz i¢in 6nemli oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica, folik asit
eksikliginde bu larvalarda DNA ve RNA sentezinin azaldigir da belirlenmistir. Ayn
aragtiricilar, ev sinegi larvalarini nce bir folik asit analogu olan 5-fluorurasil kullanarak
beslemisler ve bu sekilde larval gelisimin inhibe oldugunu rapor etmislerdir. Bu madde,
folik asit yoklugunda folik asidin tetrafolik aside indirgenmesini katalizleyen folik asit
rediiktaz enziminin geri doniisiimlii bir sekilde engellenmesine neden olmakta ve bu da

larval gelisim ve metamorfozu zayiflatmaktadir.

Folik asit, hem tek basina, hem de bir multi vitamin igerisinde ¢esitli hastaliklara karsi
koruyucu etki gdstermektedir. Bu vitamin, 6zellikle spina bifida olarak bilinen ve yeni
dogan oliimlerini arttiran ndral tlip defektlerini dnleyici etkisiyle bilinmektedir (Czeizel
and Dudas 1992). Ayrica, kalp anomalileri (Botto et al. 2000), yarik damak (orafacial
cleft) (Werler et al. 1999) ve {iriner sistem anomalileri (Li et al. 1995)’ne kars1 da

koruyucu ve iyilestirici 6zellikleri bulunmaktadir.
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Ruan et al. (2000), toksik etkisi bilinen sodyum arsenite kars1 folik asidin SWV/Fnn (bir
sican cesidi) embriyo fibroblastlarinda koruyucu etkili oldugunu gostermistir. Daly et
al. (1997) ise yiyeceklere ¢ok az miktarlarda folik asidin eklenmesinin noral tiip
defektlerine kars1 en etkili ¢oziim oldugunu bildirmislerdir. Ozellikle kolon, prostat ve
g0gls kanserlerinin beslenme alisgkanliklarindaki bozukluklar ile ortaya ¢iktig1 ve gesitli
enzim sistemlerinin ¢aligmamasinin mutasyonlar1 tetikleyecegi belirtilmektedir
(Ferguson et al. 2004). Bu enzim sistemlerinden birisi olan xeneobiotik metabolizma
enzim sistemleri, bitkisel Ostrojenler tarafindan inhibisyona ugrasalar da diyetle folik
asit alinmasi sonucu, yeniden aktivite kazanabilmektedirler. Hibbard and Smithells
(1965), folik asit eksikligi olan insanlarda merkezi sinir sistemine ait defektlerin, Daniel
et al. (1971) ise yeni doganlarda anneye bagl folat eksikliginde 6nemli konjenital
malformasyonlarin (dogustan meydana gelen fizyolojik ve morfolojik bozukluklar)
meydana geldigini bildirmislerdir. Ancak, hamileligin erken donemlerinde anne
tarafindan folik asit alinmasi ile noral tiipiin kapanmamasi sonucu meydana gelen
konjenital anormallikler 6nemli 6lgiide 6nlenebilmektedir (Kalter 2000). Pamukgu et al.
(2004), fareleri kullanarak yaptiklar1 ¢calismalarinda, 300 mg/kg valporik asiti gebeligin
8. 9. ve 10. gilinlerinde uygulamislar ve onlarin karaciger kesitlerinde ¢esitli hiicresel
dejenerasyonlar (periveniiler dilatasyon, kuppfer hiicre sismesi, mikrovezikiiler
steatozis) gozlemislerdir. Valporik asit+folik asit iceren deney grubunda ise folik asidin

hepatotoksik etkiyi azalttig1 belirlenmistir.

Sonug¢ olarak diyebiliriz ki, ¢aligmalarimizda kullandigimiz bitkisel Ostrojenlerden
glisitein ve koumestrol, negatif ya da dnemsiz genotoksik etkiye sahipken, kuersetin,
zearalenon, genistein ve daidzein, hem pozitif genotoksik, hem de rekombinojenik
etkilidirler. Cok diisiikk dozlarda bile etkili olduklari gozlenmistir. Bu maddeler,
deneysel organizmamiz D. melanogaster’de DNA’nin hipometilasyonuna neden olarak
somatik mutasyonlar1 olusturmustur. Ancak, folik asit ile bu tip mutasyonlarin meydana
gelisi Oonemli Olgiide Onlenmistir. Kisa siireli test tekniklerinden birisi olan D.
melanogaster ile yapilan bu ¢aligmada, bitkisel Ostrojenlerin geri doniisiimsiiz etkileri
ile vitaminlerin organizmalarin normal gelisimi igin Ozellikle erken gelisim

donemlerinde gerekli oldugu gosterilmeye caligilmistir.
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EK-1

Standart Drosophila besiyeri (SDB)’nin hazirlamsi

Gereken Malzemeler: 9 g agar, 60 g toz seker, 19 g bira mayasi, 50 g misir unu, 565 cc
saf su ve 3-3,5 cc propionik asit. 440 cc saf su temiz bir beherde kaynatilir. Kaynamaya
baslayan saf suya once 9 g agar, daha sonra 60 g seker ilave edilip bir cam baget
yardimiyla iyice karigtirilir. Bir bagka beher i¢inde 125 cc saf suda 50 g misir unu ve 19
g bira mayas: ezillir. Karistirilarak ezilen bu karigim kaynayan seker-agar karisimina
ilave edilerek karistirmaya devam edilir. Karisim kaynamaya bagladiktan sonra
karistirma islemine 15 dk daha kisik ateste devam edilmelidir. Bu sathada karisimin
kivamina dikkat etmek gerekir. Eger karisim ¢ok sivi olursa besi ortami sogudugu
zaman c¢ok katilagsmayacak ve sinekler besi ortamina yapisacaktir. Karisim ¢ok
katilagirsa hem siselere doldurmak hem de sineklerin beslenmesi gii¢clesecektir. Bu
durumlar goz Oniline alinarak hazirlanan besi ortami atesten indirilir. Karisim biraz
soguduktan sonra 3-3,5 cc propionik asit ( kiif indikatorii olarak kullanilir) ilave edilip
hazirlanan besi ortami daha fazla sogumadan temiz ve steril cam siselere esit miktarda
(yaklasik iki parmak yiiksekliginde) dokiiliir. Besi ortaminin kiiltiir siselerinin agzina ve
kenarlarina bulagmayacak sekilde konulmasina dikkat edilmelidir. Siselerin agzina bir
filtre kagid1 kapatilarak bir giin oda sicakliginda bekletilir. Kontaminasyonu engellemek
icin siselerin agizlarinin agilmamasia ve sisenin kenarinda birikecek su buharinin
timilyle ¢ekilmis olmasia dikkat etmek gerekir). Ertesi giin etrafi tiilbentle sarilmis
olan steril pamuk tikaglar ile kiiltiir siselerinin agizlar1 kapatilarak buzdolabinda

saklanir.
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EK-2

Faure soliisyonunun hazirlanisi

Faure sollisyonunun igerigi asagidaki gibidir.

Gam arabik :30g

Gliserol 120 ml
Kloral hidrat :50 g
Distile su :50 ml

200 ml bir beher manyetik karistiric1 tizerine konur. Hafif 1sitarak beherin igerisine 15
ml gliserol ilave edilir. Manyetik bar dondiirme islemine devam ederken iizerine yavas
yavag gam arabik ilave edilir. Bir miktar gam arabik ilavesinden sonra, kalan 5 ml
gliserol karisimin {izerine bosaltilir ve gam arabik ilavesine devam edilir. lave islemi
cok yavas gerceklestirilmelidir. Karisim katilagsmaya basladikca iizerine bu kez yavas
yavag distile su katilir. Bu islem distile su 10 ml kalincaya kadar siirdiiriiliir. Bu arada
gam arabik bitecektir. Gam arabik bittikten sonra kloral hidrat karigima katilmaya
baslar. Katilasma oldukca kalan 10 ml distile su tekrar ortama katilir. Tim malzeme
bittiginde tiim ¢Ozlinmelerin olabilmesi i¢cin manyetik karistirict birka¢ dakika daha
calistirilir. Son olarak, siizme kagidi ile slizme yapilir. Bir giin siireyle slizme islemi
devam eder. Bir giin sonunda siiziilmeyen sollisyon tekrar bir kaba bosaltilir ve

manyetik karistiricida isitilarak tekrar stizme islemi gerceklestirilir.
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