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OZET
YUKSEK LiSANS TEZi

DROSOPHILA MELANOGASTER'DE DOZ-SURE ETKIiLESiMiINE BAGLI
OLARAK TERPENLERIN iN Vivo TOKSIK VE GENOTOKSIK ETKILERININ
BELIiRLENMESI

Hatice CELIK
Haziran 2020, 148 sayfa

Amag: Bitkisel kokenli gesitli terpenler gida, temizlik, tip, eczacilik ve kozmetik alanlarinda
pek ¢ok iiriiniin i¢inde bulunmakta ve canli sistemlere degme ya da oral yolla alinmaktadir.
Ayrica alternatif tedavi amacl olmak tizere alinmalar1 6nerilmekte ancak siirekli maruziyetin
ortaya cikarabilecegi durumlar pek fazla bilinmemektedir. Bu durumda birka¢ soru akla
gelmektedir. “Terpenler 6miir uzunlugu tizerine toksik etkili olabilirler mi?”” ya da “genotoksik
etkiyi uyararak somatik mutasyonlara sebep olabilir mi?” Bu ¢alisma, terpenlerin doz-siire
etkilesimine bagli olarak olas1 toksik ve genotoksik etkilerinin belirlenmesi igin yapilmistir.

Yontem: Bu tez ¢alismasinda model organizma olarak secilen Drosophila melanogaster’in
yabanil ve mutant soylari ile iki farkli kisa siireli test teknigi kullanilmigtir. Bunlardan birisi in
vivo dmiir uzunlugu, digeri ise somatik mutasyon ve rekombinasyon testi/ kanat benek testidir.

Bulgular: Elde edilen verilere gore, farkli gruplara ait terpenlerin kronik olarak uygulanan tiim
dozlarda toksik etkiye dayali omiir uzunlugunu kisalttigi belirlenmistir. Bu durum D.
melanogaster’in hem disi hem de erkek popiilasyonlarinda gézlenmistir. Ayrica tiim terpenlerin
somatik mutasyon frekansini artirdigi da tespit edilmistir.

Sonug: Sunulan tez ¢aligmasi kapsaminda, giiniimiizde ¢esitli sektorlerde ve 6zellikle alternatif
tip yontemlerinde kullanilan terpenlerin doz-siire etkilesimine dayali olarak toksik ve
genotoksik etkili oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Terpenler, Drosophila melanogaster, omiir uzunlugu, SMART, toksisite,
genotoksisite.



ABSTRACT

MASTER’S THESIS

DETERMINATION OF IN VIVO TOXIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF
TERPENES IN DROSOPHILA MELANOGASTER DEPENDING ON DOSE-TIME
INTERACTION

Hatice CELIK
June 2020, 148 pages

Purpose: Various terpenes of vegetable origin are found in many products in the fields of food,
cleaning, medicine, pharmacy and cosmetics and are taken by contact with live systems or
orally. In addition, they are recommended to be taken for alternative treatment purposes, but
situations where continuous exposure may occur are not known much. In this case, a few
questions come to mind. "Can terpenes be toxic to life?" or "can it cause somatic mutations by
stimulating genotoxic effect?” This study was conducted to determine the possible toxic and
genotoxic effects of terpenes based on dose-time interaction.

Method: In this thesis, Drosophila melanogaster, chosen as a model organism, uses wild and
mutant strains and two different short-term test techniques. One of them is in vivo life span, the
other is somatic mutation and recombination test/wing spot test.

Findings: According to the data obtained, it has been determined that terpenes belonging to
different groups shorten their lifetime based on toxic effects at all doses administered
chronically. This has been observed in both female and male populations of D. melanogaster.
It was also found that all terpenes increase the somatic mutation frequency.

Results: Within the scope of the presented thesis study, it is determined that terpenes used in
various sectors and especially in alternative medicine methods are toxic and genotoxic based
on dose-time interaction.

Keywords: Terpenes, Drosophila melanogaster, life span, SMART, toxicity, genotoxicity.
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GIRIS

Canli varliklar i¢in hayatin vazgegilmez temel besin ve oksijen kaynaklarindan birisi
olan bitkiler, tarihin ¢ok eski devirlerinden beri insanlar tarafindan cesitli hastaliklara karsi
tedavi edici olarak da kullanilmaktadir. Albert Szent-Gyorgyi “Yasamu siiriikleyen.... Giines
15181 tarafindan yakalanan kiigiik bir akimdir” derken fotosentez olayinin ve fotosentez ile
canlilar i¢in ihtiya¢ duyulan oksijen ve besin bilesenlerinin {iretiminin yeryiiziinde gergeklesen
en biliylik mucize oldugunu vurgulamaktadir. Bitkiler yasam i¢in elzem olan bu bilesenleri
ireterek Ornegin; giysi yapimi igin iplik, kitaplar i¢in kagit, dogrudan yiyecek ya da baharat
seklinde kullanilirlar. Ancak baharat derken sadece lezzet verici degil ayn1 zamanda
antimikrobiyal Ozellikteki bilesenleri nedeniyle yiyecekleri mikrobiyal bozulmalara karsi
koruyucu olarak tercih edilirler (Billing and Sharman 1998; Tapsell et al. 2006). Ayrica
bitkilerle tedaviyi tercih eden canlilarin sadece insanlar olmadigi hayvanlarin da hasta olduklar1
donemlerde bazi bitkileri 6zellikle tercih ettikleri bildirilmistir (Sumner 2000). Oyle ki; bir tiir
dag kecisi olan Bezuar, giinliik otlamalari sirasinda yemedikleri Euphorbia (siitlegen) bitkisini
yilan sokmas1 esnasinda yemekte ve bu bitkide bulunan “6forbon” maddesini panzehir olarak

kullanmaktadirlar.

Bitkisel tedavi yontemlerinin kdkeninin antik ¢aglara dayandigi, Eski Cin, Hindistan
ve Tibet’ten Ortadogu’ya, Mezampotamya’dan Amerika yerlilerine, Afrika’dan Eski Roma’ya
kadar farkli cografyadaki kiiltiirlerin, kendi tarihsel gelisimleri igerisinde endemik bitkileri
farkli sekillerde uyguladiklari bilinmektedir (Eichorn and Evert 2016). Siimerler déneminde
Miirriisafi ya da mirra agaci olarak bilinen Commiphora myrrha’dan elde dilen miir’iin ve
Papaver somniferum L.’dan elde edilen afyon’un, Antik Misir doneminde ise
papiriis, aloe, kenevir, hint otu, sarimsak, ardi¢ ve mandrake gibi 800'den fazla bitkinin ilag
tiretiminde kullanildiginin yazili belgelerde yani kil tabletlerinde gésterilmesi 0 donemlerde
bitkilerle tedavi yontemlerinin tercih edildigi kanitlamaktadir (Sumner 2000). Milattan sonra
ise bitki bilesenlerinin nasil elde edilebilecegi ve bu bilesenlerin hangi hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilecegi 11. ylizyilda ¢esitli dillere ¢evrilip egitim amaciyla kullanilan Hekimligin

Yasasi adl1 eserde ibn-i Sina tarafindan etraflica ortaya konulmustur.

Ayrica tibbin babasi olarak bilinen Hipokrat, saglikli yasam i¢in bitkilere yer verilmesi
gerektigini ve viicuda uygulanan masajlarda dahi onlarin kullanilmasinin faydali olabilecegini

belirtmistir. Fransiz edebiyatgr Montaigne’nin  “Hekimler kokulardan daha fazla


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Sumer&xid=17259,15700019,15700043,15700186,15700190,15700256,15700259,15700262,15700265,15700271,15700283&usg=ALkJrhj4x3kU_J7UEynLu5xQCAoDHbqn_w
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Myrrh&xid=17259,15700019,15700043,15700186,15700190,15700256,15700259,15700262,15700265,15700271,15700283&usg=ALkJrhiMx-7MFjkoW6l8NabINxkRr5lfHA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Opium&xid=17259,15700019,15700043,15700186,15700190,15700256,15700259,15700262,15700265,15700271,15700283&usg=ALkJrhjDbKV3GBSJZm0sW1Sp-2g-Cz50XQ
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Ancient_Egyptian_medicine&xid=17259,15700019,15700043,15700186,15700190,15700256,15700259,15700262,15700265,15700271,15700283&usg=ALkJrhgHD1X-C_ByuDoZgiAOZX0u64jQOg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Ebers_Papyrus&xid=17259,15700019,15700043,15700186,15700190,15700256,15700259,15700262,15700265,15700271,15700283&usg=ALkJrhgowm5F3hEiD2F-aOBWePRjiSmjHg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Aloe&xid=17259,15700019,15700043,15700186,15700190,15700256,15700259,15700262,15700265,15700271,15700283&usg=ALkJrhhvecKfW58UO37jkTmf8zNMmyqq1w
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Cannabis&xid=17259,15700019,15700043,15700186,15700190,15700256,15700259,15700262,15700265,15700271,15700283&usg=ALkJrhjQVOGeSZ3DmSinJFmJfeyNIcyK8w
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Castor_bean&xid=17259,15700019,15700043,15700186,15700190,15700256,15700259,15700262,15700265,15700271,15700283&usg=ALkJrhgYl-OljxeZwplCmjIYg94YwVu-yw
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Juniper&xid=17259,15700019,15700043,15700186,15700190,15700256,15700259,15700262,15700265,15700271,15700283&usg=ALkJrhjlEpMenl2Kpt8x8MqkFtoMVOSboQ
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Garlic&xid=17259,15700019,15700043,15700186,15700190,15700256,15700259,15700262,15700265,15700271,15700283&usg=ALkJrhhi2l50HoIBhNTG2J2Bnvz2h9TyLA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Juniper&xid=17259,15700019,15700043,15700186,15700190,15700256,15700259,15700262,15700265,15700271,15700283&usg=ALkJrhjlEpMenl2Kpt8x8MqkFtoMVOSboQ
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Mandragora_(genus)&xid=17259,15700019,15700043,15700186,15700190,15700256,15700259,15700262,15700265,15700271,15700283&usg=ALkJrhgSHIyNVlTiYY3KAcmOzLsDzFlqlA

yararlanmalilar ¢linkii kokularin ruh halini degistirdigini kendimde gozlemliyorum” ifadesi 16.
yiizyilda da bitkilerin tedavide kullanildiginin gostergesidir. 19. ve 20. yiizyillarda ise bitkilere
olan ilginin daha da arttig1 yapilan arastirmalardan anlasilmaktadir. Soyle ki; 1910 yilinda
Gattefosse laboratuvar ¢alismalarini siirdiiriirken basina gelen kaza sonucu rastgele karsilastigi
lavanta yagmin antiseptik ve iyilestirici etkisi ile bitkisel tedavi yontemlerine yonelmistir
(Gattefosse 2012). Fransiz Dr. Valnet ise fitoterapinin babasi olarak kabul edilmekte ve
bulundugu dénemde savasta yaralanmig olan askerlere antiseptik ve tedavi amacl gesitli
bitkilerin (kekik, biberiye vs.) yaglarini kullanmistir (Valnet 2012). Ayni zamanda bu bitkilerin

bilimsel olarak etkilerini de belirlemeye ¢alismustir.

Geleneksel tip yontemleri ylizyillardir siire gelmis ve gelistirilmistir. Giiniimiizde ise
bitkilerden bagisiklik sisteminin giliglendirilmesi, biyolojik olarak parcalanabilen plastik
iiretimi, tarimda zararlilara kars1 miicadele, as1 tiretimi ve ilag yapimi gibi alanlarda siklikla

yararlanilmaktadir (Eichorn and Evert 2016).

Ozellikle “tibbi” olarak tanimlanan bitkilerin, ila¢ endiistrisindeki teknolojik
gelismelere ragmen yadsinamayacak derecede kullanim alanina sahip oldugu bilinmektedir
(Aslan 2005). Ancak ilag endiistrisinde bitkilere bu denli yer veriliyor olmasina kargin “dogaya
doniis” sloganiyla dogal beslenme ve dogal iiriinlerle tedaviyi tercih edip sentetik iirlinlerden
uzaklagmak isteyen toplumlarin giin gectikce alternatif tibba olan merakinin artmasi da dikkat
cekmektedir (Aslan 2005). Bu meraka ticari bir faaliyet haline doniistiirmek isteyenler ise “sifa
dogada”, “doganin mucizevi iyilestirici giicii” gibi abartili sloganlarla kendi ¢ikarlar
dogrultusunda sifali olarak bilinen bu bitkilerin higbir yan etkisinin olmadig1 diistincesini
savunmaktadirlar (Erdem ve Eren 2009). Alternatif tip kapsaminda tedavi amagli olarak
kullanilan ancak etkilerine yonelik tam bir bilgiye sahip olunmayan bitkilerin amaglananin
aksine istenmeyen sonuglar dogurdugu da bilinmektedir (Calixto 2000; Valerio and Gonzales
2005). Ortaya ¢ikan bu tip durumlara sebep oldugu/olabilecegi diisiiniilen bitkilere ait bilesenler
ise bilim diinyasinda yeni bir arastirma alan1 olusturmustur. Bu ylizden 6zellikle son yillarda
tedavi amaciyla kullanilan bitkilerin igermis olduklar1 etken maddelerin ve fonksiyonlarinin ne

oldugunun tam olarak anlasilabilmesi icin yapilan arastirmalar hiz kazanmstir.

Yapilan aragtirmalar neticesinde ise c¢aligilan bitki bilesenlerinin antienflamatuar,
antioksidan, antimutajen, toksik ve mutajenik gibi ¢esitli bio-aktivitelere sahip olabilecekleri
goriilmistiir (Dorman et al. 2004; Clark 2009; Moon et al. 2011; Erdogan 2012). Etkinlikleri
belirlenmis bitki bilesenlerinin yararli etkilerinden faydalanmak ic¢in hangi dozlarda
kullanilmas1 gerektigine dair bilgiler de yapilan bu ¢caligmalarda sunulmaktadir. Ancak ne yazik

ki elde edilen bu bilgiler kulak ardi edilip ¢ogu zaman “fazla kullanirsam daha etkili olur”
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diisiincesiyle hareket edildigi goriilmektedir. NCAHF Home Page (2009)’de yer alan “dogada
her sey zehir niteliginde olup, bir nesneyi zehir yapan alman dozudur” ve Ibn-i Sina'nin “her
bitki ilag, her bitki zehir” seklindeki alinan dozun 6nemini vurgulayan ifadelere ragmen insanlar
hatali kullanim nedeniyle énemli diizeyde saglik problemleri ile karsilasmaktadirlar. Ornegin
morfin, digitalin, kiirar gibi bitki bilesenlerinin 6nerilen dozlar1 tedavi edici etki gosterirken
ayni tiirevlerin yiiksek dozlar1 6liimciil/toksik etki gosterebilmektedir (NCAHF Home Page
2009).

Ilag firmalar1 geleneksel olarak kullanimi yaygin olan bitkilerdeki tedavi edici etkiye
sahip bilesenleri belirleyip ayristirarak giivenilir doz standardizasyonu saglamislar ve viicuttaki
etkilerini onceden tahmin edebilmeyi basarmiglardir. Ancak unutulmamalidir ki gerekli
giivenlik testlerinden gecirilerek ruhsatlandirildiktan sonra piyasaya siiriilen ilaclar bile
potansiyel yan etkiler gdsterebilmektedir (Calixto 2000). Tedavi amacl kullanilan bu bitkilerin
de diger bitkiler gibi ¢cok sayida bilesen icermeleri nedeniyle etkinligi belirlenmis muhtemel
farkli bir bilesenin saglik agisindan olumsuz etkiler olusturabilecegi de goz ardi edilmemelidir.
Ornegin, baz1 zayiflama caylarinda isimleri belirtilmeyen bilesenlerin tansiyon yiikseltici ya da
Na, K, kandaki renin ve aldosteron diizeylerini diisiiriicii etkilere ve hatta oliimlere neden
olabilecekleri ¢esitli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Boullata and Nace 2000; Kuruvilla
2002; Street et al. 2008; Van Breemen et al. 2008). Diger taraftan benzer sonuglar ¢agimizin
vebasi olan kanser hastaliklarina iyi geldigi iddia edilen ve antioksidan, antikanserojen vb. etkili
diye hazirlanmis karisimlar i¢inde gecerli olup istenmeyen etkiler bu karigimlarin kullanimi
sonrasinda da goriilebilmektedir (Cupp 2000; Haller and Benowitz 2000; Gurley et al. 2000;
Bush et al. 2007; Van Breemen et al. 2008). Ortaya ¢ikan bu tip durumlara sebep
oldugu/olabilecegi diisiiniilen bitkileri tanima ve igerdikleri bilesenlerin tiimiiniin
fonksiyonlarii belirlemeye yonelik yapilan ¢aligmalar neticesinde, bitkilerin onlarin yasamsal
islevleri ile birincil derece iligkili olmayan cesitli organik bilesikler/metabolitler igerdikleri

belirlenmistir.

Hiicrede meydana gelen metabolik reaksiyonlarin ana triinleri olan bu metabolitlerin
bulunduklar1 organizmalarin normal biiyime, gelisme, ¢ogalma ile ilgili yasamsal
faaliyetlerinde rol oynayan ¢esidine primer (birincil) metabolitler denilmektedir (Cowan 1999).
Primer metabolitlerin  aksine bitkiler, baz1 hayvanlar ve bakteriler tarafindan
sentezlenebilen organizmanin yasamsal faaliyetlerinde dogrudan yer almayan metabolitlere ise

sekonder (ikincil) metabolitler denilmektedir.

Bitkilerin sentezlemis olduklari bu metabolitler teknolojinin ve bilimin gelismesiyle

sahip olduklar1 6zellikler dogrultusunda gida, ilag, kozmetik sanayi gibi farkli endiistriyel
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alanlara ilaveten alternatif tip ve aromaterapi gibi olduk¢a genis bir yelpazede kullanim alanm
bulabilmektedir. Ozellikle son yillarda baz1 sekonder metabolitlerin antimutajen, antioksidan
ve antikanserojen aktivitelerinin belirlenmesiyle kanserin de dahil oldugu bir¢ok hastaligin
tedavisinde ve onlenmesinde potansiyel kullanim alan1 olusturabilecegi ifade edilmekte ve bu
bilesenlerin besin maddeleri ile alinmasi 6nerilmektedir (Erdogan 2012). Ancak katki maddesi,
lezzet verici madde, gida boyasi, pestisit, renk ve koku verici madde olarak bir¢ok alanda
kullanilabilmesi sekonder metabolitlerin hicbir sekilde zararli etkilerinin olmadig1r anlamina
gelmemektedir. Gorildiigii gibi hayatin iginde farkli canli gruplar1 ve Ozellikle insanlar
cogunlukla bitkisel kaynakli olmak iizere sekonder metabolitlere giinliik hayatta kullandigimiz
pek cok {irtinle birlikte farkli oranlarda temas ya da oral yolla maruz kalmaktadir. Tiim bu
ozelliklerinin yaninda sekonder metabolitlerin olumsuz etki olusturabilecekleri de géz oniinde
bulundurulup, kullanim siiresinin ve dozunun ¢ok iyi bir sekilde ayarlanmasi gereklidir. Ayrica
sekonder metabolitlerin ve bilesenlerinden bazilarinin genotoksik aktivitesinin belli doz artisina
paralel olarak ortaya ¢iktig1 da yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (Williams 1989; Lewis
et al. 1995; Morton et al. 1995; Shah et al. 1996). Bu durumda amaca yonelik model
organizmalar kullanilarak laboratuvar sartlarinda in vivo ya da in vitro ¢alismalarda farkli
dozlarda, akut ya da kronik alimlara bagli olarak sekonder metabolitler ve alt gruplarina ait

bilesenlere yonelik akademik calismalar 6nem kazanmustir.

Sekonder Metabolitler

Hiicrede ¢esitli enzimler tarafindan Kkataliz edilen ve metabolik reaksiyonlarin ara
tirtinleri olan organik bilesikler primer ve sekonder metabolitler olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadir. Primer metabolitler prokaryik ve dkaryotik canlilarda bulunan molekiiller olup
organizmalarin normal biiyiime, gelisme ve ¢ogalma ile ilgili faaliyetlerinde dogrudan goérev
alirlar. Aminoasitler, basit sekerler, niikleik asitler ve proteinler primer metabolit 6rnekleridir
(Eichorn and Evert 2016).

Ik kez 1891 yilinda Kossel tarafindan primer metabolitlerin karsit: olarak tanimlanan
sekonder metabolitler, bitkiler tarafindan iiretilen fotosentez iriinii olmayip, birtakim fizyolojik
mekanizmalarin fonksiyonlariyla olusan ve hayati fizyolojik olaylarda mutlak gorev almayan
metabolitler olarak tarif edilmistir (Theis and Lerdau 2003). Sekonder metabolitler hayati
fonksiyonlardan daha ziyade bulunduklar1 bitkilere diger yabanci tiirlere karst miicadelede
(Verpoorte et al. 1999), kuraklik, tuzluluk, UV isinlar1 gibi ¢evresel stres sartlarina uyum
saglamada (Sokmen ve Giirel 2001), tozlasmada bocekleri ¢ekme ve simbiyotik iligkilerin
kurulmasinda (Briksin 2000), bakteriyel ya da fungal patojenlere kars1 gelistirilen savunma

mekanizmalarinda (Osbourn 1996) rol almaktadirlar. Bu metabolitlerin tiire 6zgii iiretilenleri
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olmakla beraber bahsi gecen faaliyetler esnasinda genis ya da sinirh diizeylerde sentezlendikleri
bilinmektedir (Verpoorte et al. 1999; Sokmen ve Giirel 2001). Farkli bio-aktivitelere sahip bu
bilesikler fonksiyonlarina gore gida, ilag ve kozmetik sanayi gibi ¢esitli endiistriyel alanlarda
kullanilmakta ve bazi hastaliklarin tedavisi i¢in de alternatif tip yontemlerinde detercih
edilmektedirler (Kirbag ve Bagc1 2000). Ornegin, Salix (sogiitgiller)’den elde edilen salisilik
asit analjezik (agr1 kesici), Papaver somniferum (hashas)’dan elde edilen kodein oksiiriik kesici
ve analjezik, Ephedra sinica (Cin ¢ay1)’dan elde edilen efedrin (tim amfetaminlerin annesi
olarak bilinmekte) brons agici, Digitalis purpurea (yiiksiik otu)’dan elde edilen digitoksin
kardiovaskiiler hastaliklarda kullanilan sekonder metabolitlerdendir. Ayni1 zamanda besin
endistrisinde sentetik katki maddelerinin mutajenik, karsinojenik ve teratojenik etkilerinin
ortaya ¢ikmasi ile dogal lirtinlere duyulan ilgi artmakta bu da sekonder metabolitlerin tat, koku

ve renk verici olarak siklikla tercih edilmesine sebep olmaktadir.

Gida endiistrisinde metabolitlerin kullanimlarma o©rnek olarak, Afrika yagmur
ormanlarinda bulunan Thaumatococcus danielli (Afrika aga¢ katemfe/mucize meyveleri)’den
elde edilen thaumatin, disiik kalorili ve sakkarozdan (cay sekeri) 2000 kat daha tatli olmasi
nedeniyle tatlandirici, Crocus sativa (safran)’da elde edilen krosetin renklendirici, koku ve
aroma verici olarak Vanilla plenifolia (vanilya)’dan vanillin verilebilir. Dogal olmalari ve diger
sentetik pestisitler gibi ¢evreye olumsuz etki yapmamalar1 sebebiyle sekonder metabolitler zirai
miicadelede de siklikla tercih edilmektedirler. Suni ilaglarin topraga, bitki ortlisline, havaya ve
diger hedef olmayan organizmalara olan zararli etkileri her gecen gilin 6nemini artirmakta,
ciftcilerin bilinglenme oraninin artisina paralel olarak da zirai miicadelede dogal yontemlere
basvurma orani hizla yiikselmektedir. Ornegin; Nicotiana tabacum (tiitiin)’dan elde edilen
nikotin ve Chrysanthemum cinerariaefolium (dalmagya pire otu)’dan elde edilen piretrin,
sinerin ve yasmolin insektisit olarak, Anacardicum occidentale (kaju)’dan elde edilen anakardik

asit ise mollusisit olarak kullanilmaktadir.

Yine farkli bir sektor olan ve hemen hemen herkesin kullandig1 yumusatici, iyilestirici
vs. etkiye sahip kremlerde, parfiim, deodorant, losyon, sabun ve sampuanlarda da bu
metabolitlerden faydalanilmaktadir. Ornegin; giil yagi ve giil suyunda, salatalik 6zlii ve
hindistan cevizli kremlerde, ya da saglarin daha giir ve 1siltili olmasi igin evlerde de
hazirlanabilen badem yagi ve sarimsak gibi birgok bitkisel iiriin karigimi i¢inde farkli
metabolitler bulunabilmektedir. Bu metabolitler, Lavandula officinalis (lavanta ¢icegi)’den
elde edilen lavanta yagi, Rosa damascena (Isparta giilii)’den elde edilen giil yagi ve Jasminum

spp. (yasemin)’den elde edilen yasemin yagi ve bir¢ok farkli bitkide de bulunmaktadir.



Sekonder metabolitler biiyiik ve kiigiik molekiillii olma sekillerine gore iki ana gruba

ayrimstir.

Biiyiik molekiillii sekonder metabolitler.

. Poliketitler

. Yag asidi

. Ribozom dis1 peptitler
Poliketidler.

Poliketidler ya degisken karbonil ve metilen gruplar1 (-CO-CH2-) ya da bu tiirden
degisken gruplar1 igeren biiylik molekiillii sekonder metabolitlerdir. Mantarlar tarafindan
tiretilen mikotoksinler, poliketidlere ornektir (Huffman et al. 2010). Poliketidler ¢esitli
biyolojik aktiviteleri ve farmakolojik Ozellikleri olan dogal iirlinlerdir. Geldanamisin,
doksisiklin, eritromisin gibi bir¢ok poliketid antimikrobiyal, antibiyotik, immiinosupresif,
antifungal, sitostatik antiparaziter ve dogal insektisit olarak ¢esitli sektorlerde kullanilmaktadir
(Katz 1997).

Yag asitleri.

Yag asitleri genellikle organizmalarda ii¢ ana ester sinifi olan trigliserit, fosfolipit ve
kolesterol formunda yer alan sekonder metabolitlerdir (Moss et al. 1997). Yag asitleri hem
hayvansal organizmalar i¢in 6nemli besin kaynaklaridir hem de hiicreler i¢in 6nemli yapisal
bilesenlerdir. Yag asitlerinin sabun tiretiminde kayganlastirici, emiilgator (yogunluklar: farkl
bilesenlerin homojen karigsmasinmi saglayan madde), tekstiire edici (sentetik ipliklerin dogal
goriinime dontstiiriilmesi), 1slatici, kopiik oOnleyici veya dengeleyici maddeler olarak
kullanimlar1 mevcuttur. Ayn1 zamanda sorbitol, etilen glikol gibi daha kompleks alkollere
sahip yag asitlerinin esterlerinin gidalarda tiiketildigi ve kisisel bakim iirlinlerinde de tercih

edildikleri bilinmektedir.

Ribozomal olmayan peptitler.

Ribozomal olmayan peptitler (NRP), bakteriler ve mantarlar tarafindan {iretilen
sekonder metabolitlerdir (Ding and Dai 2012). NRP, yiiksek molekiil agirlikli
multifonksiyonel Nonribozomal Peptit Sentetazlar (NRPS) ile sentezlenirler. Amino asitler bu
enzimler ile ribozomlar olmaksizin yan yana gelip birlesirler (Turgay et al. 1992). NRP'ler,
antimikrobiyal, antienflamatuar gibi cesitli biyolojik aktiviteleri ve farmakolojik 6zellikleri

olan toksin, siderofor (demir selasyonu yapan bilesikler) veya pigment halinde olan dogal
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tirtinlerdir. NRP’lerin antibiyotik, sitostatik ve immiinsiipresan (bagisiklik baskilayic1) olarak
ticari satis1 bulunmaktadir (Walton 2006).

Kiic¢iik molekiillii sekonder metabolitler.

. Alkaloidler

. Flavonoidler

. Glikozitler

. Dogal fenoller

. Fenazinler

. Bifeniller

. Terpenler
Alkaloidler.

Bakteriler, mantarlar, bitkiler ve hayvanlar dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli organizmalar
tarafindan tretilen alkaloidler (Robert 2013), bagimlilik yapici ve iyilestirici 6zellikleri ile
bilinen giiclii metabolitlerdir. Farkli etkilere sahip olan alkaloidler tipta biiyiik 6nem tasimakta
ve cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadirlar. Ornegin, hashastan elde edilen morfin
agr1 ve Oksiiriik kesici ilaglarda (Raymond et al. 2010), efedrin nezle, soguk alginligi, saman
nezlesi ve bronsiyal astim gibi hastaliklara kars1 tiretilen ilaglarda (Kittakoop et al. 2014), ritim
diizenleyici ilaglarda (Raymond et al. 2010), atropin goz hastaliklarinda, kokain g6z ve dis
ameliyatlarinda anestezik madde olarak gesitli amaclarda kullanilan alkoloidlerdir (Eichorn and
Evert 2016). Bunlarin yaninda keleritrin ve homoharringtonin gibi ¢esitli alkoloidler
antibakteriyel ve antikanser etkinlikler sergilemelerinden dolay: alternatif tip yontemlerinde de
tercih edilmektedirler. Tedavi amagli kullanimlarinin yan1 sira nikotin ve anabasin tuzlari gibi
bazi alkaloidlerin sentetik pestisitlerin {iretiminden dnce bocek dldiiriicii olarak kullanildiklar
da bildirilmistir (Matolcsy et al. 1989). Yine Matolcsy et al. (1989) tarafindan saglik alaninda
kullanilan bu ilaglarin yiiksek dozlarda kullaniminin bagimliliga neden oldugu ve toksik etki
gosterebildigi (Robbers et al. 1996), aymi seklide tarimda zirai ilag olarak kullanilan

alkoloidlerin de toksik etkili olabilecekleri belirlenmistir.

Flavonoidler.

Bitkilerde bulunan pigment bilesikleri olup, hiicre i¢inde kimyasal haberci, fizyolojik
diizenleyici veya hiicre dongiisiiniin inhibitorleri olarak gérev yapmaktadirlar (Galeotti et al.
2008). Flavonoid igerigi en yiiksek olan yiyecekler arasinda maydanoz, sogan, yaban mersini,

siyah-yesil ¢ay, muz, narenciye meyveleri, karabugday ve bitter gikolata gosterilmektedir
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(Oomah and Mazza 1996). Bu bilesiklerin antialerjik, antioksidan, antienflamatuar,
antimikrobiyal, antikanser ve antidiyare gibi aktivitelerinin oldugu bilinmektedir (Yamamoto
and Gaynor 2001; Cushnie and Lamb 2005; Friedman 2007; Cazarolli et al. 2008; Cushnie and
Lamb 2011; Manner et al. 2013). Flavonoid eksikliginin kanser, yaslanma, arterioskleroz,
iskemik yaralanma, inflamasyon ve norodejenaratif hastaliklar (parkinson, alzheimer) ile
baglantili oldugu gozlenmistir. Farmasotik ilaglar olarak tercih edilen flavonoidlerin potansiyel
saglik yararlari konusunda arastirmalar devam etmektedir (EFSA/EFSA Panel on Dietetic
Products 2010).

Glikozitler.

Glikozitler, bir sekerin glikozidik bag yoluyla baska bir fonksiyonel gruba baglandig:
molekiillerdir. Cigeklerin bir¢ok renkli pigmentleri, dogal olarak bulunan boya maddeleri ve
aromatik maddeler glikozit halindedir. Glikozitler bitkilerin yaprak, kabuk ve koklerinde, act
badem, kayis1 ve seftali gibi meyvelerin de ¢ekirdeklerinde bulunurlar (Brito-Arias 2007).
Ozellikle meyankokii icinde bulunan glikozitler tibbi olarak degerli olup cesitli asilarda, balgam
soktiiriiclilerde, kortikoid ve iltihap Onleyici ilaglarda, progesteron gibi steroid hormonlarinin
iiretilmesinde kullanilmaktadirlar (Nahrstedt and Davis 1983; Sun et al. 2009; Patra and Saxena
2009).

Dogal fenoller.

Bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan {iretilen fenolik bilesikler organizmalarin
biyolojik miicadesinde gorev almaktadirlar (Robbins 2003; Amorati and Valgimigli 2012;
Khoddami et al. 2013). Genellikle gevresel stres kosullari, UV radyasyonu ve yaralama gibi
ekolojik baskilara cevap olarak bitkilerin fenolik bilesikleri sentezledikleri bilinmektedir

(Robert 2013; Klepacka et al. 2011; Mishra and Tiwari 2011).

Yesil ve siyah ¢ay, kirmiz1 sarap, kahve, ¢ikolata, zeytin ve zeytin yagi, baharatlar, sifali
bitkiler, kabuklu yemisler en ¢ok fenol iceren gidalardir. Fenoller gidalarda lezzet verici ve
kendine 6zgii renk olusturmada (Carr et al. 2010), bitkileri hasere ve mikroorganizmalara kars1
korumada (Perumalsamy et al. 2015), ishalin tedavisi igin {iiretilen ilaglarda, antimutajen,
antikanserojen, antimikrobiyal ve antioksidan etkileri ile de alternatif tip yontemlerinde tercih
edilmektedirler (Kopacek et al. 1995; Lee et al. 2005; Carr et al. 2010). Ayrica fenoller

patlayict madde, plastik, kagit, boya, ilag, pestisit ve antioksidan yapiminda da kullanilirlar.



Fenazinler.

Bu bilesiklerinin bilinen biyolojik kaynaklar1 Pseudomonas spp., Streptomyces spp. ve
Pantoea ssp. bakterileridir (Pierson and Pierson 2010). Fenazinler toluen kirmizisi, indulin ve
safranin gibi bir¢ok boyanin ana maddesini olusturmaktadirlar (Berneth 2000). Fenazin
bilesikleri, bulunduklar1 canlilarda c¢evresel sartlara uyumu ve rekabet gii¢lerinin artirilmasin
saglamaktadir. Ornegin, Pseudomonas tarafindan iiretilen fenazin-1-karboksilik asidi bu
canlilarin hayatta kalma sanslarini1 yiikseltmektedir (Turner and Messenger 1986; Mc Donald
et al. 2001; Dietrich et al. 2013).

Bifeniller.

Renksiz kristaller olusturan ve kendilerine 6zgii hos kokular1 olan aromatik organik
bilesiklerdir. Bifenillerin komiir katrani, ham petrol ve dogal gazdan damitma yoluyla izole
edildikleri bilinmektedir (Adams and Richardson 1953). Dielektrik akiskanlar ve 1s1
transfer maddeleri olan poliklorlu bifenillerin (PCB)  {iretimi icin  sanayide,
kiif mantarlarinin biiyiimesini ~ inhibe ettikleri  i¢in narenciyelerin korunmasinda,  deri
enfeksiyonlarinda kullanilan antibiyotiklerin, solunum, kas, iskelet sistemi ve kardiovaskiiler
hastaliklarda analjezik olarak kullanilan ilaglarin aktif grubunu olusturmak i¢in eczacilikta,
ayrica optik parlaticilar, bitki koruma tirtinleri ve plastik tiretimi i¢in de kullanilan bir ara

tirtindiir (Mouquinho et al. 2011).

Terpenler.

Sekonder matebolitler icerisinde belirlenmis 2000°den fazla kimyasal bilesenin en genis
ve en yaygin grubunu terpenler olusturmaktadir (Ceylan 1987). Terpenler, hidrokarbonlarin bir
smifi olup ve esansiyel yag, re¢ine, mum, kauguk gibi dogal {iriinlerin ana bilesenini meydana
getirmektedirler. Cogunlukla bitkisel kokenli olup 6zellikle ¢cam (Pinus), koknar/goknar
(Abies), ardi¢ (Juniperus) ve ladin (Picea) gibi igne yaprakli bitkilerden elde edilmektedirler
(Baser vd 2005). Ancak bu maddelerin Papilionidae (kiligkuyruklular) familyasina ait
kelebekler tarafindan salgilandiklar1 da bilinmektedir. izopren birimlerden olusan terpenler,
(CsHs)n ve katlar seklindeki kimyasal formiile sahiptir. Incelenen terpenlerin temel yapisi olan
izopren (2-metil 1,3 biitadien), 5 karbon ve 2 ¢ift bag igeren kisa karbonlu birimlerdir (Sekil 1).
Bu birimlerinin bas-kuyruk seklinde baglanarak diiz zincirler veya halkalar seklinde bilesikleri
meydana getirdikleri bilinmekte ve izopren birimlerinden olusan zincirlerin sayisi ile de
terpenlerin siniflandirilmast yapilmaktadir. Terpenler icerdikleri izopren birim sayisina gore

hemiterpen, monoterpen, seskiterpen, diterpen, sesterpen, triterpen, tetraterpen ve politerpenler



seklinde siniflandirilmaktadirlar (Tablo 1). Izopren birimlerinin pes pese dizilimiyle olusan

terpenler, kimyasal yapilarina ve biyolojik 6zelliklerine gore farklilik gdstermektedirler.

CH,
hoC CH,
H
Sekil 1. izopren birimi.
Tablo 1. Terpenlerin Stiflandirilmast
Terpenler Izopren birimleri Karbon atomlar
Hemiterpenler 1 5
Monoterpenler 2 10
Seskiterpenler 3 15
Diterpenler 4 20
Sesterpenler 5 25
Triterpenler 6 30
Tetraterpenler 8 40
(Karotenoidler)
Politerpenler >100 >500

Kirca et al. (2006)’a gore, antioksidan, antimutajen ve antikarsinojen ozellikler
gosteren terpenler, bu potansiyel etkilerinden dolayr biyolojik yonden aktif bilesiklerin
kaynagini olustururlar. Giiniimiizde bu bilesenler, oldukca farkli bitkilerden ve onlarin ana
etken maddelerinden elde edilip hem ekonomik hem de bilimsel yonden degerlendirilmektedir.
Farag et al. (1989)’a gore, hayvan ve insanlarda hastaliklara direng ve immun yeterlilik,
antioksidatif mekanizma ile iligskilendirilmektedir ve sardunya (Pelargonium sp.), limon nanesi
(Monarda citriodora), misk cevizi (Myristica fragrans), yabani mercan koskii (Origanum
vulgaressp.), kekik (Thymus vulgaris) ve kozalakli agacglar gibi ¢ok farkli bitkilerden hatta
mavi siit mantari (Lactarius indigo)’ndan elde edilen terpenlerin bu 6zelliklere sahip oldugu
Dorman et al. (2004) tarafindan bildirilmistir. Ayrica farmakolojik yonden de incelenerek
aromaterapi ve fitoterapi alaninda yine terpenlerden faydalanilmaktadir (Kirbag ve Bagci

2000).
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Cesitli arastirmalar sonucunda farkli ozellikleri belirlenmis olan terpenler gida,
temizlik, kozmetik, tip, eczacilik gibi farkli sektorlerde siklikla tercih edilir hale gelmistir. Bu
sektorlerde iiretilen ve giinliik hayatta kullandigimiz pek cok fiiriiniin i¢inde farkli oranlarda
bulunan bu maddeler kullanim sekline bagli olarak canli sistemlere degme ya da oral yolla
alinmaktadir. Ayrica son yillarda alternatif tedavi amagli olmak tizere bitkisel kdkenli ¢esitli
terpenlerin besin maddeleri ile alinmas1 onerilmektedir. Goriildiigii gibi hayatin i¢inde farkli
canlt gruplar1 ve 6zellikle insanlar, gogunlukla bitkisel ya da nadir olmakla birlikte hayvansal
orjinli terpenlere siirekli maruz kalmaktadirlar. Siirekli maruziyetin canlilarin iizerindeki
yansimalar1 elbette kisa siirede gozlenemeyecektir. Hatta “bitkilerle beslenen ve farkh
habitatlarda yasayan binlerce farkli hayvansal organizmada terpenlerin etkileri neler olabilir?”
sorusuna doga kosullarinda/ekosistem iginde cevap verebilmek bile oldukca giictiir. Ayrica
beklenen etkiler canli viicudunda bulunan ¢esitli koruma mekanizmalar1 ile baskilanabilir.
Ancak siirekli alindiginda doz-siire etkilesimi ile uygun organ/organellerde birikmeye devam
da edebilir. Fakat bu durum canlinin/canlilarin bu maddelerden etkilenmedigi anlamina

gelmemektedir.

Oldukc¢a genis bir sekilde endiistriyel alanda ve alternatif tip yontemlerinde tercih
edilen terpenlerin olumsuz bio-aktivitelerinin de bulunduguna dair bilgiler bu tez ¢caligmasinin
sekillenmesine neden olmustur. Farkli gruplara ait terpenlerin doz-siire etkilesimine bagl
olarak model bir organizma olan Drosophila melanogaster’in Oregon-R yabanil soyunda dmiir
uzunlugu toksisitesini ve yine Drosophila melanogaster’in mutant soylarinda somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi kullanilarak genotoksisiteyi uyarip/uyarmadigi bu tez

calismas1 kapsaminda arastirilmstir.

Tez Kapsaminda Kullanilan Terpenler
Monoterpenler.

Iki izopren biriminden olusan ve CioHis molekiiler formiiliine sahip olan terpen
cesididir (Karahan 2007). 150'den fazla gesidi olan monoterpenler bazi denizel organizmalarda
feromonlarda ve vyiiksek yapili bitkilerde boceklerden korunma igin salinan kimyasal
savunucularda bulunmaktadir (Umay 2007). Cesitli arastirmacilar tarafindan yapilan
caligmalarda monoterpenlerin antiseptik, antibakteriyel ve antifungal 6zelliklerinin oldugu da
bildirilmistir (Zarrini et al. 2010; Nieto 2017). Monoterpen gesitleri aroma ve koku verici katki
maddesi olarak gidalarda (Berger 2007; Seifried et al. 2007), insektisidal ve pestisidal etkileri
ile de ziraat ve hayvancilikta (Janmaat et al. 2001; Sampson et al. 2005) kullanilmaktadir.

Kekik (Thymus vulgaris)'ten elde edilen timol (TIM), Mentha arvensis (Japon nanesi) 'ten elde
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edilen mentol, Origanum vulgare (keklik otu)’den elde edilen karvakrol, Pelargonium hybrida
L. (sardunya)'den elde edilen geraniyol, limon kabugundan elde edilen limonen, Litsea cubeba
(dag biberi)’dan elde edilen sitral, Lamiaceae (ballibabagiller)’den elde edilen linalool

monoterpenlerin en bilinen 6rneklerindendir.

Timol.

Monoterpen ailesine ait oldugu bilinen TIM, nane, kimyon, okaliptus, defne, kekik gibi
bitkilerden elde edilen bir metabolittir. Iki izopren halkasindan olusur ve CioH140 molekiiler
formiiliine sahiptir (Sekil 2). TIM’in, antioksidan, antienflamatuar, antikarsinojen, antiseptik
Ozelliklerinin oldugu ¢esitli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Stammati et al. 1999;
Renkema et al. 2017). Bu terpen antiseptik ve antioksidan etkileri nedeniyle ilag¢ ve kozmetikte,
kalic1 olmayan pestisit olarak tarimda ve antioksidan, antifungal etkileri nedeniyle de gida

sektoriinde kullanilmaktadir (Hammer et al. 1999).

Yapilan in vitro calismalarda da TIM’in cesitli alanlarda kullanilabilecegi bilgisi
verilmektedir. Ornegin, gidalarda kontaminasyonu onlemek (Nieto 2017) ve Drosophila
suzukii'ye karsi temas toksisitesi sergiledigi i¢in kullanilmaktadir (Pavela 2008). Dall’ Acqua
(2013) tarafindan yapilan calismada da TIM ve karvakroliin merkezi sinir sistemi
hastaliklarinda etkili oldugu bilinen asetilkolinesteraza karsi inhibitdr etkili olduklar
gosterilmistir. Timus vulgaris (bahge kekigi) ve Thymbra spicata (¢ay kekigi)’dan elde edilen
TIM, antimikrobiyal &zelliginden dolayr sabun, dis macunu, sampuan, deodorant ve agiz
gargaralar1 da dahil olmak tizere bir¢ok farkli lirlinde kullanilirken antioksidan 6zelligi ile de
akciger rahatsizliklarinda, balgam soktiiriicii ve kas gevsetici olarak onerilmektedir (Manou et

al. 1988; Shapiro et al. 1994).

Ancak bu maddelerin “organizmalar lizerinde mutajenik, genotoksik ve sitotoksik
etkilere sebep oldugu/olabilecegi de ¢esitli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Whysner and
Williams 1996; Franzios et al. 1997; Karpouhtsis et al. 1998; Gomes-Carneiro et al. 1998;
Stammati et al. 1999; Ipek et al. 2005). Ornegin Azirak and Renciizogullar1 (2008) nin yapmis
olduklar1 bir ¢calismada siganlarin kemik iligi hiicrelerinde farkli dozlarda karvakrol ve timoliin
in vivo genotoksik etkileri arastirilmis ve hem karvakrol hem de TIM’in yapisal ve toplam
kromozom anormalliklerini 6nemli 6l¢lide uyardiklart tespit edilmis ve aym1 zamanda tim
uygulama gruplarinda mitotik indeksin de doza bagl olarak azaldig1 belirlenmistir. TIM’in
yapisal kromozomal anormalliklerini, kardes kromatid degisimlerini ve mikroniikleus

olusumunu uyardig1 da yine Biiyiikleyla and Renciizogullar1 (2009) tarafindan gézlenmistir.
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HsC CHgs

Sekil 2. Timoliin kimyasal yapisi.

Timol’iin Kimyasal Ozellikleri

Bilinen Diger Isimleri: Kekik kafur, timik asit
CAS Kayit No: 89-83-8

Kapali Formiilii: C10H140

Molekiil Agirhigr: 150.22 g/mol

Erime Sicakligi: 49-51°C

Kaynama Sicakligi: 232°C

Yogunlugu: 0.965 g/cm3

Suda Coziiniirliigli: Suda ¢ok az ¢oziiniir
Fiziksel Durumu: Toz halinde ve renksiz
Saflik Diizeyi: %99.6

Seskiterpenler.

Terpenlerin en genis sinifi olan seskiterpenler ii¢ izopren biriminden olusurlar ve C15H24
molekiil formiilii ile gosterilirler. Matricaria recutita (Alman papatyasi)’da bulunan bisabolol,
Artemisia absinthium (pelin otu)’da bulunan kamazulen, Vachellia farnesiana (akasya
agaci)’da bulunan farnesol ve kimyon (Cuminum cyminum) papatya (Asteraceae) ile mavi siit
mantart (Lactarius indigo)’nda bulundugu bilinen guazilen (GUA) 6nemli seskiterpenlerdir
(Fischer et al. 1990; Connolly and Hill 1991). Yurdumuzda 133 kadar cinsi ve 1156’dan fazla
tiirii olan Compositae familyasinin iiyeleri (Tosun and Ozkal 2000), baz1 Juniperus (Tiimen ve
Hafizoglu 2003), Salvia (Bagci ve Kogak 2008), Centaurea (Arif et al. 2004), Prunella L.
(Ahmed ve Ezer 2008), Satureja (Azaz vd 2002) tiirleri ve Umbelliferae familyasindaki Seseli
tiirleri (Tosun and Ozkal 2003) bol miktarlarda seskiterpen yapisinda bilesikleri icermektedir.
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Guazilen.

Seskiterpen grubuna ait olan GUA yabani kimyongiller olarak bilinen Guaiacum
officinale, Guaiacum sanctum, Guaiacum coulteri tiirlerinde, papatya (Matricaria recutita)’da,
mavi sit mantar1 (Lactarius indigo)’nda ve yumusak mercanlarda pigment olarak
bulunmaktadir (Fiori et al. 2011). Ug izopren biriminden olusan guazilen CisHis molekiiler
formiiliine sahiptir (Sekil 3). Cesitli aragtirmacilar GUA’nin da diger terpenler gibi antioksidan,
antimikrobiyal ve antienflamatuar 6zelliklere sahip olduklarini bildirmislerdir (Guarrera et al.
2001; Sleha et al. 2014). Bu 6zelliklerinden dolay1 da giiniimiizde kozmetik alaninda sag ve
cilt bakimi, banyo ve temizlik iirlinleri, sa¢ boyas1 yapimi gibi kisisel bakim iirlinlerinde yaygin

olarak kullanilmaktadir.

Ancak kozmetik alaninda cilt iyilestirici ajan olarak kullanilan GUA’nmn yiiksek
dozlarda Salmonella typhimurium TA98, TA100 suslarina uygulandigi zaman mutasyona sebep
oldugu goriilmiistiir (Wang et al. 2003). Togar et al. (2015a) tarafindan yapilan farkli bir
calismada, farkli dozlarda GUA’nin fare néronlarinda ve N2a noroblastom hiicrelerinde total
antioksidan seviyesini azaltirken total oksidan seviyesini artirdigi, insan periferal
lenfositlerinde ise (0-400 pg/mL1) sitotoksik etkili oldugu gosterilmistir (Togar et al. 2015b).

HsC
HsC CHax

y

HaC

Sekil 3. Guazilenin kimyasal yapisi.

Guazilen’in Kimyasal Ozellikleri
Bilinen Diger Isimleri: Vetivazulen, azulon
CAS Kayit No: 489-84-9
Kapali Formiilii: C1sH1g
Molekiil Agirligi: 198.309 g/mol
Erime Sicakligi: 31.5°C
Kaynama Sicakligi: 153°C
Yogunlugu: 0.976 g/cm?®
Suda Coziintirliigii: Coziiniir
Fiziksel Durumu: Mavi renkli ve kati
Saflik Diizeyi: %99
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Diterpenler.

Dért izopren birimine sahip olan diterpenler C2oHs2 formiililyle gosterilirler. Dogada
yaygin olarak bulunurlar ve ¢esitli farmakolojik etkili bilesikler olarak tanimlanmaktadirlar.
Ornegin, Taxus (porsukgiller) cinsi bitkilerden elde edilen diterpenlerin giiniimiizde prostat,
yumurtalik, akciger ve meme kanseri tedavisinde kullanildiklar1 ¢esitli aragtirmacilar tarafindan
bildirilmektedir (Di Costanzo et al. 2009; Cetin 2011). Balik, siit {irlinleri ve ette bulunan
retinol, havug, 1spanak ve balikta bulunan retinal ve igne yaprakli agaclarin reginelerinde

bulunan abietik asit (ABA) diterpenlerin yaygin 6rnekleridir.
Abietik asit.

Bu ¢alismada genotoksisitesi test edilen ve diterpen ¢esidi olan ABA terpeni 6zellikle
kozalakli agaglarin reginelerinde yaygin olarak bulunmaktadir. C20H3002 molekiiler formiiliine
sahip olan ABA, dort izopren biriminden olusmaktadir (Sekil 4). Fallarero et al. (2013)
ABA’nin bakteriyel enfeksiyonlara karsi giiclii bir iyilestirici ajan olarak kullanilabilecegi
bildirilmistir. Yine Pimenta racemosa (yenibahar bitkisi)’dan elde edilen ABA diterpeninin
fare ve siganda meydana gelen kulak, penge vb. 6demlere karsi antienflamatuar etki gosterdigi
belirlenmis (Fernandez et al. 2001) ve antimikrobiyal, antioksidan 6zelliklere sahip oldugu da
ayrica farkli bir ¢alismada ifade edilmistir (Breitmaier 2006). ABA sabun iiretiminde, vernik
ve cila yapiminda, ayrica ilag ve kozmetik sektoriinde de kullanilmaktadir (Hammer et al.

1999).

Ancak terpenlerin mutajenik ve genotoksik etkilerinin olduguna dair bilgilere de
dayanarak yapilan birkag¢ ¢alismada (Bhardwaj et al. 2001; Wang et al. 2003; Clark 2009; Moon
et al. 2011) dehidroabietik asit ve abietik asit re¢ine metabolitlerinin hem akut hem de kronik
uygulanmasi sonucu artan konsantrasyona bagh olarak (0,25-8 mg/L) Daphnia manga (su
piresi)’da hayatta kalma siiresini kisalttig1 ve total viicut biiytlikliiglinde kiiglilmenin meydana
geldigi gozlenmistir (Kamaya et al. 2005). Yine Peng and Roberts (2000)’a gore, akut
uygulama ile izopimarik asit, pimarik asit ve ABA metabolitleri Salmo gairdneri (gokkusagi
alabalig1) ve D. manga’da toksik etkiye dayali olarak bu organizmalarin hayatta kalabilme

oranlarimi azaltici etkilidir.
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Sekil 4. Abietik asitin kimyasal yapisi.

Abietik Asit’in Kimyasal Ozellikleri

Bilinen Diger Isimleri: Abietat, silvik asit

CAS Kayit No : 514-10-3

Kapali Formiilii: C20Hz002

Molekiil Agirligr: 302.458 g/mol?

Erime Sicakligr: 173.5°C

Kaynama Sicakligi: 482°F, 9 mm Hg

Yogunlugu: 1.06 g/ml

Suda Coziiniirliigli: Coziinmez, aseton, DMSO ve etanolde ¢oziiniir
Fiziksel Durumu: Toz halinde ve sar1 renkte

Saflik Diizeyi: %75

Triterpenler.

CaoHas formiiliine ve alt1 izopren birimine sahip olan terpenlerdir. Hayvanlar, bitkiler ve
mantarlarin timii tarafindan triterpenler tiretilmektedir (Davis and Croteau 2000). Kopek baligi
karaciger yaginda bulunan skualen (SKU) ile soya fasulyesi, baklagiller ve kuruyemislerde
bulunan stigmasterol, oleanan ve ursan bu gruba Ornek olarak verilebilir. Antioksidan
ozelliklerinden dolayr gida ve kozmetikte kullanilan triterpenler ayni zamanda ilag

endiistrisinde de tercih edilmektedirler (Huang et al. 2009).

Skualen.

Alt1 izopren biriminde olusan ve CzoHso molekiiler yapisina sahip olan SKU, bir
triterpen metabolitidir (Sekil 5). Bu metabolit amarant ¢igegi, zeytin, bugday tohumu, piring
kepegi yaglar1 ve kopekbalig1 karaciger yagi gibi farkl {iriin gruplarinda bulunmaktadir. Fitol,
stigmasterol, geraniol, abietik asit, oleanan terpenleri gibi SKU’nun da antioksidan,

antienflamatuar ve ndoroprotektif etkilere sahip oldugu Rani et al. (2012) tarafindan
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bildirilmistir. Bougainvillea glabra (begonvil) yapraklarindan elde edilen triterpen gesitlerinin
antibakteriyel (Gupta et al. 2009), anti-hiperglisemik (Edwin et al. 2006), antifungal (Alanis-
Garza et al. 2007), analjezikve antienflamatuar aktiviteye sahip oldugu da
bildirilmistir (Elumalai et al. 2012). SKU‘nun bilinen antioksidan ve antikanserojen 6zellikleri
nedeniyle cilt korunmasi, sa¢ dokiilmesinin Onlenmesi gibi amaclarla kozmetik ve ilag
endiistrilerinde kullanildig1 bilinmektedir (Pappas 2009). Huang et al. (2009) tarafindan yapilan
toksikolojik ¢alismalarda kozmetik iiriinlerde kullanilan SKU’nun yiiksek konsantrasyonlarda

diistik akut toksisiteye sahip oldugunu ancak ciltte tahris edici olmadigi belirlenmistir.

Sekil 5. Skualenin kimyasal yapisi.

Skulaen’in Kimyasal Ozellikleri

Bilinen Diger Isimleri: Supraen, spinesen

CAS Kayit No: 111-02-4

Kapali Formiilii: C3oHsp

Molekiil Agirligi: 410.73 g/mol

Erime Sicakligt: -5°C

Kaynama Sicakligi: 285°C

Yogunlugu: 0.858 g/cm?®

Suda Coziiniirliigli: Suda ¢ézlinmez ya da ¢ok az ¢oziiniir
Fiziksel Durumu: Hafif bir kokuya sahip berrak, hafif sar1 bir sividir
Saflik Diizeyi: %98

Tetraterpenler (Karotenoidler).

Bu terpenler CaoHse formiilii ile tanimlanmaktadir (Davis and Croteau 2000). Sekiz
izopren biriminden olusan tetraterpenlere 6rnek olarak seftali, havug, kayisi, 1spanak ve biberde
bulunan karotenoidler gosterilebilir. Karotenler, 1s1k yakalama, antioksidan aktivite ve serbest
radikallere karsi koruma, bitki hormonlarinin sentezi ve membranlarin yapisal bilesenleri olarak
onemli biyolojik fonksiyonlara sahip tetraterpenlerdir (Karahan 2007). Karotenoidler ayrica

gida ve ilag endiistrisi i¢in yliksek degerli bilesiklerdir ve fotosentetik ve fotosentetik olmayan
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organizmalar tarafindan sentezlenebilmektedir. Ksantofiller dogada yaygin olarak tetraterpen
pigmentlerinin bagka bir grubudur (Domonkos et al. 2013). Domateste yiiksek oranlarda
bulunan fitoen ve fitofluen de tetraterpen olup karaciger, akciger, meme, prostat, kolon ve cilt
dahil olmak iizere birgok kanser tiiriine kars1 antikanser 6zellik gostermektedirler (Khachik et
al. 2009). Bu karotenoidlerde antioksidan ve antienflamatuar ajan olarak islev gormekte ve

ozellikte cildin korunmasinda gorev almaktadir (Fuller et al. 2006).

Astaksantin.

Tetraterpen ailesine ait sekiz izopren halkasindan olusan ve CaoHs204 molekiiler
yapisina sahip olan ASTA kirmizi renge sahip bir pigmenttir (Sekil 6). Rodofit olarak bilinen
alglerde bulunan bu pigment somon, alabalik, 1stakoz, karides ve diger denizel organizmalarda
pembe veya kirmizi rengin olusumuna neden olmaktadir. ASTA da diger terpen ¢esitleri gibi
antioksidan, antienflamatuar, antitimér aktiviteler gostermektedir. Ornegin, alfa-
tokoferol ve ASTA ile yapilan bir ¢alismada tavsan aterom (atardamar duvarinda gelisen
lezyon)’larinda apoptoz gerilemistir (Li et al. 2004). Hipertansiyon ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan ilaglarda ASTA’nin siklikla tercih edildigi bilinmektedir
(Hussein et al. 2006). Ayn1 zamanda antitiimér (Jyonouchi et al. 2000), antiaging (Arica 2017)

ve gida renklendirici 6zelliklerinin oldugu da bildirilmistir.

Sekil 6. Astaksantinin kimyasal yapisi.

Astaksantin’in Kimyasal Ozellikleri

Bilinen Diger Isimleri: Ovoester, trans-astaksantin
CAS Kayit No : 472-61-7

Kapali Formiilii: C40Hs204

Molekiil Agirligi: 596.84 g/mol

Erime Sicakligi: 216°C

Kaynama Sicaklig1:774°C
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Yogunlugu: 1.071 g/mL

Suda Coziintirliigii: Aseton, dimetilsiikfoksit i¢inde ¢oziiniir.
Fiziksel Durumu: Kirmizi renkte ve toz halinde

Saflik Diizeyi: %97

Yaslanma

Yaslanma, hiicrelerden organlara kadar tiim yapilarda meydana gelen olduk¢a karmasik
bir siire¢ olup, canli organizmalarin biiyiime ve gelismesinde zamanla olusan hasarlarin toplami
ve fonksiyonel olarak yeteneklerin azalmasidir. Geri doniisii olmayan, fonksiyonel ve yapisal
degisikliklerin tiimiinii kapsayan yaslanma olgusu dogumla baslayan fizyolojik bir siirectir
(Sadock and Sadock 2006). Bu siireg¢ genetik ve gevresel faktorlerin etkilesimi sonucunda
gelisen ancak bireyler arasinda sabit olmayan dinamik bir olaydir (Minciullo et al. 2016).
flerleyen yasla birlikte cesitli cevresel degisikliklere kars1 artan hassasiyet sebebiyle hastalik
gelisimine ve 6liime neden olan etkilerin zamanla birikiminin bir sonucu olan yaslanma her
canlida goriilmektedir (Harraan 1955; Cutler 1991). Yasliligin baslangici ve émiir uzunlugu
tirden tiire degistigi gibi aymi tiir i¢cinde dahi cinsiyet, egitim diizeyi, ekonomik kosullar,
fizyolojik ve psikolojik yasa gore de kisisel farkliliklar gostermektedir (Ariogul vd 2006).
Laboratuvar kosullarinda ve dogal ortamda yapilan ¢aligmalar ayni tiire ait popiilasyonlarin
Omiir uzunluklari, yaslanmanin genetik olarak diizenlendigine iliskin en 6nemli kanitlari
olusturmaktadir (Caliskan 2019). Yaslanma ile ilgili ¢alismalarin 2500 yi1l 6ncesine kadar
uzanan bir gecmisi bulunmakta ve son yillarda da bu konuya o6zellikle yogunlasilmaktadir
(Cristofalo 1991). Yaslanma siireci hiicreden hiicreye, dokudan dokuya ve organizmadan
organizmaya farkli sekilde meydana geldigi i¢in bu siirecin agiklanmasi ve anlasilmasi adina
bir¢ok teori gelistirilmistir (Troen 2003). Bu teoriler gelistirilirken su 5 temel ortak 6zellik
tizerinde durulmaktadir; yasla birlikte artan mortalite, yaslanan dokulardaki biyokimyasal
degisiklikler, fizyolojik kapasitede azalma, ¢evresel uyaranlara kars1 verilen tepkideki azalma,
hastaliga kars1 artan duyarlilik ve savunmasizlik (Ferrucci 2008). Olusturulan teoriler anlamaya
yonelik ¢esitli siniflandirmalar yapilmistir. Bu siniflandirmalarin bilinen en yaygin hali Tablo

2’de gosterilmektedir.
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Tablo 2. Yaslanma Teorilerin Siniflandirilmasi

D1s Etkenler I¢ Etkenler (Gelisimsel-Kalitimsal)

Somatik Mutasyon ve DNA Tamir Teorileri Uzun Yasam Genleri
Proteinlerin Degisiklige Ugramasi Ivmelenmis Yaslilik Sendromlari
Serbest Radikal Teorisi Immunolojik Teori

Hiicresel Yaslilik Teorisi

Hiicre Oliimii Teorisi

Antagonistik Pleiotropi Teorisi

Yaslanma teorileri.
Dus etkenler.

Evrimsel alanda yaslanma teorisini ilk gelistiren biyolog August Weismann 1891
yilinda, popiilasyondaki yasli tiyelerin elemine edilmesi i¢in dogal seleksiyon tarafindan
belirlenen spesifik bir 6liim mekanizmasinin olduguna inanmis ancak bu mekanizmanin dogal
secilim tarafindan nasil meydana getirildigini tam olarak ifade edememistir (Williams 1957).
Canlilar arasindaki 6miir uzunluklar1 farkliliklarinin meydana gelmesinde genetik ve gevresel
etkenlerin rol oynadig1 bilinmekte ve daha uzun omdiir i¢in bu etkenler iizerinde olusturulacak
manipiilasyonlarin etkili olabilecegi diisliniilmektedir (Freeman and Herron 2007). Ancak
ortaya atilan yaslanma teorilerinde dogal se¢ilimin daha uzun omiir saglamadig1 goriiliince

yaslanmay1 agiklamak i¢in ¢esitli teoriler olusturulmustur.

Somatik mutasyon ve DNA tamir teorileri.

Medawar tarafindan 1952 yilinda ileri siiriilen bu teoride yaslanma, hiicrelerde rastgele
olusan degisimlerin birikmesi olarak tanimlanmakta ve dogal seleksiyon azaldikg¢a
organizmalarda biriken somatik mutasyonlarin sayilarinin arttig1 diigiiniilmektedir (Vijg 2000).
Hiicrelerde somatik mutasyonlara sebep olabilecek her tiirli madde ya da etken bu teori
kapsaminda kabul edilmektedir. Ornegin radyasyona bagli olusan mutasyon frekansindaki artis
sonucu hiicre fonksiyonlarinda meydana gelen azalmalar neticesinde goriilen 6liimler bu teoriyi
giiclendirmektedir (Ljubuncic and Reznick 2009). Somatik hiicrelerde yasam boyu biriken
mutasyonlarin bir¢ok hastaliga neden oldugu yas ilerledik¢e onkojenik mutasyonlarin somatik

hiicrelerde birikmesi sonucu kanser goriilme sikliginin arttigi belirtilmektedir (Curtis 1966).
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DNA tamir mekanizmasina dayandirilan teori ise somatik mutasyon teorisinin daha 6zel sekli
olup, DNA hasar1 tespiti, hasara verilen cevabi, tamiri ve apoptoz ile hiicre siklusunun kontrolii
asamalarini kapsamaktadir (Slijepcevic 2006). Bu teori degisik tiirlerden elde edilen hiicre
kiltiirlerinde UV kullanilarak DNA’da meydana getirilen hasara karsi verilen cevapla yasam
uzunlugu arasindaki iliskiyi anlamaya yonelik yapilan caligma ile gelistirilmistir. Yeterli
olmasa da elde edilen verilere gore yasla DNA tamir yeteneginin azalmadigi ancak DNA 6zel
bolgelerinin tamir yeteneginde azalmanin oldugu goriilmiis bunun da yaslanma olgusuyla

dogrudan iliskili oldugu kabul edilmistir (Orgel 1963).

Oliimciil hata teorisi.

Bu teoriye gore yaslanmaya RNA’dan sentezlenen enzim ve proteinlerde birikmis olan
hatalarm neden oldugu savunulmaktadir (Ar1 vd 2008; Oksiizokyar vd 2016). Protein sentezi
sirasinda hatalar meydana gelebilir ancak saglikli hiicrelerde bu hatalar sentez esansinda
diizeltilir ve temizlenir. Fakat yaglanmis hiicrelerde bu hatalar elemine edilemez ve birikerek
hiicreleri olmas1 gereken zamandan once yaslanma dongiisline siiriikleyerek organizma

oliimiine sebep oldugu diisiiniilmektedir (Levine and Stadtman 1996).

Proteinlerin degisiklige ugramast.

Proteinlerin yapisinda olusan degisiklikler ayn1 zamanda fonksiyonlarinda da meydana
gelebilmektedir (Nalbant 2006). Bu degisiklikler protein yapisindaki enzimlerle
gerceklesmekte ve bdylece enzimlerin fonksiyonlarinda, reaksiyonlara ve diger etkenlere
verilen cevaplarda da degisiklik meydana getirmektedir (Gracy 1985). Bu teoride de
proteinlerin hem yapisal hem de fonksiyonlarinda meydana gelen degisikliklerin metabolik
reaksiyonlarda aksakliklar meydana getirerek farkli saglik problemlerine yol acabilecekleri ve

yaslanmaya neden olabilecekleri kabul edilmektedir.

Serbest radikal teorisi.

Bu teoride yaglanmanin sebebi aerobik metabolizma esnasinda olusan serbest
radikallerin dokularda birikmesiyle olusan hasarlara baglanmaktadir (Aslan ve Hocaoglu
2017). 1lk olarak 1956 yilinda Harman tarafindan olusturulan bu teori yaslanma teorileri
arasinda en ¢ok kabul goren teoridir (Harraan 1955). Serbest radikaller yapilarinda bag
yapmamis elektron bulunduran, bu sebepten dolayr da farkli ataomlarin elektronlarini
paylagmak i¢in oldukcga aktif olan maddelerdir (Nalbant 2006). Hem i¢ hem de dis etkenlere
bagli olarak meydana gelen serbest radikaller oksijenli solunum sonucunda dogal olarak

iiretilebilmektedir. Oksijen, siiperoksit, hidrojen peroksit, ge¢is metallerin iyonlari, hidroksil
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radikalleri bilinen en Onemli serbest radikallerdir (Demir ve Uysal 2017). Metabolik
reaksiyonlar sonucu olusan bu radikaller uygun konsantrasyonlarda normal aktivite gosterirken
hiicre i¢inde artan konsantrasyonlara bagli olarak toksisite gosterebilmektedirler. Hiicre zarini,
proteinleri, lipitleri DNA’y1 hasarak ugratarak genetik ve metabolik bozukluklara ve ¢esitli
hastaliklara neden olmaktadirlar (Harman 1981; Ames et al. 1993; Droge 2002).

Serbest radikaller dis etkenler ile de viicut igerisinde olusturulabilmekte ve olusumuna
neden olan faktorlere oksidan denilmektedir. Radyasyon, viriisler, UV 1sinlari, enfeksiyon
hastaliklari, stres, cesitli ilaglar ve kimyasallar gibi etkenler dis kaynakli oksidanlara 6rnek
olarak verilebilir (Kiling ve Kiling 2003). Oksidanlar serbest radikal oranin artmasina yol
acarak viicut icerisindeki tiim molekiillerin etkilenmesine neden olmaktadirlar. Viicut
igerisindeki tiim molekiiller oksidanlardan etkilenmektedir. Ancak bu molekiillerden en hassas
olanlar1 arasinda lipitler bulunmaktadir. Hiicre membranlarinda bulunan lipitler serbest
radikallerle etkilesime girerek peroksidasyon {iriinleri meydana getirirler ki yag asitlerinin
oksidatif yikim1 olarak bilinen peroksidasyon oldukg¢a zararli olup geri doniistimsiiz mebran

hasarlar1 olustururlar (Alem 2007).

Ayni zamanda lipit peroksidasyonu gibi geri doniisii olmayan hasarlara neden olan
serbest radikallere karsi viicut icerisindeki denge i¢in bir savunma mekanizmast da
bulunmaktadir. Bu savunma sistemi antioksidan savunma sistemi olarak bilinir. Antioksidanlar,
oksidanlarin meydana getirdigi oksidatif strese karsi gérev yapmaktadir. Siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon gibi antioksidanlar viicut igerinde dogal olarak bulunurken
besinlerle alinanlari da mevcuttur (Kiling ve Kiling 2003). Canlilarda oksidan ve antioksidan
dengesinin korunmasi saglik i¢in son derece 6nemlidir. Bu teoriye gore yasam boyu oksidanlara
olan siirekli maruziyetin dengeyi olumsuz yonde etkiledigi ve biyolojik fonksiyonlarda
degisikliklere yol acarak hastaliklara ve dliimlere neden olduklari diistiniilmektedir (Ames et
al.1993). Yasa bagli olarak serbest radikallere yeteri kadar cevap verilemediginden viicut
icerisinde biriken radikallerin yaslanma ile dogrudan iliskili oldugu kabul gormektedir (Sestini
et al. 1991; Orr and Sohal 1994; Figkin et al. 1994; Jordens et al. 1999; Zou et al. 2000). Diger
teoriler gibi bu teorinin de tek basia yaslanmay: agiklamayacagi da unutulmamalidir. Ancak
bilimsel olarak yaslanma bu teori ile de tam olarak agiklanamasa da yaslanmay1 yavaslattigi
koenzim, tokoferol, nikotinamid, askorbik asit, kalori kisitlmasi, A, E, C vitaminleri ve ¢esitli

antiokidanlar ile gozlenmistir (Wallace 1992; Zainal et al. 2000).
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I¢ Etkenler.

Uzun yasam genleri.

Organizmalarda hiicre i¢inde i¢ veya dis etkenlere bagli meydana gelebilecek olan
hasarlara karsi ¢esitli kontrol mekanizmalari bulunmaktadir. Bu mekanizmalar da gorevli
genler “uzun yasam genleri” olarak tanimlanmakta ve olusan hasarlara uygun yanitlar
olusturarak hasarin onarilmasinda gérev yapmaktadir (Jazwinski 1996; Murakami and Johnson
1996). Bu teoride de hasarlara karsi uygun yanit verilememesi durumunda hiicre i¢inde biriken

hasarlarin yaglanmaya neden oldugunu savunmaktadir.

Ivmelenmis yashlik sendromlart.

Ivmelenmis yaslilik sendromlarinda iizerinde en ¢ok arastirma yapilan tiirler arasinda
Werner, Down ve Hutchinson-Gilford Sendromlari yer almaktadir. Bu sendromlarin tagimis
olduklar1 yaglanmanin biitiin genotipik ve fenotipik etkilerinin kisa stirede gozleniyor olmasi
arastirmacilar i¢in ¢cok onemlidir (Nalbant 2006). Sendromlarda goriilen yashlik etkilerinin
belirlenmesi amaciyla modellemeler yapilmis ancak olusturulmus modellemeler ile amaglanan
hedefe ulasilamamistir. Halen devam eden arastirmalarda bu sendromlarin tasimis olduklari

yaslilik aktiviteleri degerlendirilmektedir.

Noroendokrin teori.

Bu teoriye gore yaslanmanin, organizmanin hormonal mekanizmasinda meydana gelen
fonksiyon kaybina bagli olarak gelistigi savunulmaktadir (Nalbant 2006). Metabolizmada ve
ozellikle hipofiz bezinde olusan degisikliklerin yaslanmada onemli rol oynadigr goriisii
hakimdir (Cutler 1991). Bu teoride 6zellikle yaslanma negatif feedback mekanizmasinda olusan
fonksiyon kaybima baglanmakta ve bunu destekler ¢aligmalarin var olmasi da bu goriisii
giiclendirmektedir. Soyle ki; disi farelerle yapilan bir testte iiretkenlik azalmasina bagl olarak
hipofiz fonksiyonlarinda da 6nemli diizeyde azalma goriilmiistiir (Mobbs 1996). Ayn1 zamanda
Pineal bezden salgilanan ve uyku diizenlenmesinde gorev alan “melatonin” hormonu (Reiter
1994) ile bobrek lstii bezinden salgilanan “dehidroepiandrosteron (DHEA)” hormonunun
viicutta bulunan normal seviyesindeki azalmaya (Barrou et al. 1997) bagli olarak yaslanma
meydana gelebilecegi bildirilmistir. Elde edilmis bu verilerde hormonal mekanizmalarda

meydana gelen hasarlarin yaglanmayla dogrudan iliskili olabilecegi yoniinde 6nemli bir kanittir.
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Immunolojik teori.

Immunolojik teoride yaslanma endokrin teorideki gibi hormon azalmasina
baglanmaktadir. Ancak bu teoride hormon azalmasinin bagisiklik sistemi tizerindeki etkisinin
yaslanmada olan roliiyle ilgilenilmektedir. S6yle ki; bagisiklik sisteminde gérev alan T-lenfosit
hiicrelerinin (Walford 1980) kalitesinde ve sayisinda meydana gelen diislise neden olarak timiis
bezinde meydana gelen fonksiyon azalmasi gosterilmektedir. Timiis bezinin fonksiyonlarinda
ergenlige girildikten sonra azalma goriilmesi ise bagisiklik sisteminde zayiflamaya, gesitli
otoimmiin hastaliklarin bas goOstermesine ve bunun da yaslanmaya sebebi olabilecegi

diistintilmektedir (Cutler 1991).

Hiicresel yashiik teorisi.

Hiicresel yaslanmada cesitli etkenlere bagli olarak olusan yaslanma teorilerden farkli
olarak kromozomlarin uglarinda bulunan ve kromozomal stabilite ile hiicre 6limiiyle iligkili
olan telomer yapilari ile yaslanmanin meydana geldigi diisiiniilmektedir (Tosato et al. 2007).
Organizmalarda telomer boylari sabit olup siirekli bdliinebilen ve hiicresel yaslanmanin
goriilmedigi hiicre tipleri olan lireme hiicreleri ve kok hiicrelerin aksine somatik hiicrelerde her
boliinme esnasinda telomer boyunda kisalma meydana gelmektedir. Meydana gelen bu
kisalmalar hiicreyi 6liime bir adim daha yaklastirmaktadir (Olovnikov 1996; Hemann et al.
2001). Hiicrelerde telomer uzunluklarini belirleyen telomeraz enzimi ise her hiicre tipinde
bulunurken aktivitesi hepsinde farklidir. Telomeraz aktivitesi hiicrelerde arttirilarak
yaslanmanin durdurulmasi ya da yavaslatilmasi diistiniilmiis ancak daha sonralar1 hiicrelerde
kanserlesme meydana gelebilmesi riskinden dolay1 gergeklestirilememistir (Glilmez 2014).
Hiicrelerde telomeraz aktivitesini ve telomer boyundaki kisalmalari stres, sigara, obezite,
egzersiz eksikligi, kotii beslenme aligkanliklar1 ve reaktif oksijen tiirlerinin de etkiledigi bu

teoride kabul gérmektedir (Desai et al. 2010).

Hiicre oliim teorisi.

Hiicrelerde meydana gelen nekroz ve apoptoz hiicre 6liimlerinden; nekroz rastlantisal
olarak gerceklesirken, apoptoz kontrollii bir 6liim yolagidir. Hiicre i¢i dengenin korunmasinda
apoptoz onemli olup bu yolakta meydana gelen herhangi hasar hiicrede fonksiyon kaybina
neden olarak maling hiicreler olusumuna neden olmaktadir (Nalbant 2006). Bu teoride de 6liim
yolaklarinda stres, radikaller vb. etkilerden dolayr meydana gelebilecek herhangi bir hasarin

hiicresel yaglanmaya neden oldugu savunulmaktadir.
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Antagonistik pleiotropi teorisi.

Antogonistik teoriye gore yasam siiresini diizenleyen allellerin, yas ile beraber omiir
uzunlugu tizerinde olumsuz etkiye sahip olabileceklerini savunulmaktadir. Soyle ki; yasam
siiresini diizenleyen genlerin sahip olduklar1 pleiotropik etkilerinin yasa bagli olarak omiir
uzunlugunu olumsuz etkileyerek yaslanmay1 hizlandirdigr diisiiniilmektedir (Williams 1957;

Rose 1999).

Sonug olarak agiklanan teorilerin tek basina yaglanmay1 agiklamak i¢in yeterli olmadigi,
yaslanma olgusunu ifade ederken tiim bu teorilerin birlikte degerlendirilmesi gerektigi ve ayni
zamanda yaslanmayi etkileyecek anasal yas, cinsiyet, genetik yapi, beslenme, radyasyon gibi
diger faktorlerle beraber ele alinmasi gerektigi anlasilmaktadir. Yaslanmayi etkileyebilecek bu
faktorlerin in vivo Omiir uzunlugu test yontemindeki etkileri yapilan gesitli ¢alismalarla
belirlenmistir. Bu etkenler i¢ ve dig faktorler olmak iizere 2 sekilde siniflandirilmistir (Tablo

3).

Tablo 3. Yaslanmay: Etkileyen I¢ ve Dis Faktérler

I¢ Faktorler Dis Faktorler
Anasal yas Beslenme
Fekundite (Yumurta tiretimi) Radyasyon
Cinsiyet Popiilasyon yogunlugu
Genetik yap1 Isik
Sicaklik

Yaslanmaya etkileyen diger i¢ ve dis faktorler.
I¢ faktorler.
Anasal yas.

Bilim diinyasinda anasal etki olarak kabul gdren ve aragtirilan bu faktoriin genetik
olmayan fakat sitoplazmik ya da epigenetik faktorler ile aktarilan anne yasinin dmiir uzunlugu
tizerinde etkili oldugu disiiniilmektedir (Lints and Lints 1969). Philodina citrina (rotifer)
hayvanlar kullanilarak yapilan bir ¢calismada yasl disiler tarafindan birakilan yumurtalardan
gelisen bireyler incelenmis ve 6miir uzunluklarinin giderek kisaldigi belirlenmistir (Lansing

1952).
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Drosophila serreta ile yapilan farkli bir ¢alismada da yine artan anasal yas ile beraber
yavru bireylerin 6miir uzunluklarinin kisaldigi gozlenmistir (Hercus and Hoffman 2000).
Yapilan bu ¢alismalardan elde edilen verilerin aksine Yilmaz et al. (2008), annenin yasi ile
yavru doliin 6miir uzunlugu arasinda bir iliski olmadigin1 D. melanogaster bireyleri lizerinde
belirlemis olup, Kern et al. (2001)’da anasal yas arttikca yavru dol omiir uzunlugunun

azalmasini, annede geg yaslarda etkili olan zararli mutasyonlarin etkisine baglamislardir.

Fekundite (Yumurta iiretimi).

Ciftlesmenin ve yumurta iretiminin disilerin omiir uzunluklar1 {izerinde olumsuz
etkileri oldugu Tatar and Promislow (1997) tarafindan bildirilmistir. Ureme ve yasam siiresi
arasindaki iliskinin belirlenmesine yonelik yapilan bir ¢alismada bakire (virgin) disilerin,
ciftlesmis ve yumurta lireten disilere gore daha uzun bir yasam siiresine sahip olduklari
belirlenmistir (Gowen and Johanson 1946). Omiir uzunlugu iizerinde etkili olan bu
parametrenin cinsiyete bagli olarak degiskenlik gosterdigi de Iliadi et al. (2009) tarafindan
bildirilmistir. Yapilan bu ¢alismalarda D. melanogaster’in yabanil tip Oregon-R (OR) ve
Canton-S (CS) soylarinda ¢iftlesmis erkeklerin ¢iftlesmemis erkeklere gore, virgin disilerin de

ciftlesmis disilere gore daha uzun yasadiklar1 gézlenmistir.

Cinsiyet.

Cinsiyete bagli olarak meydana gelen Omiir uzunlugu farkliliklar1 yapilan ¢esitli
calismalar ile disilerin erkeklere gore daha uzun yasam siiresine sahip olduklar1 belirlenmistir.
Esey karaktere bagli olarak olusan bu farkliliin metabolizma kaynakli oldugu
diistiniilmektedir. Metabolizmal farkliliklarin arastirildigi bir ¢alismada D. melanogaster’in disi
ve erkek bireyleri kullanilmis ve disilerde DNA, RNA ve protein seviyelerinin erkek bireylere

gore ¢ok daha fazla oldugu goriilmiistiir (Samis et al. 1971).

Genetik yapu.

Bir organizmanin yasam periyodu ve degisik soylarinda goriilen gelisim periyotlar1 ve
yumurta verimlerindeki farkliliklarin genetik etmenlere baglh oldugu diisiiniilmektedir (Keller
and Mitchell 1964; Mc Millan et al. 1970; Lints 1971). Omiir uzunlugu iizerinde gen
kombinasyonlarinin ve meydana gelen spesifik mutant genlerin etkisinin oldugu
D. melanogaster ile yapilan ¢alismalarda belirlenmistir (Gonzales 1923). Yapilan ¢alismalarda
D. melanogaster’in yabanil olmayan ve 5 mutant genini barindiran soylarinda yasam

stirelerinin yabanil soylara olduk¢a kisa oldugu bulunmustur. Ayrica bu 5 mutant genini
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barindiran mutant soyun 5 genden her birine ayr1 ayr1 sahip olan mutant soylara gére daha kisa

yasadiklar1 da goriilmiistiir.

Yine Drosophila’nin yabanil ve mutant soylari ile yapilan farkli ¢alismalarda soylar ait
genetik yapi gesitliliginin bir nedeni olarak gelisim donemleri, yavru dol sayilar1 ve yumurta
verimlerinde farklilik gozlenmistir (Yesilada ve Bozcuk 1991). Bireylerde olusan
heterozigotluk seviyesi arttiginda gelisimin hizlandig1 ve yumurta verme kapasitesinde de
yiikselis oldugu tespit edilmistir (Keller and Mitchell 1964). Drosophila’nin yabanil bireylerine
gore artmis heterozigotluklar1 reaktif oksijen tiirlerini elemine eden enzimlerin
mekanizmalarinin daha aktive edilmis olduklari, ayn1 zamanda bunun da 6mir uzunlugu

tizerinde olumlu etkilerinin oldugu diistiniilmektedir (Orr and Sohal 1994).

Dus faktorler.
Beslenme.

Diger canlilarda oldugu gibi bdceklerde de beslenme, gelisimi etkileyen
parametrelerden biridir. Ozellikle laboratuvar ortaminda kiiltiire edilmis olan bdceklerin
besiyeri ortamlarinin uygunsuzlugu gelisimi yavaslatmaktadir (Ashburner 1989). Yine
laboratuvarda kiiltiire alinan D. melanogaster ile yapilan bir ¢alismada besiyeri ortaminda
zamanla meydana gelen degisikliklerin 6miir uzunlugu iizerine etkileri aragtirllmigtir. Caligsma
sonucunda besiyeri ortaminda bulunan larval yogunluga bagli olarak biriken nitrojenli artiklarin
besiyerinde fizyolojik strese neden oldugu goriilmiistir. Olusan bu fizyolojik stresinde
larvalarin yetersiz beslenmesine neden olarak larvalarin bir sonraki gelisim evresine gecis
sliresinin uzamasina ve gelisimin normale gore daha uzun siirede tamamlanmasina yol actig
gbzlenmistir (Foley and Luckinbill 2001). Beslenmenin gelisim siiresi lizerindeki etkilerinden
yola ¢ikarak yapilan ¢esitli arastirmalarda bu beslenme bilesenlerinin gesitli parametrelerinin
de yasam siiresi iizerindeki etkileri deneysel olarak belirlenmeye c¢alisiimistir. Ornegin;
Drosophila besiyerinde maya miktarin1 azaltarak besinsel kisitlama yapilmis ve besinsel
kisitlamaya maruz kalan Drosophila bireylerinin kontrol gruplarina gore yasam siirelerinin
daha uzun oldugu belirlenmistir. Ayni zamanda besin kisitlamasina maruz birakilan bireylerin
aclik stresine karsi normal sartlarda yasatilan bireylere gore daha direncli oldugu da
saptanmistir (Chippindale et al. 2004). Diger bir ¢alismada Drosophila’nin besiyeri ortamina
eklenen maya miktarinda degisiklik yapilarak degisik oranlarda hazirlanan besiyeri ortaminin
bireyler {lizerindeki omiir uzunluklar1 karsilastirllmistir. Besiyerinde %1, %2, %4, %8, %16
oranlarinda kullanilan mayanin derisimi arttikga (%2’den %16’ya dogru) ortalama Omiir

uzunlugunun azaldigr bulunmustur (Min and Tatar 2006). Yine Drosophila’da c¢ok diisiik
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derisimlerde (%1) agar kullanilarak hazirlanan besiyerlerinde bireylerin gelisimlerinin normal
oldugu ve yasam siirelerinin uzadig1 belirlenmistir. Ancak erginlerin yumurta verimlerinde
diisiise ve yasam siirelerinde kisalmalara neden oldugu (Min and Tatar 2006), agarin %8'lik
derisiminde erkek bireylerin normal sartlarda yasayan erkek bireylerine gore daha uzun
yasadiklar1 diger ¢alismalarla belirlenmistir (David et al. 1971). Uysal et al. (2000), tek hiicre

proteinlerinin besiyerine katilmasiyla daha fazla yavru birey elde edilebildigini de gostermistir.

Popiilasyon yogunlugu.

Popiilasyon yogunlugunun bireyler arasindaki rekabeti arttirarak gelisimi yavaslattigi
ve bireylerin beslenme yetersizligine bagli olarak viicut biiyiikliiklerinde kiigiilmelere neden
oldugu bildirilmistir (Economos and Lints 1984; Yonemura et al. 1991; Foley and Luckinbill
2001). Artan popiilasyon yogunlugunun Drosophila’da larval ve pupa yasayabilirligini azalttigi
ve gelisimin yavasladig1 belirlenmistir (Ashburner 1989; Mc Intyre and Gooding 2000).

Graves and Mueller (1993)’in yaptiklar1 bir ¢galismada artan popiilasyon yogunlugunun
ortamdaki besin miktarini azaltacagi ve bunun sonucunda da besiyeri ortaminda meydana gelen
degisikliklerin hastalik gibi bir¢ok faktorii etkileyeceginden Omiir uzunlugunun azalmasina

neden olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Nem orani.

Larva ve pupalarinin neme olan duyarliligi soylar ve tiirler arasinda farklilik
gostermesine ragmen birgok Drosophila tiiriiniin normal gelisimi igin yiiksek nem orani
gereklidir (Ashburner 1989). Drosophila pupalarinin yasayabilmesi ve normal olarak
geligebilmesi i¢in nem oraninin %55’in altina inmemesi ve en uygun nem oraninin %40-60
oldugu yapilan ¢esitli aragtirmalar ile rapor edilmistir (Al-Saffar et al. 1996). Larvalarin
beslendigi ortamin nem igeriginin ergin hale gelen D. melanogaster’de viicut biiyiikligiinii ve
bireylerin gelisim siiresini etkiledigi bildirilmistir (Hodge 2001). Nem oraninin diisiik olmasi
gibi yiiksek nemli ortamlarin da pupalarin yasayabilirligini azalttig1 ve larvalarin gelisim

stirelerini kisalttig1 ifade edilmistir.

Radyasyon.

Tiim canlilar gibi boceklerde de radyasyona oldukc¢a dayanikli canlilar olup 6zellikle
ergin Drosophila’nin iyonize radyasyona duyarliliginin olduk¢a az oldugu bilinmektedir
(Bozcuk 1970). Yiiksek dozdaki radyasyonun somatik mutasyon birikimine neden olarak émiir
uzunlugunu kisalttigt bilinmektedir. Ancak yapilan bazi caligmalarda disiik dozdaki
radyasyonun bilinenin aksine dmiir uzunlugunu arttirdig1 gézlemlenmistir. Omiir uzunlugunda
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meydana gelen bu artisin muhtemelen bazi enfeksiyonlarin radyasyon etkisiyle azalmasina ya
bireylerin gevresel direncinin artmasi sonucu oldugu diistiniilmektedir (Ashburner and Novitski
1976). Ergin sineklerin somatik hiicrelerinin boliinerek yenilenmemesi radyasyona dayaniklilik

nedenlerinden birisidir (Bozcuk 1970).

Isik.

Isik, D. melanogaster’in metabolik ve gelisim evrelerinde rol alan 6nemli bir parametre
olup, yumurta ve pupadan ¢ikis siiresinde (Qiu and Hardin 1996), metabolik hizda (Lanciani et
al. 1991) ve Omir uzunlugunda (Sheeba et al. 2000) etkili oldugu tespit edilmistir.
D. melanogaster ile yapilan ¢alismalarda gelisimde farkliliga neden olabilecek diger faktorlerin
ayni olmasi kosulunda sadece 1s1k parametresindeki degisikligin bile bireylerde metabolik
hizda farkliliklara neden oldugu gozlenmistir. SOyle ki; genel olarak kisa giin sartlarina maruz
kalanlardaki metabolik hizin, uzun gilin sartlarina maruz kalanlardan daha yiiksek oldugu,
dolayistyla kisa giin sartlarinda gelismenin daha hizli gerceklestigi ifade edilmistir (Lanciani et
al. 1991). Siirekli 1g1kl1 ortamin ergin bireylerde émiir uzunlugunu kisalttig1 (Allemand et al.
1973; Klarsfeld and Rouyer 1998), buna karsin siirekli karanlik ortamda yasatilan
D. melanogaster erkeklerinde %20, disilerinde ise %43’¢ varan 6miir uzunlugu artisinin oldugu

gozlenmistir (Allemand et al. 1973; Bagc1 ve Bozcuk 1991).

Sicaklik.

Boceklerin poikilotermal (sogukkanli) canlilardir ve sicak degisimleri bu canlilar direkt
olarak etkilemektedir. Metabolik aktivitenin ve solunumun hizlanmasi ile serbest radikallerin

seviyindeki artis, hiicresel hasarlara ve dmiir uzunlugunda kisalmaya neden olmaktadir (Sestini

etal. 1991).

Bu diisiince etrafinda yapilmis calismalardan birinde farkli sicakliklarin (20, 25, 30.5 ve
33°C) D. subobscura’da 6miir uzunlugu tizerine etkileri arastirilmis ve sicaklik artisi ile beraber
Oomiir uzunlugunun azaldigi belirlenmistir (Maynard-Smith 1966). D. melanogaster tizerinde
sicakligin yasam siiresiyle olan iliskisinin arastirildigi diger bir arastirmada 19, 24 ve 29°C
olarak belirlenen sicaklik parametreleri ¢alisilmis ve sicaklik artisi ile yasam siiresinin kisaldigi
bildirilmistir (Sestini et al. 1991). D. melanogaster'in Oregon-R yabanil ve vestigial mutant
soylarinin disi ve erkek bireylerinin kullanildig1 bir ¢alismada da bu kez sicak sok uygulamasi
yapilmis (39°C) ve her iki tiirlin disi ve erkek bireylerinde artan uygulama siireleriyle (1, 2 ve
3 saat) dogru orantili olarak ortalama omiir uzunluklarinin kisaldig1 belirlenmistir (Ayar et al.
2010). Optimum sicaklik siirmin  altindaki sicaklik degerlerinin de yasam siiresini

etkileyebilecek bir faktér oldugu yapilan calismalarla gosterilmektedir. Soyle ki; soguk sok
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uygulamalarinin (-3°C) D. melanogaster'in yabanil ve mutant soylarinin disi ve erkek
bireylerinde artan uygulama siirelerine (1, 2 ve 3 saat) paralel olarak ortalama Omiir

uzunluklarmin kisalttigi Ayar et al. (2010) tarafindan gézlenmistir.

Genetik Toksikoloji

Genetik materyalin  kopyalanmasinda gorev alan enzimlerle etkilesime girerek
mutasyonlara neden olan maddeler “genotoksik madde”, bu maddelerin DNA’ da bazi
degisimlere yol agarak hasar meydana getirmesi de “genotoksik etki” olarak tanimlanmaktadir
(Zeiger 2004). Genotoksik maddelerin ¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda gen
mutasyonlarini indiikleyerek kromozom yapis1 anormallikleri, DNA eklentileri veya kiriklarini
meydana getirmesine “genetik toksisite” bunlar1 inceleyen bilim dalina “genetik toksikoloji”
denilmektedir (Choy 2001; Young 2002; Zeiger 2004; Vural 2005). DNA molekiiliinde
mutasyonlara yol acan maddeler, DNA {izerindeki etkilerini ya dogrudan ya da genomik
bilgilere gore sentezlenen proteinlere baglanarak dolayli yollarla gostermekte, DNA hasarinda
rol alan kilit molekiillerde ve yolaklardaki bozukluklar ise doku hasari, yaglanma, kanser,
infertilite, baz1 genetik ve multifaktoriyel hastaliklara (Sekil 7) yol agmaktadir (Kirsch-Volders
et al. 2003; Mateuca et al. 2006).

1927 yilinda Miiller’in calismalar1 ile baslayan genetik toksikoloji giiniimiizde de
mutajenik ve genotoksik maddelerin karsinojenik etkilerini belirlemek i¢in kullanilmaktadir.
Genotoksikoloji gelisen teknoloji ve yenilenen analiz yontemleri ile Onemli arastirma
alanlarindan biri olmustur (Bedir vd 2004). Olusturulan test yontemleri DNA’da meydana gelen
hasarlar1 saptamak amaciyla genellikle in vivo ve in vitro olarak uygulanabilir niteliktedirler
(Choy 2001; Zeiger 2004; Vural 2005). Genotoksikolojide asil hedef DNA molekiilii
olmasindan dolay1 kullanilan model organizmalardan elde edilen veriler sayesinde arastirilan
genotoksik maddelerin insan sagligi lizerinde meydana getirebilecegi etkileri belirlemeye
calismaktir (Sekeroglu ve Sekeroglu 2011). Bu testler sayesinde gesitli ektsraktlar, ilaclar, gida
katki maddeleri, nanomateryaller, parazitik enfeksiyonlar, sigara, UV ve pestisit gibi pek cok
etkenin genotoksik ve karsijonik etkileri belirlenmektedir. Ayn1 zamanda ila¢ giivenirliligi
tespiti gibi farkli amaglarla da kullanilmaktadir (Preston et al. 1981; Choy 2001; Jena et al.
2002; Mateuca et al. 2006).
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Sekil 7. Genotoksik maddelerin DNA iizerindeki etki mekanizmasi ve sonuglari.

Son yillarda artan genetik hastaliklarin ve kanser vakalarinin sayisinin nedenleri her ne
kadar spontan mutasyonlara baglaniyor olsa da ¢evremizde siirekli maruz kaldigimiz fiziksel
ve kimyasal ajanlarin etkileri de oldukca onemlidir. Genotokisitesi arastirilan ve ciddi risk
olusturabilecek maddelere karsi onlemlerin alinmasi i¢in genotoksisite testleri dnem arz
etmektedir. Bu testlerin kullanimlari ile bireylerin herhangi bir kimyasal ajana verecekleri
genetik cevabin dnceden belirlenmesi, metabolizma bozukluklar1 ve kanser gibi hastaliklarin

klinik belirti vermeden saptanmasi saglanabilecektir (Sekeroglu ve Sekeroglu 2011).

Genotoksik etkilerin tam manasiyla belirlenmesi i¢in uygulanan tek bir yontem yeterli
gelmeyecektir. Bundan dolay1 bir seri test yonteminin kullanilmasi gerekliligi unutulmamalidir
(Zeiger 1998; Albertini et al. 2000; Mortelmans and Zeiger 2000). Mikroorganizmalarin,
bitkilerin, bdceklerin ve omurgali hayvanlarin kullanilabilecegi yiizlerce kabul goren

geneotoksik test yontemleri bulunmaktadir (Olaharski et al. 2006). Siklikla kullanilan
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genotoksisite testleri arasinda Allium testi (Levan 1938), Salmonella testi (Mc Cann et al. 1975),
mikroniikleus testi (MN) (Mac Gregor et al. 1987), kardes kromatid degisimi testi (KKD) (Latt
1981), tek hiicre jel elektroforezi (SCGE) (Fairbairn et al. 1995) ve somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi (SMART) (Graf et al. 1984) yer almaktadir.

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi.

In vivo somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) genotoksikoloji test
sistemleri igerisinde model organizma olarak Drosophila’nin kullanildig: test sistemlerinden
birisidir. SMART yontemi gliniimiizde fiziksel, kimyasal ve biyolojik maddelerin mutajenik ve
rekombinojenik etkilerini saptamak amaciyla kullanilmaktadir (Graf et al. 1984). Son yillarda
siklikla tercih edilen SMART nokta mutasyon, delesyon, kromozom bozuklugu ve mitotik

rekombinasyonun tespit edilmesine olanak saglamaktadir. SMART 1n tercih edilmesinde
1. Genotoksik hasar1 belirlemek i¢in yalnizca bir jenerasyona ihtiya¢ duyulmasi,

2. Cok sayida hiicrenin analizine olanak saglamasi,

3. Hizli, ekonomik ve giivenilir olmasi rol oynamaktadir (Graf et al. 1984).

SMART Drosophila’nin géz ve kanatlarinda meydana gelebilecek genotoksik hasarlart
saptamak amaciyla iki farkli yontemle yapilabilmektedir. Ancak her iki yontem de larvanin
embriyonik gelisim donemindeki imajinal disk adi verilen biiyiik hiicre gruplarini hedef
almaktadir. Bu biiyiik hiicre gruplari larval gelisim esnasinda mitozla ¢ogalip, metamorfoz ile

ergin bireyin kanat, gz, bacak gibi farkli viicut yapilarimi olusturur (Sekil 8).

Agiz kis

On plaka ve Gst dudak

Bas

Gogus

Karmn

Cinsiyet orgam

Sekil 8. D. melanogaster’in embriyonal gelisim evresindeki larval donemine ait imajinal
disklerin ergin bireyde olusturduklari viicut kisimlari.
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Eger bu imajinal disk hiicrelerinin herhangi birinde bir genetik degisiklik meydana
gelirse bu degisiklik mitozla ¢ogalan hiicrelere aktarilarak normal fenotipten farkli olan mutant
hiicre gruplar1 (klonlar) olusur. Meydana gelen bu genetik degisiklik eger fenotipte
gozlenebilecek sekilde olusursa ergin sinegin kanatlarinda ve gozlerinde ¢oklu trikom fenotipi
veya trikom korelmesi gibi klonlar ortaya ¢ikar. SMART, ergin sineklerde mutasyonla ortaya
¢ikan gen isaretlerinin heterozigotluk kaybini esas alarak gelistirilen bir test yontemidir. Bu test
yontemi kimyasal veya fiziksel ajanlara maruz birakilan sineklerde indiiklenmis mutant
klonlarin toplam sayisi, uygulanan genotoksik ajanin toplam genotoksik aktivitesi ile ilgili
istatistiksel sonucglar ve mutant klonlarin olusumunda rol alan mutasyonel mekanizmalarin
anlasilmas1 hakkinda bilgilerin elde edilmesini saglamaktadir (Graf et al. 1984; Guzman-
Rincon and Graf 1995).

SMART, iki isaret genini baz alan ve bu genlere ait fenotipik etkilerin kanatlarda
gozlenebildigi bir test yontemidir. Bu genlerden birisi yabanil tip kanat yapisinda olan kanat
trikomlarinin (Sekil 9) aksine ¢oklu kanat trikomlarmin olusumuna neden olan multipli wing
hair (mwh) geni (Sekil 10) ile digeri kanat trikomlarimin seklini etkileyen flare (flr®) genleridir
(Sekil 11). Flare genini tasiyan bireyler normal kanat kilina sahip olmakla beraber

heterozigotluk kaybu ile trikomlarin sekli degisir.

Sekil 9. a) Oregon-R yabanil tip bireylere ait kanat yapisi (10x10), b) Kanat killarinin
mikroskobik goriintisii (10x40).
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Sekil 10. a) mwh/mwh geni tasiyan multipli wing hair bireylerine ait kanat yapis1 (10x10),
b) Coklu kanat killarinin mikroskobik goriintiisii (10x40)

Testere disi seklindeki kanat

Sekil 11. a) flr¥/TM3 geni tasiyan flare bireylerine ait kanat yapis1 (10x10) b) Kanat killarinin
mikroskobik goriintiisii (10x40)

Resesif bir gen olan mwh {iglincii kromozomun telomere yakin (3-0,3) kisminda
bulunur. Bulundugu canlida homozigot durumda iken hiicre basina bir kanat trikomu yerine
birden fazla trikom olusmasima neden olmaktadir. Diger isaret genlerinden olan flr® ise kanat
trikomlarinin seklini etkileyen resesif bir olup, ii¢lincli kromozomun sentromerine yakin
kisminda bulunmaktadir (3-38,8). Ancak homozigot flr® geni bulundugu bireyin embriyonik
doneminde letalite gostermekte ve ergin doneme ulasilamadan bireyler 6lmektedir. Bu flr
geninin ti¢ mutant alleli bilinmekte ancak bilinen bu mutant allellerde homozigot durumda

letalite sergilemektedir. Bu bireylerin dengeleyici bir kromozom olan TM3, Bd® kullanilarak
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heterozigot haline getirilen flr¥TM3, Bd® bireyleri yasatilabilmektedir. Heterozigotluk
kazandirmak i¢in kullanilan genlerden Bd® bireyin yagamasini saglarken ayni zamanda
bireylerin uzun kanatlarinin son kismini1 normalden farkli olarak testere disi seklinde olmasina

neden olmaktadir (Sekil 11).

SMART yonteminde meydana gelen mutant fenotipleri belirlemek amaciyla mwh veya flr®
fenotipini tagiyan bireyler arasindan yapilan ¢aprazlamalardan elde edilen heterozigot larvalar
kullanilmaktadir. Bu larvalar baskalagimlarini tamamlayip ergin hale gelince kanat yapilarina
gore morfolojik olarak ayirt edilerek olast mutant klonlarin analizleri yapilmaktadir (Sekil 12).

Kanat morfolojilerine gore;

a) Trans-heterozigot bireyler (normal kanatli, mwh/flr3)

b) Dengeleyici-heterozigot bireyler (serrat kanatli, mwh/TM3)

Trans-heterozigot bireylerde (normal kanatlilarda) mutant klonlar nokta mutasyonu,
delesyon, ayrilmama ve iki isaret geni olan mwh ve flr® arasindaki mitotik rekombinasyon ile
meydana gelebilirken, dengeleyici kromozomun (TM3) rekombinasyonu baskilamasi nedeniyle
sadece bu bireylerde mutant klonlar mutasyonlar sonucu olusmaktadir. Boylece normal ve
serrat kanathi bireylerden elde edilen verilerle ¢alismada kullanilan ajanin mutajenik veya

rekombinojenik etkisi de belirlenebilmektedir (Vogel 1992; Frei and Wiirgler 1996).

Cesitli mekanizmalar ile olusan mutant hiicre klonlar1 farkli benek gruplarma ayrilarak

incelenmektedir. Bu benek ¢esitleri;

a) Kiiciik tek tip klon (1-2 mwh mutant klon igeren benek tipi)

b) Biiyiik tek tip klon (>3 mwh veya >4 flr®> mutant klon igeren benek tipi)

¢) Ikiz klon (mwh ve flr® genlerinin ikisini de birlikte ayn1 klonda bulunduran klon benek tipi)

Benek tiplerinden tek tip klonlar nokta mutasyonu, delesyon, ayrilmama ve
rekombinasyon sonucu meydana gelirken (Sekil 13), ikiz klon tipi iliglincii kromozomun
sentromeri ve flr® geni arasindaki rekombinasyon ile olusmaktadir. Somatik hiicrelerde
meydana gelen genetik degisikliklerin indiiklendigi evre ile beneklerin sayisinda meydana
gelen artis arasinda dogru oranti oldugu belirtilmektedir. Eger mutasyon hiicre boliinmelerinin
yogun oldugu erken emriyonal evrelerde olusursa mutant hiicrelerin sayis1 da artmaktadir.
Benek tiplerinin siniflandirilmasina gore olusturulan veriler ile istatistiksel analizler yapilmakta
ve etkinligi arastirilan olas1 genotoksinin mutajenik veya rekombinojenik olup olmadig: da

belirlenebilmektedir (Uysal et al. 2006).
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Sunulan bu ¢alismada, farkli gruplara ait olan bes farkli terpenin D. melanogaster’in
yabanil bireylerinde 6miir uzunlugunu etkileyici bir parametre olup olmadig1 ve yine ayn
terpenlerin D. melanogaster’in iki farkli mutant soyunda genotoksik etki gosterip gostermedigi
incelenmistir. Bu amagla tez kapsaminda toksik ve genotoksik etkileri belirlemek igin in vivo

Omiir uzunlugu testi ile somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) kullanilmastir.

mwh + * + Nr .
nwh * * l + + Bd

Yumurta Toplanmasi

'

7244 Saatlik Trans-Heterozigot Larvalara Kimyasal Madde Uygulanmasi

‘

Elde Edilen Ergin Bireylere ait Kanat Preparatlarinin Yapilmas

PEIF . W

i B ‘ S ‘

Kanatlarin Mikroskopta Incelenmesi

}

Olusum Mekanizmalarina ve Biiyikliiklerine Gore Mutant Klonlarin
Suuflandinlarak Kayit Altina Alinmast

'

fstatistiksel Analizler

Sekil 12. Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinin uygulama sekli.
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Sekil 13. Somatik mutasyon ve rekombinasyonlarin olusum mekanizmalarina ait sematik gosterimi.
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KURAMSAL TEMELLER

Dogal iiriinlerin en yaygin gruplarindan birisi olan ve sekonder metabolit olarak
tanimlanan terpenler esansiyel yag, re¢cine, mum ve kaucuk gibi dogal {irtinlerin ana bilesenini
olustururlar (Baser vd 2005). Terpenler, son zamanlarda birgok bilim insaninin dikkatini ¢ekmis
ve kimyasal yapilari ile biyolojik aktiviteleri bakimindan arastirilmaya baslanmistir (Ceylan
1987). Yapilan incelemeler sonucunda bu dogal bilesiklerin farkli 6zellikleri dikkate alinarak
farkli alanlarda kullanilabilecegi Mouhssen (2004) tarafindan bildirilmistir. Gilinlimiizde
ozellikle ticari olarak kozmetik, ilag, gida sanayi ve endiistriyel alanlarda bu bilesikler
kullanilmaktadir (Hammer et al. 1999). Ayrica farmakolojik 6zellikleri incelenerek aromaterapi
ve fitoterapi alaninda da kullanilabilecegi Kirbag ve Bagc1 (2000) tarafindan bildirilmistir.
Kirca et al. (2006)’a gore, terpenler antioksidan, antimutajen, antikarsinojen ozelliklere
sahiptirler ve bu potansiyel etkilerinden dolay1 biyolojik yonden aktif bilesiklerin kaynagi
olabilirler. Bu bilesenler, oldukga farkli bitkilerden ve onlarin ana etken maddelerinden elde
edilip hem bilimsel hem de ekonomik yonden degerlendirilmektedir. Ancak yaptigimiz literatiir
caligmalarinda terpenlerin hem ekonomik yonden farkli sektorlerde
kullanildigr/kullanilabilecegi hem de kullanim esnasinda toksisiteye bagli hasarlarin da
olusabilecegi bilgisine rastlanmistir. Ozellikle kozmetik, temizlik {iriinleri, ilag¢ yapimi, gida
sanayi, aromaterapi ve fitoterapi gibi kullanim alanlarinin insanlarla dogrudan iligkili oldugu
g0z oniine alindig1 zaman, genotoksik etkilerin de dikkate alinmasi gerektigi fikri bu alanda

calisma yapan arastirmacilarin tlimii tarafindan kabul gérmektedir.

Sekonder metabolitlerin yararli 6zelliklerinin yan1 sira yan etkiler de olusturabilecegi
go6z oniinde bulundurulup kullanilacagi yer ve dozunun da ¢ok iyi bir sekilde ayarlanmasi
gerektigi ve Ozellikle bazi metabolitlerin genotoksik aktivitesinin doz artigina paralel olarak
ortaya ¢iktig1 da yapilan calismalarla ortaya konmustur (Williams 1989; Lewis et al. 1995;
Morton et al. 1995; Shah et al. 1996).

Ayn1 zamanda sekonder metabolitlerin olas1 toksik ve genotoksik etkilerinin igermis
olduklar1 terpen gesitliligine bagl oldugu/olabilecegi diisiiniilmiis (Sacchetti et al. 2005) ve
terpenler ile yapilan toksikoloji ¢alismalarinda terpenlerin toksik, genotoksik ve mutajenik
etkili olabilecegi de bir¢cok arastirmaci tarafindan belirtilmistir (Whysner and Williams
1996; Franzios et al. 1997; Gomes-Carneiro et al. 1998; Stammati et al. 1999; Ipek et al. 2005;
Korkmaz 2005).
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Prokaryotik canlilarin yani sira 6karyotik organizmalarla yapilan ¢alismalarda da ¢esitli
terpenlerin toksik etkiler sergileyebildikleri bildirilmistir. Bu ¢alismalardan bazilar1 kronolojik

olarak sOyledir;

Dis hekimliginde antiseptik ve agr1 kesici olarak kullanilan karanfil (Eugenia
caryophyllata) ve 6zellikle Gilineydogu Cin’de kullanilan Cin tar¢in1 (Cinnamamum cassia)
bitkilerinde bulunan Gjenol, djenol asetat ve karyofilin metabolitlerinin Bacillus subtilis DNA

tamir testinde mutajen olduklar tespit edilmistir (Sekizawa and Shibamoto 1982).

Sindirimi gli¢lendirici, gaz soktiirlicli, kramp ¢oziicii hatta anne siitlinii artiric1 gibi
cesitli alternatif tedavi yontemlerinde kullanimi mevcut olan dere otu (Anethum graveolens)
bitkisinin i¢erdigi d-limonen ve simen terpenlerinin dort farkli dozda yeni dogmus farelere
intraperitonal yolla verilmesi sonucu bu terpenlerin farelerin karaciger hiicrelerinde DNA’ya

baglandigi ve tiimor olusumuna sebep oldugu gézlenmistir (Phillips et al. 1984).

Yine Phillips et al. (1984) tarafindan yapilan bir ¢alismada, apiol, pinen, felandren gibi
metabolitleri igeren ve 6zellikle mutfakta kullanimi olan ve ayrica ¢ay1 da yapilan maydanoz
(Petroselinum crispum)’un 0.25, 0.5, 1.0 ve 3.0 umol dozlar1 yeni dogmus farelere
intraperitonal yolla verilmis ve farelerin karaciger hiicrelerinde de tiimdr olusumuna

rastlanmigtir.

Benzeri etkilere ceviz (Juglans regia), targin (Cinnamomum verum), siyah biber (Piper
nigrum), biberiye (Rosmarinus officinalis), karanfil (Eugenia caryophyllata) ve limon otunda
(Cymbopogon citratus) bulunan metiljenol ve karyofilen terpenlerinin de sebep oldugu ayni
arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Phillips et al. 1984; Howes et al. 1990).

Diterpenler grubuna ait ¢esitli metabolitler ile de toksikolojik ¢alismalar yapilmis ve
konsantrasyon artisina bagli olarak istenmeyen etkiler meydana gelebilecegi goriilmiistiir
Ornegin; antioksidan ve antibakteriyel etkili oldugu bilinen dehidroabietik asitin baliklar
tizerinde karaciger fonksiyon bozuklugu, hemoliz ve sarilik meydana getirdigi bulunmustur

(Bushnell et al. 1985).

Tip, kozmetik ve gida gibi ¢esitli sektorlerde tercih edilen ayn1 zamanda ¢ay ve baharat
olarak da kullanim1 mevcut olan mentol, menton gibi terpenler 6zellikle nane bitkisinden dogal
bir sekilde elde edilebilmektedir. Genis kullanim alanina sahip bu terpenler ile yapilan
toksikolojik ¢aligmalardan birinde Haseman et al. (1986) hem erkek hem de disi farelere yiiksek
dozda mentol uygulamislar ve erkek farelerde Ozellikle yiiksek dozlarda karaciger kanseri

olusumunun arttigin1 gézlemislerdir.
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Regine metaboliterinden olan dehidroabietik asit diterpeninin eklembacaklilardan olan
Daphnia magna ve Daphnia pulex (su piresi)’de akut ve kronik toksisite gelistirdigi
belirlenmistir (Servizi et al. 1986). Ayn1 metabolitlerin Salmo gairdneri (gokkusagi baligi)’ye
2-0.4 mg/l uygulanmasi sonucunda karaciger fonksiyon bozukluguna bagli olarak sariligin
olustugu goézlenmistir (Mattsoff and Oikari 1987). Biiyiik bir olasilikla re¢ine metabolitleri
eritrositlerin parcalanmasina yol agmakta ve bilirubinin salgilanmasinda gorev alan bazi

yolaklarda inhibisyona neden olmaktadirlar (Mattsoff and Nikinmaa 1988).

Kozmetik, gida ve ilag endiistrisinde kullanilan monoterpen ¢esitlerinin biyokimyasal
ve farmakolojik 6zelliklerini belirlemek i¢in birgok ¢alisma yapilmis ve bunlardan 6zellikle
Izmir (Origanum onites) ve karabas (Thymbra spicata) kekiklerinden elde edilen timol ve
karvakrol terpenlerinin sempanze, arap babunu ve insan lokosit hiicrelerinde siiperoksit
dismutaz (SOD) aktivitesi sergiledikleri (Suzuki et al. 1987), ancak ayn1 terpenlerin Drosophila
melanogaster'de asetilkolinesteraz enzim inhibitorii olarak toksisitiye sebep olduklar
bildirilmistir (Quinn 1987).

Pteridium aquilinum (kartal egreltisi)’dan elde edilen ptaquilosid seskiterpeninin
insanlarda yemek borusu ve mide kanserine, oral uygulama ile siganlarda da idrar kesesi

tiimorlerinin olusumuna neden oldugu Hirono et al. (1987) tarafindan belirlenmistir.

Gossypium (yayla pamugu) cinsinden elde edilen gosipol metaboliti de periferal lenfosit
hiicrelerinde kardes kromatit degisimini uyararak genotoksisiteye sebep olmustur (Best and

McKenzie 1988).

Icerisinde fitosterol ve stigmasterol gibi terpenleri barindiran soya fasiilyesi (Soja
hispida)’nin Salmonella mutasyon testi ve farkli ileri mutasyon testlerinde mutajenik aktivite
gosterdigi, ayrica fare kemik iligi hiicrelerinde kardes kromatid degisimini ve mikroniikleus

olusumunu indiikleyerek genotoksik etkili oldugunu saptanmistir (Qu et al. 1992).

Melaleuca (hint defnesi)’da bulunan limonen, a-terpinen, aromadendren, terpinen-4-ol
ve p-simen gibi metabolitler ile Lavandula (lavanta)’da bulunan pinen, sineol ve borneol
metabolitlerinin deride alerjik reaksiyonlara sebep oldugu (Knight and Hausen 1994) ve ayrica
limonen terpeninin erkek siganlara yiliksek dozlarda uygulanmasi sonucunda siganlarda bobrek

tiimorleri meydana getirdigi tespit edilmistir (Hard and Whysner 1994).

Tip, eczacilik ve gida endiistrisinde kullanilan sitral ve 1,8-sineol terpenlerinin insan
lenfositlerinde sitotoksik ve genotoksik oldugu da Nogueira et al. (1995) tarafindan
bildirilmistir.

39


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651304001113?via%3Dihub#bib21
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166445X98001155#BIB11
https://en.wikipedia.org/wiki/Pteridium_aquilinum
https://en.wikipedia.org/wiki/Oesophageal_cancer
https://en.wikipedia.org/wiki/Gastric_cancer
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/tox.21803#tox21803-bib-0015
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Gossypium&xid=17259,15700021,15700186,15700191,15700256,15700259,15700262,15700265,15700271,15700283&usg=ALkJrhjcjFalZlvnzbUXDP_90Y2TR1Psng

Renk ve koku verici olarak kozmetikte ve lezzet verici madde olarak da gidalarda
kullanildig1 bilinen terpinen monoterpeninin siganlar kullanilarak embriyo fotototoksik etkisi
arastirilmis ve calisma sonunda 30, 60, 125 ve 250 mg/kg terpinenin yiiksek dozlarda
uygulanmasina bagli olarak gecikmis ossifikasyon belirtileri (zayif kemiklesmis ve
kemiklesmemis kemikler ve diizensiz siingerimsi kemikler) ve diisiik diizeyde de olsa iskelet

malformasyonu gosterdigi belirlenmistir (Araujo et al. 1996).

Liss et al. (1997)’a gore, dehidroabietik asit diterpeni gibi gesitli regine metabolitleri
omurgasizlar ve algler dahil olmak iizere c¢esitli sucul organizmalarda toksisiteye sebep

olmaktadir.

Tar¢cin (Cinnamomum verum), karanfil (Eugenia caryophyllata) ve limon otunda
(Cymbopogon citratus) bulunan metil 6jenoliin kemirgenlerde yiiksek dozlarda karsinojenik
etki gostermesi nedeniyle insan saglig1 agisindan da risk tasiyabilecegi Gardner et al. (1997)

belirtilmistir.

Nane (Mentha piperita)’den elde edilen ve gidadan eczaciliga farkli bir¢ok sektdrde
kullanildig1 bilinen menta, mentol, pulegon gibi terpenlerin D. melanogaster’de sitotoksik ve

genotoksik etkili oldugu Franzios et al. (1997) tarafindan tespit edilmistir.

Pteridium aquilinum (kartal egreltisi)’dan elde edilen ptaquilosid seskiterpeninin
sicanlara intravendz olarak uygulanmasi ile meme bezi tiimorlerinin olugmasina yol acabilecek

DNA alkilleyici bir ajan olabilecegi bildirilmistir (Shahin et al. 1998).

Coridothymus capitatus (acikekik) ve Satureja thymbra (karakekik) bitkilerinde
bulunan ve GC-MS yontemiyle belirlenen karvakrol, timol, terpinen ve simen metabolitleri ile
yapilan somatik mutasyon ve rekombinasyon testi sonucunda 6zellikle karvakrol ve timoliin
D. melanogaster {iizerinde genotoksik etkili oldugu ve somatik mutasyonlar1 uyardigi
belirlenmistir (Karpouhtsis et al. 1998).

Antifungal aktivite gosterdigi bilinen sinnamaldehit, karvakrol, timol ve
karvon terpenlerinin sitotoksisitesi ve genotoksisitesi yapilan in vitro mikrobiyal ve memeli
testleri ile arastirillmis ve bu dort terpenin Hep-2 hiicrelerinin doza bagli bir sekilde
yasayabilirligini ve ¢cogalmasini inhibe ettigi belirlenmistir. Ames ve SOS kromotestlerinde bu

terpenlerin toksik etkili olabilecegi de gozlenmistir (Stammati et al. 1999).

Dehidroabietik asit ve izopimarik asit terpenlerinin toksisitelerinin belirlendigi diger bir
calismada, gokkusagr baligi (Melanotaenia trifasciata) kullanilmis ve artan terpen
konsantrasyonuna bagli olarak dehidroabietik asitin hiicre hasari, kalsiyum homeostazi

bozukluklari ile bazi fizyolojik bozukluklara yol actig1 bildirilmistir (Rabergh et al. 1999).
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Yine yapilan diger bir ¢alismada, akut uygulanmis izopimarik asit, pimarik asit ve
abietik asit metabolitlerinin Salmo gairdneri (gokkusagi alabaligi) ile D. manga’da toksik
etkiye dayali olarak hayatta kalabilme oranlarini azalttigi belirtilmistir (Peng and Roberts

2000).

Hint defnesi olarak da bilinen Melaleuca’da bulunan limonen, a-terpinen,
aromadendren, terpinen-4-ol ve p-simen gibi metabolitler ile Lavandula (lavanta)’da bulunan
pinen, sineol ve borneol metabolitlerinin insanlarda deride alerjik reaksiyonlara sebep oldugu

Sugiura et al. (2000) tarafindan bildirilmistir.

Monoterpenlerin bir ¢esidi olan metil 6jenoliin kemirgenlerde yiiksek dozlarda
karsinojenik etki gostermesi nedeniyle insan saglhigi agisindan da risk tasidigi (Burkey et al.
2000; De Vincenzia et al. 2000) ve ¢imlenme déneminde yine bir monoterpen olan sitrale
maruz birakilan bugdayda c¢imlenememe durumundan dolayr monoterpenlerin biiylime

inhibitori olabilecegi bildirilmistir (Dudai et al. 2000).

Lazutka et al. (2001)’da, yine nane bitkisinden elde ettikleri menton, limonen, timol
gibi monoterpenlerin insan lenfositlerinde doz artisina bagl olarak kromozomal aberasyonlari
ve kardes kromatit degisimlerini artirdigini, D. melanogaster’de de in vivo somatik mutasyon
ve rekombinasyon (SMART) testi sonucunda somatik mutasyonlara sebep oldugunu

belirlemislerdir.

Ayni arastirmacilar nanenin disinda dere otundan elde ettikleri karvon, d-limonen ve
simenin olas1 toksik etkilerini yine insan lenfosit kiiltiirleri tizerinde in vitro kromozomal
aberasyon ve kardes kromatit degisim testi ile belirlemistir ve doz artisina bagli olarak

genotoksik etkili oldugunu gozlemislerdir (Lazutka et al. 2001).

Akciger ve kalp hastaliklarinin tedavisinde tercih edilen ve ana bilesenlerinin
dehidroabietik asit, abietik asit, izopimarik asit gibi diterpenler oldugu bilinen sarigam (Pinus
sylvestris) bitkisi ile yapilan caligmalarda da bu terpenlerin genotoksik etkili oldugu
belirlenmistir. Bu terpenlerin doz artisina bagli olarak kromozomal aberasyonlar1 ve kardes
kromatit degisimlerini artirdigi ve D. melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyon
testi (SMART) sonucunda somatik mutasyonlara sebep oldugu da bildirilmistir (Lazutka et al.
2001).

Nane’de bulunan mentol, menton, pulegon, limonen terpenlerinin siganlara akut olarak
agiz yolu ile verilmesi sonucu diisiik derecede toksik olduklar tespit edilmis, subkronik oral
calismalarda ise beyinde kistik lezyonlara sebep olduklari bildirilmistir (Nair 2001). Aym

arastirmaci tarafindan menton terpeninin tavsanlarda intradermal uygulamalarda alerjiye, fare
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lenf hiicrelerinde mutajenite ve hamster fibroblast hiicrelerinde ise kromozomal aberasyonlara

yol actig1 gézlenmistir.

Al-Batina et al. (2003)’ya gore yatistirici ve dengeleyici 6zellikleri g6z 6niine alinarak
kullanim1 yaygin olan kimyon (Cuminum cyminum) bitkisinin pinen, felandren ve simen gibi
metabolitleri Salmonella typhimurium’un TA97a, TA98, TA100 ve TA102 suslar1 tizerinde
oksidatif etkilidir.

Guazilen ve azulen seskiterpenleri kozmetik ve ilag endiistrisinde siklikla
kullanilmaktadir ve Wakabayashi et al. (2003) tarafindan bu metabolitlerin insan hiicrelerinde
sitotoksik oldugu rapor edilmistir. Ayrica hem azulen hem de guaiazulenin Salmonella
typhimurium bakteri suslarinda (TA 102) spontan mutasyondan dort ila bes kat daha yiiksek
fotomutajenite sergiledigi gosterilmis ve 151k uygulamalar1 ile kombine olan azulen ve

guazilenin DNA'da hasarlar meydana getirdigi bildirilmistir (Wang et al. 2003).

Pavlidou et al. (2004), 1,8-sineol metabolitinin olasi genotoksik ve insektisidal
aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla D. melanogaster ve B. oleae’yi1 kullanarak yaptigi somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) sonucunda 1,8-sineol terpeninin B. oleae iizerinde
olduk¢a toksik oldugunu ancak D. melanogaster’e karsi toksisitesinin 6nemli olmadigini

bildirmislerdir.

Ayni arastirmacilar nane (Mentha)’de bulunan mentol, menton, pulegon, limonen
terpenlerinin tavsanlarda intradermal ¢alismalarda ciddi reaksiyonlar gosterdigini, pulegonun
hepatotoksik ve mentonun da somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile

B. oleae’da oldukga toksik oldugunu rapor etmislerdir (Pavlidou et al. 2004).

Gida ve parfiimeri sanayisinde 6nemli bir yeri olan mersin bitkisinin (Myrtus communis)
ve igerdigi limonen, pinen, sitral ve dkaliptol terpenlerinin kabizlik giderici ve antiseptik olarak
kullanildig: bilinmektedir. Ancak Hayder et al. (2004) tarafindan yapilan ¢aligmada bu bitki
bilesenlerinin Escherichia coli suslar1 {izerinde yapilan genotoksisite testlerinde mutajenik

etkiler meydana getirdigi de belirlenmistir.

Dianthus caryopyllus (yabani karanfil) bilesenleri olan ve gidalara lezzet vermek
amaciyla ya da insanlarda dental analjezik olarak kullanilan Gjenol, beta-karyofilen, metil
6jenol ve humulen gibi terpenlerin, insanlar tarafindan 8-10 ml kullanimlarina bagl olarak

karaciger yetmezligi gelisebilmektedir (Eisen et al.2004).
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Yine deri problemlerinin tedavisinde kullanilan 6lmez ¢igek (Helichrysum italicum)
bitkisinin toksik aktivitesinin belirlenmesi i¢in Saccharomyces cerevisiae lizerinde yapilan
uygulamalarda bu bitkinin sitotoksik etkiler meydana getirdigi bildirilmistir (Bakkali et al.
2005).

Dehidroabietik asit ve abietik asitin olasi 6miir uzunlugu ve gelisim toksisitelerinin
arastirildigr bir baska calismada bu metabolitlerin artan konsantrasyona bagl olarak (0,25-8
mg/L) D. manga (su piresi)’da hayatta kalma siiresini kisalttigi ve ayrica total viicut

biiyiikliigiinde kiigiilmenin meydana geldigi gézlenmistir (Kamaya et al. 2005).

Ozellikle akciger hastaliklarinda tercih edildigi bilinen ve kafur agac1 (Cinnamomum
camphora)’ndan elde edilen kafur, limonen ve timol gibi terpenlerin Saccharomyces cerevisiae

D7 susunda mutajen ve toksik etkili oldugu Bakkali et al. (2005) tarafindan belirlenmistir.

Ayn1 sekilde tibbi ve farmakolojik olarak cesitli uygulamalarda kullanilan pelin otu
(Artemisia absinthium) bitkisine ait tujon, felandren, timol, pinen, karyofilen gibi metabolitlerin
de Saccharomyces cerevisiae D7 susunda mutajen ve toksik etkili oldugu ayrica mitokondriyal
DNA iizerinde de mutasyonlar meydana getirdigi yine Bakkali et al. (2005) tarafindan
bildirilmistir.

Gida ve kozmetik sektorlerinin yani sira alternatif tip yontemlerinde de kullanilan dag
biberi (Litsea cubeba)’nin igermis oldugu neral, geranial, sitral ve limonen metabolitlerinin
farelere oral, deri ve nefes yoluyla uygulanmasi sonucunda mikroniikleus olusumuna ve

kromozom aberasyonlarina sebep olduklari tespit edilmistir (Luo et al. 2005).

Bogmaca ve Oksiiriik, sinir sistemi zafiyeti, romatizma ve barsak hastaliklarina karsi
ozellikle ¢ay olarak kullaniminin yani sira antibakteriyel ve antienflamatuar etkilerinden de
siklikla faydalanilan kekik bitkisi bilesenlerinden timol ve karvakroliin olasi genotoksik
aktiviteleri insan lenfositlerinde tek hiicre jel elektroforezi ile incelenmis ve diisiik
konsantrasyonlarda DNA aberasyonlarina neden olmazken yiiksek konsantrasyonlarda

DNA’da 6nemli zararlara neden oldugu goriilmiistiir (Aydin et al. 2005).

Mentha spicata (kivircik nane)’dan elde edilen menton ve Pinus sylvestris (sarigam)’ten
elde edilen pine metabolitlerinin genotoksik etkileri Drosophila melanogaster’de kullanilarak
somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile arastirillmis ve genotoksik etkili
olduklar1 yapilan bu test yontemi sonucunda belirlenmistir. Ayn1 zamanda bu iki metabolitin

insan lenfosit hiicrelerinde de toksik etkili oldugu gesitli aragtirmacilar tarafindan gosterilmistir

(Korkmaz 2005).
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Hassan et al. (2006), ¢cemen otu bitkisi (Trigonella foenum graecum) bilesenlerinden
olan B-sitosterol ve stigmasteroliin farkli dozlarinin fare karaciger ve ovaryumunda DNA ve
RNA igeriklerini degistirerek histopatolojik degisimlere yol agtigini belirtmislerdir.
Aragtirmacilar tarafindan bu degisimlerin 6nemli diizeyde olmadig1 diisiiniilse de elde edilen

sonuglara dayanarak ¢emen otu bilesenlerinin toksik etkili olabilecegi vurgulanmistir.

Karanfil (Syzygium aromaticum)’de bulunan 6jenol terpeni, in vitro sartlarda (2500 pl)
sican karaciger hiicrelerine uygulandigi zaman kromozom bozukluklarini ve endoreplikasyonu

uyarmustir (Maralhas et al. 2006).

Limolin, pinen, mirsen, linalool ve terpinolen gibi diger monoterpenlerin insan prostat
ve bobrek hiicreleri ile maymun bobregi hiicrelerinde hiicre canliligini azalttigi Silva and

Fernandes (2010) tarafindan gézlenmistir.

Bir monoterpen olan linalool ve onun ester yapisindan kdken almis linalil asetat
terpenlerinin Lavandula angustifolia (lavanta ¢igegi), Ocimum basilicum (feslegen) ve daha
birgok Lamiaceae (ballibabagiller) tiirlerinde bulundugu bilinmektedir. Di Sotto et al. (2008)
bu metabolitlerin mutajenik ve antimutajenik aktivitelerini belirlemeye yonelik yaptiklar
calismada, Salmonella typhimurium TA 98 ve TA100 suslar1 ile Escherichia coli WP2uvrA
suslarmi kullanilmislar ve her {iglinlin de tiim suslar {lizerinde mutajenik etki gdsterdigini

belirlemislerdir.

Linalool ve linalil asetat gibi Lamiaceae familyasinda bulunan terpenlerin Salmonella
typhimurium lizerine mutajen/antimutajen etkileri AMES testi ile aragtirtlmis linalool
terpeninin Salmonella typhimurium suslari iizerinde hi¢bir mutajenik ya da antimutajenik etki
gostermezken, linalil acetat Salmonella typhimurium WP2uvrA susu iizerinde mutajenik
oldugu bildirilmistir (Di Sotto et al. 2008).

Gida ve kozmetik endiistrilerinde siklikla kullanilan Cymbopogon citratus (limon otu),
Ocimum gratissimum (feslegen) ve Ocimum basilicum (reyhan) tiirlerinden elde edilen neral,
mirsen, estragol, linalol, djenol ve timol terpenlerinin siganlar {izerindeki akut ve subakut
etkileri arastirilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda bu terpenlerin tavsiye edilmeyen
dozlarda (50, 500, 1000, 1500, 2000, 3000 ve 3500 pl) uygulamalarina bagli olarak yiiksek
yapil1 organizmalarin mide ve karaciger organlarinda fonksiyonel hasarlara neden olabilecegi

belirlenmistir (Fandohan et al. 2008).
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Sitral, geraniol ve mirsen gibi bir¢ok terpeni igeren limon otu bitkisinin apoptoz ve
nekroz ile hiicre Olimiine neden olabilecek sitoplazmik bilesen sizintisina yol agan
akigkanliklar1 degistirerek hiicre zar1 gecirgenligini artirabilecegi de bildirilmistir (Bakkali et
al. 2008).

Fiori et al. (2008) tarafindan gergeklestirilen ve seskiterpen olan azulen ve guazilen
terpenlerine iliskin yapilan fotodegradasyon calismalari sonucunda guazilenin foto-reaktivit
oldugu, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), ozellikle tekli oksijen veya daha toksik kararli

fototiriinlerin aracilik ettigi fototoksisiteye neden oldugu belirlenmistir.

Timol ve karvakrol monoterpenlerinin sigan kemik iligi hiicrelerinde yapisal ve toplam
kromozom anormalliklerini 6nemli 6l¢iide uyardiklar1 ve ayn1 zamanda mitotik indeksi doza

bagli olarak azalttiklar1 da Azirak ve Renciizogullar1 (2008) tarafindan tespit edilmistir.

Yine Biiyilikleyla ve Renciizogullar1 (2009), timoliin yapisal kromozomal
anormalliklerini, kardes kromatid degisimlerini ve mikroniikleus olusumunu uyardigini, ayni
zamanda replikasyon indeksini ve mitotik indeksi azaltarak sitotoksisiteye neden oldugunu
bildirmistir.

Salvia fruticosa (Yunan adagay1) ve Mentha pulegium (nane)’da bulunan sineol, tujon,
kamfor, pulegon ve menton gibi terpenlerin etkileri, zeytin meyve sinegi olarak bilinen
Bactrocera oleae ve D. melanogaster iizerinde c¢alisilmistir. Somatik mutasyon ve
rekombinasyon (SMART) testi uygulandiginda kamfor, pulegon ve mentonun B.oleae’da
mutajenik etkiyi uyardigi goriilmiistiir. Sineol terpeni ise her iki organizmada da zayif toksik

etkili bulunmustur (Kounatidis et al. 2009).

Kounatidis (2009)’e gore, tipki kamfor, pulegon ve menton metabolitleri gibi
zeytinyaginda bulunan skualen de D. melanogaster’de mutant klon sayisinda artisa neden

olarak somatik mutasyonlar1 uyarmaktadir.

Kozmetik iiriinlerinde siklikla kullanilan skualenin D. melanogaster’de sebep oldugu
toksik etkiler Huang et al. (2009)’1n arastimalar1 esnasinda farelerde de gézlenmis ve yiiksek
konsantrasyonlarda uygulanmasi sonucunda diisiik akut toksisiteye sebep oldugu bildirilmistir.

Monoterpenlerden olan §jenoliin insan epitel kolorektal adenokarsinom hiicresi ya da
kolon kanseri hiicresi olarak da bilinen Caco-2 hiicrelerinde de toksik etkili oldugu
Slamenova et al. (2009) tarafindan bildirilmistir. Clark (2009)’a gore de retinol diterpeni sigan,

tavsan gibi farkli organizmalarda embriyotoksik etkiler gostermektedir.
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Zingiber zerumbet (yabani zencefil)’ten elde edilen ve bir seskiterpen olan zerumbon,
ila¢ endiistrisinde siklikla kullanilan bir metabolittir. Ancak canlilar iizerine olas1 genotoksik
etkileri hakkindaki bilgi eksikliklerini gidermek amaciyla yapilan bir calismada, zerumbonun
dort farkli konsantrasyonu ile (10, 20, 40 ve 80 uM) insan periferal lenfosit hiicrelerinde in
vitro olarak galisilmis ve zerumbonun mitotik indeksi konsantrasyon artisina bagl olarak
inhibe ettigi ancak klastojenik etkisinin anlamli olmadig1, mikroniikleus ve hiicre proliferasyon
testlerinde ise genotoksik etkinin goriildiigi ve bu etkinin ise pozitif anlamli oldugu

belirtilmistir (Al-Zubairi et al. 2010).

Yapilan bazi ¢aligmalar monoterpenlerden kafur, okaliptol ve tujon terpenlerinin
apoptoza sebep oldugunu, terpinen metabolitinin maymun hiicrelerinde DNA kirilmalarini
indiikleyebildigini ve metil 6jenol monoterpenine maruz kalan sicanlarda da karaciger, akciger,
mesane, kemik iligi ya da bobrek dokusunda DNA hasarinin meydana geldigini ifade

etmektedir (Ding et al. 2011).

Yine monoterpenlerden linolooliin (50 ve 100 mg/kg) farelerde nesneleri tanima, pasif
kacinma, kisa ve uzun siireli bellek kayiplar1 gibi durumlara sebebiyet verdigi ve bu
dejenerasyonlarin sebebinin de DNA’da meydana gelen hasarlar ile iligkili olabilecegi Coelho
et al. (2011) tarafindan bildirilmistir.

Birgok saglik iirtiniinde dogal bir bilesen olarak kullanilan guazilenin normal insan
hiicrelerinde sitotoksik ve farkli bakteri suslarinda da fotomutajenik olabilecegi gosterilmistir

(Fiori et al. 2011).

Ayni sekilde guazilen ve azulenin Salmonella typhimurium bakteriyel mutajenite
deneyinde (Ames testi) mutajenik oldugu ve UV 15181 muamelesi sonucu yapilan in vitro Comet

testinde ise Salmonella’da DNA hasari meydana geldigi bildirilmistir (Struwe et al. 2011).

Terpenlerin diger bir sinifi olan ve 6zellikle antioksidan etkinliklerinden dolayi siklikla
tercih edilen karotenoidlerin yliksek konsantrasyonlarda kullanimina bagli olarak insan
periferal hiicre kiiltiirlerinde, fare, sican, beagle kopekleri ve bir ¢esit kemirgen olan gerbil
(Pachyuromys duprasi)’de DNA hasarina neden olduklar1 gézlenmistir ve bunun sebebi de
karotenoidlerin yiiksek konsantrasyonlarda pro-oksidan aktiviteye sahip olabilmeleridir
(Azgueta and Collins 2012).

Limon otu bitkisi metabolitlerinin de yiiksek konsantrasyonlarda kullanimina bagli
olarak (metil 6jenol, karyofilen gibi) insan kolon ve sinir hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigi
(Sharma et al. 2009) ve 800 pg/mltuygulamasinda ise insan lenfositlerinde DNA hasari
olusturdugu gézlenmistir (Sinha et al. 2014).
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Pteridium aquilinum (kartal egreltisi)’dan elde edilen ptaquilosid seskiterpeninin insan
lenfositlerinde kardes kromatid degisimini uyararak Onemli diizeyde genotoksik oldugu
belirlenmistir (Gil da Costa et al. 2014). Yiiksek mitotik 6zelligi sebebi ile kanser
arastirmalarinda kullanilan noroblastom hiicreleri ile saglikli hiicreler kullanilarak yapilan
karsilastirmali calismada, guazilenin yiiksek dozda total oksidatif seviyeyi (TOS) artirdig1 tespit
edilmis ve bunun sonucunda sitotoksik etkiler gézlenmistir. Ayrica periferal kan lenfositleri ile
yapilan ¢alismada da guazilenin farkli dozlarda kullanimi1 sonucu (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200
ve 400 mg/L) yine sitotoksisiteye yol actig1 belirlenmistir (Vinholes et al. 2014; Togar et al.
2015; Llana-Ruiz-Cabello et al. 2015).

T. vulgaris (kekik) yaginda bulunan timoliin endoplazmik retikulumdan kalsiyum
salmimint artirdigl ve reaktif oksijen tlirlerinin iiretimini artirarak apoptoza neden oldugu

bulunmustur (Chang et al. 2014).

Aroma maddesi olarak gidalarda, koku verici olarak da kozmetikte kullanilan
Z.officinale’ye ait gingerol terpeninin kdpek proksimal renal tiibiillerinde sitotoksik etkileri
Koci et al. (2015) belirlenmistir.

Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya'da bogiirtlen, yaban mersini, kiraz, seftali, ahududu,
cilek gibi ¢esitli yabani meyveleri enfekte eden D. suzukii ile yapilan bir aragtirmada, Mentha
piperita (nane) ve Perilla frutescens (biftek otu)’de bulunan mentol ve perillanin
asetilkolinesteraz enzim inhibitorii olarak yine D.suzukii'ye karsi fumigant aktivite

sergileyebilecegi bildirilmistir (Asplen et al. 2015).

Retinol diterpeninin yiiksek konsantrasyonlarda tiiketilmesi sonucu karacigerde
enfeksiyon ve timor olusumu gibi metabolik bozukluklar ile hiicre sitotoksisitesine ve hatta
hamileliklerde bebeklerde konjenital malformasyonlara neden oldugu goézlenmistir (Rajoshok

and Sumathi 2015).

Astaksantin tetraterpeninin genotoksisitesini belirlemeye yonelik olarak yapilan bir
calismada, farelere kronik olarak astaksantin uygulanmasi yapilmistir. Edwars et al. (2016)’a
gore, astaksantin terpeninin kanserojenik olmadigi diisliniilmiis olmakla birlikte artan
konsantrasyona bagli olarak (40, 200, 1000 mg) disi farelerde iyi huylu, hepatoseliiler adenom

oraninda artig gézlenmistir.

Dianthus caryophyllus (karanfil), Thymus vulgaris (kekik), Cinnamomum verum
(tar¢in) ve Zingiber officinale (zencefil) gibi bitkilere ait terpenlerin gidalarda kullanimlarinin
giivenilirligini degerlendirmek amaciyla yapilan arastirmada kopek kemik iligi mezenkimal

hiicreleri ve enterosit hiicreleri (ince bagirsak mukozas epitelinde bulunan emici hiicreler)
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kullamilmistir. Bu bitkilere ait timol, gingerol, 6jenol, mirsen, metil 6jenol gibi ¢esitli

terpenlerin her iki hiicre ¢esidinde de toksik etki sergiledigi belirtilmistir (Ortega et al. 2016).

Baldissera et al. (2016), bir ¢esit monoterpen olan alfa-terpinenin fare beyin
norotransmitterleri lizerinde asetilkolinesteraz (AChE) ve sodyum-potasyum pompasi (Na*, K¥,
ATPaz) vyoluyla giliglii norotoksisiteye sebep oldugunu ve davranis anormalliklerini
indiikledigini bildirmistir.

Na*, K*, ATPaz’m hiicre i¢i iyon ve membran potansiyel homeostazi ile noronal
uyarilabilirlikte 6nemli rollere sahip olduklar1 bilinmektedir. Ancak farelerde bu enzimin etki
mekanizmasinda limonin, pinen, linalool gibi baz1 monoterpenlerin diizensizlikler olusturarak
enzim aktivitesi inhibisyonuna, bozulmus sinaptik yanit ve sonug olarak hafiza kaybina neden
oldugu bildirilmistir (Pacheco et al. 2018). Ayni zamanda bu terpenlerin beyin
norotransmitterlerinin aktivitesindeki diizensizliklere dayali olarak hafiza bozukluguna neden

olabilecegi ve ROS seviyesini artirabilecegi de ¢esitli arastirmacilar tarafindan gosterilmistir

(Maharajan et al. 2018; Muthulakshmi et al. 2018).

Eletteria cardamomum (kakule) ve Origanum majorana (mercankoskii)’da bulunan
terpinen metabolitinin 0.5, 0.75 ve 1.0 mg/ml dozlarinin farelere uygulanmasi1 sonucunda
terpinenin tiim dozlarda hiicre canliligini azaltti§i, DNA hasarini indiiklendigi ve ayrica Na
metabolizmasinda degisikliklere neden olarak sitotoksik ve beyin hiicrelerinde de genotoksik

etkili oldugu goriilmistiir (Baldissera et al. 2018).

Deneysel model olarak yine farelerin kullanildig1 bir ¢aligmada monoterpenlerden olan
timoliin olas1 norotoksik etkisi arastirilmigtir. Farelere gavaj yoluyla verilen farkli dozlardaki
timoliin 20 ve 40 mg/kg dozlarda hafiza kaybina yol agtigi, kan-beyin bariyerinde meydana
gelen yikimda kontrol gruplarma gore onemli diizeyde artisa neden oldugu goriilmistiir.
Timoliin fare beyin asetilkolinesteraz (AChE) enzimini artirdig1 ve 6zellikle 20 ve 40 mg/kg
timol uygulanan farelerde sodyum-potasyum pompasi1 (Na*, K*,ATPaz) aktivitesinin inhibe
edildigi ve beyindeki ROS seviyesinde yiikselmeye yol actig1 belirlenmistir (Baldissera et al.
2018).
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MATERYAL VE METOT

Materyal
Kullanilan organizma.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda terpenlerin olas1 toksik ve genotoksik etkilerini belirlemek
amaciyla genetik toksikoloji ¢alismalarinda siklikla tercih edilen Drosophila melanogaster
model organizmasi kullanilmistir. Charles W. Woodworth'un 6nerisiyle baslayan ve fizyoloji,
patogenez, yasam Oykiisii gibi ¢esitli calismalarda yaygin olarak kullanilan D. melanogaster ilk
kez 1910 yilinda Amerikali Zooloji ve Genetik uzmani olan Thomas Hunt Morgan tarafindan
genetik arastirmalarda kullanilmaya baglanmistir. Morgan bu organizma ile yaptigi deneylerde
kromozomlara dayanan cagdas kalittm kuramini gelistirmis ve 1933 yilinda Nobel Fizyoloji-
Tip odilini almistir. Diptera (¢ift kanatlilar) takimima ait olan D. melanogaster, tam
baskalasim geciren (holometabol) yabanil tip (wild type=w.t.) bir sinek tiirtidiir. Bu sinek tiirii
cogunlukla ¢iirtimiis fermente meyvelerin tizerinde gelisim gosterdiginden halk arasinda meyve

sinegi veya sirke sinegi olarak da bilinmektedir.

Drosophila’nin sistematigi.

Alem/Kingdom: Hayvanlar alemi/Animalia. Organ olusumu ve organ sistemi

organizasyonu gosteren, ¢cok hiicreli 6karyotik organizmalardan olugmaktadir.

Sube/Phylum: Eklem bacaklilar/Arthropoda. Omurgasizlarin en biiyiik subesi olan
eklem bacaklilarin viicutlar1 bas, gégiis ve karin olmak iizere ii¢ bolgeden olusmaktadir. Her
bolge farkli organ organizasyonunda gorev alan segmentler icermektedir. Iyi gelismis sinir

sistemleri ve kitinden yapilmais bir dis iskeletleri bulunmaktadir.

Smnif/Class: Bocekler/Insecta. Eklem bacaklilar subesine ait olan bocekler, tiir
bakimindan en kalabalik hayvan grubunu olusturmaktadir. Boceklerin bas kisminda bir cift
anten bulunmaktadir. Gogiis bolgesi her biri bir ¢ift bacak tasiyan ii¢ segment, karin bolgesi ise

tiire 6zgii olarak farkli renklerde ve farkli sayilarda segmentler icermektedir.

Takim/Ordo: Cift kanathilar/Diptera. Bu takima ait organizmalar tam bagkalasim
(holometabol) gosteren ve viicutlar1 ii¢ kisimdan olusan iki kanatlilardir. Bas kismu bir gift
anten, bir ¢ift petek goz ve beslenme sekline bagli olarak emici, parcalayici, yalayici, sokucu-
emici gibi farkli agi1z tiplerinden birisini tasimaktadir. Gogiis kismi ise bacaklarin ve kanatlarin
olusumundan sorumlu segmentlerden olusmaktadir. Abdomen kismi1 11 adet segmentten olussa

da genellikle Diptera takimina dahil organizmalarda 7-8 adet segment goriilmektedir.
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Alt takim/Subordo: Karasinekler/Brachycera. Birbirinden farkli ii¢ anten segmenti
iceren ancak son anten segmentinin bir kil (arista) gibi uzantiya sahip oldugu sinekler bu alt
takima dahildir. Antenleri ve viicutlar1 kisa olup larvalar1 kurtguk seklindedir. Larval gelisimi

takiben olusan pupalar iigiincii larva evresinden kalma bir deri ile sarilir.

Aile/Family: Drosophilidae. Larvalari ¢iirlimiis meyvelerin tizerinde gelisim gosterdigi

icin meyve sinekleri olarak bilinirler.

Cins/Genus: Drosophila. Yaklasik 750 tiirii bulunan ve boyut olarak ev sineginin 1/3’i
biiyiikliige sahip olan sinekler, genellikle kahverengi viicut ve kirmiz1 gz rengine sahiptirler.
Embriyonal dénemde baslayan ve ergin doneme kadar devam eden ndrolojik gelisimleri

nedeniyle noro-genetik ve genetik arastirmalar da kullanilan organizmalardir.
Tiir/Species: D. melanogaster.

D. melanogaster Oregon-R soyu, yabanil bir soy olup yuvarlak-kirmizi géz, normal
kanat ve kahverengi viicut rengine sahiptir (Sekil 14). Disiler yaklasik 2,5 mm boya sahip iken
erkeklerin boylar1 disilere gore biraz daha kisadir. Bas, gogiis (toraks) ve karin (abdomen)
olmak {izere li¢ boliimden olusan viicut yapilarinin bas ve toraks kismi1 makroseta (biiyiik sert
killar) ve mikroseta (kiigiik yumusak killar)’lar ile értiiliidiir. Bu killar duyu organi olarak gorev

yaparken say1 ve sekilleri kalitsal olarak degismektedir.

Sekil 14. D. melanogaster Oregon-R yabanil soyuna ait @ ve J.
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Bas bolgesinde yanlarda bir ¢ift petek géz ve tepede li¢ basit goz (ocel) ile agiz ve bir
cift arista tipi anten bulunmaktadir (Sekil 15). Gogiis bolgesi ise 6nden arkaya dogru sirastyla
protoraks, mesotoraks ve metatoraks olmak iizere li¢ segmentten meydana gelmektedir. Bu
segmentlerin her birinden bir ¢ift bacak ¢cikmaktadir. Ayrica ikinci gogiis segmentinde bir ¢ift
kanat ve l¢iincii gogiis segmentinde de bir ¢ift halter organi bulunmaktadir. Halter organi
fonksiyonel olarak korelmis ikinci ¢ift kanat yapisi olmakla beraber ugus esnasinda denge

organi olarak islev gérmektedir.

Ug basit
g0z

Petek goz

Arista tipi
anten

Sekil 15. D. melanogaster’in bas bolgesi.

Karin bolgesi ise disi ve erkek bireylerde farklilik gostermektedir. Disi bireylerde bu
bolge uzun, acik ve koyu renkte cizgilerden meydana gelen 7 segmentten olusurken yumurta
olusumuyla birlikte yuvarlaklasmaya baslamakta ve daha da biiyiimektedir. Erkek bireyde ise
karin kismi kisa, agik ve koyu renkli bes segmentten olusmaktadir. En son segment siyah
renktedir (Sekil 16). Erkek ve disi bireylerin karin kismindaki gerek renk ve gerekse biiyiikliik
farkindan dolayr makroskobik olarak cinsiyet tayini yapilabilmektedir. Ayrica disilerde
bulunmayan sadece erkek bireylerde bulunan esey taragi (metatarsal tarak) ise birinci ¢ift
bacagin birinci tarsus segmentinde sik killardan meydana gelmektedir. Esey taragi erkek
bireylerde ciftlesme esnasinda disinin sabitlenmesini saglamakta ve cinsiyet ayriminda 6nemli

bir kriter olarak kullanilmaktadir (Sekil 17).
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Disi ve erkek bireylere ait
segmentli karin bolgesi

Sekil 16. D. melanogaster’in viicut yapisi ile disi ve erkek bireyler arasindaki karin bolgesinin
gorunumu.

Femur

Trochanter

Tibia

Tarsus
segmentleri —

— Esey taragi

Sekil 17. D. melanogaster’in bacak yapisi ve erkek bireylerde bulunan esey taragi.
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D.melanogaster’in 2n=8 kromozomu bulunmaktadir (Sekil 18). I. ¢ift kromozomu esey
kromozomu olup (X kromozomu) telosentriktir. 1l., III. ve IV. ¢ift kromozomlar1 ise otozom
olup II. ve IIL. ¢iftler metasentrik, IV. ¢ift yine bir telosentrik kromozomdur. Cok kii¢iik olan
IV. cift kromozom genellikle somatik hiicrelerden hazirlanan karyotiplerde nokta seklinde

I\ I\
i\ v

Sekil 18. D. melanogaster’in disi ve erkek bireylerine ait karyotipler.

D.melanogaster’in laboratuvarda kullanim nedenleri.

1910 yilinda T. H. Morgan tarafindan ilk defa kullanilan Drosophila, 100 yildan fazla
stiredir genetik ¢aligmalarda kullanilmakta ve halen giiniimiizde mekanizmasi en iyi anlagilan
model organizma olmas1 nedeniyle biyoloji de calisilan temel organizmalardan birisi olarak
anlatilmaktadir (Graf and Singer 1992; Prokop 2016). 2000 yilinda genom haritasi paylasilan
D. melanogaster sitogenetik, popiilasyon genetigi, molekiiler genetik gibi genetigin ¢esitli alt
dallarinda gergeklestirilen galismalarda siklikla tercih edilmektedir (Cakir ve Sarikaya 2004).
Ayrica 1927 yilinda Miiller’in toksikoloji ¢alismalarinda D. melanogaster’i kullanmasiyla
baslayan siire¢ giiniimiizde de gelistirilen genotoksikoji testlerinde bu organizmanin kullanimi

ile devam etmektedir.
Bu organizmanin siklikla kullanilmasinin sebepleri sunlardir;

1. Cok c¢esitli dogal ya da yapay varyasyonlarin ve mutasyonlarin fenotipte
gdzlenebildigi bir organizmadir. Binokiiler mikroskop altinda g6z renginde, gz seklinde, viicut
rengi, kanat veya kil tipinde meydana gelebilecek varyasyonlarin gozlenebilmesi oldukga

kolaydir (Graf and Singer 1992).

2. Bu tiirlin yabanil ve mutant bireyleri kisa hayat devrine sahiptirler. Yaklagik 9-10 giin
gibi bir siirede metamorfozu (baskalasim) tamamlayip eseysel olgunluga ulasarak yeniden

iireme periyoduna girerler.
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3.Yapilan caprazlamalar sonucunda ¢ok sayida yavru birey elde edilebilmektedir. Bu

bireylerin ergin disi ve erkekleri bazi morfolojik 0Ozelliklerine gore kolayca ayirt
edilebilmektedir (Sekil 14).

4. Laboratuvarda yetistirilme kosullar1 kolaydir ve besiyeri maliyeti oldukca ucuzdur.

5. Mitotik ve larval doneme 0zgii politen kromozomlara ait kromozom haritalari
cikarilmistir ve bu kromozomlarin preparasyonlart kolayca yapilabilmektedir. Ayrica

D. melanogaster’in politen kromozomlari gen aktivitesi tayininde de kullanilmaktadir.

6. Drosophila cinsine ait genom sekansi belirlenmis ve insanlarda hastaliklara neden

olan %60’dan fazla genin bu tiir ile homoloji gosterdigi belirlenmistir.

7. Kanser, noroloji ve renal hastaliklar, metabolizma bozukluklar1 ile yapisal
anormallikleri belirleyen genlerin ¢ogunlugunun D. melanogaster’de homologlarinin
bulundugu ve insan hiicre dongiileri ve diizenleyici yolaklarin birbirine benzer oldugu

bilinmektedir (Bernards and Hariharan 2001).

Bu o6zelliklerin tiimii Drosophila’nin model organizma olarak genetik denemelerde

tercih edilmesinin sebepleridir (Bernards and Hariharan 2001; Uysal et al. 2006).

D. melanogaster’in yasam déngiisii.

D. melanogaster yumurtadan-ergine yasam dongiisiinii tam bagkalagim gegirerek
tamamlar. Disiler tarafindan birakilan déllenmis yumurtalar 6nce gelisimin ilk periyodu olan
ve birinci, ikinci, liglincii larva donemlerini kapsayan embriyonik periyot evresini gegirirler.
Embriyonal gelisimden sonra postembriyonik periyot baslar ve ergin birey olusumuna kadar
devam eder. Bu gelisim evrelerinin yaklasik siireleri Tablo 4’de gdsterilmistir. 11k larval ddnem
dollenmeden yaklasik 22-24 saat sonra baglar ve iki deri degisiminden sonra larval donem sona
erip yaklasik 5. giinde prepupa evresine gecilir. Prepupay1 pupa evresi takip eder ve ergin birey
haline geg¢is icin gerekli siire 25+1°C’de yaklasik 9-10 giindiir (Sekil 19). Ancak baskalagim
stiresi ve Omiir uzunlugu tizerinde farkli parametrelerin etkili oldugu da cesitli aragtirmacilar
tarafindan bildirilmistir. Bu parametreler arasinda 1s1 degisikligi (Sorensen and Loeschcke
2002; Sinclair and Roberts 2005; Uysal et al. 2006; Ayar et al. 2009) beslenme (Uysal et al.
2009; Ayar et al. 2009), popiilasyon yogunlugu, ciftlesme, radyasyon, nem (Clark and
Rockstein 1964; Unlii and Bozcuk 1979) gibi faktorler sayilabilir.
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Tablo 4. D. melanogaster 'in Gelisim Evreleri ve Siireleri

Saat Yaklasik Giin Evreler
©) 0 Yumurta
(0-22) 0-1 Embriyo
(22-70) 1-3 Larva gelisimi
(118-122) 5 P . . :
upa evresine gecis ve prepupanin deri
degistirmesi
(130-167) 5,57 Anterior ucun g¢ekilmesi ve goz
pigmentlerinin olusumu
(215) 9

Pupadan ergin bireyin ¢ikist

d %\9
Disi ve erkek bireyler

arasinda ciftlesme Ciftlesme sonrasi disiler

9-10 giin sora meydana gelir yumurtalarini
- ergin birey bulunduklari ortama
I A olusur birakir.
\\ "
|
\"w) Bulunduklar1 ortamin 22 saat sonra 1. larva
sicakligi degiskenlik evresi baslar

gosterse de yaklagik 5 giin

sonra pupa evresine gegilir 1. larval evreyi

2. larva evresi
takip eder

3. larva evresi ile
gelisim devam eder

Sekil 19. D. melanogaster’in hayat dongiisti.
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In vivo émiir uzunlugu testinde kullanilan D. melanogaster’in Oregon-R yabanil
soyu.

Terpenlerin  Omiir uzunlugu tizerindeki etkilerinin belirlenmesi igin Atatiirk
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Genetik Arastirma Laboratuvari’nda uzun
yillardan beri kendilestirilmis genetik olarak homozigot, hi¢bir mutant karakter tagimayan ve

bir laboratuvar stogu olan D. melanogaster’in Oregon-R yabanil soyu kullanilmstir.

In vivo somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde kullanilan D. melanogaster’in
mutant soylari.

Tez galigmasinin ikinci boliimii olan ve terpenlerin genotoksik etkilerinin belirlenmesi
amaciyla uygulanan SMART yonteminde D. melanogaster’in normal metabolik aktiviteye
sahip flare (fIr®) (Sekil 20) ve multiple wing hair (mwh) (Sekil 21) mutant soylar1 kullanilmistir.
Bu soylar Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Genetik Arastirma
Laboratuvari’nda uzun yillardan beri genetik yonden homojen olarak yasatilmaktadir. Somatik
mutasyon ve rekombinasyonlart belirlemek i¢in bu stoklarin {i¢iincli kromozomlar1 lizerinde

bulunan iki belirleyici gen kullanilmistir. Stoklarin genotipik yapist su sekildedir;
1. flare (flr3)/In (3LR) TM3, ri pp sep 1(3)89Aa bx34e es BdS.
Bu stok kisaca flr3/TM3, BdS seklinde de gosterilmektedir.
2. multiple wing hair (mwh/mwh)

Bu mutant soylardan flare (flr®) mutant soyu, flr® belirleyici (marker) genine bagh olarak
normal sineklerin (yabanil tip) kanatlarindaki normal, diiz ve uzun killar (trikom) yerine
korelmis, kisalmis nokta seklinde, koyu renkli balon veya kalin diizgiin olmayan kil olugsmasina
neden olmaktadir (Graf et al. 1984). Bu gen III. kromozom kolunun sentromere yakin (3-38,8)
olan béliimiinde bulunmaktadir (Sekil 20) ve bulundugu canlida flr® geni homozigot durumda
iken embriyonik evrede letalite gdstermesi sebebiyle ergin bireyler olusamamaktadir. flr®
geninin embriyonik letal etkisinden kurtulmak i¢in dengeleyici bir kromozom olan TM3
kromozomu ile heterozigot durum getirilen bu bireyin kanat imajinal disklerinden mutant kanat
hiicrelerinin gelisimi saglanmaktadir (Graf et al. 1998). Normal kanatlarin kenarlar1 diizgiin bir
sekilde iken, Bd® genini tasiyan bireylerde kanat kenarlar1 diizgiin olmayip testere disi

seklindeki fenotipe sahiptir (Sekil 21).

Diger bir mutant soy olan multiple wing hair (mwh) ise kanat killarinin ayni hiicreden
ic veya daha fazla sayida ¢ikmasi seklinde kendini gésteren mwh marker genini tasimaktadir
(Sekil 22). Bu gen III. kromozomun telomere yakin boliimiinde (Sekil 20) bulunur (3-0,3) ve
resesiftir (Graf et al. 1998).
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mwh flr  Sentromer Bds

0,3 388 477 91,9

Sekil 20. mwh ve flr belirleyici genlerinin III. kromozom iizerindeki lokasyonlari.

Sekil 21. Flare mutant tiiriine ait erkek birey (ok isareti testere disi seklindeki kanat yapisini
gostermektedir).

Sekil 22. Multiple wing hair mutant tiiriine ait disi birey.
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Kullanilan kimyasal maddeler.

Calismamizda olas1 genotoksik etkilerini arastirdigimiz timol (2-izopropil-5-metilfenol,
Cas No: 89-83-8), guazilen (1,4-dimetil-7-isopropylazulene, Cas No: 489-84-9), abietik asit
(7,13-abietadien-18-o0ik asit, Cas No: 514-10-3), skualen (2,6,10,15,19,23 hekzametil-
2,6,10,14,18,22-tetrakosaheksaen, Cas No: 111-02-4) ve astaksantin (3,3'-dihidroksi-beta, beta-
karoten-4,4'-dion, Cas No: 472-61-4) terpenleri Sigma-Aldrich sirketinden temin edilmistir.
Calisma kapsaminda kullanilan diger kimyasal maddeler ve alimin yapildigi firmalar Tablo 5

ve Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 5. Omiir Uzunlugu Test Yonteminde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Test Teknigi Kimyasal Madde Firma Ad1

) Agar-agar Bacto™ Agar

Omiir Uzunlugu Testi Dietil eter Merck
Propionik asit Merck
Dimetil siilfoksit Merck

Tablo 6. SMART da Kullanilan Kimyasal Maddeler

Test Teknigi Kimyasal Madde Firma Ad1

Drosophila besiyeri Carolina Bio. Supp.
Agar-agar Merck
Dietil eter Merck
Propionik asit Merck
Gliserol Merck

SMART Kloral hidrat Merck
Arap zamki Sigma
Etil metansiilfonat Sigma
Sodyum hidroksit Merck
Entellan Merck

Kullanilan alet ve cihazlar.

Stirdiirtilen deneysel caligmalar esnasinda Tablo 7°de markalar ile birlikte belirtilmis

olan c¢esitli alet, cihaz ve laboratuvar malzemeleri kullanilmistir.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%222%2C6%2C10%2C15%2C19%2C23-Hexamethyl-2%2C6%2C10%2C14%2C18%2C22-tetracosahexaene%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%20638072%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%223%2C3%27-Dihydroxy-beta%2Cbeta-carotene-4%2C4%27-dione%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%205281224%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%223%2C3%27-Dihydroxy-beta%2Cbeta-carotene-4%2C4%27-dione%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%205281224%5bStandardizedCID%5d

Tablo 7. Genetik Laboratuvarinda Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Cihaz/Malzemeler Markasi
Hassas terazi KERN ABJ 220-4M
Otomatik pipet Eppendorf
Saf su cihazi GFL 2001-4
No-frost buzdolabi Vestel IDEA 465 A NF
Isitmali-sogutmali sicaklik kabini Binder Etiiv RE 53
Kuru hava sterilizatorii BINDER ED 115 Sterilizator
Twezeers Sigma-Aldrich
Besiyeri ve preparat hazirlamak i¢in Cam sise, baget, beher, erlenmayer, cam
kullanilan laboratuvar malzemeleri kroze, petri kab1, kurutma kagidi, tikag, lam,
lamel
Yontem

Besiyeri ortaminin hazirlanmasa.

Laboratuvar stok kiiltiirleri Standart Drosophila Besiyeri’nde (SDB) tutulmaktadir.
SDB hazirlamak i¢in kullanilan malzemeler miktarlar1 ile Tablo 8’de verilmistir. Besiyeri
hazirlanirken oncelikle 440 ml saf su kaynatilir. Ayri bir beherde bulunan 125 ml saf suya misir
unu ve bira mayasi eklenerek homojen hale getirilir. Kaynamaya baslayan 440 ml saf suya
sirastyla agar ve seker ilave edilip cam baget yardimiyla karistirilir. Kaynayan agar ve seker
karisimina ayri bir beherde hazirlanan misir unu ve bira mayasi karisimi da eklenerek yaklasik
15 dk kisik ateste kaynatilarak kivam almasi saglanir. Besiyeri biraz sogumaya birakilir ve i¢ine
kiif inhibitorii olarak 3-3,5 ml propiyonik asit ilave edilir. Hazirlanan SDB, heniiz sicakken
steril 250 ml’lik kiiltiir siselerine dokiiliir. Son olarak kiiltiir siseleri {istlerine temiz kurutma
kagitlar1 kapatilarak bir giin oda sicaklifinda sogumalar i¢in bekletilir. Besiyerleri soguyup
katilagtiginda kiiltlir siselerinin agizlar1 steril siingerlerle kapatilip kullanilincaya kadar

buzdolabinda saklanir.

Tablo 8. Standart Drosophila Besiyeri Icerigi

Madde Madde Miktari
Agar-agar 9gr

Toz seker 60 gr

Bira mayasi 19 gr

Misir unu 50 gr

Propionik asit 3,5 ml

Saf su 565 ml

Bu calisma kapsaminda SDB disinda Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen
Drosophila Instant Medium (DIM) olarak bilinen hazir besiyerleri de uygulama ve kontrol

gruplarina ait bireylerin yetistirilmesi i¢in kullanilmistir.
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Eterizasyon (bayiltma) yontemi.

Drosophila cinsine ait ergin bireyler negatif geotropik (yergekiminin tersine), pozitif
fototropik  (1s18a dogru) ve kemotropik (kimyasal maddelere/kokuya) yonelim
gosterdiklerinden ¢esitli manipiilasyonlarin yapilabilmesi i¢in dietil eter kullanilarak bayiltma
islemine tabi tutulurlar. Sinekler cam krozeye alinip iginde bir miktar eter bulunan erlenmayer
icine yerlestirilir. Krozenin tabaninda bulunan torf gézeneklidir ve bu sayede eter krozenin igine
buharlasir. Krozenin govdesinde bulunan sinekler bu sekilde kisa bir siire iginde
bayiltilmig/eterize edilmis olur. Eterizasyon islemi, stok Kkiiltiirlerin yenilenmesinde ve
uygulama gruplarinin olusturulmasinda kullanilir. Ancak sinekler uzun siire etere maruz

birakilmamalidir.

Omiir uzunlugu testi icin 6n kiiltiirlerin olusturulmasi ve ergin bireylerin
toplanmasi.

Omiir uzunlugu testinde D. melanogaster’in Oregon-R yabanil soyuna ait disi ve erkek
bireyler kullanilmistir. Bu bireyler arasinda yapilacak olan ¢aprazlamalar i¢in 6nce SDB
hazirlanmistir. Hazirlanmis SDB igeren kiiltiir siselerine yabanil soya ait disi ve erkek bireyler
konularak ¢aprazlamalar baslatilmistir. Hayat devrini tamamlayip ergin birey hale gelen ayni
yash (1-3 giinliik, 72+4 saatlik) yabanil bireyler 3 giin siire ile 4’er saatlik periyotlar halinde
erkekler ve 6zellikle disiler virgin (bakire) olacak sekilde ayr1 ayr toplanmistir. Her grup i¢in
100’er tane toplanan disi ve erkek sinekler taze SDB igeren siselere ayr1 ayr1 konularak 1sitmali-

sogutmali etiivlerde muhafaza edilmistir.

Omiir uzunlugunda kullanlacak terpenlerin stok soliisyonlarinin hazirlansi.

Omiir uzunlugu deneylerinde kullanilmak iizere tiim terpenler oncelikle %1’lik
DMSO’da ¢ozlilmiis ve 500 ppm’lik stok c¢ozeltileri hazirlanmistir. Terpenlerin  stok
cozeltilerinin taze hazirlanmalarina ve uzun siireli bekletilmemelerine de 6zen gosterilmistir.
Omiir uzunlugu testinde kullanilmak iizere hazirlanan stok c¢ozeltilerinin uygulama

konsantrasyonlar1 saf su ile seyreltilerek SDB’ye ilave edilmistir.

Ergin bireylere terpenlerin uygulanmasi.

Terpenlerin dmiir uzunlugu iizerine etkileri D. melanogaster Oregon-R yabanil soyunun
disi ve erkek popiilasyonlarinda ayr1 ayri ¢alisilmistir. Deneylerin tiimiinde kullanilacak disi ve
erkek sineklerin ayni yash bireyler olmasi amag¢lanmis bundan dolay1 da ilk olarak taze besin

ortami igeren kiiltiir siselerinde 10 9 ve 10 &' seklinde ¢aprazlamalar yapilmstir.
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Yapilan caprazlamalar ile olusturulmus 6n stoklardan 9. giinden itibaren ergin hale
gelen bireyler, 6 saat sonra ¢iftlesme yetenegi kazandiklarindan disi ve erkekler ayr1 ayr1 olmak
tizere 4’er saatlik periyotlar halinde 3 giin boyunca siirekli toplanmistir. Bu sekilde 1-3 giinliik
ve ¢iftlesmemis bireyler toplanarak hem uygulama gruplarinda hem de kontrol gruplarinda

kullanilmustir.

Tez ¢alismasinda kullanilacak olan TIM, GUA, ABA, SKU ve ASTA terpenlerinin
uygulama konsantrasyonlarint belirlemek icin birgok 6n deneme yapilmistir. Bu 6n
denemelerde 25 ppm’den daha diisiik konsantrasyonlarda herhangi bir etki gézlenmezken, 200
ppm’in lizerinde akut dliimler meydana gelmistir. Bu nedenle her terpen icin 25, 50, 100 ve 200

ppm olmak tizere dort farkli konsantrasyon ile ¢alisilmistir.

Daha sonra omiir uzunlugu testi i¢in iki ayr1 deney seti olusturulmustur. Bu deney
setlerinden ilki yalmizca SDB ve %1 DMSO+SDB iceren kontrol grubu, ikinci deney seti ise
calismada kullanilan bes terpenin dort farkli konsantrasyonunu (SDB+25, 50, 100, 200 ppm
TIM/GUA/ABA/SKU/ASTA) igeren uygulama gruplaridir.

Kontrol ve uygulama gruplarina ait popiilasyon yogunlugu 100 29 ve 100 3 birey
olarak belirlenmistir. Ancak bireylerin toplu halde eterizasyonu, aktarimi ve dlen bireylerin
ortamdan uzaklastirilmasinda yasanabilecek giigliikklerden dolayr her uygulama gruplarma ait
bireyler, baslangic konsantrasyonlar1 da goz oniine alinarak 4 gruba ayrilmis ve 25 bireyden

olusan kiiciik gruplar olusturulmustur.

Es zamanli olarak baglatilan tiim kontrol ve uygulama gruplart 1sitmali-sogutmali
etiivlerde (25+1°C), %60 bagil nem ve karanlik ortamda tutulmustur. Boylece tiim ¢evresel
faktorlerin stabil kalmasi, tek degiskenin farkli konsantrasyonlarda uygulanan bes farkli terpen
olmasi1 saglanmistir. Ergin bireyler kronik uygulama i¢in {i¢ giinde bir farkli konsantrasyonda
terpenleri igceren taze besi yerlerine aktarilmis ve aktarim sirasinda dlen bireyler kaydedilerek
ortamdan uzaklagtirilmistir. Bu islem en son birey 6liinceye kadar siirdiiriilmiis ve denemeler

i¢ kez tekrarlanmustir.

Omiir uzunlugu testinden elde edilen verilerin istatistiksel analizleri.

Hem kontrol hem de uygulama gruplarindan elde edilen sonuglarin istatistiksel
analizleri SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) 15.0 program ile yapilmistir.
Kontrol ve uygulama gruplarina ait maksimum ve ortalama Omiir uzunlugu degerlerini
karsilastirmak i¢in tek yonlii varyans analizi olan Tukey ve Duncan’in ¢oklu karsilagtirma testi

kullanilmis ve istatistiksel onemlilik diizeyi P<0,05 olarak kabul edilmistir. Disi ve erkek
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popiilasyonlarinin her grubuna ait hayatta kalis egrileri de Microsoft Windows Office Excel

programi kullanilarak ¢izilmistir.

SMART i¢in on kiiltiirlerin olusturulmasi ve ergin bireylerin toplanmasi.

SMART testinde fenotipte gozlenebilen uygun isaret genlerini tasiyan Drosophila’nin
iki mutant tiirii kullanilmaktadir. Bu isaret genlerinden flare (flr®) geni, kanatlardaki normal diiz
ve uzun killar yerine kdrelmis, nokta seklinde kil olusmasina neden olmaktadir. flr® homozigot
halde iken letallite gosterdigi i¢cin dominant isaret geni tasiyan dengeleyici bir kromozomla
(TM3Bd®) birlikte bu bireyler (flr3/TM3Bd®) yasatilmaktadir. Normal kanatlarm kenarlari
diizgiin bir sekilde iken, Bd® genini tasiyan bireylerde kanat kenarlari diizgiin olmayip testere
disi seklindeki fenotipe sahiptir. Diger bir belirleyici gen olan mwh (multiple wing hair, ¢oklu
kanat killar1) geni ise kanat killarinin ayn1 hiicreden {i¢ veya daha fazla sayida ¢ikmasi seklinde

kendini gostermektedir.

SMART yonteminde kullanilacak olan D. melanogaster’in bu iki mutant tiiriine ait
erkek ve disi bireylerin sayisini artirmak i¢in ilk olarak taze SDB igeren on kiiltiir siseleri
hazirlanmistir. Hazirlanan bu kiiltiir siselerine ¢aprazlamalarin yapilmasi igin flr® ve mwh
tiirlerinin erkek ve disileri eterize edilerek ayr1 ayr1 konulmustur. Ciftlesmeleri takiben hayat
devrini tamamlayip ergin birey hale gelen ayn1 yash (1-3 giinliik, 72+4 saatlik) flr® ve mwh
sinekleri, 4’er saatlik periyotlar halinde 6zellikle disiler virgin (bakire) olarak toplanip taze
SDB iceren siselerde disi ve erkekler ayr1 ayr1 olmak iizere isitmali-sogutmali etiivlerde

muhafaza edilmistir.

Trans-heterozigot larvalarin elde edilmesi.

Bunun i¢in daha 6nceden virgin olarak toplanip muhafaza edilen bireyler kullanilarak
caprazlamalar yapilmigtir. Caprazlamalar yine Onceden hazirlamis SDB igeren kiiltiir
siselerinde ve deney planlamasina gére her sisede ortalama 40 flr® disi ve 40 mwh erkek olacak

sekilde gerceklestirilmistir. Caprazlamalarin genotipik gosterimi asagidaki gibidir;
P: fIr¥/In (3LR) TM3, BdS 929 X mwh/mwh 43

Yapilan gaprazlamalarda, flr® stoklarma ait disi bireyler, yumurta verimlerinin nmwh
disilerine gore daha yiiksek olmasindan dolayi tercih edilmistir. Ancak resiprokal ¢aprazlamalar
ile de trans-heterozigot larvalar elde edilmistir. Ayn1 siseye konulan disi ve erkek bireyler
oogenezin olusmasi i¢in en az 24 saat ayni ortamda bekletilmistir. Bir giin sonunda ¢aligmada

kullanilacak larvalarin ayni evrede olmalar1 agisindan ¢aprazlamada kullanilan ergin bireyler
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taze besiyerleri i¢ine 4’er saatlik periyotlarla aktarilmistir. Bu islem daha fazla sayida larva elde

etmek icin tekrarlanmistir.

SMART’da kullanmilacak terpenlerin stok soliisyonlarinin hazirlanisi.

SMART’da kullanilmak {izere tiim terpenler oncelikle %1°lik DMSO’da ¢oziilmiis ve
500 ppm’lik stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Terpenlerin stok ¢ozeltilerinin taze hazirlanmalarina
ve uzun siireli bekletilmemelerine de 6zen gosterilmistir. SMART yonteminde kullanilmak
tizere hazirlanan stok ¢ozeltilerinin uygulama konsantrasyonlar1 Drosophila Instant Medium

(DIM)’una saf su ile seyreltilerek ilave edilmistir.

Trans-heterozigot larvalara terpenlerin uygulanmasa.

Tiim deneylerde kullanilacak olan TIM, GUA, ABA, SKU ve ASTA terpenleri ile ilk
olarak uygulama konsantrasyonlarini belirlemek i¢in bir¢ok 6n deneme yapilmustir. Yapilan 6n
denemeler sonucunda her terpen i¢in 50, 100, 200 ve 400 ppm olmak iizere dort farkli
konsantrasyon belirlenmistir. Bu konsantrasyonlarin en diisiik konsantrasyonu olan 50 ppm’in
altindaki konsantrasyonlarda herhangi bir genotoksisite gozlenmemis iken en yiiksek
konsantrasyon olan 400 ppm’in iistiindeki konsantrasyonlarda ise larvalarin yagsama yiizdeleri
oldukca diismiistiir. Bu nedenle belirlenen konsantrasyonlarin daha diisiik ve daha yiiksek
konsantrasyonlar ile c¢alistimamistir. TIM, GUA, ABA, SKU ve ASTA terpenlerinin
belirlenmis dort farkli konsantrasyonunun (50, 100, 200 ve 400 ppm) DIM’a eklenmesiyle
uygulama gruplar1 olusturulmustur. Kontrol gruplar ise terpenlerin ¢oziiclisii olan %1 lik
DMSO ve saf suyla hazirlanan negatif kontrol gruplari ve genotoksitesi iyi bilenen 1 ppm etil
metansiilfonat (EMS) pozitif kontrol grubudur. Daha sonra uygulama ve kontrol gruplarina ait
besiyerlerini igeren kiiltiir siselerine, 100’er trans-heterozigot larva konulmustur. Uygulama ve
kontrol gruplarina ait tiim kiiltiir siselerindeki larvalar bagkalagimlarini tamamlayip ergin birey

haline gelinceye kadar 1sitmali-sogutmali etiivlerde muhafaza edilmistir.

Baskalasimi tamamlayan ergin bireylerin toplanmasi ve kanat preparatlarinin
hazirlanmasa.

Kontrol ve uygulama gruplarina ait larvalardan elde edilen ergin bireyler giinliik olarak
eterize edilip toplanmistir. Bu bireyler onlara ait kanat preparatlarinin hazirlanmasi i¢in %70°1ik
etil alkol igeren ependorf tiipleri igerisinde +4°C’de muhafaza edilmistir. Daha sonra kanatlarin
morfolojilerine gore normal kanat ve serrat kanat i¢in ayr1 ayr1 preparatlar yapilmistir. Kanat
preparatlarinin yapimi i¢in Faure sollisyonu hazirlanmistir (Schaik and Graf 1991). Bu
sollisyonun igerigi Tablo 9’da verilmistir. Kanat preparatlar1 hazirlanirken etil alkolde

saklanmig olan her bir sinek ¢cukur lam ya da saat cami iizerine damlatilan faure sollisyonuna
63



alinarak binokiiler mikroskop altinda ince uglu pensler ile onlara ait kanatlar viicuda baglandigi
yerden 6zenle ayrilmistir. Her ¢ift kanat yan yana olacak sekilde lam {izerinde belirli araliklarla
dizilmistir. Lam iizerinde ortalama 80 adet kanat yerlestirildikten sonra preparatlar toz
almayacak sekilde bir giin siire ile kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlara bir iki damla
entellan damlatilarak {izerlerine lamel (24x60 mm) kapatilip, tekrar kurumaya birakilmistir.

Kuruyan preparatlar 151k mikroskobu altinda incelenmeye hazir hale gelmistir.

Tablo 9. Faure Soliisyonunun Igerigi

Madde Madde Miktari
Gam arabik 30 gr
Gliserol 20 ml
Kloral hidrat 50 gr
Distile su 50 ml

Kanat preparatlarinin mikroskobik analizi.

Hazirlanmis olan kanat preparatlar1 151k mikroskobu altinda incelenmistir (10x10).
Mutant klonlara ait incelemeler yapilirken kanatlar iizerindeki A, B, C, C, D', D ve E sektorleri
dikkate alinmistir (Sekil 23).

Serrat kanat

Normal kanat

Sekil 23. Normal ve serrat kanat fenotiplerine ait sektorler.

Kanatlarin hem dorsal hem de ventral yiizeydeki hiicre tabakalar1 ayr1 ayr1 incelenmistir.
Boylece kanatlarin mutant klon tasiyip tasimadiklari daha net bir sekilde belirlenmistir. Mutant
hiicre klonlar1 farkli benek gruplarina ayrilarak kaydedilmistir. Tekli benekler yalnizca mwh
veya flr® fenotipinde iken, ikili benekler benekler mwh ve flr® fenotiplerini beraber
tagimaktadirlar. Tekli benekler 1-2 hiicreli ise kiigiik tek tip benek (1-2 mwh hiicre), 3 veya daha
fazla hiicre gruplarindan olusuyorsa biiyiik tek tip benek (> 3 mwh veya > 4 flr® hiicre) olarak
isimlendirilmektedir. Tekli benekler, nokta mutasyonu, delesyon ve iki isaret geni arasindaki
mitotik rekombinasyonla olusurken, ikili benekler 3. kromozomun sentromeri ve flrégeni
arasindaki somatik rekombinasyon ile meydana gelmektedir (Sekil 24). Yapilan bu

siniflandirmaya uygun mutant klonlarin sayisi uygulama gruplarina ait her terpen ve her
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konsantrasyon i¢in ayri ayr1 olmak iizere kayit altina alinmis ve istatistiksel olarak

degerlenmistir.

Nokta mutasyon,
delesyon Somatik rekombinasyon
veya
somatik
rekombinasyon

ikiz klonlar

Sekil 24. Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi sonuglarinin
mikroskobik gosterimi (10x40).

Klon indiiksiyon frekansinin hesaplanmasi.

Kronik uygulama ¢alismalarindan elde edilen sonuglar ile her hiicre bdliinmesindeki
klon indiiksiyon frekansi1 da belirlenmistir. Klon indiiksiyon frekans1 asagidaki formiille
hesaplanmistir (Szabad et al. 1983).

f=—x10°
NC

Bu denklemde sadece mwh klonlart g6z Oniine alindiginda “f” mwh klonlarin
indiiksiyonunun ortalama frekansini, “n” ise gozlenmis olan toplam mwh klon sayisini
gostermektedir. “N” ve “C” ise sirasiyla analiz edilmis olan kanat sayisini ile bir kanat
tizerindeki incelenebilecek hiicre sayisini ifade etmektedir. Ayn1 zamanda bir kanadin her iki
yiizlinde incelenebilecek hiicre sayisinin 24 400 oldugu kabul edilmistir (Wiirgler and Vogel
1986).

Yapilan ¢aprazlamalardan elde edilen trans-heterozigot larvalardan gelisen ergin
bireyler, kanat yapilari bakimindan normal ve serrat kanat olmak iizere iki farkli fenotipte
gozlenmektedir. Serrat kanatlilarda bulunan dengeleyici kromozom, bu kromozoma
yerlestirilmis dominant mutant bir gen olan Serrate (Ser)’in varlig ile tespit edilebilmektedir.
Normal kanatlilarda mutasyon ve rekombinasyonlar ile meydana gelen mutant klonlar, serrat
kanathillarda ise var olan dengeleyici kromozomun (TM3) rekombinasyonu baskilamasi
nedeniyle sadece mutasyonlar sonucu olusan mutant klonlar gézlenmektedir. Béylece normal
ve serrat kanatli bireylerden elde edilen verilerle ¢calismada kullanilan ajanin mutajenik ve/veya

rekombinojenik etkileri ayr1 ayr1 tespit edilebilmektedir (Vogel 1992; Frei and Wiirgler 1996).
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SMART ile elde edilen sonuclarin istatistiksel analizi.

SMART yonteminden elde edilen sonuglarin istatistiksel analizi Microsta bilgisayar
programi ile yapilmistir. Microsta ile hesaplanan orijinal ve alternatif hipotezlerin sonuglari
Tablo 10’a gore pozitif (+), zayif pozitif (z), 6nemsiz fark (i) ve negatif (-) olarak
degerlendirilmistir (Selby and Olsen 1981; Frei and Wiirgler 1988).

Tablo 10. Orijinal (Ho) ve Alternatif (Ha) Hipotezlerin Degerlendirilmesi

Ha (Alternatif)
Hipotezler
Kabul (1- B) Red (B)
Kabul Onemsiz Fark (i) Negatif (-)
Ho (1- o) P=(1-a)(1-B)= 1-0-B + af P=(1-0)B= B-ap
(Null) Red Pozitif (+) Zay1f Pozitif (z)
(o) P=a(1-B)= a- aff P=of

Bu ¢izelgeye gore orijinal (null) hipotez (Ho)’de uygulamalar ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak fark olmadigir kabul edilmis, alternatif hipotez (Ha)’de ise uygulama
grubunda meydana gelen indiiklenmis mutasyon oraninin kontrol grubundan m defa daha fazla

oldugu varsayilmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI

Bu tez kapsaminda, ¢esitli endiistriyel alanlar ve alternatif tip yontemlerinde siklikla
kullanilan timol (TIM), guazilen (GUA), abietik asit (ABA), skualen (SKU) ve astaksantin
(ASTA) terpenlerinin olasi1 toksik ve genotoksik etkileri, Drosophila melanogaster model
organizmasinin yabanil ve mutant soylart kullanilarak in vivo 6miir uzunlugu ve in vivo somatik
mutasyon ve rekombinasyon testleri (SMART) ile arastirilmistir. Bu amagla her iki test yontemi
i¢in kontrol ve uygulama gruplarini iceren iki farkli deney seti olusturulmustur. /n vivo dmiir
uzunlugu testinde uygulamalar distile su ve DMSO ile hazirlanan negatif kontrol gruplar1 ve
terpenlerin dort farkli konsantrasyonuyla (SDM+25, 50, 100 ve 200 ppm) hazirlanan uygulama
gruplart ile yapilmistir. SMART da ise distile su ve DMSO negatif kontrol gruplar1 diginda
genotoksisitesi 1yi bilinen EMS pozitif kontrol grubuyla ve terpenlerin farkli konsatrasyonlarini

(DIM+50, 100, 200 ve 400 ppm) iceren uygulama gruplari ile calisilmistir.

In vivo Omiir Uzunlugu Testinden Elde Edilen Bulgular
Kontrol gruplarina ait 6miir uzunlugunun belirlenmesi.

Calisma kapsaminda D. melanogaster’in @ ve & popiilasyonlar: ayr1 ayr1 olmak iizere
distile su ve %1 DMSO iceren SDB ile kronik olarak beslenmistir. Yapilan uygulamalar
neticesinde distile su kontrol grubunda maksimum émiir uzunluklar1 @ popiilasyonunda 77, &
popiilasyonunda 76 giin olarak bulunmustur. Distile su kontrol grubuna ait ortalama &miir
uzunluklari ise @ @ de 49,39+1,96 giin iken 43 de 51,3742,16 giin olarak belirlenmistir (Tablo
11). Diger kontrol grubu olan DMSO’da ise maksimum omiir uzunluklann @ ve &
poplilasyonlarmin her ikisinde de 73 giindiir. DMSO kontrol grubuna ait ortalama Omiir
uzunluklari ise Q9 de 49,07+1,92, 33 de 51,01£2,12 giin olarak belirlenmistir (Tablo 11).
Uygulamalar sonucunda @ ve & popiilasyonlarinin kontrol gruplarina ait maksimum ve
ortalama Omiir uzunluklar1 istatistiki olarak kendi aralarinda karsilastirllmis, distile su ve
DMSO kontrol gruplarina ait maksimum ve ortalama Omiir uzunluklar1 arasindaki farkin

P>0,05 diizeyinde anlamli olmadig1 goriilmiistiir (Tablo 11).

Uygulama gruplarindan elde edilen veriler, terpenlerin ¢oziiciisii olan DMSO kontrol

grubu ile karsilastirilarak istatistiksel olarak 6nem kontrolleri yapilmaistir.

67



Tablo 11. D. melanogaster’in Q ve & Popiilasyonlarinda Distile Su ve DMSO Kontrol
Gruplarina ait Maksimum ve Ortalama Omiir Uzunlugunun Karsilastirilmast

Kontrol Gruplar:

S 33
Deney Birey Maks. Ortalama Onem  Birey Maks. Ortalama Onem
Gruplari Sayisl i omiir kontroli*  sayist 5 i Omiir kontrolii*
uzunlugu+SH uzunlugu+SH
Kontrol (1) 100 77 49,39 + 1,96 0,05 100 76 51,37 +£2,16 0,05
DMSO (2) 100 73 49,07 + 1,92 100 73 51,01 +£2,12

Maks.: Maksimum, SH: Standart Hata, *: 0,05 diizeyinde fark énemli degildir.

Timol monoterpenin 6miir uzunlugu toksisitesi.

Omiir uzunlugu iizerine toksisitesi arastirilan TIM monoterpeninin &n denemeler
sonucu belirlenmis olan dort farkli konsantrasyonu ile uygulama gruplari (SDB+25, 50, 100 ve
200 ppm TIM) olusturulmustur. Kronik uygulamalar D. melanogaster’in @ ve &

poplilasyonlarinda ayr1 ayr1 olmak iizere yapilmistir.

TIM'in tiim uygulama gruplarma ait maksimum 6miir uzunlugu verileri, DMSO kontrol
gruplarina ait veriler ile karsilastirilarak istatistiki analizler yapilmis ve sonuglar P<0,05
diizeyinde anlamli bulunmustur. Séyle ki; disi popiilasyonunda sirasiyla 77 ve 73 giin olan
distile su ve DMSO kontrol gruplarina ait maksimum émiir uzunluklar1 TIM terpeninin 25, 50,
100 ve 200 ppm uygulama gruplarinda sirasiyla 60, 54, 51 ve 42 giine; erkek popiilasyonunda
da 76 ve 73 giin olan maksimum omiir uzunluklar1 ayn1 uygulama gruplarinda sirasiyla 54, 51,
51 ve 42 giine gerilemistir (Tablo 12). Hem @ hem de & popiilasyonunda maksimum miir
uzunlugu bakimindan artan konsantrasyona bagli olarak gozlenen gerileme istatistiksel

analizler sonucunda anlamli olarak degerlendirilmistir (P<0,05).

Elde edilen veriler ile bu ¢alismanin bir diger parametresi olan ortalama Omiir
uzunluklar1 da hesaplanmistir. 49,39 + 1,96 ve 49,07 = 1,92 giin olarak belirlenen kontrol
gruplarinin ortalama Omiir uzunluklari, 99’de 25, 50, 100 ve 200 ppm igin sirasiyla

44,49+1,40; 37,38+1,45; 33,04+1,15 ve 23,09+0,74 giline gerilemistir.

d3’de de ortalama Omiir uzunluklarinin kontrol gruplarina gore 51,37+2,16 ve
51,01£2,12 giinden sirastyla 43,20+1,10; 32,50+1,16; 29,08+0,92 ve 24,89+1,10 giine kadar
geriledigi belirlenmistir (Tablo 12). Kontrol ve uygulama gruplari arasinda hem 9 hem &
popiilasyonlarindaki ortalama 6miir uzunluklar1 bakimindan gozlenen fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (P<0,05).
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Artan TIM konsantrasyonuna bagl olarak negatif korelasyon degeri de hesaplanmis ve

bu deger Q popiilasyonunda R=-0,511, & popiilasyonunda ise R=-0,555 olarak bulunmustur

(Tablo 12). Ayn1 zamanda § ve & popiilasyonu i¢in ¢izilen hayatta kalis egrileri Sekil 25°de

verilmistir.

Tablo 12. Kronik Olarak TIM Uygulanmis D. melanogaster’in Q ve & Popiilasyonlarinda

Maksimum ve Ortalama Omiir Uzunlugunun Karsilastirilmast

TIMOL
?% 34
Deney Birey  Maks. Ortalama Onem Birey  Maks. Ortalama Onem
gruplari sayist Smiir Omiir kontroli*  sayist Smiir Omiir kontrolii*
uzunlugu+SH uzunlugu+SH
Kontro I (1) 100 77 49,39+1,96 100 76 51,37+£2,16
DMSO (2) 100 73 49,07+1,92 100 73 51,01+£2,12
25 ppm (3) 100 60 44,49+1,40 1-45,6* 100 54 43,20+1,10  1-3,4,5,6*
2-4.5,6* 2-3,4,5,6*
50 ppm (4) 100 54 37,38+1,45  3-456* 100 51 32,50+1,16 3-4,5,6*
4-6* 4-6*
100 ppm (5) 100 51 33,04+1,15 100 51 29,08+0,92
200 ppm (6) 100 42 23,09+0,74 100 42 24,89+1,10
Regresyon diizeyi R=-0,511 R=-0,555

Maks.: Maksimum, SH: Standart Hata, *: 0,05 diizeyinde fark onemlidir.
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Sekil 25. TIM uygulanmis D. melanogaster’in @ ve & popiilasyonlarina ait hayatta kalis

egrileri.

Guazilen seskiterpeninin 0miir uzunlugu toksisitesi.

Caligmanin bu boliimiinde farkli konsantrasyonlarda GUA nin D. melanogaster’in @ ve
d popiilasyonlarinda omiir uzunlugu iizerine olan toksisitesi belirlenmistir. GUA’nin 6n
denemeler ile belirlenmis dort farkli konsantrasyonu (SDB+25, 50, 100, 200 ppm GUA) ile
uygulama gruplar1 olusturulmus ve uygulamalar Q@ ve & popiilasyonlarinda ayr1 ayr
yapilmustir. Distile su ve DMSO kontrol gruplarinda maksimum 6miir uzunlugunun sirasiyla §
popiilasyonunda 77, 73 giin; & popiilasyonunda ise 76, 73 giin oldugu goriilmiistiir.
Bu degerler, D. melanogaster’in @ popiilasyonunda GUA uygulama gruplarindan en diistik
konsantrasyon olan 25 ppm’de 63, 50 ppm’de 57, 100 ppm’de 28 ve en yliksek uygulama grubu

olan 200 ppm’de ise 21 giine gerilemistir (Tablo 13). Maksimum omiir uzunluklar1 &
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popiilasyonunda ise 25, 50, 100 ve 200 ppm i¢in sirasiyla 57, 54, 25 ve 14 gilin olarak
bulunmustur. Artan konsantrasyona bagli olarak her iki popiilasyonda da maksimum Omiir
uzunluklarinda gerileme oldugu belirlenmistir (Tablo 13). Meydana gelen bu gerilemeler
DMSO kontrol grubu ile karsilastirilarak degerlendirilmis ve sonuglar istatistiki olarak anlamli
bulunmustur (P<0,05). @ ve & popiilasyonu i¢in ¢izilen hayatta kalis egrileri Sekil 26’da
verilmigtir. @ ve & popiilasyonlar1 i¢in belirlenen ortalama 6miir uzunluklar1 ise GUA
uygulama gruplarinin en diisiik ve en yiiksek uygulama gruplarinda @ popiilasyonunda sirasiyla
25 pmm’de 44,91£1,45 giinden 200 ppm’de 12,11£0,26 giine; & popiilasyonunda da
44,70+1,22 giinden 11,44+0,21 giine gerilemistir (Tablo 13). Hem @ hem de & popiilasyonunda
kontrol ve uygulama gruplar1 arasinda ortalama 6miir uzunluklar1 bakimindan gézlenen fark

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,05).

Ayrica artan GUA konsantrasyonuna bagli olarak negatif korelasyon degeri de
hesaplanmis ve bu deger @ popiilasyonunda R = -0,699, & popiilasyonunda ise R = -0,722

olarak bulunmustur.

Tablo 13. Kronik Olarak GUA Uygulanmis D. melanogasterin Q ve & Popiilasyonlarinda
Maksimum ve Ortalama Omiir Uzunlugunun Karsilastirilmasi

GUAZILEN
eR 33
Deney Birey  Maks. Ortalama Onem  Birey  Maks. Ortalama Onem
gruplart  sayist oo Omiir kontroli*  sayisi Smiir Omiir kontrolii*
uzunlugu+SH uzunlugu+SH
Kontrol (1) 100 77 49,15+1,99 100 76 48,48+2,24
DMSO (2) 100 74 48,83+1,95 100 74 48,304+2,22
1-4,5,6* 1-4,5,6*
:t Ll 1 :l: 1 )
25 ppm (3) 100 63 44,91+1,45 2.456* 100 57 44,70+1,22 245 6%
3-5,6* 3-4,5,6*
50 ppm (4) 100 57 41,01+£1,32 4-5.6* 100 54 37,38+1,45 4-5 6*
5-6*
100 ppm (5) 100 28 21,47+0,40 100 25 15,42+0,34
200 ppm (6) 100 21 12,11+0,26 100 14 11,44+0,21
Regresyon diizeyi R=-0,699 R=-0,722

Maks.: Maksimum, SH: Standart Hata, *: 0,05 diizeyinde fark onemlidir.
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Sekil 26. GUA uygulanmis D. melanogaster’in @ ve & popiilasyonlarina ait hayatta kalis
egrileri.

Abietik asit diterpeninin 6miir uzunlugu toksisitesi.

ABA diterpeninin 6n denemelerle belirlenmis farkli konsantrasyonlarinin
D. melanogaster’in @ ve & popiilasyonlari iizerine olasi toksik etkileri ayri ayri kronik
uygulamalarla aragtirilmigtir. ABA terpeninin dort farkli konsantrasyonunu (SDB+25, 50, 100
ve 200 ppm ABA) iceren uygulama gruplarinin maksimum 6miir uzunluklar1 ve ortalama omiir
uzunluklarina ait veriler DMSO kontrol grubu ile karsilastirilarak istatistiksel olarak
degerlendirilmistir (Tablo 14). Soyle ki; maksimum Omiir uzunluklari ABA uygulama
gruplarmda 25, 50, 100 ve 200 ppm i¢in Q @ de sirastyla 66, 60, 56 ve 49 giin, 33 de ise 56,
53, 49 ve 46 giin olarak bulunmustur. DMSO kontrol grubu ile yapilan karsilastirmalar
sonucunda uygulama gruplarina ait maksimum Omiir uzunluklarindaki gerileme P<0,05

diizeyinde anlamli olarak degerlendirilmistir (Tablo 14).
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Diger bir parametre olan ve distile su ile DMSO kontrol gruplarinda @ @’de sirasiyla

49,39+1,96 ve 49,07+1,92 giin; 33°de 51,37+2,16 ve 51,01+2,12 giin olarak belirlenen

ortalama 6miir uzunluklari, uygulama gruplarmin disi popiilasyonunda sirasiyla 33,45+1,34;

29,24+0,97; 24,63+1,34 ve 26,96+0,94 giine, erkek popiilasyonunda ise sirasiyla 29,00+1,76;

27,82+0,99; 25,60+0,94 ve 23,21+£0,92 giine kadar gerilemistir.

Kontrol ve uygulama gruplari arasinda hem @ hem & popiilasyonlarinda ortalama dmiir

uzunluklar1 bakimindan gozlenen bu gerileme, istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(P<0,05). Ayn1 zamanda artan ABA konsantrasyonuna bagl olarak negatif korelasyon degeri

de hesaplanmis ve bu deger Q@ popiilasyonunda R= -0,521, & popiilasyonunda ise R= -0,563

olarak bulunmustur (Tablo 14). ABA uygulanmig D.melanogaster’in @ ve 4 popiilasyonlari

icin ¢izilen hayatta kalig egrileri Sekil 27°de verilmistir.

Tablo 14. Kronik Olarak ABA Uygulanmis D. melanogaster’in Q ve & Popiilasyonlarinda

Maksimum ve Ortalama Omiir Uzunlugunun Karsilastirilmast

ABIETIK ASIT
®e 34
Deney Birey  Maks. Ortalama Onem Birey  Maks. Ortalama Onem
gruplar1 sayisl g T kontroli*  sayist 5. Omiir kontrolii*
uzunlugu+SH uzunlugu+SH
Kontrol (1) 100 7 49,39+1,96 100 76 51,37£2,16
DMSO (2) 100 73 49,07+1,92 100 73 51,01+£2,12
25 ppm (3) 100 66 33,45+1,34  1-3,4,5,6* 100 56 29,00£1,76
1-3,4,5,6*
2-3,4,5,6% 2-3,4,5,6*
50 ppm (4) 100 60 29,24+0,97 3-5,6* 100 53 27,82+0,99 T
100 ppm (5) 100 56 24,63+1,34 100 49 25,60+0,94
200 ppm (6) 100 49 26,96+0,94 100 46 23,21+0,92
Regresyon diizeyi R=-0,521 R=-0,563

Maks.: Maksimum, SH: Standart Hata, *: 0,05 diizeyinde fark dnemlidir.
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Havatta Kalis %

Havatta Kalis %

Sekil 27. ABA uygulanmis D. melanogaster’in @ ve & popiilasyonlarina ait hayatta kalig
egrileri.

amaciyla D. melanogaster’in @ ve & popiilasyonlar1 kullanilmistir. SKU nun 6n denemeler ile
gruplart her iki popiilasyona da kronik olarak ayri ayr1 uygulanmistir. Yapilan uygulamalardan
edilmistir. SOyle ki; @ popiilasyonuna uygulanmis SKU’nun en diisiik uygulama grubu olan 25

ppm’de 42 giin olarak belirlenen maksimum Omiir uzunlugu en yiiksek uygulama grubu olan

200 ppm’de ise 21 giin olarak bulunmustur (Tablo 15). 77 ve 73 giin olan kontrol gruplarina ait
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Skualen triterpeninin 6miir uzunlugu toksisitesi.

Bir triterpen olan SKU’nun 0miir uzunlugu iizerine olan toksisitesinin belirlenmesi

belirlenmig dort farkli konsantrasyonunu (SDB+25, 50, 100 ve 200 ppm SKU) igeren uygulama

elde edilen veriler, DMSO kontrol grubu verileri ile karsilagtirilarak istatistiksel olarak analiz
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degerler SKU’nun artan konsantrasyonuna bagli olarak maksimum 6miir uzunlugu degerlerinde
onemli diizeyde gerilemeye neden olmustur (P<0,05). & popiilasyonuna uygulanan SKU’nun
en diisiik uygulama grubu olan 25 ppm’de 28 giine gerileyen maksimum omiir uzunlugu en
yiiksek uygulama grubu olan 200 ppm’de ise 18 giine gerilemistir. & popiilasyonuna ait kontrol
gruplarinda 76 ve 73 giin olan maksimum 6miir uzunlugu artan SKU konsantrasyonuna bagh
olarak onemli diizeyde gerilemistir. Kontrol ve uygulama gruplarina ait sonuglar istatistiksel
olarak karsilagtirilmig ve tipki disi popiilasyonunda oldugu gibi maksimum 6miir uzunlugunda

gozlenen gerilemeler P<0,05 diizeyinde anlamli bulunmustur (Tablo 15).

Tablo 15. Kronik Olarak SKU Uygulanmus D. melanogaster’in Q ve & Popiilasyonlarinda
Maksimum ve Ortalama Omiir Uzunlugunun Karsilastirilmast

SKUALEN
?? 34
Deney Birey  Maks. Ortalama Onem Birey Maks. Ortalama Onem
gruplart sayist  Omiir omiir kontroli*  sayis1  Omiir Omiir kontroli*
uzunlugu+SH uzunlugu+SH
Kontrol (1) 100 77 49,39+1,96 100 76 51,37+£2,16
DMSO(2) 100 73  49,07+1,92 100 73 51,01%2,12
25 ppm (3 100 100
ppm (3) 42 14185127 g 28 12412067 | 4,56
2-3,4,5,6* 2-3,4,5,6*
S0ppm(4) 100 32 12,26+0.89 e 100 21 11,81+0,60
100ppm (5) 100 25  11,26+0,67 100 18  10,20+0,53
200ppm (6) 100 21 9,24+0,44 100 18 8,59+0,47
Regresyon diizeyi R=-0,681 R=-0,679

Maks.: Maksimum, SH: Standart Hata, *: 0,05 diizeyinde fark dnemlidir.

Elde edilen veriler ile hesaplanan ortalama dmiir uzunlugu degerleri de hesaplanmis ve
SKU uygulamalarinin en diisiik konsantrasyonu olan 25 ppm uygulama grubunda 9 9’de
14,18+1,27 giin, 43 de ise 12,41+0,67 giin olan bu degerler en yiiksek uygulama grubu olan
200 ppm’in @ popiilasyonunda 9,24+0,44 giine; & popiilasyonunda ise 8,59+0,47 giine
gerilemistir. Artan konsantrasyona bagli olarak meydana gelen bu gerileme P<0,05 diizeyinde
istatistiksel olarak degerlendirilmis ve sonuglar anlamli bulunmustur (Tablo 15). Disi ve erkek

popiilasyonlarina ait negatif korelasyon degerleri de hesaplanmis ve sirasiyla R= -0,681,;
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R=-0,679 olarak bulunmustur. Ayn1 zamanda SKU uygulanmis D. melanogaster’in @ ve &

popiilasyonlarina ait hayatta kalis egrileri de Sekil 28°de gdsterilmistir.
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0 - .
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Omiir (giin)

Sekil 28. SKU uygulanmis D. melanogaster’in @ ve & popiilasyonlarna ait hayatta kalis
egrileri.
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Astaksantin tetraterpenin omiir uzunlugu toksisitesi.

Omiir uzunlugu toksisitesinin belirlendigi son terpen olan ASTA tetraterpenine ait
maksimum ve ortalama Omiir uzunlugu verileri Tablo 16’da sunulmustur. Maksimum omiir
uzunluklar1 @ popiilasyonuna ait en diisiik (25 ppm) ve en yiiksek (200 ppm) uygulama
gruplarinda sirasiyla 57 giinden ve 45 giine, & popiilasyonun da ise yine 57 giinden ve 39 giine
gerilemistir (Tablo 16). Artan konsantrasyona bagli olarak meydana gelen bu gerilemeler
Q@ de 77; 73, 33°de 76; 73 giin olan kontrol grubu verileri ile karsilastirildiginda her iki
popiilasyonda da ASTA’nin artan konsantrasyona bagli olarak maksimum Omiir uzunluklari
tizerinde gerilemelere neden oldugu ve yapilan istatistiksel analizler ile de bu gerilemelerin

onemli diizeyde oldugu goriilmiistiir (P<0,05).

Tablo 16. Kronik Olarak ASTA Uygulanmis D. melanogasterin Q ve & Popiilasyonlarinda
Maksimum ve Ortalama Omiir Uzunlugunun Karsilastirilmast

ASTAKSANTIN
e 34
Deney Birey Maks.  Ortalama Onem Birey Maks.  Ortalama Onem
gruplari sayIsl  gon Oomiir kontroli*  sayisi Py o0 Omiir kontroli*
uzunlugu+SH uzunlugu+SH
Kontrol (1) 100 7 49,39+1,96 100 76 51,3742,16
DMSO (2) 100 73 49,07+1,92 100 73 51,01£2,12
25 ppm (3) 100 57 32,06+£1,50 1-3,4,5,6* 100 57 32,45+1,48 1-3,4,5,6*
2-3,4,5,6* 2-3,4,5,6*
50 ppm (4) 100 51 31,93+1,16 100 45 30,58+1,04 3-6*
4-6*
100 ppm (5) 100 48 28,67+1,27 100 42 28,954+0,98
200 ppm (6) 100 45 27,06+1,18 100 39 23,524+0,92
Regresyon diizeyi R=-0,472 R=-0,538

Maks.: Maksimum, SH: Standart Hata, *: 0,05 diizeyinde fark 6nemlidir.

ASTA uygulama gruplarina ait ortalama omiir uzunlugu degerleri de hesaplanmis ve
25, 50, 100 ve 200 ppm i¢in bu degerler @ Q’de sirastyla 32,06+1,50; 31,93+1,16; 28,67+1,27
ve 27,06+1,18 gin; 33 de ise yine sirasiyla 32,45+1,48; 30,58+1,04; 28,95+0,98 ve
23,52+0,92 giin olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore, ASTA’da tipk1 diger dort terpen gibi
D.melanogaster’in @ ve & popiilasyonlarinda ortalama émiir uzunlugunda gerilemeye neden
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olmustur. Ortalama émiir uzunlugunda gozlenen gerilemeye ait negatif korelasyon degerleri de
Q?Q’de R=-0,472, £ 3°de R= -0,538 olarak bulunmustur (Tablo 16) ve bu gerilemeler P<0,05
diizeyinde anlamlidir. ASTA uygulanmis @ ve & popiilasyonlarina ait hayatta kalis egrileri de
Sekil 29°da verilmistir.
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Sekil 29. ASTA uygulanmig D.melanogaster’in @ ve & popiilasyonlarina ait hayatta kalis
egrileri.
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In vivo Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinden Elde Edilen Bulgular
Negatif ve pozitif kontrol gruplarindan elde edilen SMART bulgular:.

Calisma kapsaminda distile su ve DMSO negatif kontrol gruplar ile mutajenik ve
rekombinojenik etkisi bilinen EMS pozitif kontrol grubuna ait preparatlar 80 adet kanat
icerecek sekilde hazirlanmis ve elde edilen mutant klon sayisina gore istatistik analizler
yapilmustir. Sekil 30°da yabanil bireylere ait her kanat hiicresinden bir kilin (trikom) ¢iktig1
normal kanat killar1 goriilmektedir. Yapilan mikroskobik incelemelerde mutant klonlar kiigiik
tek tip (KTT) (Sekil 31), biyiik tek tip (BTT) (Sekil 32), ikiz (Sekil 33), toplam (X) mwh ve
T klon olarak ayrilmistir. istatistiki degerlendirmeler icin, distile su ve DMSO negatif kontrol
gruplar1 ile EMS pozitif kontrol gruplar1 kendi aralarinda ve DMSO kontrol grubu da tiim terpen

uygulama gruplart ile karsilastirilmistir.

Sekil 30. Yabanil tip bireylere ait kanat kil1 yapilarinin mikroskobik goriiniisii (10X40).
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Sekil 31. Kiigiik tek tip mwh mutant klonlarinin mikroskobik goriiniisii (10X40).
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Sekil 32. Biiyiik tek tip mwh mutant klonlarinin mikroskobik goriiniisii (10X40).



Sekil 33. Tkiz mutant klonlarin mikroskobik goriiniisii (10x40).
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Normal kanat fenotipinin distile su kontrol grubu ile hazirlanan preparatlarda 8 KTT
klon gozlenmis ve X klon frekansi 0,10 olarak belirlenmistir. Diger negatif kontrol grubu olan
DMSO kontrol grubunda 9 KTT ve 2 BTT mutant klon gézlenmis, ¥ klon frekansi ise 0,13
olarak hesaplanmistir. Negatif kontrol gruplar arasindaki mutant klon farki istatistiki olarak
degerlendiginde P>0,05 diizeyinde 6nemsiz etkili (i) bulunmustur. Ancak normal kanat fenotip
gore hazirlanmis olan EMS pozitif kontrol grubunda ise 24 KTT, 8 BTT ve 6 ikiz mutant klon
incelenmis, X klon frekansi ise 0,47 olarak belirlenmistir. Negatif ve pozitif kontrol gruplar
arasindaki fark da istatistiksel olarak degerlendirilmis ve sonuglar P<0,05 diizeyinde 6nemli
bulunmustur. Tiim kontrol gruplarinin ayrica klon indiiksiyon frekanslari (KiF) da hesaplanmis
ve distile su i¢in 0,41, DMSO kontrol grubu i¢in 0,57 olan bu degerler EMS i¢in 1,97 olarak

belirlenmistir.

Serrat kanat fenotipinin distile su kontrol grubunda 7 KTT, DMSO grubunda 8 KTT ve
1 BTT mutant klon gozlenmistir. Bu degerlere gore X klon frekanslar: distile su i¢in 0,08 ve
DMSO i¢in 0,11 olarak belirlenmistir. Pozitif kontrol grubu olan EMS’de ise 19 KTT ve 10
BTT klon gozlenmis, £ klon frekansi da 0,36 olarak hesaplanmistir. Serrat kanat fenotipinin
negatif ve pozitif kontrol gruplar1 arasindaki fark istatistiki olarak pozitif (+) Onemli
bulunmustur (P<0,05). Serrat kanat fenotipi igin de KIF degerleri hesaplanmis ve distile su,
DMSO ve EMS kontrol gruplar1 i¢in bu degerler sirasiyla 0,36, 0,46 ve 1,51 olarak
belirlenmistir (Tablo 17).
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Tablo 17. Negatif ve Pozitif Kontrol Gruplarina ait SMART Bulgular: ve Istatistik Analiz Sonuclar:

Kontrol ve Kanat KTT klon BTT klon ikiz klon X mwh klon T klon Klon
uygulama sayisi (m=2) (m =5) (m =5) (m=2) m=2) indiiksiyon
gruplan frekansi
(ppm) No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D (KiF)

(mwh/flr®) Normal kanat

Distile su 80 8 (0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 8 (0,10) 8 (0,10) 0,41
DMSO (%1) 80 9 011 i 2 (002 i 0 (0000 - 11 (0,13 i 11 (0,13) i 0,57
EMS (1 ppm) 80 24 (030 + 8 (0,10 i 6 (0,07 + 32 (040) + 38 (047) + 1,97
(mwh/TM3) Serrat kanat

Distile su 80 7 (0,08) 0 (0,00) 7 (0,08) 7 (0,08) 0,36
DMSO (%1) 80 8 01 i 1 (0,01) i  Dengeleyici TM3 9 011 i 9 (0,11) i 0,46
EMS (1 ppm) 80 19 (024) + 10 (0,12) + 29 (0,36) + 29 (0,36) + 1,51

KTT: kiigiik tek tip, BTT: biiyiik tek tip, No: mutant klon sayisi, Fr: mutasyon frekansi, +: pozitif, -: negatif, i: 6nemsiz, m: tesir faktorii.
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Timol monoterpenine ait SMART bulgulari.

Genotoksisitesi arastirilan TIM monoterpeni i¢in 6n denemeler sonucu belirlenmis olan

dort farkli uygulama grubu (DIM+50, 100, 200 ve 400 ppm TIM) olusturulmustur.

TiM'in tim uygulama gruplarina ait veriler, DMSO negatif kontrol grubu ile
karsilastirilmis ve sonuglar negatif (-), Onemsiz etkili (i), pozitif etkili (+) olarak
degerlendirilmistir (Tablo 18). Séyle ki; normal kanat fenotipinde TIM’in en diisiik uygulama
grubu olan 50 ppm’de 9 KTT mutant klon gozlenirken 100 ppm’de 11 KTT mutant klon
gbzlenmis ve X klon frekanslar1 sirasiyla 0,11 ve 0,13 olarak belirlenmistir. Diger uygulama
grubu olan 200 ppm’de 18 KTT ve 2 BTT klon gozlenmis, X klon frekans1 ise 0,25 olarak
bulunmustur. En yiiksek uygulama grubu olan 400 ppm’de ise 21 KTT, 3 BTT ve 1 de ikiz klon

gbzlenmis ve X klon frekansi da 0,31 olarak hesaplanmastir.

50 ve 100 ppm uygulama gruplarindan elde edilen veriler, DMSO kontrol grubu ile
karsilagtirildigi zaman sonuglar P>0,05 diizeyinde tiim klon tipleri i¢in negatif (-) ya da 6nemsiz
etkili (i) iken, 200 ppm uygulama grubunda KTT, BTT ve ikiz klon tipleri hari¢ £ mwh klon ve
% klon tiplerinde sonuglar P<0,05 diizeyinde pozitif (+) 6nemli bulunmustur. En yiiksek
uygulama grubu olan 400 ppm’de ise BTT ve ikiz klon tipleri hari¢ KTT, £ mwh klon ve X klon
tiplerinde sonuglar pozitif (+) onemli olarak degerlendirilmistir (P<0,05). Aym1 zamanda
kontrol gruplar1 i¢in hesaplanan KIF degerleri tiim uygulama gruplar1 i¢inde hesaplanmus olup,

bu degerler sirasi ile 0,46; 0,57; 1,04 ve 1,28 olarak bulunmustur (Tablo 18).

TIM’in tiim uygulama gruplarindan elde edilen serrat kanat fenotipinde de
konsantrasyon artigina paralel olarak mutant klonlarin sayisinda artis gdzlenmistir. Soyle ki; 50
ve 100 ppm’de sirasiyla 3 ve 8 olan KTT mutant klon sayis1 200 ve 400 ppm’de 9 ve 13 olarak
gozlenirken 400 ppm’de 1 de BTT klon goriilmiistiir. Elde edilen bu verilere gore, uygulama
gruplarina ait X klon frekanslar1 da hesaplanmis ve bu degerler sirasiyla 0,03; 0,10; 0,11 ve 0,17
olarak bulunmustur (Tablo 18).

Konsantrasyon artisina paralel olarak gozlenen klon sayisi ve £ klon frekansina ait
artiglar tiim uygulama gruplarinda ve tiim klon tiplerinde negatif (-) ya da énemsiz etkili (i)
olarak degerlendirilmistir (P>0,05). Serrat kanat fenotipine ait KiF degerleri de tiim uygulama

gruplari icin sirastyla 0,15; 0,41; 0,46 ve 0,72 olarak belirlenmistir (Tablo 18).
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Tablo 18. Timol Uygulama Gruplarina ait SMART Bulgular: ve Istatistik Analiz Sonuclar

Kontrol ve Kanat KTT klon BTT klon ikiz klon X mwh klon X klon Klon
uygulama sayisi _ - - _ - indiiksiyon
gruplarn (m=2) (m=5) (m=5) (m=2) (m=2) frekansi
(ppm) No Fr. D No Fr. D No Fr. No Fr. D No Fr. D (KiF)
(mwh/flr®) Normal kanat
Distile su 80 8 (0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 8 (0,10) 8 (0,10) 0,41
DMSO (%1) 80 9 ©011) i 2 002 i 0 (0,00) 11 (013) i 11 (0,13) i 0,57
EMS (1 ppm) 80 24 (030 + 8 (0100 i 6 (0,07) 32 (040) + 38 (047) + 1,97
50 ppm 80 9 (0,12) i 0 (0,00) - 0 (0,00) 9 (0,12) i 9 (0,11) i 0,46
100 ppm 80 11 (0,13) i 0 (0,00) - 0 (0,00) 11 (0,13) i 11 (0,13) i 0,57
200 ppm 80 18 022 i 2 (002 i O (0,00) 20 (0,25) + 20 (0,25) + 1,04
400 ppm 80 21 (026) + 3 (003 i 1 (0,01) 24 (0,30) + 25 (031 + 1,28
(mwh/TM3) Serrat kanat
Distile su 80 7 (0,08) 0 (0,00) 7 (0,08) 7 (0,08) 0,36
DMSO (%1) 80 8 o1 i 1 (0,01) i 9 011 i 9 (0,11) i 0,46
Dengeleyici TM3
EMS (1 ppm) 80 19 (024 + 10 (0,12) + CTomazomu 29 (0,36) + 29 (0,36) + 1,51
50 ppm 80 3 (003 - O (0,000 - varliginda flr® 3 (003 - 3 (0,03) - 0,15
100 ppm 80 8 010 i 0 0,000 - mutasyonu 8 (010 i 8 0,10) i 0,41
' ' gbzlenmez. ' ' '
200 ppm 80 9 (0,12) i 0 (0,00) - 9 (0,12) i 9 (0,11) i 0,46
400 ppm 80 13 (0,16) i 1 (0,02) i 14 (0,17) i 14 0,17) [ 0,72

KTT: kiiciik tek tip, BTT: biiyiik tek tip, No: mutant klon sayisi, Fr: mutasyon frekansi, , +: pozitif, -: negatif, i: onemsiz, m: tesir faktorii.
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Guazilen seskiterpenine ait SMART bulgulari.

Calisma kapsaminda seskiterpenlere dahil olan ve ii¢ izopren biriminden olusan
GUA’nin dort farkli konsantrasyonu (DIM+50, 100, 20 ve 400 ppm GUA) ile uygulama
gruplari olusturulmustur. Daha sonra uygulama gruplarina ait ergin bireylerin kanat preparatlari
hazirlanmis ve incelenmistir. Incelemeler sonucunda elde edilen veriler ve istatistiki analiz
sonuclar1 da Tablo 19°da gosterilmistir. Uygulama gruplarina ait tiim veriler, DMSO kontrol
grubu ile karsilastirilmis ve analiz sonuglari negatif (-), 6nemsiz etkili (i), pozitif etkili (+)
olarak degerlendirilmistir. Soyle ki; normal kanat fenotipinde en diisiik uygulama grubu olan
50 ppm’de 16 KTT mutant klon ile 1 BTT klon gozlenmis ve toplamda 17 olan X klon frekansi
0,21 olarak hesaplanmistir. Diger uygulama grubu olan 100 ppm’de 19 KTT, 4 BTT ve 3 ikiz
olmak flizere toplamda 26 mutant klon gozlenmistir. £ klon frekanst da 0,32 olarak
belirlenmistir. GUA nin 200 ppm’lik uygulama grubunda 23 KTT, 6 BTT ve 2 ikiz klon olmak
tizere toplamda 31 mutant klon gozlenirken, 400 ppm uygulama grubunda ise 27 KTT, 8 BTT
ve 1 de ikiz klon olarak toplamda 36 mutant klon incelenmistir (Tablo 19). Mutant klonlarin en
yogun oldugu bu son iki uygulama grubunun X klon frekanslar1 da sirasiyla 0,38 ve 0,45 olarak
hesaplanmigtir. DMSO kontrol grubu ile karsilastirilarak yapilan analizler neticesinde 50 ppm
uygulama grubuna ait sonuglar tiim klon tiplerinde negatif (-) ya da 6énemsiz etkili (i) olarak
belirlenmistir. 100 ppm GUA uygulama grubunda X klon frekansi1 pozitif etkili (+) iken diger
klon tiplerinde sonuglar 6nemsiz etkili (i) bulunmustur (Tablo 19). 200 ve 400 ppm uygulama
gruplarina ait sonuglar, BTT ve ikiz klon tiplerinde 6nemsiz etkili (i) iken KTT, £ mwh klon ve
% klon tiplerinde ise pozitif etkili (+) bulunmustur (P<0,05). GUA uygulamalarina ait
hesaplanan KIF degerleri de sirasiyla 0,88; 1,36; 1,61 ve 1,87 olup artan konsantrasyona bagl
olarak artig gozlenmistir (Tablo 19).

GUA uygulamalarindan elde edilen serrat kanat verilerinin analizleri de normal kanatta
oldugu gibi DMSO kontrol grubuna gore yapilmis olup degerlendirmeleri soyledir; en diisiik
uygulama gruplar1 olan 50 ve 100 ppm uygulama gruplarinda sirasiyla 4 ve 8 KTT; 200 ppm
uygulama grubunda 11 KTT, 2 BTT; 400 ppm’de ise 14 KTT ve 1 BTT mutant klon
goriilmistiir. Uygulama gruplarina ait (50, 100, 200, 400 ppm) X klon frekanslari ise sirastyla
0,05; 0,1; 0,16 ve 0,18°dir. Bu degerlerde her ne kadar artan konsantrasyona bagl olarak artis
gbzlenmis olsa da DMSO kontrol grubuna gore sonuglar negatif (-) ya da dnemsiz etkili (1)
bulunmustur (Tablo 19). Serrat kanat fenotipine ait KiF degerleri de hesaplanmis ve en diisiik
uygulama grubunda (50 ppm) 0,20, en yiiksek uygulama grubunda ise bu deger (400 ppm) 0,76
olarak belirlenmistir (Tablo 19).
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Tablo 19. Guazilen Uygulama Gruplarina ait SMART Bulgular: ve Istatistiki Analiz Sonuglar:

Kontrol ve Kanat KTT klon BTT klon ikiz klon ¥ mwh klon X klon Klon
ogians o n= =5 =3 =2 en s
(ppm) No Fr. D No Fr. D No Fr. No Fr. D No Fr. D (KiF)
(mwh/flr3) Normal kanat
Distile su 80 8 (0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 8  (0,10) 8 (0,10) 0,41
DMSO (%1) 80 9 ©011) i 2 002 i 0 (0,00) 11 (013) i 11  (013) i 0,57
EMS (1 ppm) 80 24 (030) + 8 010 i 6 (0,07) 32 (040) + 38  (047) + 1,97
50 ppm 80 16 (0200 i 1 ©01) i 0 (0,00) 17 (021) i 17  (021) i 0,88
100 ppm 80 19 (023 i 4 005 i 3 (0,03) 23 (028) i 26 (032 + 1,36
200 ppm 80 23 (028) + 6 ©007) i 2 (0,02) 29 (036) + 31 (038 + 1,61
400 ppm 80 27 (033 + 8 01 i 1 (0,01) 35 (043 + 36 (045 + 1,87
(mwh/TM3) Serrat kanat
Distile su 80 7 (0,08) 0 (0,00) 7 (0,08) 7 (0,08) 0,36
DMSO (%1) 80 8 01 i 1 0,01) i 9  (©011) i 9 011) i 0,46
EMS(lppm) 80 19  (024) + 10  (012) + Delr(‘?oerfg’zigimTuM?’ 29 (036) + 29  (036) + 1,51
50 ppm 80 4 005 - 0 0,00) - varliginda fIr3 4 005 - 4 0,05 - 0,20
100 ppm 80 8 ©1) i 0 0,00) - ;ﬁfﬁg 8 (1) i 8 01 i 0,40
200 ppm 80 11 (013) i 2 0,02) i 13 (016) i 13  (0,16) i 0,66
400 ppm 80 14 (017 i 1 0,01) i 15 (018 i 15  (018) i 0,76

KTT: kiiciik tek tip, BTT: biiyiik tek tip, No: mutant klon sayisi, Fr: mutasyon frekansi, , +: pozitif, -: negatif, i: onemsiz, m: tesir faktorii.
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Abietik asit diterpenine ait SMART bulgulari.

Bir diterpen ¢esidi olan ve genotoksisitesi arastirilan ABA nin en diisiik uygulama grubu
olan 50 ppm’de, normal kanat fenotipi i¢in 13 KTT, 2 BTT, toplamda 15 mutant klon gbzlenmis
ve X klon frekansi 0,18 olarak bulunmustur. 100 ppm’de ise 17 KTT ve 5 BTT olmak {izere
toplamda 22 mutant klon gézlenmis ve X klon frekansi da 0,27 olarak belirlenmistir (Tablo 20).
Bu iki uygulama grubuna ait verilerin istatistiksel analiz sonuglar1 P>0,05 diizeyinde negatif
(-) ya da 6nemsiz etkili (i)’dir. Diger bir uygulama grubu olan 200 ppm’de 18 KTT, 4 BTT ve
3 ikiz klon olmak tizere 25 mutant klon goriilmiistiir. En yiiksek uygulama grubu olan 400
ppm’de ise toplamda 27 mutant klon incelenmis olup ve bu klonlarin 22°si KTT, 4’4 BTT ve 1
tanesi ikiz klondur. 200 ve 400 ppm uygulama gruplarinin X kKlon frekanslari ise sirasiyla 0,31
ve 0,33 olarak belirlenmistir. 200 ppm uygulama gruplarina ait verilerin DMSO kontrol
grubuna gore yapilan analizleri KTT, BTT, ikiz ve ¥ mwh klon tiplerinde 6nemsiz (i) etkili
bulunmus iken, X klon tipine ait veriler pozitif (+) anlaml olarak degerlendirilmistir (P<0,05).
400 ppm’lik uygulama grubunda ise BTT ve ikiz klon tipleri hari¢ diger klon tiplerinde sonuglar
pozitif etkilidir (+). En diisiik uygulama grubu olan 50 ppm’de KIF degeri 0,78 olup artan
konsantrasyona bagli olarak bu deger 400 ppm’de 1,40’a kadar yiikselmistir (Tablo 20).

Uygulama gruplarinin serrat kanat fenotipine ait veriler incelendiginde mutant klon
sayisinda kontrol gruplarina kiyasla anlamli bir artis olmadig1 gézlenmistir. Soyle ki; en diistik
uygulama grubu olan 50 ppm’de yalnizca 5 KTT klon, en yiiksek uygulama grubu olan 400
ppm’de ise 12 KTT ve 3 BTT klon goriilmiistiir. Konsantrasyon artigina bagli olarak her ne
kadar mutant klon sayisinda bir artis olsa da tiim uygulama gruplarina ait tiim klon tiplerinde
sonuclar negatif (-) ya da onemsiz etkili (i) olarak bulunmustur (Tablo 20). Serrat kanat

fenotipine ait KIF degerleri ise sirasiyla 0,26; 0,57; 0,67 ve 0,78 dir.

89



Tablo 20. Abietik Asit Uygulama Gruplarina ait SMART Bulgular: ve Istatistik Analiz Sonuclar

Kontrol ve Kanat KTT klon BTT klon ikiz klon T mwh klon X klon o
uygulama sayisi ~ _ ~ ~ ~ Klon indiiksiyon
gruplar: (m=2) (m=5) (m=5) (m=2) (m=2) frekansi

(ppm) No Fr. D No Fr. D No Fr. No Fr. D No Fr. D (KiF)

(mwh/flr3) Normal kanat

Distile su 80 8 (0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 8  (0,10) 8 (0,10) 0,41

DMSO (%1) 80 9 ©11) i 2 002 i 0 (0,00) 11 (013) i 11 (0,13) i 0,57

EMS (1 ppm) 80 24 (030) + 8 (010) i 6 (0,07) 32 (040) + 38 047) + 1,97

50 ppm 80 13 (016 i 2 002 i 0 (0,00) 15 (018 i 15  (0,18) i 0,78

100 ppm 80 17 ©021) i 5 006 i 0 (0,00) 22 (027) i 22 027) i 1,14

200 ppm 80 18 (022) i 4 005 i 3 (0,03) 22 (027) i 25 (0,31 + 1,30

400 ppm 80 22 027) + 4 005 i 1 (0,01) 26 (032 + 27 (0,33) + 1,40

(mwh/TM3) Serrat kanat

Distile su 80 7 (0,08) 0 (0,00) 7 (0,08) 7 (0,08) 0,36

DMSO (%1) 80 8 ©o1n i 1 0,01 i 9 (011 i 9 (0,11) i 0,46

Dengeleyici TM3

EMS (1 ppm) 80 19 (024) + 10 (0,12) + Cromazom 29  (0,36) + 29 (0,36) + 1,49

50 ppm 80 5 (006 - 0 (0,000 - varliginda fir® 5 (006 - 5 (0,06) - 0,26

100 ppm 80 9 011) i 2 0,02 mutasyonu 1 (013) i 11 (013) i 0,57
pp (011) i (0,02) gdzlenmesz. (013) i (013) i ,

200 ppm 80 10 (0120 i 3 (0,03) i 13 (016) i 13  (0,16) i 0,67

400 ppm 80 12 015 i 3 (0,03) i 15 (018 i 15  (0,18) i 0,78

KTT: kiigiik tek tip, BTT: biiyiik tek tip, No: mutant klon sayisi, Fr: mutasyon frekansi, +: pozitif, -: negatif, i: 6nemsiz, m: tesir faktori.
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Skualen triterpenine ait SMART bulgulari.

Triterpenlere ait olan ve alt1 izopren biriminden olugan SKU’nun 50, 100, 200 ve 400
ppm’lik konsantrasyonlar ile hazirlanan uygulama gruplarina ait gozlenen mutant klon verileri
ve yapilan analiz sonuglar1 Tablo 21°de gosterilmistir. 50 ppm SKU uygulama grubunda 8§ KTT,
100 ppm’de 10 KTT ve 200 ppm’de 17 KTT ile 1 BTT mutant klon gdzlenmistir. Bu uygulama
gruplart i¢in sirasiyla 0,10; 0,12 ve 0,22 olarak hesaplanan X klon frekanslari, DMSO kontrol
grubu ile karsilastirildiginda tiim klon tiplerinde negatif (-) ya da 6nemsiz etkili (i) bulunmustur
(P>0,05). En yiiksek uygulama grubu olan 400 ppm’de ise 21 KTT, 3 BTT ve 1 de ikiz klon
olmak {tizere toplamda 25 mutant klon gozlenmis ve X klon frekanst da 0,31 olarak
hesaplanmistir. 400 ppm uygulama grubunda BTT ve ikiz klon tipleri hari¢ diger klon tiplerinde
P<0,05 diizeyinde pozitif etkili (+) sonuglar bulunmustur (Tablo 21). Ayrica KIF degerleri de
50, 100, 200 ve 400 ppm i¢in sirastyla 0,41; 0,52; 0,93 ve 1,30 olarak hesaplanmistir.

SKU uygulama gruplarina ait serrat kanat fenotipinde ise mutant klon sayisinda énemli
bir artis gozlenmemistir. SOyle ki; en diisiik uygulama grubu olan 50 ppm’de 4 KTT, en yiiksek
uygulama grubu 400 ppm’de ise 11 KTT mutant klon gozlenmistir. Tiim uygulama gruplarina
ait X klon frekansi hesaplanmig ve en diigiik uygulama grubunda 0,05 olan bu deger (-) en
yiiksek uygulama grubunda 0,13 (i) olarak bulunmustur. Serrat kanat fenotipine ait KIF
degerleri de sirasiyla 0,20; 0,36; 0,41 ve 0,57 olarak hesaplanmigtir (Tablo 21).
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Tablo 21. Skualen Uygulama Gruplarina ait SMART Bulgular: ve Istatistik Analiz Sonuglar:

Kontrol ve Kanat KTT klon BTT klon ikiz klon * mwh klon X klon Klon
Ugyr%lul)l;’:lar:fl sayisi (m=2) (m=5) (m=5) (m=2) (m=2) mduksivon
(ppm) No Fr. D No Fr. D No Fr. No Fr. D No Fr. D (KiF)
(mwh/flr3) Normal kanat
Distile su 80 8 (0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 8  (0,10) 8 (0,10) 0,41
DMSO (%1) 80 9 011) i 2 002 i 0  (0,00) 11 (013 i 11 (013) i 0,57
EMS (1 ppm) 80 24 (030) + 8 0100 i 6 (0,07 32 (040) + 38  (047) + 1,97
50 ppm 80 8 010 i 0 (000 - 0  (0,00) 8 (0100 i 8 010) i 0,41
100 ppm 80 10 (012 i 0 (00 - 0 (000 10 (012 i 10 (012 i 0,52
200 ppm 80 17 (021) i 1 ©O01) i 0  (0,00) 18 (022 i 18  (022) i 0,93
400 ppm 80 21 (026) + 3 ©03) i 1 (001 24 (030) + 25 (031 + 1,30
(mwh/TM3) Serrat kanat
Distile su 80 7 (0,08) 0 (0,00 7 (0,08) 7 (0,08) 0,36
DMSO (%1) 80 8 01 i 1 0,01) i 9 (011) i 9 011) i 0,46
EMS(lppm) 80 19  (024) + 10  (012) + Delr(‘?oerfg’zigimTuM?’ 20 (036) + 29  (036) + 1,51
50 ppm 80 4 (005 - 0 (000 - varhginda fIr® 4 (005 - 4 0,05 - 0,20
100 ppm 80 7 008 i 0 0,00) - mutasyonu 7 08 i 7 0,08) i 0,36
gozlenmez.
200 ppm 80 8 010 i 0  (000) - 8 (0100 i 8 0,10) i 0,41
400 ppm 80 1 (013 i 0 (000 - 11 (013) i 11 (013) | 0,57

KTT: kiigiik tek tip, BTT: biiyiik tek tip, No: mutant klon sayisi, Fr: mutasyon frekansi, , +: pozitif, -: negatif, i: 6nemsiz, m: tesir faktorii.
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Astaksantin tetraterpenine ait SMART bulgular.

Son olarak olas1 genotoksik etkisi arastirilan ASTA tetraterpenine ait SMART sonuglari
ve istatistiki analiz degerlendirmeleri Tablo 22’de sunulmustur. Normal kanat fenotipinde
ASTA’nin 50, 100 ve 200 ppm uygulamalarinda sirasiyla 6, 7, 13 KTT klon; 100 ve 200 ppm’de
I’er tane de BTT klon gozlenmistir (Tablo 22). X klon frekanslar1 0,07; 0,10; 0,17 olan bu i¢
uygulama grubunun kontrol grubu ile karsilastirmasi yapildiginda elde edilen analiz sonuglari
tim klon tiplerinde negatif (-) ya da 6nemsiz etkili (i) bulunmustur (P>0,05). ASTA’nin en
yiiksek uygulama grubu olan 400 ppm’de ise durum diger li¢ uygulama grubuna gore biraz daha
farkli olup bu uygulamada 19 KTT, 4 BTT olmak iizere toplamda 23 mutant klon gozlenmis ve
% klon frekans 0,28 olarak belirlenmistir. Bu uygulama grubu i¢in elde edilen veriler DMSO
kontrol grubu ile karsilastirildig1 zaman istatistiki degerler BTT ve ikiz klon tiplerinde negatif
(-) ve dnemsiz etkili (i) bulunurken diger klon tipleri pozitif etkili (+) bulunmustur (P<0,05).
DMSO kontrol grubunda 0,57 olan KIF degeri ASTA uygulama gruplarinda artan
konsantrasyona bagli olarak 1,19’a kadar yiikselmistir (Tablo 22).

Serrat kanat fenotipinde yapilan incelemeler neticesinde en diislik konsantrasyon olan
50 ppm’de 3 KTT klon gozlenirken en yiiksek konsantrasyon olan 400 ppm’de 10 KTT ve 2
BTT mutant klon gozlenmistir. Uygulama guplarina ait £ klon frekans degerleri 0,03; 0,06;
0,10 ve 0,15 olup her ne kadarkonsantrasyon artisina bagl olarak mutasyon frekansinda bir
artig gozlenmis olsa da sonuglar dort uygulama grubu i¢in tiim klon tiplerinde negatif (-) ya da
onemsiz etkili (i)’dir (Tablo 22). KIF degerlerinde de artan konsantrasyona bagl olarak bir
yiikselme gozlenmistir ve en yiiksek uygulama grubu olan 400 ppm’de bu deger 0,62’ye kadar
yiikselmigtir (Tablo 22).

93



Tablo 22. Astaksantin Uygulama Gruplarina ait SMART Bulgular: ve Analiz Sonuglart

uygulama sayisi (m=2) (m =5) (m =5) (m=2) (m=2) indiiksiyon
gruplar frekansi

(ppm) No Fr. D No Fr. D No Fr. No Fr. D No Fr. D (KiF)
(mwh/flr®) Normal kanat
Distile su 80 8 (0,20) 0 (0,00) 0 (0,00) 8 (0,10) 8 (0,10) 0,41
DMSO (%1) 80 9 ©11) i 2 002 i 0 (0,00) 11 (0,13) i 11 (0,13) i 0,57
EMS (1 ppm) 80 24 (030 + 8 (0100 i 6 (0,07) 32 (040) + 38 0,47) + 1,97
50 ppm 80 6 ©007) i 0 (000 - 0 (0,00) 6 (007) i 6 (0,07) i 0,31
100 ppm 80 7 008 i 1 ©0o01) i 0 (0,00) 8 (0100 i 8 (0,10) i 0,41
200 ppm 80 13 016 i 1 ©0o01) i 0 (0,00) 14 (017) i 14 017) i 0,72
400 ppm 80 19 024) + 4 (005 i O (0,00) 23 (0,28) + 23 (0,28) + 1,19
(mwh/TM3) Serrat kanat
Distile su 80 7 (0,08) 0 (0,00) 7 (0,08) 7 (0,08) 0,36
DMSO (%1) 80 8 ©o1n i 1 (0,01) i 9 (011 i 9 (0,11) i 0,46

Dengeleyici TM3
EMS (1 ppm) 80 19 (0,24) + 10 (0,12) + Kromozomu 29 0236 + 29 (0,36) + 1,51
50 ppm 80 3 (0,03) - 0 (0,00) - varliginda flr® 3 (0,03) - 3 (0,03) - 0,15
100 ppm 80 5 006 i 0 0,00) - mutasyonu 5 (006 i 5 0,06) i 0,26
' ' gozlenmez. ' ' '

200 ppm 80 8 (0,10) i 0 (0,00) - 8 (0,10) i 8 (0,10) i 0,41
400 ppm 80 10 ©012) i 2 0,02) i 12 (015 i 12 (0,15) i 0,62

KTT: kiiciik tek tip, BTT: biiyiik tek tip, No: mutant klon sayisi, Fr: mutasyon frekans, , +: pozitif, -: negatif, i: dnemsiz, m: tesir faktorii.
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TARTISMA ve SONUC

Saglikli ve dogal beslenmenin Oneminin arttigt glinimiizde besinlerin icerigi de
insanlarin ilgisini ¢ekmektedir. Besin i¢erikleri, modern yagamin getirisi olan masabasi islerden
dolay1 hareketsizlige karsi enerji verici, asir1 stres ve hizli/ayakiistii yeme aligkanliklarina karsi
bu olumsuz etkileri nétralize edici olarak diisiiniilebilir. Yalnizca saglikli yasam i¢in degil ayni
zamanda hastaliklara karst da dogal {irlinlerle tedavi olmak isteyenlerin bu yondeki tercihleri
giderek artmaktadir. Dogal {iriinlerle yapilan tedavilerde kullanilan ve bitkilerden elde edilen
yan Uriinler (sekonder metabolitler) terpenler, alkoloidler, flavonoidlerdir. Bu yan {iriinlerden
birisi olan ve farkli bitkilerden dogal olarak elde edilip hem bilimsel hem de ekonomik yonden
degerlendirilen terpenler, ilagc hammaddesi ve pigment olarak eczacilikta, katki maddesi, lezzet
verici ve boya olarak gida iiretiminde, pestisit olarak ziraat ve hayvancilikta, renk ve koku verici
madde olarak da kozmetik sektoriinde kullanilmaktadir (Hammer et al. 1999; Mouhssen 2004).
Ayrica farmakolojik 6zellikleri incelenerek aromaterapi ve fitoterapi alaninda da kullanilabilen
terpenlerin diyabet, damar tikanikligi, alzheimer, kanser gibi oksidatif stres kaynakli
hastaliklarin ~ tedavisinde kullaniommin yaygin oldugu ve antioksidan, antimutajen,
antikanserojen ve antiaging gibi cesitli bio-aktiviteleri nedeniyle bu hastaliklarin tedavisinde
tercih edildikleri ¢esitli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Kirbag ve Bagcr 2000; Arica
2017).

Bu hastaliklarin olusumunda var olan asil sebeplerden birisi hiicresel strese dayali
yaslanma olgusunun meydana gelmesi ve buna dayali olarak viicut i¢erisindeki homeostazinin
kontrol edilememesidir. Yaslanma olgusu genel bir tabir ile canlinin gelisimi esnasinda
metabolik reaksiyonlarinin azalmasi ve bozulmasi ile meydana gelen fonksiyon kayiplariyla
oliime gidis stireci olarak tanimlanmaktadir. Her canlida goriilen ve organizmanin molekiil,
hiicre, doku, organ ve sistemleri diizeyinde, zamanin ilerlemesi ile ortaya ¢ikan, geriye doniisii
olmayan yapisal ve fonksiyonel degisikliklerin tiimiidiir. Normal biyolojk yaslanma siiresi
genetik yapi, yasam tarzi, hastaliklar ve diger ¢evresel sartlara gore degiskenlik gostermekte ve
viicut yapisinda meydana gelen metabolik dengesizliklerin kontrol edilememesi ile ortaya
cikmaktadir. Yaslanma ve canlilarin dmiir uzunlugu farkli tiirlerde ve hatta ayni tiirtin farkl
eseylerinde ve bireylerinde farklilik gostermektedir. Omiir uzunlugunda olan farkliliklar bu
calismada model organizma olarak kullanilan Drosophila’da da s6z konusu olup bu
organizmanin disi ve erkek popiilasyonlarinin hayatta kalabilme stireleri {izerinde genetik yap1

kadar ¢evresel faktorlerin de 6onemli belirleyiciler oldugu bilinmektedir (Altun et al. 2011,
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Uysal et al. 2015; Demir and Uysal 2017). Soyle ki; D. melanogaster’in disi ve erkek
poplilasyonlarinin yumurta ve pupadan c¢ikis siiresinde (Qiu and Hardin 1996), metabolik
hizinda (Lanciani et al. 1991) ve 6miir uzunlugunda (Sheeba et al. 2000) 1s18in etkili oldugu
belirlenmistir. Drosophila’nin farkli soylari ile yapilan ¢alismalarda, siirekli 1s1kl1 ortamin ergin
Omiir uzunlugunu kisalttig1 (Klarsfeld and Rouyer 1998), buna karsin siirekli karanlik ortamda
yasatilan D. melanogaster erkeklerinde %20, disilerinde ise %43’e varan Oomiir uzunlugu
artiginin oldugu gozlenmistir (Bager ve Bozcuk 1991). Tipki 151k gibi D. melanogaster’in diger
¢evresel kosullarini olusturan besin kisitlanmasi (Tatar and Promislow 1997), nem (Clark and
Rockstein 1964; Unlii and Bozcuk 1979), sicaklik (Uysal et al. 2006; Ayar et al. 2009),
ciftlesme (Lansing 1952), besin ortaminda metabolik atiklarin birikmesi (Fred and Timothy

1997) gibi faktdreler de dmiir uzunlugunu belirleyen diger faktorlerdendir.

Farkli bio-aktivitelere sahip olmalar1 nedeniyle metabolik dengenin korunmasinda ve
hiicrelerde yaslanma karsit1 olabilecekleri diisilinlilen terpenlerin ayn1 zamanda toksik,
genotoksik ve mutajenik etkili olabilecegi de birgok arastirmaci tarafindan belirtilmistir
(Whysner and Williams 1996; Franzios et al. 1997; Gomes-Carneiro et al. 1998; Stammati et
al. 1999; ipek et al. 2005).

Bu ¢alismada ¢esitli bio-aktiviteler sergileyen ve farkli gruplara ait olan TIM, GUA,
ABA, SKU ve ASTA terpenlerinin D. melanogaster’in disi ve erkek popiilasyonlarinda dmiir
uzunlugu iizerindeki toksik etkileri arastirilmigtir. Popiilasyonlar iizerinde tek degiskenin
kronik alima bagli olarak verilecek olan terpenlerin olmasi amaciyla diger tiim ¢evresel sartlar
stabil tutulmustur. Yapilan in vivo omiir uzunlugu testinin ilk deney setini olusturan ve
terpenlerin ¢oziiciileri olan distile su ve dimetil siilfoksit (DMSO) kontrol gruplart kendi
aralarinda karsilastirilmis, 6miir uzunlugu agisindan toksik olmadiklar ve istatistiki ac¢idan iki
kontrol grubu arasinda fark gozlenmedigi (P>0,05) istatistiksel olarak belirlenmistir (Tablo 11).
Ayn1 zamanda her iki test yonteminde kullanilan bu bes ¢esit terpenden elde edilen veriler de
tim terpenlerin ortak ¢6ziiclisi olan DMSO kontrol grubu ile karsilastirilarak
degerlendirilmistir. Ikinci deney setini ise terpenlerin dort farkli konsantrasyonu ile hazirlanan
uygulama gruplart olusturmaktadir. Distile su ve DMSO kontrol gruplarinin belirlenen
maksimum &miir uzunluklar sirastyla @ Q’de 77 ve 73 giin, 3 de de 76 ve 73 giin olarak
bulunmustur (Tablo 11). Kronik olarak uygulanan her bir terpenin artan konsantrasyonuna bagli
olarak gozlenen durum ise kontrol gruplarina gére hem disilerin hem de erkek bireylerin daha
az hayatta kalabildikleridir. Syle ki; TIM, GUA, ABA, SKU ve ASTA terpenlerinin en yiiksek
uygulama grubu olan 200 ppm’de maksimum 6miir uzunluklar1 @ popiilasyonunda sirasiyla 42,

21,49, 21, 45 giine; & popiilasyonunda da ise 42, 14, 46, 18 ve 39 giine gerilemistir (Tablo 12,
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Tablo 13, Tablo 14, Tablo 15, Tablo 16). Maksimum Omiir uzunlugunda meydana gelen bu
gerilemeler kontrol gruplari ile karsilagtirildiginda istatistiki olarak P<0,05 diizeyinde 6nemli
bulunmustur. Elde edilen bu degerler ile ortalama 6miir uzunluklar1 da belirlenmistir. Distile su
ve DMSO kontrol gruplarinin @ popiilasyonunda 49,39+1,96 ve 49,07+1,92 olan bu degerler
& popiilasyonunda 51,37+2,16 ve 51,01£2,12 giin olarak hesaplanmistir. TIM, GUA, ABA,
SKU ve ASTA terpenlerinin en yiiksek uygulama grubu olan 200 ppm’de ise ortalama omiir
uzunlugu degerleri @ 9’de sirasiyla 23,09+0,74; 12,11+0,26; 26,96+0,94; 9,24+0,44 ve
27,06+1,18 giin; 33 de ise yine sirastyla 24,89+1,10; 11,44+0,21; 23,21+0,92; 23,21+0,92 ve
23,52+0,92 giin olarak belirlenmistir. Konsantrasyon artisina bagli olarak meydana gelen
ortalama Omiir uzunlugundaki bu gerileme, DMSO kontrol grubuyla karsilastirildigi zaman
P<0,05 diizeyinde onemli olarak degerlendirilmistir. Yapilan literatiir aragtirmalarinda
terpenlerin c¢esitli canli gruplarinda da toksik etkili olduklar1 goriilmiistiir. Kozmetik, gida ve
ilag endiistrisinde kullanilan monoterpen ¢esitlerinin  biyokimyasal ve farmakolojik
ozelliklerini belirlemek igin bircok calisma yapilmis ve bunlardan 6zellikle izmir (Origanum
onites) ve karabas (Thymbra spicata) kekiklerinden elde edilen timol ve karvakrol terpenlerinin
sempanze, arap babunu ve insan l6kosit hiicrelerinde siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi
sergiledikleri (Suzuki et al. 1987), ancak aymi terpenlerin Drosophila melanogaster'de
asetilkolinesteraz enzim inhibitorii olarak toksisitiye sebep olduklari bildirilmistir (Quinn
1987). Yine Mentha piperita (nane) ve Perilla frutescens (biftek otu) ‘de bulunan mentol ve
perillanin asetilkolinesteraz enzim inhibitorii olarak D.suzukii'ye karsi fumigant aktivite
sergiledigi (Asplen et al. 2015) ve bu terpenlerin D. melanogaster ve insan lenfosit hiicrelerinde
de toksik etkili oldugu gesitli arastirmacilar tarafindan (Franzios et al. 1997; Korkmaz 2005)
bildirilmistir.

Dianthus caryophyllus (karanfil), Thymus vulgaris (kekik), Cinnamomum verum
(tar¢in) ve Zingiber officinale (zencefil) gibi bitkilere ait terpenlerin gidalarda kullanimlarinin
giivenilirligini degerlendirmek amaciyla yapilan arastirmada kopek kemik iligi mezenkimal
hiicreleri ve enterosit hiicreleri (ince bagirsak mukozasinin epitelinde bulunan emme hiicreleri)
kullanilmigtir. Bu bitkilere ait timol, gingerol, 6jenol, mirsen, metil Gjenol gibi gesitli
terpenlerin her iki hiicre ¢esidinde de toksik etki sergiledigi (Ortega et al. 2016) ve &jenol, beta-
karyofilen, metil 6jenol ve humulen gibi terpenlerin, insanlar tarafindan 8-10 ml kullanimlarina

bagli olarak karaciger yetmezligi gelistirebildigi gosterilmistir (Eisen et al. 2004).

Gida ve kozmetik endiistrilerinde siklikla kullanilan Cymbopogon citratus (limon otu),
Ocimum gratissimum (feslegen) ve Ocimum basilicum (reyhan) tiirlerinden elde edilen neral,

mirsen, estragol, linalol, 6jenol ve timol terpenlerinin siganlar {izerindeki akut ve subakut
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etkileri arastirilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda bu terpenlerin tavsiye edilmeyen
dozlarda (50, 500, 1000, 1500, 2000, 3000 ve 3500 ul) uygulamalarina bagli olarak yiiksek
yapili organizmalarin mide ve karaciger organlarinda fonksiyonel hasarlara neden olabilecegi

belirlenmistir (Fandohan et al. 2008).

Limon otu bitkisinden elde edilen metil 6jenol, karyofilen gibi metabolitlerin de yiiksek
konsantrasyonlarda kullanimina bagli olarak insan kolon ve sinir hiicrelerinde sitotoksik etki
gosterdigi (Sharma et al. 2009) ve 800 pg/mltuygulamasinda ise insan lenfositlerinde DNA
hasar1 olusturdugu gézlenmistir (Sinha et al. 2014).

Ojenoliin insan epitel kolorektal adenokarsinom hiicresi ya da kolon kanseri hiicresi
olarak da bilinen Caco-2 hiicrelerinde de toksik etkili oldugu da Slamenova et al. (2009)

tarafindan bildirilmistir.

Ozellikle akciger hastaliklarinda tercih edildigi bilinen ve kafur agaci (Cinnamomum
camphora)’ndan elde edilen kafur, limonen ve timol gibi terpenlerin Saccharomyces cerevisiae
D7 susunda mutajen ve toksik etkili oldugu Bakkali et al. (2005) tarafindan belirlenmistir. Ayn1
sekilde tibbi ve farmakolojik olarak cesitli uygulamalarda kullanilan pelin otu (Artemisia
absinthium) bitkisine ait tujon, felandren, timol, pinen, karyofilen gibi metabolitlerin
Saccharomyces cerevisiae D7 susunda mutajen ve toksik etkili oldugu ayrica mitokondriyal
DNA iizerinde de mutasyonlar meydana getirdigi yine Bakkali et al. (2005) tarafindan
bildirilmigtir.

Hint defnesi olarak da bilinen Melaleuca’da bulunan limonen, a-terpinen,
aromadendren, terpinen-4-ol ve p-simen gibi metabolitler ile Al-Batina et al. (2003)’ya goére
yatistirict ve dengeleyici Ozellikleri goz Oniine alinarak kullanimi yaygin olan kimyon
(Cuminum cyminum) bitkisinin pinen, felandren ve simen gibi metabolitleri Salmonella
typhimurium’un TA97a, TA98, TA100 ve TA102 suslar {izerinde oksidatif etkili oldugu ve
limolin, pinen, mirsen, linalool ve terpinolen gibi diger monoterpenlerin de insan prostat ve
bobrek hiicreleri ile maymun bobregi hiicrelerinde hiicre canliligini azalttigi Silva and
Fernandes (2010) tarafindan belirtilmistir. Lavandula (lavanta)’da da bulunan pinen, sineol ve
borneol metabolitlerinin insanlarda deride alerjik reaksiyonlara sebep oldugu da gdzlenmistir
(Sugiura et al. 2000). Sitral, geraniol ve mirsen gibi bir¢ok terpeni igeren limon otu bitkisinin
apoptoz ve nekroz ile hiicre 6llimiine neden olabilecek sitoplazmik bilesen sizintisina yol agan
akigkanliklar1 degistirerek hiicre zar1 gegirgenligini artirabilecegi (Bakkali et al. 2008),
¢imlenme doneminde sitral monoterpenine maruz birakilan bugdaylarda da ¢imlenememe

durumundan dolayr monoterpenlerin biliylime inhibitorii olabilecegi bildirilmistir (Dudai et al.

2000).
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Renk ve koku verici olarak kozmetikte ve lezzet verici madde olarak da gidalarda
kullanildig1 bilinen terpinen monoterpeninin si¢anlar kullanilarak embriyo fotototoksik etkisi
arastirilmis ve calisma sonunda 30, 60, 125 ve 250 mg/kg terpinenin yiiksek dozlarda
uygulanmasina bagli olarak gecikmis ossifikasyon belirtileri (zayif kemiklesmis ve
kemiklesmemis kemikler ve diizensiz siingerimsi kemikler) ve diisiik diizeyde de olsa iskelet

malformasyonu gosterdigi belirlenmistir (Araujo et al. 1996).

Antifungal aktivite gosterdigi bilinen sinnamaldehit, karvakrol, timol ve
karvon. terpenlerinin sitotoksisitesi ve genotoksisitesi yapilan in vitro mikrobiyal ve memeli
testleri ile arastirilmig ve bu dort terpenin Hep-2 hiicrelerinin doza bagli bir sekilde
yasayabilirligini ve cogalmasini inhibe ettigi belirlenmistir. Ames ve SOS kromotestlerinde ise
toksik etkili olabilecegi de gozlenmistir (Stammati et al. 1999). T. vulgaris (kekik) yaginda
yogunlukla bulunan timoliin endoplazmik retikulumdan kalsiyum salinimin artirdigi ve reaktif

oksijen tiirlerinin tiretimini artirarak apoptoza neden oldugu bulunmustur (Chang et al. 2014).

Eletteria cardamomum (kakule) ve Origanum majorana (mercankoskii)’da bulunan
terpinen metabolitinin 0.5, 0.75 ve 1.0 mg/ml dozlarinin farelere uygulanmasi sonucunda
terpinenin tiim dozlarda hiicre canliligini azaltti§i, DNA hasarini indiiklendigi ve ayrica Na
metabolizmasinda degisikliklere neden olarak sitotoksik ve beyin hiicrelerinde de genotoksik
oldugu (Baldissera et al. 2018), alfa-terpinen ve linolool metabolitlerinin ise fare beyin
norotransmitterleri tizerinde asetilkolinesteraz (AChE) ve sodyum-potasyum pompasi (Na*, K,
ATPaz) yoluyla gii¢lii ndrotoksisiteye sebep olduklari, davranis anormalliklerini indiikledigini
bildirmistir (Coelho et al. 2011; Baldissera et al. 2016). Hiicre i¢i iyon ve membran potansiyel
homeostazi ile noronal uyarilabilirlikte 6nemli rollere sahip olduklari bilinen Na*, K*, ATPaz
metabolizmasinda limonin, pinen, linalool gibi baz1 monoterpenlerin diizensizlikler olusturarak
enzim aktivitesi inhibisyonuna, bozulmus sinaptik yanit ve sonug¢ olarak farelerde hafiza
kaybina neden oldugu bildirilmistir (Pacheco et al. 2018). Ayn1 zamanda bu terpenlerin beyin
norotransmitterlerinin aktivitesindeki diizensizliklere dayali olarak hafiza bozukluguna neden
olabilecegi ve ROS seviyesini artirabilecegi de ¢esitli arastirmacilar tarafindan gosterilmistir
(Maharajan et al. 2018; Muthulakshmi et al. 2018). Deneysel model olarak yine farelerin
kullanildig: bir ¢alismada monoterpenlerden olan timoliin olasi ndrotoksik etkisi arastirilmistir.
Farelere gavaj yoluyla verilen farkli dozlardaki timoliin 20 ve 40 mg/kg dozlarda hafiza kaybina
yol agtigi, kan-beyin bariyerinde meydana gelen yikimda kontrol gruplarina goére onemli
diizeyde artis gosterdigi goriilmiistiir. Timoliin fare beyin asetilkolinesteraz (AChE) enzimi

tizerinde 6nemli bir artisa neden oldugu, 6zellikle 20 ve 40 mg/kg timol uygulanan farelerde
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sodyum-potasyum pompasi (Na*, K", ATPaz) aktivitesinin inhibe edildigi ve beyindeki ROS
seviyesinde yiikselmeye yol actig1 belirlenmistir (Baldissera et al. 2018).

Diterpenler grubuna ait ¢esitli metabolitler ile de toksikolojik caligmalar yapilmis ve
konsantrasyon artisina bagl olarak istenmeyen etkiler meydana gelebilecegi gorilmiistiir
Ornegin; antioksidan ve antibakteriyel etkili oldugu bilinen dehidroabietik asitin baliklar
tizerinde karaciger fonksiyon bozuklugu, hemoliz ve sarilik meydana getirdigi bulunmustur
(Bushnell et al. 1985). Regine metaboliterinden olan dehidroabietik asit diterpeninin
eklembacaklilardan olan Daphnia magna ve Daphnia pulex (su piresi)’de akut ve kronik
toksisite gelistirdigi belirlenmistir (Servizi et al. 1986). Ayn1 zamanda re¢ine metabolitlerinin
Salmo gairdneri (gékkusagi baligi)’ye 2-0.4 mg/l uygulanmasi sonucunda karaciger fonksiyon
bozukluguna bagli olarak sariligin olustugu gozlenmistir (Mattsoff and Oikari 1987). Ayni
yazarlara gore, sariligin ortaya cikmasinda recine metabolitlerinin eritrositlerin  hizh
parg¢alanmasina yol agmasi ile bilirubinin salgilanmasinda gorev alan baz1 yolaklara miidahale
etmesidir (Mattsoff and Nikinmaa 1988). Liss et al. (1997)’a gore, dehidroabietik asit diterpeni
gibi ¢esitli regine metabolitleri omurgasizlar ve algler dahil olmak iizere ¢esitli sucul

organizmalarda da toksisiteye sebep olmaktadir.

Dehidroabietik asit ve izopimarik asit terpenlerinin toksisitelerinin belirlendigi diger bir
calismada gokkusagi baligi (Melanotaenia trifasciata) kullanilmis ve artan terpen
konsantrasyonuna bagli olarak dehidroabietik asitin hiicre hasari, kalsiyum homeostazi
bozukluklari ile bazi fizyolojik bozukluklara neden olduklari ve Salmo gairdneri (gokkusagi
alabalig1) ile D. manga’da toksik etkiye dayali olarak hayatta kalabilme oranlarini1 azalttiklar
belirtilmistir (Rabergh et al. 1999; Peng and Roberts 2000). Dehidroabietik asit ve abietik asitin
olast Omiir uzunlugu ve gelisim toksisitelerinin arastirildigi bir baska calismada bu
metabolitlerin artan konsantrasyona bagli olarak (0,25-8 mg/L) tipki bizim 6miir uzunlugu
caligmalarinda D. melonagaster’de gozlenen 6miir uzunlugu kisalmalar1 gibi D. manga (su
piresi)’da da hayatta kalma siiresinin kisaldig1 ve ayrica total viicut biiyiikliigiinde kiigiilmenin
meydana geldigi gozlenmistir (Kamaya et al. 2005).

Diger bir diterpen ¢esidi olan retinoliin yliksek konsantrasyonlarda tiiketilmesi sonucu
karacigerde enfeksiyon ve tiimor olusumu gibi metabolik bozukluklar ile hiicre sitotoksisitesine
ve hatta hamileliklerde bebeklerde malformasyonlara neden oldugu (Rajoshok and Sumathi
2015), sican, tavsan gibi farkli organizmalarda embriyotoksik etkiler gosterdigi bildirilmistir
(Clark 2009). Ayrica retinoliinde D. melanogaster’in disi ve erkek popiilasyonlarinin yagam

stiresini kisalttig1 Uysal ve Orung (2018) tarafindan belirtilmistir.
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Kozmetik ve ilag endiistrisinde siklikla kullanilan guazilen ve azulen seskiterpenlerinin
Wakabayashi et al. (2003) tarafindan yapilan bir ¢alisma sonucunda bu metabolitlerin insan
hiicrelerinde ~ sitotoksik oldugu rapor edilmistir. Ayrica hem azulen hem de
guaiazulenin Salmonella typhimurium bakteri suslarinda (TA102) spontan mutasyondan dort
ila bes kat daha yliksek fotomutajenite sergiledigi gosterilmis ve 151k uygulamalari ile kombine

olan azulen ve guazilenin DNA'da hasarlar meydana getirdigi bildirilmistir (Wang et al. 2003).

Fiori et al. (2008) tarafindan azulen ve guazilen ile fotodegradasyon g¢aligsmalar
sonucunda ise guazilenin foto-reaktivitesi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), o6zellikle tekli
oksijen veya daha toksik kararli fotoiiriinlerin aracilik ettigi fototoksisiteye neden oldugu

belirlenmistir.

Yiiksek mitotik Ozelligi sebebi ile kanser arastirmalarinda kullanilan noroblastom
hiicreleri ile saglikli hiicreler kullanilarak yapilan karsilastirmali ¢calismada, guazilenin yiiksek
dozda total oksidatif seviyeyi (TOS) artirdig1 tespit edilmis ve bunun sonucunda sitotoksik
etkiler gbzlenmistir. Ayrica periferal kan lenfositleri ile yapilan ¢alismada da guazilenin farkl
dozlarda kullanim1 sonucu (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 ve 400 mg/L) yine sitotoksisiteye yol
actig1 belirlenmistir (Vinholes et al. 2014; Togar et al. 2015b; Llana-Ruiz-Cabello et al. 2015).

Hassan et al. (2006), ¢cemen otu bitkisi (Trigonella foenum graecum) bilesenlerinden
olan B-sitosterol ve stigmasteroliin farkli dozlarinin fare karaciger ve ovaryumunda DNA ve
RNA igerikleri ile histopatolojik degisimlere yol agtigini belirtmislerdir. Arastirmacilar
tarafindan bu degisimlerin 6nemli diizeyde olmadig: diisiiniilse de elde edilen sonuglara
dayanarak ¢emen otu bilesenlerinin toksik etkili olabilecegi vurgulanmigtir. Stigmasterol
terpenini 6miir uzunlugu iizerine olan etkilerinin arastirildig bir ¢alismada D. melanogaster’in
disi ve erkek popiilasyonlarina kronik stigmasterol uygulanmis ve disi popiilasyonunun kontrol
grubunda ortalama Omiir uzunlugu 48,15+1,95 iken en diisiik ve en yliksek uygulama
gruplarinda (50-400 ppm) 48,49+1,77 ve 40,09+1,51 giine geriledigi belirlenmistir. Ayni
sekilde erkek popiilasyonunda da kontrol grubuna ait ortalama 6miir uzunlugu 48,32+2,22 giin
iken en diisiik ve en yiiksek uygulama grubunda 44,92+1,65 ve 34,36+1,26 giine geriledigi
goriilmiistiir (Orung ve Uysal 2018).

Triterpenler grubuna ait olan metabolitlerden skualenin kozmetik iiriinlerinde siklikla
kullanildigi bilinmektedir ancak bu terpen ile yapilan dermatolojik ¢alismalarda farelerde akut
toksisiteye ve alerjik reaksiyonlara neden oldugu ve D. melanogaster’de de toksik etkiler

gosterdigi Huang et al. (2009) tarafindan bildirilmistir.
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In vivo 6miir uzunlugu test yontemi kullanilarak TIM, GUA, ABA, SKU ve ASTA
terpenlerinin toksik etkileri, daha dnce yapilan calismalarla paralellik gdstermektedir ve bu

sonuclar bizim sonuglarimizi destekler niteliktedir.

Calismanin ikinci kismini olusturan ve terpenlerin olasi genotoksik etkinlikleri
belirlemek amaciyla da in vivo somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)
uygulanmistir. SMART dan elde edilen veriler de konsantrasyon artigina bagli olarak her
terpenin somatik mutasyonlari uyardigini gostermistir. SO0yle ki; DMSO kontrol grubunda 0,57
olan klon indiiksiyon frekansi, her terpeninin en yiiksek iki konsantrasyonu olan 200 ve 400
ppm uygulama gruplarinda da artis gosternistir. Ornegin normal kanat fenotipinde 200 ve 400
ppm’lik uygulama gruplarinda KIiF degerleri TIM terpeninde sirasiyla 1,04 ve 1,28’e, GUA
terpeninde 1,61 ve 1,87’ye, ABA’da 1,30 ve 1,40’a, SKU ve ASTA’da ise 0,93 ve 1,30 ile 0,72
ve 1,19’a kadar yiikselmistir (Tablo 18, Tablo 19, Tablo 20, Tablo 21 ve Tablo 22). Normal
kanat fenotipinde meydana gelen bu mutant klon sayisindaki artiglar konsantrasyon artigina
bagli olarak meydana gelmis ve yapilan istatistiksel analizler sonucunda da bu pozitif 6nemli
olarak degerlendirilmistir. Serrat kanat fenotipinde de KiF degerlerinde artislar gdzlenmistir.
Ancak istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur. Terpenlerin doz-siire etkilesimine bagl olarak
genotoksik etkili olabilecekleri bu ¢aligma ile belirlenmis ve yapilan literatiir taramalar ile de

bu sonuglar desteklenmistir. Soyle ki;

Dis hekimliginde antiseptik ve agr1 kesici olarak kullanilan karanfil (Eugenia
caryophyllata) ve o6zellikle Giineydogu Cin’de kullanilan Cin tar¢in1 (Cinnamamum cassia)
bitkilerinde bulunan &jenol, djenol asetat ve karyofilin metabolitlerinin Bacillus subtilis DNA

tamir testinde mutajen olduklar tespit edilmistir (Sekizawa and Shibamoto 1982).

Sindirimi gili¢lendirici, gaz soktiiriicli, kramp ¢06ziicii hatta anne siitiinii artiric1 gibi
cesitli alternatif tedavi yontemlerinde kullanimi mevcut olan dere otu (Anethum graveolens)
bitkisinin i¢erdigi d-limonen ve simen terpenlerinin dort farkli dozda yeni dogmus farelere
intraperitonal yolla verilmesi sonucu bu terpenlerin farelerin karaciger hiicrelerinde DNA’ya
baglandig1 ve tiimor olusumuna sebep oldugu gozlenmistir (Phillips et al. 1984). Yine Phillips
et al. (1984) tarafindan yapilan bir ¢alismada, apiol, pinen, felandren gibi metabolitleri i¢eren
ve Ozellikle mutfakta kullanimi olan ve ayrica ¢ayr da yapilan maydanoz (Petroselinum
crispum)’un 0.25, 0.5, 1.0 ve 3.0 umol dozlar1 yeni dogmus farelere intraperitonal yolla verilmis
ve sonucta yeni dogmus farelerin karaciger hiicrelerinde de tiimor olusumuna rastlanmustir.
Benzeri etkilere ceviz (Juglans regia), tar¢cin (Cinnamomum verum), siyah biber (Piper

nigrum), biberiye (Rosmarinus officinalis), karanfil (Eugenia caryophyllata) ve limon otunda
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(Cymbopogon citratus) bulunan metildjenol ve karyofilen terpenlerinin de sebep oldugu ayni

aragtirmaci tarafindan bildirilmistir (Phillips et al. 1984; Howes et al. 1990).

Tip, kozmetik ve gida gibi cesitli sektorlerde tercih edilen ayn1 zamanda ¢ay ve baharat
olarak da kullanimi1 mevcut olan mentol, menton gibi terpenlerin hem erkek hem de disi farelere
yiiksek dozda uygulanmasi sonucu ve 6zellikle erkek farelerde karaciger kanseri olusumunun

arttig1 gozlenmistir (Haseman et al. 1986).

Melaleuca (hint defnesi)’da bulunan limonen, a-terpinen, aromadendren, terpinen-4-ol
ve p-simen gibi metabolitler ile Lavandula (lavanta)’da bulunan pinen, sineol ve borneol
metabolitlerinin deride alerjik reaksiyonlara sebep oldugu (Knight and Hausen 1994) ve ayrica
limonen terpeninin erkek si¢anlara yliksek dozlarda uygulanmasi sonucunda si¢anlarda bobrek

tiimorleri meydana getirdigi tespit edilmistir (Hard and Whysner 1994).

Tarcin (Cinnamomum verum), karanfil (Eugenia caryophyllata) ve limon otunda
(Cymbopogon citratus)’da bulunan metil 6jenoliin kemirgenlerde yiiksek dozlarda karsinojenik
etki gostermesi nedeniyle insan sagligi agisindan da risk tagidigi belirtilmektedir (Gardner et al.
1997). Karanfil (Syzygium aromaticum)’de bulunan 6jenol terpeni in vitro sartlarda (2500 pl)
sican karaciger hiicrelerine uygulandigi zaman kromozom bozukluklarini ve endoreplikasyonu

uyarmigtir (Maralhas et al. 2006).

Salvia fruticosa (Yunan adagayi) ve Mentha pulegium (nane)’da bulunan sineol, tujon,
kamfor, pulegon ve menton gibi terpenlerin etkileri, zeytin meyve sinegi olarak bilinen
Bactrocera oleae ve D. melanogaster iizerinde c¢aligilmistir. Somatik mutasyon ve
rekombinasyon (SMART) testi uygulandiginda kamfor, pulegon ve mentonun B.oleae’da
mutajenik etkiyi uyardigi gériilmiistiir. Sineol terpeninin ise her iki organizmada da zay1f toksik

etkili bulunmustur (Kounatidis et al. 2009).

Coridothymus capitatus (acikekik) ve Satureja thymbra (karakekik) bitkilerinde
bulunan ve GC-MS yontemiyle belirlenen karvakrol, timol, terpinen ve simen metabolitleri ile
yapilan somatik mutasyon ve rekombinasyon testi sonucunda 6zellikle karvakrol ve timoliin
D. melanogaster iizerinde genotoksik etkili oldugu ve somatik mutasyonlar1 uyardigi ve bu
monoterpenlerin insan lenfositlerinde doz artigina bagli olarak kromozomal aberasyonlar1 ve
kardes kromatit degisimlerini artirdigt ¢esitli aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir

(Karpouhtsis et al. 1998; Lazutka et al. 2001).
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Nane’de bulunan mentol, menton, pulegon, limonen terpenlerinin siganlara akut olarak
agiz yolu ile verilmesi sonucu diisiik derecede toksik olduklari tespit edilmis, subkronik oral
caligmalarda ise beyinde kistik lezyonlara sebep olduklari bildirilmistir (Nair 2001). Ayni1
arastirmaci tarafindan menton terpeninin tavsanlarda intradermal uygulamalarda alerji, fare lenf
hiicrelerinde mutajenite ve hamster fibroblast hiicrelerinde ise kromozomal aberasyonlara yol
actig1 gozlenmistir. Nanenin disinda dere otundan elde edilen karvon, d-limonen ve simenin
olasi toksik etkileri yine insan lenfosit kiiltiirleri {izerinde in vitro kromozomal aberasyon ve
kardes kromatit degisim testi ile belirlenmis ve doz artisina baglh olarak genotoksik etkili

oldugu Lazutka et al. (2001) tarafindan gézlenmistir.

Pavlidou et al. (2004), 1,8-sineol metabolitinin olast genotoksik ve insektisidal
aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla D. melanogaster ve B. oleae’yi1 kullanarak yaptig1 somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) sonucunda 1,8-sineol terpeninin B. oleae iizerinde
oldukga toksik oldugunu ancak D. melanogaster’e karsi toksisitesinin 6nemli olmadigini
bildirmiglerdir. Ayni arastirmacilar nane (Mentha)’de bulunan mentol, menton, pulegon,
limonen terpenlerinin tavsanlarda intradermal ¢aligmalarda ciddi reaksiyonlar gosterdigini,
pulegonun hepatotoksik ve mentonun da somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

ile B. oleae’da oldukga toksik oldugunu rapor etmislerdir (Pavlidou et al. 2004).

Gida ve parflimeri sanayisinde 6nemli bir yeri olan mersin (Myrtus communis) bitkisinin
ve icerdigi limonen, pinen, sitral ve dkaliptol terpenlerinin kabizlik giderici ve antiseptik olarak
kullanildig1 bilinmektedir. Ancak Hayder et al. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada bu bitki
bilesenlerinin Escherichia coli suslari {izerinde yapilan genotoksisite testlerinde mutajenik

etkiler meydana getirdigi belirlenmistir.

Lavandula angustifolia (lavanta gi¢egi), Ocimum basilicum (feslegen) ve daha bir¢ok
Lamiaceae (ballibabagiller) tiirlerinde bulundugu bilinene linalool ve linalil asit gibi
metabolitlerin Salmonella typhimurium TA 98, TA100 ve Escherichia coli WP2uvrA
suslarinda mutajenik etki gosterdigi belirlenmistir (Di Sotto et al. 2008).

Bogmaca ve oksiiriik, sinir sistemi zafiyeti, romatizma ve barsak hastaliklarina karsi
ozellikle ¢ay olarak kullaniminin yani sira antibakteriyel ve antienflamatuar etkilerinden de
siklikla faydalanilan kekik bitkisi bilesenlerinden timol ve karvakroliin olasi genotoksik
aktiviteleri insan lenfositlerinde tek hiicre jel elektroforezi ile incelenmis ve diisiik
konsantrasyonlarda DNA aberasyonlarina neden olmaz iken yiiksek konsantrasyonlarda
DNA’da 6nemli zararlara neden oldugu goriilmiistiir (Aydin et al. 2005). Timol ve karvakrol
monoterpenlerinin  sigan kemik iligi hiicrelerinde ise yapisal ve toplam kromozom

anormalliklerini 6nemli 6l¢iide uyardiklart ve ayni zamanda mitotik indeksi doza bagli olarak
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azalttiklar1 da Azirak and Renciizogullar1 (2008) tarafindan tespit edilmistir. Yine Biiyiikleyla
and Renciizogullar1 (2009), timoliin yapisal kromozomal anormalliklerini, kardes kromatid
degisimlerini ve mikroniikleus olusumunu uyardigini, ayn1 zamanda replikasyon indeksini ve

mitotik indeksi azaltarak sitotoksisiteye neden oldugunu bildirmistir.

Gida ve kozmetik sektorlerinin yani sira alternatif tip yontemlerinde de kullanilan dag
biberi (Litsea cubeba)’nin i¢ermis oldugu neral, geranial, sitral ve limonen metabolitlerinin
farelere oral, deri ve solunum yoluyla uygulanmasi sonucunda mikroniikleus olusumuna ve
kromozom aberasyonlarina sebep olduklar1 (Luo et al. 2005) kafur, okaliptol ve tujon
terpenlerinin apoptoza, terpinen metabolitinin maymun hiicrelerinde DNA kirilmalarina ve
metil 6jenoliin de siganlarda karaciger, akciger, mesane, kemik iligi ya da bobrek dokusunda

DNA hasarina neden oldugu belirtilmistir (Ding et al. 2011).

Kisisel bakim firiinlerinde 6zellikle de losyon, krem gibi kozmetik iiriinlerinde siklikla
kullanildiklar1 bilenen ve portakal limon, zencefil gibi bitki tiirlerinden elde edilen
metabolitlerin meydana getirebilecegi olast toksik etkilerin arastirildigi bir ¢calismada Citrus
aurantium dulcis (portakal)’de bulunan limonen, mirsen ve linalool, Cymbopogon
citratus (limon)’ta bulunan sitral, geraniol, sardunil, limonen, Fusanus
spicatus (odun/santal)’ta bulunan bisabolol, Zingiber officinalis (zencefil)’te bulunan limonen,
sitronel, zingiber, Daucus carota sativa (havug)’da bulunan karyofilen pinen, linalool ve
bergamotta bulunan limonen, linalool bergamottin metabolitlerinin yapilan in vitro fototoksisite
testi sonucunda hepsinin fototoksik ve sitotoksik olabilecegi bildirilmis ve ozellikle
fotoreaksiyon tarafindan iiretilen tekli oksijen ve siiperoksit anyonu igeriginin arttig1 bunun da
hiicrelerde, organellerde veya DNA’da tahribata neden olabilecekleri diisiintilmiistiir (Nathalie

et al. 2006).

Pteridium aquilinum (kartal egreltisi)’dan elde edilen ptaquilosid seskiterpeninin insan
lenfositlerinde kardes kromatid degisimini uyararak dnemli diizeyde genotoksik oldugu (Gil da
Costa et al. 2014), insanlarda yemek borusu ve mide kanserine, oral uygulama ile siganlarda da
idrar kesesi tlimorlerinin olusumuna neden oldugu ve sicanlara intraven6z olarak uygulanmasi
ile meme bezi tiimorlerinin olusmasina da yol agabilecek DNA alkilleyici bir ajan olabilecegi

bildirilmistir (Hirono et al. 1987; Shahin et al. 1998).

Birgok saglik ve kozmetik iirlinlerinde dogal bir bilesen olarak kullanilan guazilen ve
azulen seskiterpenlerinin normal insan hiicrelerinde sitotoksik ve farkli bakteri suslarinda da
fotomutajenik olabilecegi gosterilmistir (Wakabayashi et al. 2003; Wang et al. 2003; Fiori et

al. 2011). Aym sekilde guazilen ve azulenin Salmonella typhimurium bakteriyel mutajenite

105


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/apoptosis
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/jat.3158#jat3158-bib-0018
https://en.wikipedia.org/wiki/Pteridium_aquilinum
https://en.wikipedia.org/wiki/Oesophageal_cancer
https://en.wikipedia.org/wiki/Gastric_cancer
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/tox.21803#tox21803-bib-0015
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/tox.21803#tox21803-bib-0029
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233310002304#b0135
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0887233310002304#b0145

testinde (Ames testi) mutajenik oldugu ve UV 15181 muamelesi sonucu yapilan in vitro Comet

testinde ise Salmonella’da DNA hasari meydana geldigi bildirilmistir (Struwe et al. 2011).

Yiiksek mitotik Ozelligi sebebi ile kanser arastirmalarinda kullanilan néroblastom
hiicreleri ile saglikl hiicreler kullanilarak yapilan karsilagtirmali calismada, guazilenin yiiksek
dozda total oksidatif seviyeyi (TOS) artirdig1 tespit edilmis ve bunun sonucunda sitotoksik
etkiler gozlenmistir. Ayrica periferal kan lenfositleri ile yapilan ¢aligmada da guazilenin farkli
dozlarda kullanim1 sonucu (10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 ve 400 mg/L) yine sitotoksisiteye yol
actig1 belirlenmistir (Vinholes et al. 2014; Llana-Ruiz-Cabello et al. 2015; Togar et al. 2015a).

Akciger ve kalp hastaliklarinin tedavisinde tercih edilen ve ana bilesenlerinin
dehidroabietik asit, abietik asit, izopimarik asit gibi diterpenler oldugu bilinen sarigam (Pinus
sylvestris) bitkisi ile yapilan c¢alismalarda da bu terpenlerin genotoksik etkili oldugu
belirlenmistir. Bu terpenlerin doz artisina bagli olarak kromozomal aberasyonlar1 ve kardes
kromatit degisimlerini artirdig1 ve D. melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyon
testi (SMART) sonucunda somatik mutasyonlara sebep oldugu da gozlenmistir (Lazutka et al.
2001).

Euphorbia hirta (astim bitkisi) tropik iilkelerde yaygin olarak bulunan bir ottur ve
geleneksel astim, bronsit gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan ve Euphorbia hirta (astim
bitkisi)’dan elde edilen kuarsetin metabolitinin Salmonella typhimurium TA98'de kuvvetli
mutajenik oldugu ve bu etkinin de 6zellikle karacigerde tiimor olusumuna neden olarak kansere

yol acabilecegi Loh et al. (2009) tarafindan ortaya konulmustur.

Gossypium (yayla pamugu) cinsinden elde edilen gosipol metabolitinin periferal lenfosit
hiicrelerinde kardes kromatit degisimini uyararak genotoksisiteye sebep oldugu (Best and Mc
Kenzie 1988), icerisinde fitosterol ve stigmasterol gibi terpenleri barindiran soya fasiilyesi
(Soja hispida)’nin Salmonella mutasyon testi ve farkli ileri mutasyon testlerinde mutajenik
aktivite gosterdigi, ayrica fare kemik iligi hiicrelerinde kardes kromatid degisimini ve
mikroniikleus olusumunu indiikleyerek genotoksik etkili oldugu da saptanmistir (Qu et al.

1992).

Terpenlerin diger bir sinifi olan ve 6zellikle antioksidan etkinliklerinden dolay1 siklikla
tercih edilen karotenoidlerin yiiksek konsantrasyonlarda kullanimma bagli olarak insan
periferal hiicre kiiltlirlerinde, fare, sican, beagle kopekleri ve bir ¢esit kemirgen olan gerbil
(Pachyuromys duprasi)’de DNA hasarina neden olduklar1 gézlenmis ve bunun sebebinin de
karotenoidlerin yiiksek konsantrasyonlarda pro-oksidan aktiviteye sahip olabilmeleridir

(Azqueta and Collins 2012). Astaksantin tetraterpeninin genotoksisitesini belirlemeye yonelik
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olarak yapilan bir ¢alismada, farelere kronik olarak (40, 200, 1000 mg) astaksantin uygulanmasi
yapilmis ve disi farelerde iyi huylu, hepatoseliiler adenom oraninda artis gézlenmistir (Edwars
et al. 2016). Daha 6nce yapilan bu ¢alismalarin tiimiinden elde edilen bulgular ve sonuglar

bizim elde ettigimiz sonuglar ile son derece uyumludur.

Tlim arastirmacilar tarafindan ortak bir goriis olarak sunulan mekanizma ise terpenlerin
oksidatif strese yol acarak genotoksik ya da toksik etki sergileyebildikleri/sergileyebilecekleri
seklindedir (Chang et al. 2014). Soyle ki; canli dokularda siirekli ve kontrollii bir sekilde serbest
oksijen radikalleri ve antioksidanlar iiretilmektedir. Viicut igerisinde bulunan/olusan serbest
radikal miktarinin normal diizeyde tutulabilmesi i¢in antioksidan savunma sistemleri tarafindan
notralize edilmeleri gerekir (Urso and Clarkson 2003). Katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz
(SOD), indirgenmis glutatyon (GSH), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon S-transferaz (GST),
metionin siilfoksit rediiktaz (MSR), tiyoredoksin peroksidaz (TRXP) gibi enzimler insanlarda
dahil pek ¢ok organizmada ve Drosophila'da da bulunan antioksidan enzimlerden baslicalar
olarak bilinmektedir (Moskovitz et al. 1997; Missirlis et al. 2003). Antioksidanlar oksidanlari
notralize etmede yetersiz kalirsa oksidan/antioksidan arasindaki denge oksidanlarin lehine
bozulmakta ve bu durum oksidatif stres olarak tanimlanan doku hasarina yol agmaktadir. Cesitli
arastirmacilara gore, oksidatif stres, hiicre yap1 taglari olan protein, lipit, karbonhidrat, niikleik
asit ve enzimler tizerinde meydana gelen reaksiyonel hasarlardan kaynaklanmaktadir (Yu 1999;

Clarkson and Thompson 2000).

Hiicre membrani yag asitleri lizerine etki ederek lipit peroksidasyonunu baslatan serbest
radikaller, poli-doymamus yag asitlerinin radikaller ile lipit peroksidasyonu sonucu baglayan ve
birbirini takip eden zincirleme reaksiyonlar ile organizmada hasarlara neden olurlar (Davies
and Goldberg 1987). Lipit peroksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikan ¢esitli aldehitlerden en iyi
bilineni malondialdehit, membran bilesenlerinin ¢apraz baglanma ve polimerizasyonuna neden
olarak, membranlarda reseptdrleri ve membrana bagli enzimleri etkisiz hale getirmek suretiyle
membran proteinlerinde ciddi hasarlar meydana getirebilmektedir (Goulart et al. 2005). En son
asama olarak da malondialdehidin, DNA’da mutasyona, hiicresel diizeyde kansere ve bazi

genetik hastaliklara yol agabilecegi Marnett (2002) tarafindan bildirilmektedir.

Lipitler gibi proteinlerde serbest radikallerden etkilenirler. Ancak proteinlerin serbest
radikallerden etkilenme oranlari, igerdikleri aminoasitlere de baghdir. Akkus (1995)’a gore,
bag yapmamis ve siilfiir igeren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi
aminoasitlerden meydana gelen proteinler, serbest radikallerden daha kolay
etkilenebilmektedir. Protein yapisindaki amino asit modifikasyonlar1 yanlis kompleks

olusumuna, yanlis katlanmalara sebep olabilmektedir. Karasu (2008)’ya gore, hiicre
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Oliimlerinin baglica nedeni, niikleik asitlerin serbest radikaller ile reaksiyona girmesidir.
Oksidatif stres kaynakli hasarlar DNA’da mutasyonlara, baz modifikasyonlarina, dizilerin
kopmasi ya da yer degistirmelerine, RNA’da yanlis kodlama ve yanlis eklemelere neden
olabilmektedir. Slijepcevic (2006)’e gore, DNA’da olusan hasarlarin tespiti, hasara verilen
hiicresel cevabin ne oldugu, hangi tamir mekanizmasinin islevsel oldugu/olamadigi, hiicre
siklusu kontrol asamalarinin isletilip isletilemedigi ve p53 etkinliginin belirlenmesi olduk¢a
onemlidir. Oksidatif strese neden olan diger kimyasal ajanlar gibi terpenlerin de konsantrasyon
artisina bagli olarak bu noktalarda degisikliklere, metabolik yolaklarda bozukluklara ve hasar
birikimine neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Meydana gelen bu etkilerin neticesinde
terpenler, genotoksik aktiviteye dayali olarak doku hasari, yaslanma, kanser, infertilite gibi baz1
kalitsal ve multifaktoriyel hastaliklara sebep olabilirler. Oksidatif stres aktivitesi ile hiicre
iletisim yollarinin engellenmesi, hiicre bitylimesinin sinirlandirilmasi ile replikasyon indeksi ve
niikleer boliinme indeksi de azaltilarak olusan erken hiicre Oliimleri sitotoksik etkiyi de

uyarmaktadir (Stara et al. 2013).

Soyle ki; timol, karvakrol, guazilen, gosipol gibi ¢esitli terpenlerin canlilarin
DNA'’larinda bulunan seker fosfat omurgasindaki fosfodiester baglarin1 koparmasi yoluyla
yapisal kromozom anormalliklerine, ayrica 1§ ipligi inhibitorii gibi davranarak ig ipligi
mikrotiibiillerinin olusumunu engellemesi yoluyla sayisal kromozom anormalligine (andjeniye)
sebep olduklar1 daha 6nce yapilan bir ¢calismada Azirak (2007) tarafindan bildirilmistir. Timol
monoterpeni gibi ¢esitli bilesenlerin hiicre enerji liretim merkezlerinin fonksiyonlarini baski
altinda tutmalar1 ve dolayisiyla ATP sentezini azaltmalar1 sonucunda hiicre boéliinmesinin
yavasladigini ve sitotoksik etki ortaya c¢ikararak hiicreleri yaslanmaya yani 6liime stirekledigi
cesitli arastirmacilar tarafindan ifade edilmistir (Jain and Andsorbhoy 1988). Bazi arastiricilar
da bu bilesenlerin kromozom aberasyonlarmi uyarma yoluyla sitotoksik etkiye sahip
olabilecegini ileri siirmiisler (Galloway et al. 1998; Hilliard et al. 1998) ve in vitro sitotoksik
etkilerinin DNA c¢ift iplik kiriklarinin olugsmasina bagl olarak ortaya ¢iktigini belirtmislerdir
(Kirkland and Miiller 2000).

Tim bu “metabolik degisikliklere bagli olarak gelisebilen/gelisebilecek
toksik/sitotoksik/genotoksik etkiler hiicresel hasarlara yol agarak D. melanogaster’in 6miir
uzunlugunun kisalmasina ve kanat hiicrelerindeki normal trikomlarin sekil degisikliine yani
fenotipik degisikliklere sebep olmustur” diyebiliriz. Clinkii metabolik yolaklardaki hasarlar1 ve
genotoksik aktiviteyi indiikleyen etkenler 6miir uzunlugunu belirleyen i¢ faktorlerde tahribata
ve DNA yapisinda kalict degisikliklere neden olarak genetik mekanizmalarda farkliliklara yol

acmaktadir. Bu da etkilenen bireylerin yasam siirelerinin kisalmasina ve ayni sekilde
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kromozomlarinda yapisal aberasyonlara yol acarak fenotipte gozlenebilen degisikliklere neden
olmaktadir. Bu tez caligmasi kapsaminda kullanilan D. melanogaster Oregon-R yabanil
soyunun disi ve erkek popiilasyonlarinda gozlenen maksimum ve ortalama Omiir
uzunlugundaki kisalmanin nedenini terpenlerin viicut i¢erisinde oksidan/antioksidan dengesini
oksidanlar lehine bozmus olabilecegi seklinde diistinmekteyiz. Soyle ki, yaslanma teorilerinde
de ifade edildigi gibi serbest radikaller uygun konsantrasyonlarda radikal siipiiriiciiler ile
elemine edilirken onlar hiicre i¢inde artan konsantrasyonlarina bagli olarak toksisite
gosterebilmektedirler. Calisma kapsaminda kullanilan TIM, GUA, ABA, SKU ve ASTA
terpenleri de doz-siire etkilesimine bagl olarak hiicre igerisinde serbest radikal olusumunu
indiikleyerek viicut igerisindeki tiim molekiilleri muhtemelen etkilemislerdir. Oyle ki; bu
molekiillerden en ¢ok etkilenenler arasinda lipitler bulunmaktadir. Hiicre membranlarinda
bulunan lipitler serbest radikallerle etkilesime girerek yag asitlerinin oksidatif yikimi olarak
bilinen peroksidasyon {iriinleri meydana getirebilmekte bunun sonucu olarak da geri
doniigiimsiiz membran hasarlar1 olusabilmektedir (Alem 2007). Ayni zamanda serbest
radikaller proteinleri ve DNA’y1 hasarak ugratarak genetik ve metabolik bozukluklar ile ¢esitli
hastaliklara da neden olabilmektedirler (Harman 1981; Ames et al. 1993; Droge 2002). Artan
reaktif oksijen tiirleri yaslanma teorilerinden 6liimciil hata teorisinde de ifade edildigi gibi
RNA’dan sentezlenen enzim ve proteinlerde hatalara neden olabilmektedir (Oksiizokyar vd
2016). Protein sentezi sirasinda kontrol edilemeyen ve diizeltilemeyen hatalar olusturarak bu
hatalarin hiicre i¢inde birikmesine yol agabilmekte ve hiicresel 6lim mekanizmasini
hizlandirabilmektedir. Yine serbest radikaller proteinlerin yapisinda oldugu gibi
fonksiyonlarinda da degisikliklere olusturabilmektedir. Proteinlerin degisiklige ugramasi
teorisinde de anlatildigi tiizere olusabilecek hatalar protein yapisindaki enzimlerde
gerceklesmekte ve boylece enzimlerin fonksiyonlarinda, reaksiyonlara ve diger etkenlere
verilen cevaplarda da degisiklik meydana getirebilecektir (Gracy 1985). Bu bilgilerden yola
cikarak hiicrelerde artan reaktif oksijen tiirlerinin, proteinlerin hem yapisal hem de
fonksiyonlarinda meydana getirebilecegi degisiklikler ile metabolik reaksiyonlarda aksakliklar
olusturarak farkli saglik problemlerine yol agabilecekleri ve yaslanmaya neden olabilecekleri
kabul edilmektedir. Yine hiicrelerde ¢evresel sartlara bagl olarak olusan ya da yasam boyu
hiicre fonksiyonlarinda meydana gelen azalmalarin ortaya ¢ikan metabolik yolaklardaki
degisiklikler ile somatik hiicrelerde goriilen mutasyon sayisini arttirdigi somatik mutasyon ve
DNA tamir teorisi kapsaminda kabul goren bir goriistiir. Bu teoride de hiicrelerde artan oksidatif
stresin hiicresel hasarlara yol a¢ti1 bunun sonucu olarak da somatik hiicrelerde artan onkojenik
mutasyonlarin birikmesi ile kanserlesme oranin arttigi ifade edilmektedir. Ayni1 zamanda

meydana gelen bu hiicresel hasarlarin DNA tamir mekanizmasina dayandirilan bolimi ise
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DNA hasari tespiti ile hasara verilen cevabi, tamiri ve apoptoz ile hiicre siklusunun kontrolii
asamalarinda meydana gelen hatalarin olusturabilecegi degisiklikleri kapsamaktadir
(Slijepcevic 2006). Bu teoriye gore diger gevresel faktorler gibi yapisal ve fonksiyonel olarak
hiicre i¢cindeki molekiillerde degisikliklere neden olabilecek artan oksidatif stresin DNA’da
olusan hasarlarin tespitinde ve hasarlara kars1 verilecek mekanizma cevabinda, hiicre siklusu
kontrol asamalar ile p53 etkinliginin belirlenmesinde ve DNA 06zel bdlgelerinin tamir
yeteneginde azalmalara sebep olabilecegi bunun da yaslanma olgusuyla dogrudan iliskili
olabilecegi diistiniilmektedir (Orgel 1963). Meydana gelen/gelebilecek olan bu durumlar
yaslanma/6ltiim kavramini agiklamada birbiri ile baglantili olan ve beraber degerlendirilmesi
gereken olgulardir. Bu olgularin her birini ¢alismada uygulanan 6miir uzunlugu testi sonucunda
D. melanogaster bireylerinin yasam siirelerinde goriilen kisalmalarin birer nedeni olarak

gormekteyiz.

Yine calismada kullanilan diger bir test yontemi olan SMART sonucunda incelenen ve
analizleri yapilan mutant klonlarin da artan oksidatif stres ile olusabilecegini diisiinmekteyiz.
Soyle ki; somatik hiicrelerde meydana gelen hasarlarin DNA yapisinda da degisikliklere neden
olabilecegi bunun da mutant klonlarin olusumunu indiikledigi daha 6nce ifade edilmistir.
SMART testinde gozlenen tek tip klonlarin DNA’da delesyon, nokta mutasyonu, translokayon,
kromozom kaybi ya da ayrilmamasi ile mitotok rekombinasyonlarla, ikiz klonlarin ise sadece
mitotik rekombinasyon ile olustugu bilinmektedir. Terpenlere maruz kalan Drosophila’nin
mutant soylarinin kanat yapisindaki klonlarda (hiicre gruplari) olusan farkliliklarin oksidatif

stres sonucu indiiklenen somatik mutasyonlarin fenotipe yansimalarinin gostergesidir.

Bu calismada, farkli izopren birimlerine sahip olan 5 ayri terpen kullanilmistir. Bu
terpenlerden timol monoterpen, guazilen seskiterpen, abietik asit diterpen, skualen triterpen ve
astaksantin tetraterpendir. Besiyerlerine farkli dozlarda ilave edilen ve larvalar tarafindan
kronik olarak alinan 5 ayr1 terpenin in Vivo toksisitesi ve genotoksisitesi Omiir uzunlugu ile
somatik mutasyon ve rekombinasyon testleri ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, tim
terpenler, doz-siire etkilesimine bagl olarak 6miir uzunlugunu kisaltmis ve somatik mutasyonu
tetiklemistir. Ayrica tiim terpenlerde ortak nokta tiim uygulama gruplarinda meydana gelen
Omiir uzunlugundaki kisalmalarin ve somatik mutasyon frekansindaki artisin uygulama dozu
ile pozitif korelasyon gostermesidir. Ancak kullanilan terpenlerin hepsinde farkli sayida
bulunan izopren birimlerinin degiskenliginin (mono, seski, di, tri, tetra) toksisite ve
genotoksisite olusumuyla dogrudan iliskili olmadigin1 soOyleyebiliriz. Soyle ki; Omiir
uzunluguna ve mutasyon frekansina ait degerler incelendigi zaman in vivo 6miir uzunlugu

testinde bir seskiterpen olan guazilenin, tiim terpenler i¢inde en toksik etkiye sahip oldugu,
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sonra triterpenlerden skualenin ve monoterpenlerden timoliin digerlerine gore daha toksik
oldugu gorilmistir. SMART da ise genotoksik etkinligi en ¢ok olan yine seskiterpen olan
guazilen iken burada siralamayr diterpenlerden abietik asit takip etmektedir. Kullanilan
terpenlerin  in  vivo Omiir uzunlugu toksisitesine ait dominansi  siralamasi
guazilen=skualen>timol>astaksantin>abietik asit iken in vivo SMART’ a gore genotoksisite
dominansi siralamasi ise guazilen>abietik asit>timol=skualen>astaksantin seklinde

belirlenmistir.
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