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SOLANACEAE FAMILYASINA AiT FARKLI TURLERIN TOKSIK
POTANSIYELLERININ DROSOPHILA MELANOGASTER’DE KISA SURELI TEST
TEKNIKLERI iLE BELIRLENMESI

Sebnem LOKUMCU
Damisman: Prof. Dr. Handan UYSAL

Amagc: Gilinlimiizde insanlarin dogala doniis slogan1 sebebiyle farkli bitki tiirleri i¢erdikleri
biyoaktif maddeler yoniinden arastirilmakta ve bu biyoaktif maddeler insanlar tarafindan
giinliik hayatta kullandiklar1 gesitli tiriinler ile viicuda alinmaktadir. Bu bitkilerin biyoaktif
maddeleri gida, ilag, tekstil ve kozmetik sektorlerine ait iiriinlerde kullanilmaktadir. Diistik
miktarlarda iyilestirici 6zellik gosteren etken maddeler, yiiksek miktarlarda kullanilinca
zehirleyici olabilmektedir. Datura stramonium L. (boru otu), Hyoscyamus niger L. (ban otu) ve
Nicotiana rustica L. (Maras otu) tiirleri Solanaceae familyasina dahildir ve daglik, ormanlik
alanlar, bos araziler ve bahcelerde yetisirler. Bu bitkilerin keyif verici 6zelliklerinden dolay1
halk arasinda yaygin sekilde kullanildig1 da bilinmektedir. Ozellikle bu ii¢ tiiriin baz1 vejetatif
ve generatif kisimlari sigara gibi ya da ¢igneyerek kullanilmakta ve uyusturucu potansiyeli ile
insanlarda bagimlilik yaratmaktadir. Ayrica insanlar tarafindan viicuda alindiginda toksik etki
de gozlenebilmektedir. Bu tez ¢alismasinin amact da bagimlilik yapici 6zellige sahip oldugu
bilinen bitki tiirlerinin Drosophila melanogaster’de toksik ve genotoksik etkili olup
olmadiginin kisa stireli test teknikleri ile belirlenmesidir.

Yontem: Calismada her bitkiye ait farkli ekstraktlarin toksik etkisi dmiir uzunlugu testi,
genotoksik etkisi ise somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile arastirilmigtir. Bu
amagcla model organizma olarak D. melanogaster’in Oregon-R yabanil soyu ve mutant soylari
kullanilmistir.

Bulgular: D. stramonium, H. niger ve N. rustica bitkilerine ait su ve metanol ekstraktlar1 farkli
dozlarda olmak iizere D. melanogaster’in Oregon-R yabanil soyuna ait disi ve erkek
popiilasyonlarina uygulanmigtir. Artan uygulama dozuna bagli olarak hem maksimum hem de
ortalama Omiir uzunlugunda kontrol gruplarina gore kisalma tespit edilmistir (p<0,05).
SMART’dan elde edilen verilere gore de bitkisel ekstraktlarin mutant klon frekansini artirdig:
ve somatik mutasyonlari uyardig1 gézlenmistir.

Sonug: Insanlar tarafindan keyif verici olarak kullanilan D. stramonium, H. niger ve N. rustica
bitkilerine ait ekstraktlarin toksik ve genotoksik etkili oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Patlicangiller familyasi, 6miir uzunlugu, somatik mutasyon, toksisite,
genotoksisite.

Haziran 2022, 121 Sayfa



ABSTRACT
MASTER’S THESIS

DETERMINATION OF TOXIC POTENTIALS OF DIFFERENT SPECIES
BELONGING TO SOLANACEAE FAMILY IN DROSOPHILA MELANOGASTER BY
SHORT-TERM TEST TECHNIQUES

Sebnem LOKUMCU
Supervisor: Prof. Dr. Handan UYSAL

Purpose: Today, due to the slogan of people's return to nature, different plant species are
investigated in terms of the bioactive substances they contain and these bioactive substances
are taken into the body by various products that people use in their daily life. The bioactive
substances of these plants are used in products belonging to the food, medicine, textile and
cosmetics sectors. Active substances that show healing properties in low amounts can be toxic
when used in high amounts. Datura stramonium L., Hyoscyamus niger L. and Nicotiana rustica
L. species belong to the Solanaceae family and grow in mountainous, wooded areas, vacant lots
and gardens. It is also known that these plants are widely used among the people due to their
pleasing properties. In particular, some vegetative and generative parts of these three species
are used as cigarettes or by chewing, and they are addictive in humans with their drug potential.
In addition, toxic effects can be observed when taken into the body by humans. The aim of this
thesis is to determine whether plant species known to have addictive properties are toxic and
genotoxic in Drosophila melanogaster by short-term test techniques.

Method: In the study, the toxic effect of different extracts of each plant was investigated by the
longevity test, and the genotoxic effect was investigated by the somatic mutation and
recombination test (SMART). For this purpose, Oregon-R wild strain and mutant strains of D.
melanogaster were used as model organisms.

Findings: Water and methanol extracts of D. stramonium, H. niger and N. rustica plants were
applied at different doses to female and male populations of the Oregon-R wild strain of D.
melanogaster. Depending on the increasing application dose, both the maximum and mean
lifespan were shortened compared to the control groups (p<0,05). According to the data
obtained from SMART, it was observed that herbal extracts increased the frequency of mutant
clones and stimulated somatic mutations.

Results: It has been determined that the extracts of D. stramonium, H. niger and N. rustica
plants, which are used as pleasure by humans, are toxic and genotoxic.

Keywords: Solanaceae, longevity, somatic mutation, toxicity, genotoxicity.
June 2022, 121 pages
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GIRIS

Dogada genis yer kaplayan bitkiler (Plantae), Diinya’da yaklasik 375.000 tiir ile temsil
edilen (Oztiirk 2010), bazi tek hiicreli canlilar ile birlikte fotosentez yaparak kendi besinini
kendisi tiretebilen, okaryotik, agaglar, ¢alilar, ¢i¢ekler, otlar, yosunlar ve benzeri organizmalari
i¢cinde bulunduran ¢ok biiyiik bir alemdir. Bu aleme dahil olan pek ¢ok tiir, insanlar ve hayvanlar
icin hem besin kaynagi hem de saglik sorunlarinin giderilmesi i¢in iyilestirici olarak
kullanilmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’ne gore, hastaliklarin énlenmesi veya tedavi
edilmesi i¢in kullanilan bu tiir bitkiler ‘‘tibbi bitki’’ olarak adlandirilmaktadir (Ersoz 2010).
Tibbi amacgli kullaniminin yaninda bitkilere ait farkli etken maddeler temizlik iiriinlerinin
kokusunda, dis macunlarinin ferahliginda, gidalarda tatlandirici veya baharat gibi lezzet verici
olarak da bircok farkli sekilde bulunabilmektedir (Basaran 2012). Ozellikle Billing and
Sherman (1998)’a gore, baharatlarin yalnizca lezzetlendirici olarak degil aym1 zamanda
gidalardaki patojenleri temizleme, insanlarda dmiir uzunlugunu artirma ve iireme aktivitesine

katkida bulunma gibi fonksiyonlar1 da bulunmaktadir.

Bitkilerin tedaviye yonelik olarak kullaniminin antik ¢aglara dayandigi, Afrika,
Amerika, Avustralya, Giineydogu Asya, Hint ve Cin’e kadar birgok farkli kiiltlire mensup
insanlarin da bitkileri farkli sekillerde uyguladiklari/kullandiklar bilinmektedir (Gurib-Fakim
2006). T1bbi bitkilere dair en eski yazili kanit Stimer kil tabletleridir ve bu tabletlerde Siimerler
déneminde Commiphora myrrha (mirra agaci) bitkisinden elde edilen miir’iin bagirsak
solucanlarini tedavi ettigi yazmaktadir. Bazi yazitlara gore, Misirlilar ve Cinliler bitkilerden
hazirladiklar1 ilaglar1 tedavi i¢in kullanan ilk insanlardir. Antik Yunan déneminde yasayan
insanlarin bitkileri tedavi yontemi olarak kullandigi, tibbin babasi olarak bilinen Hipokrat ve
onun Ogrencisi Aristoteles’in de hastaliklarin tedavisinde tibbi bitkilerden yararlandigi
bilinmektedir (Gurib-Fakim 2006; Jamshidi-Kia et al. 2018). Ayrica Antik Roma’nin
doktorlarindan birisi olan Claudius Galen Pergamum, hastalik tedavilerinde kullanilmak i¢in
dogal bilesiklerle yapilan ilaglar1 formiile edip bunun iizerine 300’den fazla kitap yazmistir
(Khan 2014). Yine Antik Roma’nin 6nemli doktorlarindan olan Dioscorides Pedanius,
Matricaria recucita L. (papatya) bitkisini yaralari iyilestirmede, iilser tedavisi, agiz ve burun
temizliginde kullanmis ve ‘‘bitkilerin vejetatif (kok, govde, yaprak) ve generatif (tohum ve
meyve) kisimlarinin idrarin, adet kanamasiin ve bdbrek taslarinin atilmasini saglayacagini
savunmustur. Ayni zamanda Urginea maritima (ada sogani)’y1 idrar soktiiriicti, Salix alba (ak
sOgiit)’y1 ates diisiiriici ve mese kabuklarini da jinekolojik tedavilerde kullanmistir (Petrovska

2012). Halberstein (2005) tarafindan bildirildigine gore, Antik Aztek toplumunda burun
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kanamasi, cilt, gut ve epilepsi gibi bircok hastaligin tedavisinde 132’den fazla bitki tiiriinden
yararlanilmustir. Ayrica Ibn-i Sina’nin “El Kanun fi’t T1ib” kitabinda, t1ibbi bitkilerden ve onlarmn
bilesenlerinden hazirlanan ilaglardan da detayli sekilde bahsedilmistir (Aslan ve Karakus 2019;
Celik 2020). Eski Misir, Asur ve Babil donemlerinden beri tesadiifen ya da deneme yanilma
yontemiyle elde edilen ve hangi bitkinin hangi hastaligin tedavisinde kullanilacag1 hakkindaki
bilgiler giiniimiize kadar ulasmistir (Ili 2003; Kizilarslan 2008). Ornegin, Glycyrrhiza
glabra (meyan), Papaver somniferum (hashas), Commiphora spp. (miir) ve Cedrus spp. (sedir)
bitkileri enfeksiyon, Oksiiriik, grip gibi hastaliklarin tedavileri ic¢in gilinlimiizde de

kullanilmaktadir (Gurib-Fakim 2006).

19. yiizyilda sentetik ilag liretiminde artan bir talep goriilmekle birlikte son yillarda
teknolojinin ilerlemesiyle farkli saglik sorunlarmnin ortaya ¢ikmasi insanlarin tekrar tibbi
bitkileri hayatlarina dahil etmesine neden olmustur (Sewell and Kopaei 2014). Bu egilim ile
birlikte “dogala doniis/dogaya doniis” ve “doganin iyilestirici etkisi” ad1 altinda tiim bitkilerin
yararli ve saglik i¢in oldukca 6nemli oldugu vurgusu yapilmaya basglanmistir (Erdem ve Eren
2009). Bu kez de bir baska sorun ile karsi karsiya kalinmis ve insanlar bilimsel yontemlerle
etkileri arastirilmamus bitkileri, tavsiyelerle veya kulaktan dolma bilgilerle bitkisel cay, bitki
sular1 ve merhem olarak giinliik hayatta bilingsizce kullanmaya baslamistir (Goktas ve Gidik
2019). Ayrica “her bitkinin giivenli ve sagliga iyi geldigi/iyi gelebilecegi” goriisiiniin de yanlig
oldugunu belirtmemiz gerekmektedir. 16. yiizyilin 6nemli bilim insanlarindan ve modern tibbin
kurucularindan birisi olan Isvigreli doktor ve kimyager Paracelsus (Phillipus Theophratus
Bombastus von Hohenheim)’un “her sey zehirdir mithim olan dozdur” ve “ilaci zehirden ayiran
sey dozdur” sdzleri de bu durumu kamtlar niteliktedir. Ornegin, fazla kilolarindan kurtulmak
isteyen kisilerin kullandiklar1 Aristolochia fangchi (Cin otu) bitkisinin nefropati yani bobrek
hasarlarina yol actig1 bir olgu sunumunda tanimlanmistir (Bent and Ko 2004). Bu yiizden
bitkilerin vejetatif ve generatif organlarinda bulundurduklar1 bilesenlerin  sebep
oldugu/olabilecegi durumlar arastirmacilar da merak uyandirmistir. Boylece tibbi bitkilerin
icerdikleri biyoaktif maddelerin ve fonksiyonlarinin ne oldugunun anlasilabilmesi i¢in
calismalar baslatilmistir (NCAHF Home Page 2009). ilag firmalar1 da tedavi edici etkiye sahip
bilesenlerin etkinlik ve glivenligini degerlendirerek olusabilecek yan etkilerini dnceden tahmin
edebilmektedirler. Ayrica kontrollii klinik denemelere ragmen piyasaya siiriilen ilaclarda bile
potansiyel yan etkilerin ortaya ¢ikabilecegi de unutulmamalidir (Calixto 2000). Burada
bilinmesi gereken, bitkilerin dogal olmasinin onlarin her zaman olumlu etkiler gosterebilecegi

anlamina gelmemesidir.
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Sekonder Metabolitler

Organizmanin yagamini devam ettirebilmesi i¢in gerekli olan primer metabolitlerin
(protein, karbonhidrat, yaglar, niikleik asit, amino asit gibi) disinda yasamsal faaliyetler ile
dogrudan baglantis1 olmayan iiriinlere sekonder metabolit ad1 verilmektedir. Daha 6nceleri
bitkinin organlarinda biriken atik maddeler olarak bilinen bu metabolitlerin (Alaca ve Arslan
2012) yapilan arastirmalar neticesinde bitkinin bocekleri  kendilerine ¢ekmelerinde,
herbivorlara karsi savunmalarinda, tozlasmada, UV 1sin1, sicaklik ve nem gibi gevresel

faktorlere karsi korunmalarinda rol aldigi ortaya ¢ikmistir (Dixon 2001; Karatas vd 2016).

Sekonder metabolitler, bitkilerin kok, gévde, yaprak ve ¢igek kisimlarinda bulunan
onemli biyoaktif bilesenlerdir. Bu metabolitler gida, kozmetik, eczacilik ve tip gibi bir¢ok farkli
alanda kullanilmaktadir (Bayram vd 2011). Ozellikle antidiyabetik, antienflamatuar,
antikarsinojenik ve kardioprotektif etki gdstermelerinden dolay:r ilag yapiminda tercih
edilmektedirler (Ulger ve Ayhan 2020). Atropa belladonna L. (giizel avrat otu) igeriginde
bulunan atropin antikolinerjik, Coptis japonica (Japon pamukguk kokii)’da bulunan berberin
antienflamatuar, P. somniferum L.’de bulunan morfin ve kodein agri1 kesici, Rauvolfia
serpentina (yilan kokii)’da bulunan reserpin tansiyon diisiiriicii ve Erythroxylum coca L. (koka
agaci)’da bulunan kokain lokal anestezide kullanilmaktadir (Balandrin et al. 1993).
Thaumatococcus danielli (Yoruba yumusak kamisi/mucize dut)’den elde edilen thaumatin
tatlandiric1 olarak, Vitis vinifera (yerli asma/gok iiziim)’dan elde edilen antosiyanin ve Beta
vulgaris (pancar)’den elde edilen betalain ise renklendirici olarak gida sektoriinde kullanilan
sekonder metabolit 6rnekleridir (Cakir 2004). Yine parfiim, sampuan, macun, sabun gibi bir¢ok
kozmetik {iriinlerinde sekonder metabolitlerden yararlanilmaktadir. Ornegin, Nigella sativa
(¢orek otu)’dan elde edilen ¢orek otu yagi sag1 beslemede, Pelargonium graveolens (itir)’den
elde edilen sardunya yagi ve Citrus limonum (limon)’dan elde edilen limon yagi cilt bakiminda

kullanilmaktadir.

Sekonder metabolitler terpenler, fenolik bilesikler ve alkaloidler olmak {izere ii¢ gruba

ayrilmaktadir.

Terpenler

Terpenler, hidrokarbonlarin en genis smifi olup esansiyel yag, recine, kauguk gibi
bilesiklerin yapisinda bulunan sekonder metabolitlerdir. Cogunlukla bitkisel kokenli olup
bitkinin gelisiminde ve bitkinin kendisini korumasinda rol oynamaktadir (Tholl 2006). Ornegin,
bitkinin boyuna biiylimesini saglayan giberellin bu gruba dahildir. Yine Chrysanthemum spp.

(kasimpati)’nin ¢igek ve yapraklarinda bulunan monoterpenler insektisidal aktivite gostererek



herbivorlara kars1 bitkiyi korumaktadir (Aydin ve Mammadov 2017). Bu 6zellik sayesinde de
bocek oOldiiriicii ilag yapiminda kullanilmaktadir. Aym1 zamanda Papilionidae (Kirlangig
kuyruklular) familyasina ait kelebeklerden de terpenlerin salgilandiklar1 bilinmektedir.

Izopren birimlerine goére cesitlilik gdsteren terpenler tip alaninda agr kesici,
antioksidan, antienflamatuar ve antikarsinojenik olarak tercih edilmektedir (Cetin 2020). Timus
vulgaris (bahge kekigi)’in igeriginde bulunan timol monoterpeninin, akciger hastaliklarinda
kullanilabilecegi Manou et al. (1988) tarafindan bildirilmistir. Ug izopren biriminden olusan
guazilen seskiterpeni hem spazm giderici olarak hem de antimikrobiyal aktivitelerinden dolay1
tip, kozmetik ve kisisel bakim tiriinlerinde tercih edilmektedir (Tanaka et al. 2000; Fiori et al.
2011). Dort izopren biriminden olusan abietik asit diterpeninin de Staphylococcus aureus
enfeksiyonlarina karsi etkili oldugu Fallarero et al. (2013) tarafindan ifade edilmistir. Ayrica
alt1 izopren biriminden olusan ve triterpenler arasinda yer alan lupeol, Cucumis sativus
(salatalik), Glisin max (soya fasulyesi) ve Olea europe (zeytin) gibi birgok bitkiden elde
edilmektedir. Bu bilesik eklemlerde iltihaplanma, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar, bobrek
ve karaciger yetmezligine karsi iyilestirici etki gdstermektedir (Saleem 2009). Ancak yapilan
cesitli calismalar ile terpenlerin mutajenik ve genotoksik etkilere de sahip oldugu gosterilmistir.
Timol, guazilen, abietik asit, skualen ve astaksantin gibi terpenlerin Drosophila melanogaster
(meyve sinegi)’in yabanil soylarinda 6miir uzunlugunu kisalttigi ve somatik mutasyonlari

uyardig1 Celik (2020) tarafindan bildirilmistir.

Fenolik bilesikler

Sekonder metabolitlerin bir diger grubu olan fenolik bilesikler, bitkinin tim
organlarinda bulunan basta flavonoidler olmak {izere fenolik asit, antosiyanidin, flavanon,
flavanoller (katesin), proantosiyanin, izoflavonoid, flavon ve flavonoller olarak bilinen dogal
antioksidanlardir. Ornegin Camellia cinsine ait Camellia sinensis L. (¢ay bitkisi)’nin etken
maddesi flavonoid, Mentha piperita L. (nane)’nin etken maddesi flavonlar, Brassica oleracea
(brokoli)’nin etken maddesi flavonoller, Vitis spp. (liziim asmasi) etken maddesi antosiyanidin
ve narenciye etken maddesi flavanonlar insanlarda kemik erimesi, iltihaplanma,
kardiyovaskiiler hastaliklar, akciger, pankreas, yumurta ve gogiis kanserlerinin dnlenmesinde
rol almaktadir (Summanen 2001; Koca ve Karadeniz 2005; Deveci vd 2016; Ayar et al. 2021).
Bu bilesikler herhangi patolojik durumlarda da serbest radikalleri onleyerek organizmada
gerceklesecek hiicre 6liimlerini inhibe etmektedirler. Ayrica Pisum sativum (bezelye) bitkisinde
bulunan izoflavonoidler ile Thalassia testudinum (kaplumbaga otu)’da bulunan flavonoidler

antifungal etki gostermektedir (Harborne and Williams 2000). Ayni arastirmacilara gore,



yapraklardaki flavonoidler de 280-315 nm dalga boyundaki UV-B ismlarimi emerek

fotosentezde gorev alan dokularda olusabilecek zararlari 6nlemektedir.

Alkaloidler

Yaygin olarak bitkilerde bulunan alkaloidler hayvan, mantar ve bakteri gibi gesitli
organizmalar tarafindan da tretilmektedir (Robert and Wink 2013). Alkaloidlerin birgogu
(gergek alkaloidler) heterosiklik halkada azot igeren farkli amino asitlerden 6rnegin konin
lizinden, morfin tirozinden, atropin fenilalanin, ornitin veya arjininden sentezlenmektedir.
Ancak bazi alkaloidler azot atomunu heterosiklik halkanin disinda yani yan zincirde (proto-
alkaloid) bulundururken bazilar1 poliamin veya amino asitten kaynaklanmayan (psddo-

alkaloid) terpen ve steroid benzeri olarak da sentezlenmektedir (Tablo 1).

Tablo 1. Alkaloidlerin Siiflandirilmasi

Gergek Alkaloidler Proto-Alkaloidler Psodo-Alkaloidler
Pirolidin alkaloidleri Pirolizidin alkaloidleri Feniletilamin alkaloidleri ~ Steroid alkaloidleri
Tropan alkaloidleri Indolizidin alkaloidleri Kolsisin alkaloidleri Terpenoid alkaloidleri
Izokinolin alkaloidleri Piperidin alkaloidleri
Kinolin alkaloidleri Piridin alkaloidleri

Indol alkaloidleri

Kimyasal yapilari birbirinden farkli olan yaklasik 12.000 cesit alkaloid, Oksiiriik
giderici, yatistirici, agr1 kesici, uyarici olarak ve hatta kansere karsi kullanilmaktadir
(Hashimoto and Yamaha 2003; Facchini and St-Pierre 2005). Ornegin, Taxus brevifolia (Pasifik
porsugu) agacindan elde edilen toksol ve Camptotheca acuminata (mutluluk agaci)’dan elde
edilen kamptotesin alkaloidi kanser tedavilerinde kullanilan ilaglardaki énemli bilesiklerdir
(Kutchan 1995). Lobelia inflata (hint tiitiinii) bitkisinden elde edilen lobelin uyusturucu
tedavisinde, Huperzia serrata (¢in kuliibii yosunu) bitkisinden elde edilen huperzin Alzheimer
hastaliginin tedavisinde, Datura stramonium L. (boru otu)’dan elde edilen atropin goz
hastaliklarinin tedavisinde ve P. somniferum L.’den elde edilen morfin agr1 kesici olarak tip

alaninda kullanilmaktadir (Bai et al. 2000; Dwoskin and Crooks 2002; Gurib-Fakim 2006).

Ancak gecmisten giliniimiize tibbi amacgla kullanilan bircok alkaloidin, yiliksek
miktarda viicuda alindigr zaman yiizde kizariklik ve kusma ile kiside huzursuzluk ve
haliisinasyon gibi durumlara yol acabildigi de goriilmiistiir. Ornegin, D. stramonium bitkisini
yanhglikla tiiketen 3,5 yasindaki kiz g¢ocugunun konusma bozuklugu, saldirganlik ve

haliisinasyon gibi sikayetleri oldugu Bouziri et al. (2011) tarafindan ifade edilmistir. Bu



istenmeyen durumlarin nedeni olarak da bitkinin biinyesinde bulunan tropan alkaloidleri
gosterilmistir. Bir diger ¢alismada, ¢ayir ve meralarda bulunan Heliotropium europaeum L.
(akrep otu) bitkisini tiikketen sigirlarda toplu Sliimlerin goriilmesi Shimshoni et al. (2015)’a
gore, bitkinin igerigindeki heliotrin ve lasiokarpin alkaloidlerinden kaynaklanmaktadir. Yine
Brugmansia pittieri (melek trompet ¢i¢egi), Scopolia carniolica (henbane ¢ani), Datura metel
(hint dikenleri) ve A. belladonna L. gibi bitkilerde bulunan atropin, bu tiirleri yiiksek miktarda
tilketen kisilerin haliisinasyon gérmesine sebebiyet vermektedir (Ciechomska et al. 2019).
Cynoglossum officinale (¢ingene ¢i¢egi) bitkisinde bulunan ekinatin ve heliosupin alkaloidleri
de kisilerde depresyona ve anormal davranis sergilemesine neden olabilmektedir (Azzeme and
Zaman 2019). Ge et al. (2015) tarafindan yapilan bir bagka ¢alismanin sonuglarina goére de
Cynanchum mongolicum (bacirgan/ kopek bogan) bitkisinde bulunan antofin N-oksit, antofin
ve tiloforin alkaloidleri, Lipaphis erysimi (hardal yaprak biti) ve Spodoptera litura (pamuk

yaprak kurdu) iizerinde insektisidal etki gostermistir.

Daha oOnce yapilan ¢esitli calismalarda diisiik dozlarda bile toksik etkili oldugu
gosterilen alkaloidlerin, halk arasinda “kafa yapici” olarak tabir edilen uyusturucu amaclh
olarak kullanildig1 da ifade edilmektedir. Ornegin P. somniferum L., E. coca L. ve Nicotiana
tabacum L. (ekili tiitiin) bitkileri biyokiitlelerinde yer alan farkli alkaloidlerden dolay1
uyusturucu ve keyif verici olarak kullanilmaktadir (Dewey and Xie 2013; Dinis-Oliveira 2015;
Martinez and Ballesteros 2019). Sunulan bu tez ¢alismasinda, Solanaceae familyasina ait D.
stramonium L., Hyoscyamus niger L. (ban otu) ve Nicotiana rustica (Maras otu) tiirlerinden
elde edilen farkli ekstraktlar kullanilmig oldugu i¢in bu tiirlerde bulunan ve sentezlenmeleri
farkli yollarla gergeklesen alkaloidlerden (Tablo 1) 6zellikle tropan ve piridin alkaloidlerine ait

literatiir bilgileri verilmistir.

Tropan alkaloidleri

Gergek alkaloidler olarak da tanimlanan tropan alkaloidleri, fenilalanin, ornitin veya
arjinin gibi amino asitlerden sentezlenmektedir. Bu alkaloidler o6zellikle Solanaceae
(Patlicangiller), Brassicaceae  (Turpgiller), Erythroxylaceae (Kokaagacigiller) ve
Convolvulaceae (Kahkahagicegigiller) familyalarinda dogal olarak bulunmaktadir (Robins et
al. 1991, Jirschitzka et al. 2012) ve her ne kadar temel yapilari ayni olsa da biyolojik, kimyasal
ve farmakolojik ozellikleri bakimidan énemli 6lgiide farkliliklar gostermektedirler. Ornegin,
skopolamin alkaloidi (Sekil 1a) mide bulantisi, kusma ve kas spazmi gibi saglik sorunlarinin
giderilmesinde kullanilan farmakolojik bir ajan iken kokain alkaloidi (benzoylemetil ekgonin)
diinyada en sik kullanilan uyusturucu maddeler arasinda yer almaktadir. Yine A. belladonna

L.’dan elde edilen atropinin (Sekil 1b) géz bebegini biiyiitme, H. niger L.’den elde edilen



hiyosiyaminin (Sekil 1c¢) yatistiric1 olarak kullanimi farmakolojik etkilerine 6rnek olarak
verilebilir. Ayn1 zamanda kokain, hiyosiyamin ve skopolamin kan-beyin bariyerinden
gecebildikleri i¢in doza bagl olarak kullanan kisilerde haliisinasyonlara da yol agmaktadir
(Kohnen-Johannsen and Kayser 2019). Bu yiizden bu alkaloidleri bulunduran bitkiler, keyif

verici/uyusturucu olarak halk arasinda kullanilmaktadir (Bayam 2021).
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Sekil 1. a) Skopolamin b) atropin ve c¢) hiyosiyamin tropan alkaloidlerinin kimyasal.
Piridin alkaloidleri

Gergek alkaloidlerin bir diger grubu piridin alkaloidleridir. Bu alkaloid grubu triptofan
amino asidinden sentezlenen nikotinik asit bilesiginden meydana gelmektedir. Nicotiana
cinsine ait tiirlerin ana bileseni olan ve onlarin yapraklarindan elde edilen nikotin (Sekil 2a),
keyif verici ve bagimlilik yapici 6zellik gosteren bir piridin alkaloididir (Hakkinen et al. 2007).
Diisiik dozlarda viicuda alindiginda merkezi sinir sistemini uyarici etki gosteren nikotin, yliksek
dozda alimlarda bas agrisi, terleme, kusma ve ishal gibi semptomlara neden olmaktadir (Giines
ve Sarisik 2020). Nikotin disinda anabasin (Sekil 2b) ve anatabin (Sekil 2¢) piridin alkaloidleri
de Nicotiana spp. i¢in karakteristiktir (Hakkinen et al. 2007).
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Sekil 2. a) Nikotin b) anabasin ve ¢) anatabin piridin alkaloidlerinin kimyasal yapisi.
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Yaslanma

Yaslanma, organizmanin yasam i¢in gerekli olan islevlerini zamanla yitirmesi, hiicre,
doku ve organlarin fonksiyonlarinin azalmasiyla kayiplara kadar devam eden ve oliimle
sonuglanan olduk¢a karmasik bir biyolojik siiregtir. Diinya Saglik Orgiitii’ne gore yaslanma,
¢evreye uyum kabiliyetinin zaman igerisinde azalmasi sonucunda doku ve organlarda olusan
yipranma siireci olarak da tanimlanmaktadir (Can ve Aslan 2014). Rose et al. (2012)” a gore,
Alex Comfort, 1979°da yayinladigit The Biology of Senescence isimli kitabinda “bireyin,
birbirini takip eden zaman biriminin belli bir doneminden sonra rastgele nedenlerden dolay1
6lme ihtimalindeki artis” diyerek yaglanmanin genel tanimini yapmistir. 1991 yilinda Michael
R. Rose tarafindan yayinlanan Evolutionary Biology of Aging adli kitapta da bu siireg
“dahili/igsel fizyolojik degisiklikler nedeniyle organizmanin oldugu yasa 6zel uygunluk
bilesenlerinde kalic1 bir diislis” olarak tanimlanmistir (Rose et al. 2012). Yine “yasla birlikte
fizyolojik kapasitedeki azalmalar, bireylerin hastaliklara kars1 hassasiyetini arttirarak yaslanma

stirecinin ilerlemesine neden olur” seklinde de yaslanma tanimi1 yapilmistir (Nalbant 2006).

Tiim canlilarin yasamlarindaki bir donem olan yaslilik, insanlar i¢in yillar boyunca
merak konusu uyandiran bir siire¢ olup aydinlatilmasi i¢in yiizlerce teori gelistirilmis ancak
kesin bilgi elde edilememistir. Biyolojik yaslanmanin yalnizca bir mekanizma iizerinden
aciklanamay1p birgok nedene bagli oldugu ise Medvedev (1990) tarafindan yapilan derlemede
300’den fazla teorinin bulunmasi ile ifade edilmistir. Bu teoriler arasinda yer alan somatik
mutasyon, serbest radikal, nérendokrin, immiinolojik, proteinlerin degisiklige ugramasi,
telomer kisalmas1 ve antagonistik pleiotropi teorisi en bilinen teorilerdir. Ayrica Jin (2010)’e
gore heniiz iizerinde calisilan uzun yasam genleri, ivmelenmis yashlik sendromlari, yagam
orani, ¢apraz baglama ile asinma ve yirtilma teorileri de yaglanmay1 agiklamak i¢in kullanilan

olduk¢a 6nemli teorilerden birkagidir.

Somatik mutasyon teorisi

Somatik mutasyon teorisi; radyasyon, ultraviyole 1sinlari, ¢esitli kimyasallar, reaktif
oksijen ve serbest radikaller gibi etkenler sonucunda somatik hiicrelerde geri doniisiimsiiz
hasarlarin meydana gelmesi ve birikmesi olarak tanimlanmaktadir (Vijg 2000). Ortaya ¢ikan
hasarlara kars1t DNA hiicresel cevap olusturmaktadir. Yaslanmada belirleyici rol oynayan bu
cevap, DNA’da hasar tespiti, hiicre dongiisiiniin kontrolii ve tamiri gibi asamalar1 icermektedir
(Slijepcevic 2006). DNA tamir mekanizmasinin hasarlari tamir edememesi sonucunda da
mutasyonlar birikerek yaslanmaya ve hastaliklara neden olmaktadir. Kennedy et al. (2012)’a

gore, Ozellikle organ sistemlerindeki mutasyonlarin birikmesi, hiicrelerin isleyisinde 6nemli
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olan genlerin islevlerini olumsuz etkileyerek organ fonksiyonunda azalmalara neden

olmaktadir.

Insan lenfosit hiicrelerinde yasa bagl olarak DNA hasarlarinin arttigi Ramsey et al.
(1995) tarafindan bildirilmistir. Yine yasin ilerlemesiyle birlikte mutasyon sikligindaki artis,
insan lenfosit ve eritrositlerinde de gézlemlenmistir (Branda et al. 1993; Kyoizumi et al. 1996).
Buna benzer yapilan bircok caligmada da “yas ile birlikte somatik mutasyonlarin arttig1”
kanitlanmistir. Somatik mutasyon teorisinin en 6nemli 6rnegi, erken yaglanmanin olugmasiyla
karakterize, otozomal resesif bir hastalik olan Werner sendromudur (yetiskin progeriasi). WRN
genindeki mutasyondan kaynaklanan bu sendromda, resesif gene bagli olarak somatik
mutasyonlarin birikmesi katarakt, ateroskleroz (damar sertligi), diyabet, fel¢ ve kansere neden

olmaktadir (Oota 2020).

Serbest radikaller teorisi

Bu teoriye gore, yapilarinda tek ve eslesmemis elektron bulunduran atom veya
molekiiller olarak bilinen serbest radikallerin dokularda birikmesi yaglanmaya yol agmaktadir.
Serbest radikaller biyolojik sistemde heksoz monofosfat yolu, mitokondriyal elektron
transportu, ksenobiyotiklerin metabolizmasi, biyosentetik ve biyokimyasal yikim olaylari
sonucunda dogal olarak olugmaktadir. Bu radikallerin en 6nemlisi oksijen kullanim1 sirasinda
mitokondri tarafindan tiretilen Reaktif Oksijen Tirleridir (ROT). Hidroksil radikali, stiperoksit
radikali ve hidrojen peroksit en ¢cok bilinen ROT’lardir (Sekeroglu ve Sekeroglu 2009; Ogiit ve
Atay 2012). Normal sartlarda serbest radikaller organizmanin {irettigi siiperoksit dismutaz
(SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR), katalaz (CAT) enzimleri disinda
besinler ile alinan A (- karoten), C (askorbik asit) ve E (a- tokoferol) gibi antioksidan sistemler
tarafindan ortadan kaldirilmaktadir. Ancak dengeli sekilde hareket eden sistemler ROT artigiyla
birlikte bozulmaktadir (Glirgdéze vd 2007; Atmaca ve Aksoy 2009). Oksidatif stres olarak
adlandirilan bu olaylar ile lipit, protein ve niikleik asit gibi molekiiller hasar gérmeye baslar
(Halliwell and Chirico 1993).

Serbest radikaller 6rnegin lipitlerle reaksiyona girerek lipit peroksidasyonu ve hiicre
membrani gegirgenliginin bozulmasi gibi geri doniisiimsiiz zararlara neden olmaktadir. Aym
sekilde triptofan, tirozin, sistein ve histidin amino asitlerini igeren proteinlerle de kolay
reaksiyona giren serbest radikaller, proteinlerin islevlerini ve enzim aktivitelerini 6nleyerek
hasarlara yol agmaktadir (Karabulut ve Giilay 2016). Oksidanlarin yol a¢tig1 oksidatif stres,
antioksidan mekanizmalarin islevi azaldiginda veya antioksidan reaksiyonlarin oksidatif
reaksiyonlardan daha az oldugu siiregte meydana gelmektedir. Yasin ilerlemesiyle birlikte

oksidan-antioksidan arasindaki dengenin bozulmasi ve antioksidan miktarinin diismesi
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yaglanma, kanser, diyabet, damar sertligi, solunum ve bosaltim bozukluklar1 gibi bir¢ok
rahatsizligin olusumunu hizlandirmaktadir. Yapilan ¢alismalarda giivercin ve si¢anlarin dmiir
uzunlugu arasindaki farkin mitokondrial ROT iiretimi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Burgak

ve Andican 2004).

NoroendoKrin teori

Noroendokrin teoriye gore, noral ve endokrin islev degisiklikleri yaslanmaya yol
agmaktadir (Zjaci¢-Rotkvi¢ et al. 2010). Bu teorinin en 6nemli bileseni olan hipotalamus-
hipofiz aksi, biiyiimenin diizenlenmesi ve yaslanmada rol almaktadir (Nalbant 2006). Jayanthi
et al. (2010) tarafindan yaslilikta strese direnme yetenegindeki azalmanin hipotalamus-hipofiz
aks islevindeki yetersizlige bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Meites (1988)’in yaptig1 bir
calismada, ndrepinefrin ve dopamin aktivitelerindeki diisiisiin disi siganlarda liremeyi azalttig1
bulunmustur. Ayni zamanda uyku ve uyaniklik dongiisiinii kontrol eden melatonin hormonu

diizeyindeki azalmanin da yaslanmaya yol a¢ti1 Reiter (1995) tarafindan bildirilmistir.

Immiinolojik teori

Insanlarin ilk dogduklarinda bagisiklik sistemleri olduk¢a zayiftir. Ancak ergenlige
kadar viicudun cevresel etkenlere karsi olusturdugu antikorlar ve yapilan agilar bagisiklik
sistemini gliglendirmektedir (Jin 2010; Aslan ve Hocaoglu 2017). Bu teoriye gore, bagisiklik
sistemi etkinligindeki azalmalar zaman igerisinde viicudun yaralanmalar, bulasici hastaliklar ya
da disaridan gelen mikroorganizmalara kars1 daha duyarli hale gelmesine neden olmaktadir.
Sitokin ve diger molekiillerin iiretiminin yasa bagli olarak degismesi ile immiin sistem
fonksiyonlarindaki azalma canlilarda enfeksiyonlara kars1 hassasiyet olusturmaktadir (Yal¢in
vd 2011). Yaslanmayla birlikte organizmanin “self tolerans1” yani “kendine ait olani tanima
ozelligini” kaybetmesi sonucunda sistemde yikimlarin olmasi da yaslanmanin immiinolojik
teorisi icerisinde yer almaktadir (Bastiirk ve Boyacioglu 2004; Aydemir 2013). Ozellikle T
lenfositlerin olgunlastigi timus bezinin kii¢iilmesine bagli olarak ger¢eklesen fonksiyon
kayiplart ve hiicresel farklilasma bu durumun baslangici olarak bilinmektedir. Bagisiklik
sistemindeki bu degisikliklerin kanser, Alzheimer ve kardiyovaskiiler hastaliklarin olusumuyla

iligkili oldugu da Jin (2010) tarafindan ifade edilmistir.

Proteinlerin degisiklige ugramasi teorisi

Yaslanmayla birlikte proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinda degisikler meydana
gelmektedir (Nalbant 2006). Hatal1 sentez, glikasyon (kan dolasiminda bir sekerin proteinlere
baglanmasi sonucunda meydana gelen protein hasari), reaktif oksijen tiirleri, reaktif azot

tirleriyle meydana gelen degisiklikler protein yapisindaki enzimlerin fonksiyonlarmin
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azalmasina neden olmaktadir (Saglam ve Ozdamar 2012; Basibiiyiik 2017). Ozellikle hiicre dis1
matriks proteinlerinde goriilen degisikler protein-protein etkilesimlerini arttirarak damar
sertligi, katarakt gibi saglik sorunlarina yol agmaktadir (Nalbant 2006). Bir ¢esit protein olan
enzimlerin de hasara ugramasi sonucunda 6nciil maddelerin son iiriinii meydana getirememesi,
ara metabolitlerin ortamda birikerek artmasi ve ara metabolitin baska bir ara liriine doniiserek
olusan son {iriiniin ortamda birikmesi gibi reaksiyonlar da yaslanmayi tetiklemektedir (Oztiirk
2021). Daha 6nce yapilan bir ¢calismada, protein sentezi sirasinda herhangi bir hatanin olmamasi
durumunda mantarlarda yaslanmanin yavasladigi ve yasam siiresinin uzadigi ifade edilmistir

(Holbrook and Menninger 2002).

Telomer kisalmasi teorisi

Kromozomlarin her iki ucunda bulunan telomerler 6zel konsensus dizilerinden
(6zellesmis DNA tekrar dizilerinden) olusan heterokromatik bolgelerdir. Bu kismin islevi
DNA’daki tek zincirli uclar1 niikleaz enzimlerinden korumak, kromozomlarin stabilitesini
saglamak ve kirik uclu kromozomlarin birbirlerine yapismasini engellemektir (Atli ve Bozcuk
2002). Ilk olarak Leonard Hayflick tarafindan ortaya atilan ‘‘telomer uzunlugu yas ile
iligkilidir’” diisiincesi biyolojik yaslanmanin temeli olarak savunulmustur. Yine aymi bilim
insaninin insan fibroblast hiicreleriyle yaptigi caligmasinda hiicrelerin belirli sayidaki
boliinmeden sonra boliinmedigi ancak islevlerini siirdiirdiiklerini gozlemlenmistir (Hayflick
1985). Somatik hiicrelerdeki telomerler her hiicre boliinmesi sonucunda kisalir ve belirli bir
uzunluga ulagildiginda da hiicre daha fazla boliinemez. Yaglanmanin telomer teorisine gore,
telomerlerin kritik kisaliga ulagsmas1 yaslanmaya neden olmaktadir. Yash bireylerdeki telomer
uzunlugunun geng bireylere gore daha kisa olmasi bu teoriyi kanitlar niteliktedir (Karan ve
Tufan 2010). Ancak iireme hiicreleri, kanser hiicreleri ve kok hiicrelerinde kisalan telomeri
onaran telomeraz enziminin aktivitesinden dolay1 somatik hiicrelerde oldugu gibi yaslanma
olmaz. Bu nedenle somatik hiicrelerin telomer uzunluklar: tireme hiicrelerine gore daha kisadir

(Jayanthi et al. 2010).

Insan hiicrelerinde yaslanma mortalite 1 (M1) ve mortalite 2 (M2) evresi olmak iizere
iki evrede gergeklesmektedir. M1 evresinde, kromozomlar telomerlerin kisalmasindan dolay1
kritik boya ulasarak hiicre dongiisiinii durdurur bdylece yaglhlik siireci baslar. Eger genomun
gardiyani/koruyucu melek olarak da tanimlanan tiimor proteini (TP53) geni devreye girerse ve
hiicrenin GO ya da G1°den S fazina geg¢isi engellenirse hiicre yasl olarak hayatina devam eder.
Ancak TP53 geni mutasyona ugrayip TP53 proteini inaktive olursa hiicre M2 evresine geger.
“Kriz noktast” olarak adlandirilan bu evrede telomer uzunlugu giderek kisaldigindan hiicre

Oliimleri kacinilmazdir (Gilizelgiil ve Aksoy 2011).
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Bilim insanlarma gore telomer uzunlugunun kisa olmasi ile ateroskleroz, vaskiiler
demans (beyne kani ulagtiran damarlarin zarar gérmesi) ve Alzheimer gibi hastaliklarin
arasinda baglanti olabilecegi ifade edilmistir (Karan ve Tufan 2010). Cawthon et al. (2003)’1n
yaptigi c¢alismada da kisa telomer uzunlugunun yaslilikla iligkili hastaliklarda oliimi

hizlandirdig1 bildirilmistir.

Antagonistik pleiotropi teorisi

Ik olarak 1957 yilinda George Williams tarafindan ortaya atilan bu teoride, yasamin
erken dénemlerinde yararl etkileri yiiksek olan bazi genlerin yasin ilerlemesiyle zararli etkiler
gosterebilecegi ve boylece yaslanmaya katkida bulunacagi one siirtilmektedir (Giaimo and
Fagagna 2012). Antagonistik pleiotropi teorisi i¢in biiyiime ve gelismenin diizenlenmesinde
onemli rolii olan insiilin benzeri bliytime faktorii 1 (IGF-1) 6rnek verilebilir. Bu hormon Zhang
et al. (2021)’a gore, erken yaslarda kisiyi hastaliklara kars1 koruma ile iligkiliyken ilerleyen
yaslarda diyabet, osteoporoz (kemik erimesi) ve demans (bunama) gibi hastaliklara yakalanma
riskini arttirmakla iligkilidir. Yine bir bagka Ornek olarak hiicrelerin anormal ¢ogalmasini
onleyerek kansere karsi koruma saglayan TP53 geni verilebilir. Geng yasta olumlu etkilerini
gosterirken yasamin sonraki donemlerinde doku onarimi i¢in gerekli kok hiicrelerin
¢ogalmasini engelleyip doku hemostazini bozabilir. Bu durumun da yaslanmay1 hizlandirdigi

Ungewitter and Scrable (2009) tarafindan ifade edilmistir.

Uzun yasam genleri teorisi

Organizmalarda bulunan kontrol —mekanizmalarinin hasarlara karsi  cevap
olusturmamasi hasarlarin birikimine neden olmaktadir. “Uzun yasam genleri teorisine” gore,
bu mekanizmalarda bulunan ve cevap olusturan “uzun yasam genleri” Omiir uzunlugunu
artirmaktadir (Nalbant 2006). Genetik alaninda yapilan ¢aligmalarda model organizma olarak
siklikla kullanilan Saccharomyces cerevisiae (bira mayasi), Caenorhabditis elegans (iplik
kurdu) ve D. melanogaster’de adenozin monofosfata bagimli protein kinaz (AMPK)’in
yaslanmayi yavaslattig1 ve sirtuin genlerinin de dmiir uzunlugunu artirdig: gosterilmistir (Karan
ve Tufan 2010). Yine Lin et al. (1998) tarafindan yapilan bir ¢alismada D. melanogaster’in

methuselah (mth) genini tagiyan mutant bireylerde 6miir uzunlugu %35 oraninda artmustir.

Asinma ve yipranma teorisi

[lk olarak 1882°de Dr. August tarafindan ortaya atilan bu teori de yaslanmanin, oksidatif
stres, radyasyon, UV 1sinlar1 ve bircok kimyasal maddelere maruz kalan viicut hiicreleri ve
dokulardaki bozulmadan kaynaklandig1 savunulmaktadir. Organizmalarin bu ajanlara stirekli

maruz kalmasi hiicre, doku ve organlarin zamanla yipranmasina ve 6liime neden olmaktadir
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(Jin 2010). Asinma ve yipranma teorisini dogrudan destekleyen bir verinin olmamasindan
dolay1 aragtirmacilar tarafindan merakla arastirmalar siirdiiriilmektedir. Ancak bu teoriyi

somatik mutasyon teorisi ve serbest radikaller teorisinden bagimsiz diisiinmemek de gereklidir.

Yasam orani teorisi

Metabolik hizin dmiir uzunlugu iizerine olan etkisi ilk olarak D. melanogaster iizerinde
ortam sicaklignin degistirilmesiyle incelenmis ve ergin bireylerin yiiksek sicaklikta omiir
uzunlugunun daha kisa oldugu belirlenmistir. Omiir uzunlugundaki bu degisimin nedeni olarak,
artan enerji harcama hizi ile baglantili maddelerin tilkenmesi veya ortamda birikmesi
gosterilmistir (Sohal 1986). Bu teoriye gore bir organizmanin metabolik hizi ne kadar yiiksekse

Omiir uzunlugu o kadar kisadir (Jin 2010).

Ivmelenmis yashhk sendromlar: teorisi

Insanlarda goriilen hizli/hizlanmis yaslanma iizerine en fazla calisma yapilan iki hastalik
Werner sendromu (WS) ve Hutchinson-Gilford Progeria sendromu (HGPS)’dur. Werner
sendromu bir helikaz olan Werner RecQ helikazindaki, HGPS ise lamin A’daki mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir. Erken yaglanmaya neden olan bu enzimlerin sentezinden sorumlu genlerde
meydana gelen bu mutasyonlar, 6zellikle telomerik bolgelerde DNA hasarlarinin artmasina
sebep olmaktadir (Dreesen and Stewart 2011). Her iki sendromda da yaglanmanin tiim fenotipik
ozelliklerinin gdzlenmesinden dolay1 “ivmelenmis yaslilik sendromlar teorisi” de yaslanmayi

tanimlayan teorilerden birisi olarak kabul gérmektedir (Nalbant 2006).

Capraz baglama teorisi

[lk defa 1942 yilinda Johan Bjorksten tarafindan &nerilen bu teoriye gore, ¢apraz
baglanan proteinlerin artmasi yaslanma siireci ile yakindan iliskilidir. Soyle ki; normalde
proteazlar tarafindan pargalanan protein molekiilleri yaslanma ile birlikte hiicrelerde birikerek
elastikiyet kaybi, enzimlere kars1 direng ve hiicre i¢i tasima kapasitesinde azalma gibi hasarlara
yol agmaktadir (Bjorksten 1968; Pittman 2007). Pittman (2007)’a gore, 0rnegin kiside yasin
ilerlemesiyle birlikte géz merceginde artan capraz proteinler katarakt gelisimine neden
olmaktadir. Ancak her ne kadar yaslanma ile ilgili en eski molekiiler temelli teori olarak

bilinmekte olsa da bu teori lizerinde hala ¢alismalar devam etmektedir.

Genetik Toksikoloji

Toksikoloji, organizmanin biyolojik isleyisine zarar veren toksinlerin etki
mekanizmalarini inceleyen bilim dali olarak tanimlanmaktadir. Zehir bilimi olarak da

tanimlanan toksikoloji, kimyasal maddelerin organizma {izerindeki zararli etkilerini ortaya
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koyabilmekte ve bu sekilde risk degerlendirmesi de yapabilmektedir. Saygi (2003)’ya gore,
uygun bir doz ile iyilestirici 6zellik gosterebilen bir madde doz asimina bagli olarak zehirleyici
hatta 6ldiiriicti olabilmektedir. Herhangi bir maddenin organizmaya zarar verme derecesi de 0
maddenin toksisitesidir. Genetik toksisite veya genotoksisite kelimeleri ise gen mutasyonlari

ile kromozomlardaki yapisal (klastojenik) ve sayisal (an6jenik) degisiklikleri kapsamaktadir.

Genotoksik etkiye sebep olan tiim genotoksik ajanlarin hedefi DNA’dir ve somatik
hiicrelerde oldugu gibi gametlerde de genetik bilginin degismesine neden olabilen bu ajanlar,
anne ve babadan farkli genotipe sahip yavrularin olusmasina yol acabilmektedirler. Genotipte
meydana gelen ve geri doniisiimsiiz olan tiim degismeler de makro ya da mikro mutasyonlara
sebep olmaktadir. Mutajenik 6zellik gosteren farkli ajanlar somatik hiicrelerde etkili olurlarsa
(Uysal ve Celik 2021; Lokumcu ve Uysal 2021; Bayam ve Uysal 2021) bu durum Vural

(2005)’a gore, daha cok hiicre 6liimii veya karsinogeneze yol agmaktadir.

Genetik toksikoloji, toksikolojinin bir alt bilim dali olarak DNA molekiiliiniin kimyasal,
fiziksel veya biyolojik ajanlarla etkilesime girmesi sonucu olusan hasarlar1 incelemektedir. 11k
kez 1927 yilinda X 1sinlarina bagl olarak D. melanogaster’de mutasyon oranimnin arttigini
belirleyen Miiller ile birlikte bu bilim dali, giiniimiiziin 6nemli arastirma alanlarindan birisi
olmustur (Young 2002). Ozellikle yapilan arastirmalar ile farkli ilaglar, gida katki maddeleri,
tarimsal ya da evsel olarak kullanilan pestisitler, sigara, alkol ve UV 1sinlar1 gibi pek ¢ok farkl
genotoksik ajanin karsinojen olup olmadigini 6lgebilmek, DNA molekiiliinde meydana gelen
hasarlar1 belirleyebilmek son derece énemlidir (Choy 2001; Rama et al. 2002; Mateuca et al.
2006). Ciinkii genotoksik ajanlar, DNA iizerindeki etkilerini ya dogrudan ya da lipit ve protein
gibi farkli makromolekiiller ile etkilesime girerek dolayli yolla gosterirler. DNA onariminda
rol alan kilit molekiillerde ve yolaklardaki bozulmalar ise yaslanma, infertilite, kanser ve bazi
multifaktoriyel genetik hastaliklara neden olmaktadir (Sekil 3). Her ne kadar genetik hastaliklar
ve kanser vakalarinda gozlenen artig farkli arastirmacilar tarafindan spontan mutasyonlara
baglanmis olsa da (Kirsch-Volders et al. 2003; Mateuca et al. 2006) ¢cevremizdeki fiziksel ve
kimyasal ajanlarin etkilerinin de bu tiir durumlarin tetikleyicisi oldugunu sdyleyebiliriz. Bu
nedenle genotoksik risk olusturabilecek mutajenlerin belirlenmesinde in vivo ve in vitro
genotoksisite testlerinin kullanimi 6nem arz etmektedir. Bu testlerin se¢iminde ise yapilacak
caligmanin niteligine gore uygulanmasi kolay, diisiik maliyetli, hizli sonug veren ve analiz i¢in

az sayida 6rnegin yeterli olmasi en 6nemli parametrelerdir.
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Sekil 3. Genotoksik ajanlarin DNA iizerindeki etki mekanizmasi ve sonuglari

Kimyasal maddelerin organizmalar iizerindeki toksik ve genotoksik etkilerinin
belirlenmesi i¢in tek bir test yontemi de yeterli olmamaktadir. Bu nedenle organizmaya veya
onlarin hiicrelerine uygulanabilecek kisa siireli in vivo ve in vitro farkli test yontemleri
gelistirilmistir. En ¢ok kullanilan test yontemleri arasinda dmiir uzunlugu testi, comet testi,
Allium testi, ames testi, kardes kromatit degisimi (KKD) testi, mikroniikleus testi (MN) ve
somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) bulunmaktadir. Sunulan bu ¢aligmada,
bitkisel ekstraktlarin toksik etkilerinin belirlenmesi i¢in émiir uzunlugu testi ve genotoksik

etkilerinin belirlenmesi i¢in de SMART kullanilmastir.

Omiir uzunlugu testi

Yaslanma, dogum ile baslayip organizmanin biyolojik yasiyla birlikte artig gosteren ¢ok
faktorli bir siirectir. Hi¢ durmadan siirekli devam eden bu durum, biyokimyasal ve fizyolojik
kapasitelerde azalmalara yol agarak organizmalarda 6liim riskini de arttirmaktadir (Nalbant
2006). Ayn1 zamanda adaptasyon giicliniin azalmasi olarak tanimlanan yaslanma, Omiir

uzunlugu ve lireme basarisindaki diisiisiin en 6nemli sebeplerindendir.

Bir organizmanin gelisimi, biiyiimesi, iiremesi, hayatta kalmast ve dmiir uzunlugu o
organizmanin yasam Oykiisiinii ifade etmektedir. Tirlerin yasam Oykiilerindeki farkliliklarin
ortaya c¢ikarilmasi “yasam Oykiisii karakteri teorisinin” hedefini olusturmaktadir. Yasam
Oyktisli teorisi, cevresel bilesenlere karsi organizmalarin hayatta kalabilmeleri ve iremelerinin,
dogal secilim, gen akisi ve diger evrimsel mekanizmalar ile nasil uygun hale getirildigini
aciklamaya calismaktadir. David Reznic’e gore (Fabian and Flatt 2012) de, yasam Gykiisii
teorisinde “organizmalar kaynaklarini lireyebilmek i¢in nasil kullanmaktadirlar? Bdylece

dogum orani, 6liim oranindan fazla olabilirse popiilasyon yaslanmasinin oniine gegcilebilir mi?”
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sorularinin cevabi ana diisiincedir.

Yine bu kurama gore, adaptasyon bilesenleri ve onlarin uzantilari, canlinin yagami
boyunca genetiksel ve gevresel etkilere baglh olarak sekillenmektedir. Roff (2000)’a gore de
organizmanin en O6nemli adaptasyon bilesenleri, onun gelisim siiresi, eriskinlikte viicut
blyiikligl ve viicut yapisi, yumurtlama verimi (fekundite), yavru sayisi, cinsiyeti ve Omiir
uzunlugudur. Bu adaptasyon bilesenlerinden 0miir uzunlugu, yaslanmanin gozlenebilmesini
saglayan oOnemli bir karakterdir. Yaglanma siirecinin agiklanabilmesi i¢in de model
organizmalar ve onlarin gelisim siiresi, viicut biiylikliigli, yumurta verimi (fekundite) ve omiir
uzunlugu gibi uygunluk bilesenleri kullanilmaktadir. Eger yasin ilerlemesi ile beraber 6lim
oraninda artig gozleniyorsa “popiilasyon yaslanmaktadir” diyebiliriz. Ayrica UV, radyasyon,
beslenme, pestisitler gibi cevresel etkenlerden kaynaklanan toplu oOlimler sonucunda
poplilasyondaki birey sayisinin azalmasi da “poplilasyonun yaslanmasi” olarak
tanimlanmaktadir. Biz insanlarda kirisik deri, beyazlagmis sa¢, demans ve Alzheimer gibi
cesitli hastaliklarin fenotipte gézlenmeye basladig1 yaslanma siireci ise oldukca kompleks bir
olgudur (Giiler 2014). Cesitli arastirmacilara gore Omiir uzunlugu, biyolojik faktorler ile
sicaklik, beslenme, yasama alisgkanliklar1 veya psikolojik pek cok faktoére bagli olarak
varyasyon gostermektedir. Bu yiizden yaslanma mekanizmalarinin her birisi heniiz

cevaplanmayi bekleyen bir¢ok soruyu da barindirmaktadir.

Yasam Oykiisii karakterlerinden biri olan 6miir uzunlugu, yaslanmayi kantitatif olarak
incelememize olanak saglamaktadir. Canlilarin yaslanma siirecini arastirmak ve biyolojik,
fiziksel veya kimyasal ajanlarin biyotoksik etkilerini gézlemlemek i¢in S. cerevisiae, C. elegans
ve D. melanogaster gibi farkli model organizmalar toksikoloji ¢alismalarinda siklikla tercih
edilmektedir. Ozellikle dmiir uzunlugunun genetigi ile ilgili arastirilmalarinda Drosophila’ya
ait baglica vestigal (kertik kanat), white eyes (beyaz gozlii), ebony (siyah viicutlu) ve miniature
(kisa kanatli) gibi mutant soylar1 kullanilmaktadir. Bu ¢aligmalarda mutant soylarin yabanil
soylara gore daha kisa 6miirlii oldugu ve bu durumun dogrudan tek bir gen veya gen ailesi ile
degil tiim genetik alt yapi ile iligkili olabilecegi ifade edilmistir (Bozcuk 1981; Semerddken
2012; Demir 2017; Amandurdyyev 2021). Kisa siireli test tekniklerinden birisi olan in vivo
Omiir uzunlugu testinin yaglanma ¢aligsmalarinda tercih edilmesinin en 6nemli nedenleri sadece
bir neslin yeterli olmasi, deneysel prosediir sirasinda maliyetin diisiik olmasi, hizl1 ve dogru
sonu¢ vermesi, toksik potansiyele sahip cevresel ajanlarin Omiir uzunlugu tizerine olan

etkilerinin kisa stirede gézlemlenebilmesidir.
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Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

SMART, ¢esitli maddelerin mutajenik ve rekombinojenik etkilerinin belirlenmesi i¢in
Drosophila cinsi ile yapilan in vivo test yontemlerinden birisidir. Bu test, Drosophila’nin g6z
ve kanatlarinda olusan mutant hiicre klonlarinin saptanmasi amaciyla yapilmaktadir ve bu
amagcla kanat benek testi ile goz benek testi olmak {izere iki farkli yontem kullanilmaktadir. Her
iki testte esas olarak larvanin embriyonik gelisimi sirasinda bulunan ve ergin sinegin viicut
yapisini olusturuncaya kadar mitozla ¢ogalan biiyiik hiicre gruplar1 yani imajinal diskler hedef
almmaktadir (Sekil 4). imajinal disklerde meydana gelen mutasyonel degisiklikler de mitoz
boliinme ile ¢ogalan tiim hiicrelere aktarilmaktadir. Bu degisiklikler, ergin sineklerin goz ve
kanatlarinda mutant hiicre gruplarinda/klonlarda ortaya ¢ikmakta ve mikroskobik olarak

gozlenebilmektedir.

SMART yontemi, resesif belirleyici genlerde heterozigotluk kaybi ile ergin sineklerin
g0z veya kanatlarindaki somatik hiicrelerde mutant klon olusumuna yol agabilme esasina
dayanmaktadir (Graf et al. 1998). Genotoksik ajanlara maruz birakilan ergin bireylerde
indiikklenmis klonlarn toplam sayisi, uygulanan ajanin toplam genotoksik aktivitesi ile ilgili
istatistiksel sonu¢ verirken klonlarin tipi klon olusumunda rol oynayan mutasyonal
mekanizmalar hakkinda bilgi vermektedir (Graf et al. 1984; Guzman-Rincon and Graf 1995).
SMART ile nokta mutasyon, delesyon, kromozom kaybi ve mitotik rekombinasyon gibi
kromozomal aberasyonlarin belirlenmesi saglamaktadir. Ayrica mutasyonlarin etkileri de
mikroskobik olarak fenotipte kolaylikla gézlenebilmektedir (Graf et al. 1984; Graf et al. 1996).
SMART’1n uygulanabilmesi ve sonuglarin alinabilmesi i¢in yalnizca bir nesil gerekmesi, ¢cok
sayida hiicrenin analizine imkan vermesi, maliyetinin diisiik ve hizl1 sonug¢ alinmasindan dolay1

bu test siklikla tercih edilmektedir (Graf and Wurgler 1996).
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Sekil 4. D. melanogaster’in larval donemine ait imajinal disklerin ergin bireyde olusturduklari
viicut kisimlart.
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SMART yonteminde kullanilan goklu kanat kili (multiple wing hair) mwh/mwh mutant
soyunda belirleyici mwh resesif geni, 3. kromozomun telomerine yakin kisimda yer almaktadir
(3-0,3). Bu belirleyici gen bir hiicreden li¢ veya daha fazla sayida kanat kil (trikom) ¢ikmasina
neden olmaktadir. Bu testte kullanilan diger mutant soy flare (flr¥/ TM3, Bd®) soyudur ve agik
genotipi “flare (flr®)/In (3LR) TM3, ri pp sep 1(3)89Aa bx34e es Bd®” seklindedir. flr® resesif
belirleyici geni de mwh resesif geni ile ayn1 kromozom iizerinde yani 3. otozomun sentromere
yakin 38,8. lokusunda (3-38,8) yer almaktadr. flr® genotipindeki ergin bireylerin kanat killart
normal, diiz ve uzun iken mutasyon sonucu kalin ve diizgiin olmayan kisalmis, nokta veya koyu
renkli balon seklinde killar olugsmustur. Bu resesif gen ayn1 zamanda homozigot durumda letal
etkilidir ve bireylerin erken embriyonik evrede ergin doneme ulasamadan 6lmesine neden
olmaktadir. Embriyonik evrede gerceklesen letalitenin ortadan kaldirilmasi i¢in Bd® (beaded-
serrat) genini tastyan TM3 dengeleyici kromozomu kullanilmaktadir. Dominant Bd® geni, TM3
dengeleyici kromozomunun iizerinde yer alir ve normal kanatlar diizgiin kenarli iken TM3
dengeleyici kromozomuna sahip ergin bireylerin kanat kenarlar1 diizgiin olmay1p testere disi

seklindedir ve serrat kanatli olarak da tanimlanirlar (Graf et al. 1998).

SMART ile mwh ve flr® mutant soylar1 ¢caprazlanip olusan trans-heterozigot larvalardan
elde edilen ergin bireylerin kanatlarindaki mutant klonlar tespit edilmektedir (Sekil 5). Normal
kanatl (diizgiin kenarli) bireylerin kanat sektorleri hem mutasyon hem de rekombinasyon
sonucu olugsan mutant klonlar1 icerirken, serrat kanatli (diizgiin olmayan testere disi seklinde
kanat) erginlerde dengeleyici TM3 kromozomu rekombinasyonu baskilar ve klonlar sadece
mutasyonlar sonucu olusurlar. Bu nedenle SMART sonuglari degerlendirilirken kanat
preparatlar1 kanat morfolojilerine gore normal kanatli (diizglin kenarli) ve serrat kanatl olmak
lizere ikiye ayrilarak incelenir. Mutasyon veya rekombinasyonlara bagli olarak kanatlarda
olusan klonlar, iki mutant soya ait kil tiplerinden yalnizca birini mwh veya flr® mutant fenotipini
tasirsa tekli benekler olarak siniflandirilir. Tekli beneklerde ise 1 veya 2 tane mwh mutant hiicre
varsa kiigtik tek tip klon (KTT), 3 veya daha fazla mwh mutant hiicre ya da 4 veya daha fazla
flr® mutant hiicre varsa biiyiik tek tip klon (BTT) olarak tanim yapilmaktadir. Hem mwh hem
de flr® mutant hiicre klonlarmin her ikisini birlikte tastyan klonlar da ikiz klon olarak
adlandiriimaktadir. ikiz klonlarda dikkate alinmasi gereken durum ise mwh ve flr® mutant hiicre
klonlarinin yan yana mi olustuklart yoksa komsu klonlar olduklart mi ayriminin
yapilabilmesidir. Bu durumda da iki mutant klon arasinda “ili¢ ya da daha fazla sayida yabanil
tip trikom siras1 varsa” bunlar komsu klon, “mwh ve flr® mutant hiicre klonlar1 yan yana
bulunuyorsa” ikiz klon seklinde degerlendirilir. Komsu klonlarin olusumunun varyasyonlara

dayali oldugu da Graf et al. (1998) tarafindan bildirilmistir.
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Sekil 5. Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinin uygulama sekli.

Kanatlarda farkli mutant klonlarin olusmasi1 da farkli genetik mekanizmalardan
kaynaklanmaktadir (Sekil 6). Tek tip klonlar nokta mutasyon, delesyon, ayrilmama
(nondisjunction) ve mitotik rekombinasyon sonucu olusurken flr® klonlar ile ikiz klonlar 3.
kromozomun sentromeri ve flr® geni arasindaki mitotik rekombinasyon sonucu meydana
gelmektedir (Graf et al. 1998).

Son yillarda dogaya doniis egiliminin artmast ile gelisen ‘‘ne kadar dogal o kadar
yararl’’ diisiincesi, bitkilerin bilingsiz tiiketilmesine ve beraberinde bitkisel zehirlenmelere
neden olmaktadir. Ozellikle halk arasinda keyif verici dzelliklerinden dolay: (Bayam 2021) sik
ve siirekli olarak kullanilan Solanaceae familyasina ait D. stramonium L., H. niger L. ve N.
rustica L. tiirleri bilingli olarak veya yanlislikla tiiketildiginde igerigindeki alkaloidlerden
dolay1 zehirleyici hatta 6ldiiriicii olabilmektedir. Bu tiirlerin kisiler tarafindan kisa siireli ya da

uzun siireli alimlarindan/kullanimlarindan dogabilecek muhtemel etkileri, doz-siire etkilesimi
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ile organ ya da sistemlerde birikmeye bagli olarak meydana gelebilecektir. Sunulan tez
kapsaminda “Solanaceae familyasina ait bu bitkilerin su ve metanol ekstraktlarinin kisa siireli
uygulanmasi ile canli sistemlerde genotoksik etkiyi uyarip/uyarmadigi” Drosophila
melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile ve “bu bitkilere
siirekli maruz kalmanin organizmanin yasam siiresini etkileyip/etkilemedigi” de yine ayni

model organizma kullanilarak in vivo dmiir uzunlugu testi ile arastirilmistir.
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KURAMSAL TEMELLER

Maras otu, sigarayr birakmak isteyen insanlar tarafindan zararl etkisinin az oldugu
gerekgesiyle kullanilmakta ve “dumansiz tiitiin” olarak bilinmektedir. Ozkul et al. (1995)
tarafindan dumansiz tiitiiniin insanlar {izerindeki olumsuz etkilerinin arastirildig1 bir calismada,
sigara igen, Maras otu kullanan ve bu aligkanliklari olmayan saglikli bireylerden alinan lenfosit
hiicrelerinde kardes kromatit degisim (KKD) diizeyleri belirlenmistir. Her iki tiitiinii kullanan
bireyler arasindaki KKD frekanslarina ait istatiksel farklilik anlamli olmasa da kontrol gruplar1

ile deney gruplari arasindaki fark anlamli bulunmustur.

Yine Ozkul et al. (1997) yaptig1 bir calismada, Maras otunun bukkal mukoza (yanak i¢i
mukoza) hiicrelerindeki mikroniikleus (MN) diizeylerini arastirmak amaciyla sigara igen,
Maras otu kullanan ve her ikisini de kullanmayan bireylerden 6rnekler alinmistir. Maras otu

kullananlarin MN diizeyi saglikli bireylere gore oldukga yiiksek bulunmustur.

Cok and Ozturk (2000) tarafindan yapilan bir baska calismada da Maras otu
kullanicilarinin idrarinda bulunan kotinin (nikotinin pirolidin halkasinin C ve N atomlarindan
oksitlenmesiyle olusan metabolit) diizeyi sigara icenlere gore ii¢ kat daha fazla olarak

belirlenmistir.

Yine sigara icen, Maras otu kullanan ve saglikli bireyler ile yapilan bir ¢alismada, total
sialik asit (TSA) diizeyleri belirlenmistir (Pagac1 2003). Elde edilen verilere gore, Maras otu
kullananlarin TSA diizeyi sigara igenlere gore daha yliksek bulunmus ancak aralarindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir. Bu sonuglar saglikli bireylerle karsilastirildiginda ise
sigara ve Maras otunu kullanan bireylerde ki TSA diizeyi anlamli derecede yiiksek

bulunmustur.

Yapilan baska bir calismada, Maras tozu kullanan ve saglikli kisilerden alinan vendz
kan orneklerinde malondialdehit (MDA), siiperoksit (SOD), glikoz 6-fosfat dehidrogenaz
(G6PD) ve katalaz (CAT) diizeyleri belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda da Maras tozu
kullanicilarmin = SOD, G6PD ve CAT diizeylerinin diisik olmasina karsin lipit
peroksidayonunun en 6nemli belirteci olan MDA diizeyinde artis goriilmiistiir (Kilinc et al.

2004).

Bir diger calismada da sigara igen, Maras otu kullanan ve hig¢birini kullanmayan saglikli
kisilerde bagisiklik sisteminde goérev alan adenozin deaminaz (ADA) enzim aktiviteleri

hesaplanmis ve kontrol grubuyla karsilagtirilmistir. Sigara icen ve Maras otu kullananlarin
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arasindaki fark istatistiki olarak anlamli olmasa da Maras otu kullananlarda serum ADA

aktivitesi sigara icenlere gore artmistir (Koksal vd 2004).

48 yasinda bir kadinin avug¢ dolusu D. stramonium L. tohumu tiikketmesi sonucunda,
once sersemleme sonra ylizde kizariklik ve gérme bozuklugu gibi sikayetlerinin oldugu Deniz

vd (2004) tarafindan yapilan olgu sunumunda ifade edilmistir.

Tez kapsaminda kullanilan D. stramonium L. tiirliniin toksisitesinin belirlenmesi i¢in
yapilan bir ¢alisma da Kumral et al. (2013) tarafindan yapilmistir. Datura yapraklarindan
hazirlanan etanol ekstrakti farkli konsantrasyonlarda ve farkli siirelerle (24-48 saat)
Panonychus ulmi (Avrupa kirmizi 6riimcegi) ve onun predatorii olan Stethorus gilvifrons (ugur
bocegi)’a uygulanmistir. Artan doza ve siireye bagli olarak ergin P. ulmi ve S. gilvifrons

bireylerinde 6liim oranlarinin arttig1 gorilmiistiir.

Yanlislikla D. stramonium L. ¢igegini tiiketen 8 yasindaki kiz gocugu yaklasik 5 saat
sonra biling kaybi ile acil servise getirilmis ve yapilan testler sonucunda D. stramonium’dan
kaynaklanan karaciger yetmezligi ve rabdomiyoliz (¢izgili kasin parcalanmasi) tanisi

konulmustur (Ertekin et al. 2005).

D. stramonium L. nin oral yolla alimlari insanlarda oldugu gibi hayvanlarda da toksik
etkiye yol agmaktadir. Binev et al. (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada, D. stramonium
L.’nin i¢inde bulundugu at yemini tiiketen 34 atta viicut sicakliginda degisme, diizensiz

solunum, g6z bebegi biiyiimesi, diskilama ve idrara ¢ikamama gibi sorunlar goriilmiistiir.

Donbak et al. (2007)’mn yaptig1 bu ¢aligmada, 3-22 yil boyunca Marag tozu kullanicilar
ile saglikl kisilerden alinan periferik kan lenfosit hiicrelerinde MN ve kromozomal aberasyon
(KA) seviyeleri belirlenmistir. Yapilan karsilastirmalar sonucunda da Maras tozunu kullanan
bireylerde MN ve KA seviyelerinde artis oldugu ve kronik olarak viicuda alinan Maras tozunun

genotoksik hasara yol agtig1 bildirilmistir.

D. stramonium L. yapraklarindan hazirlanan etanol ekstrakti, 50 ve 200 mg/kg olmak
lizere bes hafta boyunca siganlara uygulanmistir. Her iki dozda da serum kreatin diizeyinde
gozlenen artig, D.stramonium L.’nin bobrek fonksiyonlart {izerindeki toksik etkisini ifade
etmektedir (Gidado et al. 2007).

Ahmad et al. (2009) tarafindan yapilan bir ¢caligmada, boyun (FaDu), gogiis (MDA -
MB231) ve akciger (A549) hiicre hatlari, 1 mg/ml D. stramonium L. sulu yaprak ekstraktina

24-48 saat boyunca maruz birakildiginda hiicresel canliligin yitirildigi gézlenmistir.
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Sigara icen ve Maras otunu kullanan kisilerde glomeriiler filtrasyon oran1 (GFR) ve
proteiniiri miktarinin saglikli kisilere gore anlamli derecede yiiksek olmasi, bobreklerde ciddi

hasarlarin oldugunu ve bobrek fonksiyonlarinin etkilendigini gostermektedir (Cerit 2010).

Maras otunu kullanan ve saglikli bireylerden alinan kan 6rneklerinden total oksidan
seviyesi (TOS), total antioksidan kapasitesi (TAK) ve oksidatif stres indeksi (OSI)
hesaplanmistir. Bunun sonucunda Maras otunun TOS diizeyini arttirnp TAK diizeyini

disiirdiigii Kose vd (2011) tarafindan ifade edilmistir.

Ulker (2011), D. stramonium L. tohumlarindan hazirlanan metanol ekstraktinin insan
lenfosit hiicrelerinde hiicre biiylimesini inhibe ettigini ve KKD’ye sebep oldugunu

gozlemlemistir.

Meselhy (2012) tarafindan yapilan ¢alismada, D. stramonium L. yapraklarindan izole
edilen krisin, kemferol ve 3,7-dimetil eter kuersetin flavonoidlerinin gégiis (MCF7), karaciger
(HEPG?2) ve serviks (HELA) hiicre hatlarinda sitotoksik aktiviteyi uyardigini bildirmistir. Yine
Meselhy (2012) tarafindan bildirildigine gore, D. stramonium L.’den izole edilen bu iig

flavonoid Musca domestica (karasinek) igin de kovucu etki gostermistir.

Bir olgu sunumunda, 23 yasinda 32 haftalik hamile kadimin H. niger L.’nin dogal
ortaminda marula benzedigi i¢in yanlislikla tiilketmesi sonucunda sersemleme, konusma
bozuklugu, gérme sorunu, tagikardi, mide bulantisi ve kusma gibi sikayetleri oldugu

belirtilmistir (Karadas vd 2012).

Kurtul et al. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Maras tozu kullanan ve saglikli
erkeklerden alinan kan 6rneklerinden MDA, paraoksonaz (PON) ve arilesteraz (ARE) diizeyleri
belirlenmistir. Maras tozunu kullanan kisilerin saglikli bireylere gére MDA diizeyleri yiiksek,

antioksidan enzim olan PON ve ARE diizeylerinin ise diisiik oldugu bildirilmistir.

Bir diger calismada da Maras otunun kardiyak otonom disfonksiyonuna neden olup
olmadig aragtirllmistir. Akkoyun (2014), sigara igen, Maras otu kullanan ve saglikl kisilerin
elektrokardiyografi (EKG) ile kalp hizi toparlanma (KHT) ve kalp hiz1 degiskenligi (KHD)
indekslerini belirlemistir. Maras otunu kullananlar da saglikli kisilere gore KHT degeri diisiik
bulunurken KHD degerinde de bozulmalar oldugu goériilmistiir. Ancak sigara icen ile Maras
otu kullanan bireyler karsilagtirildiginda degerler yaklasik olsa da aralarindaki fark anlaml

bulunmamastir.

Yine bir olgu sunumunda D. stramonium L. nin tohumlarini tiiketen 38 yasindaki erkek
hastanin ag1z kurulugu, yiizde kizariklik, suur kayb1 ve saldirganlik sikayetleriyle acil servise

basvurdugu ifade edilmistir (Kandemir vd 2014).
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Collak et al. (2015), 7 yasindaki kiz gocugunun H. niger L.’yi tiikketmesi sonucunda ag1z
kurulugu, konusma bozuklugu, tutarsiz davranislar, gorme sorunu gibi sikayetlerinin oldugunu

yaptig1 vaka takdiminde belirtmistir.

D. stramonium L.’nin dikenli meyvesini kendisine keyif verdigi gerekgesiyle tiiketen
ergen gencte kisa siire sonra agiz kurulugu, géz bebeginde genisleme, tansiyon yiiksekligi ve

tasikardi gibi sikayetler goriilmistiir (Kakkar et al. 2015).

D. stramonium L. iizerine yapilan bagka bir olgu sunumunda, 30 yasindaki erkek
hastanin yaklasik olarak 1 saat 6nce 1-2 avug (50-60 adet) D. stramonium L. tohumundan
bilingsizce tiikettigi ve ylizde kizarma ile bas donmesi sikayetiyle acil servisi bagvurdugu ifade
edilmistir. Yiiksek miktarda tohum tiiketimi sonucunda goriilen bu semptomlarin tropan

alkaloidlerine bagl olarak gelisebilecegi Yavuz vd (2016) tarafindan bildirilmistir.

Yapilan bir bagka calismada, Maras otu kullanan ve kullanmayan 6grenciler arasinda
yapilan karsilagtirmalar sonucunda Maras otu kullananlarda nikotinden kaynakli dis etlerinde
sislik, kizariklik ve disi destekleyen dokularda iltihaplanma oldugu goriilmiistiir (Begaliyev ve
Isikov 2017).

Akut olarak Maras otuna maruz kalan erkek bireylerin kalp hizlarindaki degisim,
sistolik ve diastolik kan basinci Keten et al. (2017) tarafindan arastirilmistir. Bu ¢alismada
yapilan ilk 6l¢iimler kontrol olarak kabul edilmis ve sonrasinda 5., 10., 15. ve 20. dakikalarda
yapilan dlgiimler de kaydedilmistir. Arastirmacilar tarafindan belirlenen ilk iki 6l¢iimde 1.5 gr
Maras otu dis ile alt dudak arasindayken, 15. ve 20. dakikalarda Maras otu olmadan dl¢timler
yapilmistir. Sonug olarak farkli siirelerde yapilan 6l¢iim sonuglarina gore sistolik ve diastolik

kan basinci kontrole gore oldukca yiliksek bulunmustur.

Baharshahi et al. (2017) yaptig1 bir ¢alismada, H. niger L.’nin ¢igek, sap ve
yapraklarindan hazirlanan metanol ekstraktlarinin fil hastaligi etkeni olan Wuchereria bancrofti
(Bankroft solucant) vektorii Culex spp.’in larvalari izerindeki 6ldiiriicii etkisi aragtirtlmistir. Bu
bitkinin ¢igek ekstrakti en oldiiriicii etkiye sahipken bunu yaprak ve sap ekstrakti takip etmistir.
Boylece ¢evreye zarar vermeden Culex spp.’nin gelisimi engellenerek insanlarda goriilen ve
ozellikle bacaklardaki toplardamarlarda tikanmaya sebep olan bir dolasim bozuklugu olan fil

hastaligina son verilebilecegi arastirmacilar tarafindan ifade edilmistir.

H. niger L.’nin larvasidal etkisi iizerine yapilan benzer bir ¢alisma, bu bitkinin kok,
yaprak, govde ve ¢igeklerinden hazirlanan metanol ekstraktinin, sitmaya yol acan Anopheles
spp’in larvalarina farkli dozlarda (0.25, 0.5, 1, 2 ve 4 mg/ml) uygulanmasi ile yapilmistir. Cigek

metanol ekstrakti, larvalar iizerinde yliksek insektisidal etkiye sahip iken kok metanol ekstrakti
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daha diisiik etki gdstermistir. Ancak artan konsantrasyon ve maruz birakilma siiresine (6, 12,
24, 48 ve 72 saat) bagl olarak bu bitkiye ait ekstraktlarin timiiniin ¢aligilan larvalar lizerinde

oldiirticii etki gosterdigi Behravan et al. (2017) tarafindan bildirilmistir.

Bir baska olgu sunumunda H. niger L. nin kokiinii pisirip tiikketen 65 yasindaki kadin ve
71 yasindaki erkek hastada kafa karisikligi, tasikardi ve hallisinasyon gibi semptomlar
goriilmistiir. 27. saate kadar haliisinasyon ve algilama giicliigii gekmeye devam ettikleri ayrica
tedavilerinin tamamlanmasina ragmen 3 hafta boyunca yorgunluk hislerinin devam ettigi de

belirtilmistir (Shams et al. 2017).

Uddin et al. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, D. stramonium L. yapraklarindan
hazirlanan macun, 200 gram agirligindaki 20 sicana dort farkli (TO, T1, T2 ve T3) gruba
ayrilarak uygulanmistir. TO grubundaki sicanlar kontrol grubu olarak macuna maruz
birakilmazken T1, T2 ve T3 gruplar farkli dozlarda (50, 100 ve 200 mg/kg) macunlara maruz
birakilarak viicut agirligi, hemoglobin, alkalen fosfataz (ALP), aspartat transaminaz (SGOT)
ve alanin transminaz (SGPT) diizeyleri belirlenmistir. Sonug¢ olarak, kontrol grubuyla
kargilagtirma yapildiginda artan macun konsantrasyonuna bagli olarak siganlarin viicut

agirhiginda azalma, ALT, SGOT ve SGPT diizeylerinde ise artig goriilmiistiir.

Yine bir olgu sunumunda, 76 yasindaki kadinin hemoroid tedavisine iyi geldigi
gerekgesiyle D. stramonium L. bitkisinin yaprak ve ¢icegini kaynatarak ictigi, yaklasik 30
dakika sonra konusma bozuklugu ve bas donmesi sikayetleri ile 2. saatten sonra haliisinojenik

etkilerin goriildiigi belirtilmistir (Eroglu vd 2017).

Diger bir olgu sunumunda da D. stramonium tohum ve yapragimi yanliglikla tiiketen 6
ve 8 yasindaki iki erkek ¢ocukta konusma bozuklugu, haliisinasyon, ajitasyon ile huzursuzluk,

kafa karisiklig1 ve paranoya gibi 6forik semptomlar gozlenmistir (Nalbantoglu vd 2017).

D. stramonium L. yapraklarina ait su ekstrakti ile yapilan farkli bir ¢alismada, bu
ekstrakt farkli konsantrasyonlarda (%2, %4, %6 ve %8) Vigna unguiculata L. (boriilce) ve
Triticum aestivum L. (bugday) bitkilerine uygulanmis ve artan konsantrasyona bagl olarak
bitkilerin ¢imlenmelerinde 6nemli Sl¢iide azalma oldugu Sakadzo et al. (2018) tarafindan
bildirilmistir.

Aldatmaz (2018), Maras otu kullanan kisilerin trigliserit ve glukoz diizeylerinin saglikli
kisilere gore daha yiiksek oldugunu ve Maras otu kullaniminin insiilin direncini arttirdigini

yaptig1 ¢alismada ifade etmistir.

Yigit vd (2019) yaptig1 ¢aligmada, H. niger L., Coriandrum sativum L. (kisnis), Mentha

piperita L. (bahge nanesi), Rosmarinus officinalis L. (biberiye) yapraklarindan, Lavandula
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officinalis (lavanta) c¢iceklerinden, Silybium marianum L. (deve dikeni) toprak {istii
kisimlarindan metanol ekstratlart hazirlamistir. Bu alt1 farkli bitki ekstrakti Culex pipens (ev
sivrisinegi)’in 3. evre larvalarina bes giin siireyle uygulandigi zaman H. niger L. ekstrakti %100
oraninda larvasidal etki gostermistir. Bu oran diger ekstraktlar da R. officinalis i¢in %95, C.

sativus i¢in %80, M. piperita i¢in %38 ve S. marianum igin de %25 olarak belirlenmistir.

Yorulmaz (2019) tarafindan bildirildigine gore, D. stramonium L.’nin ¢igeklenme
donemindeki yapraklarindan hazirlanan su ve metanol ekstraktlart Amaranthus retroflexus L.
(kirmiz1 kokli horozibigi), Chenopodium album L. (sirken/yabani 1spanak) ve Beta vulgaris L.

(seker pancari) bitki tohumlarinin ¢imlenmesini engellemektedir.

Yine benzer bir ¢alismada Datura’nin tohumlarindan hazirlanan sulu ekstraktin
Sorghum bicolor L. (sorgum), Pennisetum glaucum L. (inci daris1), Zea mays L. (muisir) ve
Triticum vulgare L. (yumusak bugday) bitkilerinin tohum ¢imlenmesini inhibe ettigi Dafaallah
et al. (2020) tarafindan ifade edilmistir.

Comez et al. (2020) tarafindan yapilan bir bagka ¢alismada, Maras tozunu akut ve kronik
olarak kullanan bireylerin gozlerindeki damar tabakalarinda incelme ve mikrovaskiiler

yapilarin kan dolagiminda azalma oldugu gézlemlenmistir.

Akkol et al. (2020) tarafindan H. niger L.’nin tohumlarindan hazirlanan alkaloid
ekstrakti, Lucillia sericata (yesil sise sinegi)’nin birinci, ikinci ve tglincli evre larvalarina
uygulandiginda 6liim orani bir onceki larval doneme gore artis gostermis ve iigilincli evre

larvalarda bu oran %100’e ulasmistir.

Bayam (2021), H. niger L. ve D. stramonium L.’nin tohumlarindan, N. rustica L. nin
yapraklarindan hazirladigi su ve metanol ekstraktlarinin i¢eriginde bulunan ve oksidatif etkiye
sahip olan bilesikleri belirleyerek onlarin genotoksik etkilerini ortaya koymustur. Bu amagcla
kullanilan GC-MS (Gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi) yontemi ile ekstraktlarin
iceriginde yiiksek oranda atropin, skopolamin, nikotin ve geranilgeraniol bulunmustur ki
ozellikle atropin, skopolamin ve nikotinin oksidatif etkili oldugu da bilinmektedir (Hassine et
al. 2013; Diaz 2015). Ayrica insan periferik kan kiiltlirine uygulanan su ve metanol
ekstraktlarinin mikroniikleus sayisini/oranini arttirdigl ancak mitotik indeksi azaltmis oldugu

da bu ¢alismada tespit edilmistir.
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MATERYAL METOT

Materyal
Kullanilan organizma

Canlilarin biyolojik isleyisini kompleks sekilde anlasilmasi ve fiziksel, kimyasal veya
biyolojik ajanlarin olusturduklart etkileri gozlemlemek i¢in kullanilan canlilara “model
organizma” denilmektedir. Ozellikle laboratuvar ortaminda yetistirilmeleri kolay, beslenmeleri
diisiik maliyetli, kisa yasam dongiisiiyle birlikte ¢ok sayida yavru birey verebilen tiirler model
organizma olarak kullanilmaktadir (Leonelli and Ankeny 2013). Ancak organizmalar,
arastirmanin amacina uygun se¢ilmeli ve boylece aragtirmaci ozellikle genetik denemelerde
kontrollii gaprazlamalar yapabilmelidir. Ornegin, Xenopus laevis (Afrika penceli kurbagasi) ve
Gallus gallus domesticus (tavuk) hiicre ve gelisim biyolojisi ¢alismalarinda, Danio rerio (zebra
balig1), Fugu rubripes (sisen balik/ japon kirpi baligi) ve Oryzias latipes (japon piring baligi/
medaka) ise kisa genoma sahip olmalarindan dolay1 gen transferi ve insanlarda goriilen bazi
hastaliklar ile ilgili olarak yapilan ¢alismalarda kullanilmaktadir (Elgar et al. 1996; Wittbrodt
et al. 2002; Borondinsky 2017; Kayhan vd 2018; Beacon and Davie 2021). Ayrica D.
melanogaster, Caenorhabditis elegans (yuvarlak solucan) ve Saccharomyces cerevisiae (bira
mayasi) genetik ve yaslanma iizerine yapilan arastirmalarda siklikla tercih edilmektedir (Karan

ve Tufan 2010; Kayhan vd 2018).

Bu tez kapsaminda genetik ve toksikoloji alanlarinda yapilan ¢calismalarda siklikla tercih
edilen ve okaryotik bir model organizma olan D. melanogaster Oregon- R yabanil soyu ile iki
ayr1 mutant soy kullamlmustir. Ilk defa 1910 yilinda Thomas Morgan tarafindan genetik
caligmalarda kullanilan Drosophila, sonraki yillarda birgok bilimsel arastirmalarda tercih
edilmistir. Morgan, D. melanogaster ile yaptig1 calismalarda modern genetik biliminin temelini
olusturan kalitimin kromozom teorisini gelistirmis ve Nobel-Fizyoloji T1p 6diiliinii kazanmastir.
Daha sonra Hermann Miiller, D. melanogaster’de X ismlarni ile oldiiriici mutasyonlar
arasindaki baglantiy1 kesfederek 1946 yilinda Nobel ddiilii almaya layik goriilmiistiir. Bir diger
onemli aragtirma ise Eric Wieshaus, Nuesslein-Volhard ve Edward Lewis adli ii¢ ayr1 bilim
insani1 tarafinda yapilmis ve D. melanogaster’in gelisim siirecinde rol alan genler kesfedilmistir.
Bu kesif sayesinde ii¢ bilim insan1 1995 yilinda Nobel 6diiliinii almislardir. Genetik alaninda
bircok kesifte dnemli yere sahip olan D. melanogaster, gelisim biyolojisi, hiicre biyolojisi,
yaslanma ve norodejeneratif hastaliklarinin incelenmesi gibi birgok alanda tercih edilen model

organizma olmustur (Rogina 2011).
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Bocekler sinifinda (Insecta) yer alan D. melanogaster, halk arasinda fermente olan
tirtinler lizerinde yasadiklar1 i¢in meyve sinegi veya sirke sinegi olarak adlandirilmaktadir. D.
melanogaster’in genom dizisi 2001 yilinda belirlenmis ve insanlarda kanser, parkinson ve
alzheimer gibi hastaliklara neden olan %60’dan fazla genin Drosophila ile ortolog gen oldugu
belirlenmistir. “Ortolog gen”, farkl tiirlerde bulunan homolog gen demektir. Bu gen/genler
tiirlesme yoluyla farkli tiirlerde evrimlesmislerdir. Bununla birlikte, atasal gen ve onun islevi
tiirlesme siireci boyunca korunmustur. Bu durumda ortolog genler, “ortak bir atay1 paylasan
farkli tiirlerin genomlarinda bulunan homolog genlerdir ve genellikle benzer islevleri

stirdiiriirler” diye daha genis sekilde tanimlanabilir (Bernards and Harihan 2001).

Iki organizma arasinda birgok molekiiler mekanizmanin benzerlik gdstermesi
Drosophila’nin mutajenik ve genotoksik etkisi belirlenmek istenen ajanlar icin yapilacak
testlerde kullanilmasini miimkiin kilmistir (Uysal vd 2006; Ugur et al. 2016). Ayrica D.
melanogaster’in tiim larval evrelerinde goriilen politen kromozomlar, mRNA sentezi yapilan
ve puf olarak bilinen aktif gen bolgeleri sayesinde toksik ajanlarin gen aktivitesi tizerindeki
etkisini inceleyebilme firsatt sunmaktadir (Uysal 1990). D. melanogaster’in bu kadar genis
arastirma alanlarinda tercih edilme sebeplerinden biri de bilhassa boyutlarinin kii¢lik olusu ve
kisa siirede cok sayida verimli dol verebilmeleridir. Yavru bireyler yaklasik 9-10 giinliik yasam
dongiilerinin (Sekil 11) tamamlanmasinin ardindan kisa zamanda biiyiikk popiilasyonlar
olusturmaktadir. Boylece goz rengi, goz sekli, kil tipi, kanat sekli, viicut rengi bakimindan
cesitli varyasyonlara sahip mutant bireylerin fenotopini makroskobik veya binokiiler mikroskop
altinda incelemek miimkiindiir (Graf and Singer 1992). D. melanogaster’in sahip oldugu bu
ozellikler, toksisite ve genotoksisite ¢alismalarinda tercih edilmelerinin en 6nemli sebepleridir
(Uysal vd 2006).

Drosophila melanogaster’in sistematikteki yeri

Kingdom/Alem: Animalia (Hayvanlar alemi). iginde bulunduklari ¢evrelerine yiiksek
derecede uyum yetenegi olan, diger canli tiirlerinden beslenen (heterotrof) ve kompleks yapiya

sahip ¢ok hiicreli (Eukaryota) canlilardan olusmaktadir.

Phylum/Sube: Arthropoda (Eklem bacaklilar). Eklem bacaklilarin en 6nemli 6zelligi
segmentli viicut yapist ve eklemli ekstremitelere (yiirlime bacaklarina) sahip olmasidir.
Viicutlariin etrafi kutikula denilen bir kitin yapiyla ¢evrilidir. Canlilarin disg kismini saran bu
tabaka sklerotin ve kalsiyum karbonat tuzlari igerdiginden dolay1 oldukga serttir. Bu yiizden
kutikula tabakasinin varliginda canlinin biiytimesi ve deri degistirmesi sinirlanir ancak birkag

kez gerceklesen deri degistirme ile ilk tabaka atilarak biiylime gerceklesmektedir.
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Classis/Sinif: Insecta (Hexapoda/Bocekler). Eklem bacaklilar subesinin en kalabalik
siifidir. Bu sinifa dahil olan canlilarin viicutlari bas, gégiis ve karin olmak iizere ii¢ kisimdan
meydana gelmistir. Bas kisminda bir ¢ift bilesik goz, agiz parcalart ve anten, gogilis kisminda
ise genellikle 2. ve 3. segmentlerde birer ¢ift kanat bulunmaktadir. Alt1 bacaklilar (Hexapoda)
olarak da bilinen boceklerin her gégiis segmentinde bir ¢ift bacak mevcuttur. Son olarak karin

kismi1 11 segmentten olugmaktadir ve herhangi bir ekstremite tasimamaktadir.

Ordo/Takim: Diptera (Cift kanatlilar). Bu takima dahil olan hayvansal organizmalarin
en Oonemli Ozelligi iki ¢ift kanada sahip olmalaridir. Ancak genellikle bazi tlirlerde evrimsel
siire¢ icerisinde ikinci ¢ift kanat korelerek denge organi olarak gérev yapan “halter organina”

doniismistiir (Sekil 7).

Subordo/Alt takim: Brachycera (Kisa antenliler). Igerisinde yaklasik olarak 120 familya
bulunduran Diptera’nin en biiylik alt takimlarindan birisidir. Duyu organi olarak gorev yapan

kiigiik antenler, ucus ile ilgili mesajlar1 dogrudan beyne iletirler.

Familia/Aile: Drosophilidae (Meyve sinekleri). Bu sinekler 6zellikle cilirimekte olan

meyveler, mayalar ve baz1 mikrofunguslar agisindan zengin besin kaynaklarina ilgi duyarlar.

Genus/Cins: Drosophila. Bu cinse ait tiirlerin bazilar1 Musca domestica (kara sinek)’dan
daha kiigiik olup yaklasik 2-4 mm viicut uzunluguna sahiptir. Genellikle viicut renkleri soluk
sar1 veya kahverengi, gozleri ise kiremit kirmizisi rengindedir. Larval donemden ergin doneme
kadar gelisim gosteren beyin yapisina sahip olmasi sebebiyle noro-genetik ¢alismalarda siklikla

tercih edilmektedirler.

Species/Tiir: Drosophila melanogaster’in viicudu bas (caput), gégiis (thorax) ve karin
(abdomen) olmak iizere ii¢ kisimdan meydana gelmektedir (Sekil 7). D. melanogaster’in bas
kismi incelendiginde (Sekil 8) yuvarlak-kirmizi renkli bir gift bilesik goz, tepede (vertex) iig
ayr1 basit goz (ocel) ve bir gift arista (kamg1 benzeri/kila benzeyen ek yapi) tipi anten (Sekil 9)
bulundugu goriiliir. Gogiis kismi iic segmentli olup bu segmentler 6nden arkaya dogru
protoraks, mesotoraks ve metatoraks olarak isimlendirilir ve her bir segmentten bir ¢ift yliriime
bacagi cikar. Ayrica mesotoraksta bir ¢ift uzun kanat ve metatoraksta da evrimsel siire¢ iginde

korelmis ikinci ¢ift kanattan orjinlenen halter organi bulunmaktadir (Sekil 7).
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Halter organi

Basin verteks
kismi ve {i¢
basit goz

Bilesik goz

Arista tipi
anten

Sekil 8. D. melanogaster’in bas kismu.
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1., 2., 3. ve 4. segmentler

Arista

Sekil 9. D. melanogaster’in arista tipi anteni.

Drosophila’da viicudun son kismi olan karin bdlgesinde cinsiyete bagli olarak degisen
sayida segmentler bulunmaktadir. Disilerde abdomen kismi uca dogru sivrilesen 7 segmentten
olusurken (Sekil 10) erkeklerde ucu yuvarlak ve son segmenti koyu renkli toplam 5 segmentten
meydana gelmektedir. Ayrica yalnizca erkek bireylerin birinci ¢ift bacagmin birinci tarsus
segmentinde bulunan ve yogun killardan olusan esey taragi (metatarsal tarak) makroskobik esey
belirleme kriterlerindendir. Bir diger esey belirleme kriteri ise erkeklerin karin kisminda yer

alan koyu renkli segmentlerdir (Sekil 10).

Sekil 10. D. melanogaster’in Oregon-R yabanil soyuna ait ergin disi ve erkek bireyler.
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D. melanogaster’in hayat dongiisii

D. melanogaster’in hayat dongiisii, déllenmeden sonra yumurta, {i¢ larva, prepupa, pupa
ve ergin olmak tizere yaklasik 9-10 giinde tamamlanmaktadir (Sekil 11). Déllenmeden hemen
sonra baglayan embriyonik periyot, dollenmenin baslangicin1 ve yumurta i¢i segmental siireci
ve l.evre larvanin olusumuna kadar olan donemi i¢cermektedir. Postembriyonik periyot ise
larvanin yumurtadan ¢iktig1 ve ergin hale gelinceye kadar gecirdigi tim metamorfoz evrelerini
kapsamaktadir. Ancak gelisim devam ederken sicaklik (Sorensen and Lowschcke 2002;
Sinclair and Roberts 2005; Uysal vd. 2006), beslenme (Chippindale et al. 1993; Mair et al.
2003; Partridge et al. 2005; Grandison 2009), nem, ¢iftlesme, popiilasyon yogunlugu (Kizilet
ve Uysal 2012), radyasyon (Moskalev et al. 2011) gibi faktorler hayat dongiisiini

etkilemektedir.

Olgun yumurta sitoplazmasi, yeni gelisecek embriyo ic¢in gerekli olan birtakim
transkript iiriinleri ile proteinleri tasimaktadir ve bu molekiiler yapilar, gametogenezin biiyiime
evresinde olusurlar. Mayotik dongii sirasinda sentezlenmis olan tiim bu tiriinler, déllenmeden
once anneden gelecek seklinde diizenlenmistir. Bocek yumurtalar1 genellikle sentrolesital tipte
olup Drosophila’da da ayn1 tip yumurta bulunmaktadir. Bu yumurta tipinde niikleus merkezi
pozisyonlu, vitellis maddesi bol ve sitoplazma yumurtanin g¢evresinde ince bir tabaka
halindedir. Déllenmeyle birlikte zigot c¢ekirdegi (2n) sitokinez olmaksizin art arda dokuz
boliinme gegirerek yaklasik 512 g¢ekirdekli sinsityum denilen yapiy1 olusturur. Bu g¢ekirdekler
yumurtanin dig yiizeyine dogru gog ettikten sonra yaklagik dort boliinme daha gegirerek
sinsitiyal blastoderm yapisini meydana getirirler. Yumurtanin dis ylizeyinde bulunan ve
embriyonun simetri eksenini belirleyecek olan c¢ekirdeklerin etrafi molekiiler yapilar igeren
sitoplazma ile ¢evrilir. Embriyoda gonadal yapmin olusacagi posterior kisimda da esey

hiicrelerine ait dnciiller yer alirlar.
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Sekil 11. D. melanogaster’in hayat dongiisii.

D. melanogaster’de dollenen yumurtada 0-22 saat iginde embriyo olusur. 22. saatin
sonunda da yumurtadan larva ¢ikar ve toplu igne basi kadar olan, gozle goriilebilen bu larva
birinci larva evresidir. Yaklasik 47. saatte 1. deri degisimi sonucunda ikinci evre larvalar, 72.
saatte ise 2. deri degisimi sonunda ii¢lincii evre larvalar meydana gelmektedir. 1., 2. ve 3. evre
larvalar besi yerinde oyuklar acarak beslenmeye devam ederler. 5. giinde 3.evre larvalar, kitin
plaka ile sarilmaya ve yavas yavas hareketsizlesmeye baslayarak 4.larva evresi olarak da
tanimlanan prepupa evresine gecerler. Tamamen hareketsiz evre ise pupa evresidir ve fig1 tipi
pupa 6.giinde olustuktan sonra imaginal disklerin histolizi ve ergin bireylere ait organogenez
ile pupa i¢i degisiklikler baglar. Yaklasik 9-10 giin sonra da ergin bireyler pupa kilifindan

cikarlar.

D. melanogaster’in embriyonik ve postembriyonik gelisiminde rol oynayan birtakim
genler bulunmaktadir (Sekil 12). Bu genlerin bir boliimii (%30) vital genlerdir ve Miklos and
Rubin (1996) tarafindan bildirildigine gore, bu genlerdeki herhangi bir mutasyona bagl olarak
Drosophila’da ya gelisim dongiisii tamamlanamamakta ya da gelisen bireylerde 6liim meydana
gelebilmektedir. “Maternal etkili genler”, Drosophila’da viicudun anterior (6n), posterior (arka)
ve terminal (u¢) kisimlarinin olusumundan/diizenlenmesinden sorumlu genlerdir. Bu genlerden

en onemlileri bicoid ve nanos genleridir. Bicoid genlerindeki mutasyonlar sonucunda bas ve
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toraks bolgesi bulunmayan larvalar olusurken nanos genlerindeki mutasyonlarda eksik
abdominal segmentler meydana gelmektedir. Maternal etkili genlerin mRNA veya protein
tiriinleri, oogenez esnasinda gelismekte olan yumurta sitoplazmasiin belirli bolgelerine
dagilmistir. Bu gen firiinleri ile gap (bosluk) genleri uyarilarak embriyonun genis bolgelere

ayrilmasi saglamaktadir.

Maternal etki genleri (Anasal etkili genler)

!

Anterior (6n) Posterior (arka) Terminal (ug)
grup genleri grup genleri grup genleri
t t

!

Zigotik genler

Bosluk (gap) genleri
r 4 Cift-kural genleri <+
—> Segment polarite genleri <«
}
Homeotik genler <—J

Sekil 12. Drosophila’nin viicut yapisini olusturan genlerin siniflandirilmasi.

“Zigotik genler” olarak bilinen bosluk, cift-kural ve segment polarite genleri
Drosophila’da segment olusumunda gorev alirlar. Embriyo, bosluk genlerinin ifade edilmesi
sonucunda bas, gogiis ve karin olmak iizere li¢ genis kisma ayrilir. Ancak bosluk genlerinin
mutasyona ugramasi ile segmentler arasinda biiyiik bosluklar olusmaktadir. Ornegin, huncback
geninde gerceklesen mutasyonlarda bas ve gogiis, knirps geninde gergeklesen mutasyonlarda
da karm kismimin biiylik ¢ogunlugu kaybolmaktadir. Drosophila’nin embriyonal gelisimi
sirasinda viicut segmentlerinin sirasini belirleyen bosluk genleri ayni zamanda cift kural

genlerinin transkripsiyonunu da kontrol etmektedir. Bu durum da bosluk genleri hem kontrol
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geni hem de ¢ift kural genlerinin calismasini aktive ettigi i¢in regiilator (diizenleyici) gen olarak

islevseldir.

Cift-kural genleri, bosluk genleri tarafindan olusturulan bas, gogiis ve karin gibi
viicudun genis kisimlarii bir segment biiyiikliigiinde parcalara bolerek segment sinirlarini
belirlemektedir. Ayrica yine ¢ift-kural genleri tarafindan sentezlenen gen iiriinleri, bir diger
maternal etkili gen olan segment polarite genlerinin ifadesini de kontrol ederek her bir
segmentte bulunan hiicrelerin gelisim siirecini belirlemektedir. Segment polarite genleri ise
segmentlerin anterio-posterior organizasyonunu belirlemektedir. Drosophila’nin segment
smirlarinin belirlenmesiyle bu kez homeotik genler aktive olurlar ve hangi segmentin hangi
viicut yapilarini (anten, kanat, karin, agiz pargalari ve gogiis) olusturacagi homeotik genler
tarafindan belirlenir. Ancak homeotik genlerde meydana gelen mutasyonlar, mutant sineklerin
olusmasina yol agmaktadir. Ornegin, antennapedia geninde ki mutasyon ergin sineklerin bas

bolgesinde anten yerine bacak olusumuna neden olmaktadir.

Tiim embriyonik ve postembriyonik gelisim siirecinde gorev alan genlerin etkilesimi
sonucunda D. melanogaster’in larvalari viicut kisimlar1 bakimindan sekillenmektedir. Larvalar
bas bolgesinde bir, gdgiis bolgesinde ii¢ ve karin bolgesinde de sekiz tane olmak iizere toplam
12 segmente sahiptir. Ergin bireylerde ise bas ve gogiiste ii¢, karin bolgesinde de sekiz olmak

lizere toplam 14 segment bulunmaktadir (Uysal vd. 2006).

D. melanogaster’in Oregon-R yabanil ve mutant soylart

Bu tez ¢aligmasi i¢in genetik alaninda yapilan aragtirmalarda model organizma olarak
kullanilan D. melanogaster’in Oregon-R yabanil soyu ile multiple wing hair (mwh) ve flare
(flr®) mutant soylar1 kullanilmistir. Bu iki soy, Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji
Boliimii Genetik Arastirma Laboratuvari’nda uzun yillardan beri kendilestirilen (baci-kardes
eslestirmeleri), genetik acidan homojen soylar olup %60 bagil nem igeren, 25+1°C sicaklik ve

stirekli karanlik sartlara sahip 1sitmali-sogutmali sicaklik kabinlerinde muhafaza edilmektedir.

In vivo omiir uzunlugu testinde kullanilan D. melanogaster Oregon- R yabanil soyu,
herhangi bir mutant karakter tasimayan kiremit kirmizis1 goz rengine, bir gesit nokta (basit) goz
olan ommatidiumlardan olusan birlesik ya da petek gozlere (Sekil 8), segmentli viicut yapisina,

kahverengi viicut rengine, uzun ve diizgiin kenarli kanatlara sahiptir (Sekil 10 ve Sekil 16b).

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde (SMART) kullanilan flr® mutant soyuna
ait flr® belirleyici (marker) resesif geni, 3. kromozomun sentromerine yakin 38,8. lokasyonda
(3-38,8) yer almaktadir (Sekil 13). Bu gen fenotipte uzun, diiz ve normal kanat killar1 (Sekil
14a, Sekil 15a) yerine kisa, belli bir bigimi olmayan, korelmis, koyu renkli killarin (Sekil 14b)
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olusumuna yol agmaktadir (Graf et al. 1984). flr® belirleyici geni homozigot durumda canlinin
embriyonik gelisimini tamamlamadan letalite gostermesine neden olmaktadir. Bu yiizden ergin
birey olusumu gozlenememektedir. Embriyonik evrede gerceklesen letal etkinin ortadan
kaldirilmas1 i¢in Bd® (beaded-serrat) genini tagiyan TM3 dengeleyici kromozomu
kullanilmaktadir. Ayrica normal bireylerde uzun kanatlarin kenarlar1 diizglin iken 3.
kromozomda Bd® genini (3-91,9) tasiyan bireylerde kanatlar normalin aksine testere disi
seklinde (Sekil 16a) goriilmektedir (Graf et al. 1998).

3
mwh fir Sentromer Bd®
0,3 38,8 47,7 91,9

Sekil 13. mwh ve fIr® genlerinin kromozom iizerindeki konumu.

Sekil 14. a) D. melanogaster’in yabanil tip bireylerine ait uzun, diiz kanat killarinin ve b) flr®
geni tagtyan bireylere ait kisa, korelmis kanat killarinin mikroskobik goriintiisii (10x40).

Diger belirleyici gen olan mwh geni, resesif bir gen olup bir hiicreden ii¢ veya daha fazla
sayida kanat kilinin (Sekil 15b) ¢ikmasina neden olmaktadir (Graf et al. 1998). Bu belirleyici
gen de 3. kromozomun telomerine yakin 0,3. lokasyonda (3-0,3) yer almaktadir (Sekil 13).
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Sekil 15. a) D. melanogaster’in yabanil tip bireylerine ait kanat killarinin ve b) mwh geni
tagiyan bireylere ait kanat killarinin mikroskobik goriintiisii (10x40).

Sekil 16. a) flr® genini tasiyan bireylerin testere disi kanat fenotipi. b) mwh genini tastyan
bireylerin normal kanat fenotipi.

Calismada kullanilan bitkiler
Datura stramonium L. (boru otu)

Orta Amerika ve Meksika kokenli olan D.stramonium L. tiirii, bulundugu bolgedeki
halk tarafindan cin otu, boru otu, seytan elmas1 ve tatula gibi isimlerle bilinmektedir (Greene et
al. 1996). Iliman iklim bdlgerinde yayilis gdsteren bu tiir, iilkemizin i¢ Anadolu, Ege, Marmara,
Karadeniz, Glineydogu Anadolu, Dogu Anadolu ve Akdeniz olmak {izere tiim bolgelerinde
bulunmaktadir (Sekil 17).
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Sekil 17. D. stramonium L. nin tilkemizde yayilis gosterdigi bolgeler.

1-1,5 m boyunda tek veya ¢ok yillik bir bitki olan D.stramonium L., dik govdeli,

yuvarlak sapli, dikensi meyve (Sekil 18) ile beyaz, pembe, mor veya kirmizi renkte ¢igeklere
(Sekil 19) sahiptir.

Sekil 18. D. stramonium L.’nin dikensi ¢ikintilara sahip meyvesi ve tohumlari.
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Sekil 19. Dogal ortaminda farkli renklerde Datura stramonium L. bitkisi.
Nicotiana rustica L. (Maras otu)

Diinyanin bir¢ok yerinde dumansiz tiitiin olarak kullanilan N. rustica L., halk arasinda
deli tiitiin, Maras otu, Aztek tiitiinii veya Hasankeyf tiitiinii olarak da bilinmektedir. Ulkemizin
ozellikle Gaziantep, Kahramanmaras ve Sanlurfa cevresinde keyif verici olarak siklikla

tiketilmektedir (Sekil 20).
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Sekil 21. Dogal ortaminda Nicotiana rustica L. bitkisinin goriiniisi.

N.rustica L., yaklasik 1,5 m boyunda yapraklari oval, kaliks tiipii kadehe benzeyen, salgi
tilyleri bulunan tek veya c¢ok yillik bitkilerdir (Sekil 21). Bu bitki tiiriiniin kurutulan yapraklari,
ya sigara ya da cene ile dudak arasina yerlestirilen Maras otu yapiminda kullanilmaktadir

(Baytop 1984; Erenmemisoglu et al. 1992).

Hyoscyamus niger L. (ban otu)

Solanaceae familyasina ait H. niger L., Avrupa ve Kuzey Afrika kokenli bir bitki olup
tipk1 Datura stramonium L. gibi iilkemizin yedi ayr1 bolgesinde yol kenarlar1 ve bos arazilerde

bulunmaktadir. Bu bolgelerle ilgili cografik harita Sekil 22°da verilmistir.
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Halk arasinda siyah ban otu, gavur hashasi, bengildek, ber¢ ve dagdagan gibi isimlerle

—

Sekil 22. H. niger L. nin iilkemizde bulundugu bolgeler.

bilinen bu bitkinin boyu 30-70 cm olup, saplart dik, yapraklari oval, koyu renk tohum (Sekil
23) ve soluk sar1 ¢igeklere sahip tek veya ¢ok yillik bitkilerdir (Sekil 24). Ayrica kadehe
benzeyen meyvelerinde de (Sekil 23) ¢ok sayida tohum bulunmaktadir (Baytop 1984).

Sekil 23. H. niger L. bitkisine ait meyve ve tohumlarin gériintisii.
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Sekil 24. Dogal ortaminda Hyoscyamus niger L. bitkisinin gigekleri.
Kullanilan kimyasal maddeler, alet ve cihazlar

Calisma kapsaminda yapilan 6miir uzunlugu testinde propiyonik asit (Cas No: 79-09-
4), agar-agar (Cas No: 9002-18-0) ve dietil eter (Cas No: 60-2-7), somatik mutasyon ve
rekombinasyon testinde ise dimetil siilfoksit (DMSO: Cas No: 67-68-5), Drosophila Instant
Medium (DIM), gliserol (Cas No: 56-81-5), arap zamki1 (Cas No: 9000-01-5), kloral hidrat (Cas
No: 302-17-0), etil metansiilfonat (EMS: Cas No: 62-50-0), sodyum hidroksit (Cas No: 1310-
73-2) ve entellan (Cas No: 97-88-1) gibi kimyasal maddeler kullanilmis ve bu kimyasal
maddelerin timii Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) firmasindan temin edilmistir.

Calisma kapsaminda kullanilan cihaz, cam ve metal malzemeler Atatiirk Universitesi,
Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Genetik Arastirma Laboratuvarindan saglanmistir. Bunlar;
hassas terazi (KERN ABJ 220-4M), 1sitmali-sogutmali sicaklik kabini (BINDER ETUV RE
53), no-frost buzdolabi (VESTEL IDEA 465 A NF), kuru hava sterilizatorii (BINDER ED 115),
stereo mikroskobu (NIKON/ SMZ-10), kamerali trinokiiler 151k mikroskobu (BOECO, BM-
180/T/SP), binokiiler mikroskop (LEITZ) gibi cihazlar ile kurutma kagidi, beher, cam kroze,
cam sise, tikag, erlenmayer, baget, petri kabi, ince uclu tweezer (pens), lam ve lamel gibi cam

ve metal malzemelerdir.
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Metot
Kullanilan bitkilerin toplanmasi ve kurutulmasi

Calisma kapsaminda kullanilan D. stramonium Mugla iline bagli Mentese il¢esinden
(37,207348°Kuzey, 28,368521°Dogu), N. rustica Kahramanmaras iline bagl Tirkoglu
ilgesinden (37.378052°Kuzey, 36.841424°Dogu) ve son olarak H. niger Erzurum iline bagl
Pasinler il¢esinden (40.023718°Kuzey, 41.593414°Dogu) toplanmistir.

Bitkilerin tez ¢alismasinda kullanilabilmesi ve ekstraktlarin yapilabilmesi i¢in tim
bitkiler 6nce ayr1 ayr1 olmak iizere kurutma kagitlarina sarilip oda sicakliginda (22-24 °C) ve
dogrudan giines 15181 gérmeyen karanlik bir ortamda kurumaya birakilmigtir. Bu agamada
bitkilerin ¢iirimemesi i¢in kurutma kagitlar1 siklikla degistirilmistir. Kurutma islemi
tamamlandiktan sonra ekstraksiyon i¢in D. stramonium ve H. niger’in tohumlar1, N. rustica’nin
ise yapraklar1 kullanilmistir. Bu amagla da bitkilerin tohum ve yapraklari havan igerisindeki

stv1 azot ile dondurularak 6giitiilmiistiir. Boylece kiiciik ve ince graniiler tanecikler edilmistir.

Kullanilan bitkilerin metanol ekstraktlarinin hazirlanmasi

Kurutulmus ban otu ve boru otunun tohumlari ile Maras otunun yapraklar1 25 gr olacak
sekilde tartilip iginde 200 ml metanol bulunan balon joje igerisine konulmustur. 24 saat boyunca
oda sicakliginda ekstrakte edilen bitkiler, siizge¢ kagidi ile siiziilmiis ve bu islem ii¢ kez
tekrarlanmistir. Daha sonra elde edilen siiziintiiden metanolii ayristirmak i¢in 50°C sicakliga
ayarli Soxhlet ekstraktor diizenegi kurulmustur. Yogunlastirma sonucu elde edilen bitki
oOziitleri, ayr1 ayr1 olmak iizere steril cam siselere konulmus ve kullanilincaya kadar +4°C’de
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Bitkisel ekstraktlar, D. stramonium igin DSmet, N. rustica

icin NRmet Ve H. niger i¢in de HNmet olarak isimlendirilmistir.

Kullanilan bitkilerin su ekstraktlarinin hazirlanmasi

Kurutulan Maras otu, ban otu ve boru otuna ait su ekstraktlarinin hazirlanmasi igin, her
bir bitki kurusu ayr1 ayr1 olmak iizere erlenmayere konulmustur. Daha sonra {izerine 60-80°C
sicaklikta saf su ilave edilerek bu sicakligin 21-24 °C’ye diismesi i¢in beklenilmistir. Yapilan
siizme islemi sonucunda bu karisimdan sulu bitki ¢ozeltisi elde edilmis ve c¢ozeltiler D.
stramonium ig¢in DSsy, N. rustica i¢in NRsy ve H. niger i¢in de HNs, olarak kisaltilmustir.
Cozeltilerdeki suyun uzaklastirilmasi i¢in de {riiniin esas seklini ve Ozelliklerini koruyup
dondurarak kurutma yani liyofilizasyon yontemi ile ¢alisilmistir. Bu amagla ilk olarak petri
kaplarina alinan sulu bitki 6ziitleri bu sekilde -80°C’de 24 saat bekletilmistir. Liyofilizasyon
isleminin vakumlama basamaginda meydana gelebilecek olast bozulmalara karsi petri

kaplarinin iistleri parafilm ile kapatilmis ancak hava sirkiilasyonunun olabilmesi i¢in parafilm
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tizerine kiiclik delikler agilmistir. En son liyofilizatoriin i¢ bdliimiinde bulunan tablaya petri
kaplar1 yerlestirilmis ve 85°C’de 48 saat vakumlanarak kurumaya birakilmistir. Liyofilizasyon
islemi, Atatiirk Universitesi, Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi
(DAYTAM)’nde bulunan Christ Alpha 2-4 LSC Plus marka liyofilizator ile yapilmistir.

Drosophila besi yerinin hazirlanmasi

Drosophila stok kiiltiirleri ve uygulama gruplari, Standart Drosophila besi yeri’nde
(SDB) yetistirilmektedir. SDB yapiminda kullanilan malzemeler ve miktarlar1 Tablo 2’de
verilmistir. Besi yeri hazirlamak i¢in oncelikle 440 cc saf su kaynatilir. Ayn1 zamanda baska
bir beherde 125 cc saf suya misir unu ve bira mayasi eklenerek ikinci karisim hazirlanir.
Kaynayan 440 cc saf suya Once agar-agar daha sonra toz seker eklenerek bu maddelerin saf su
icinde homojen olarak ¢oziinmesi gerceklesinceye kadar baget yardimiyla karistirilir. Elde
edilen karigima misir unu ve bira mayasindan olusan ikinci karisim da eklenerek kisik ateste
kivam alincaya kadar kaynatmaya devam edilip (yaklasik15 dk) sogumaya birakilir. SDB’ye
son olarak kiif inhibitorii olarak propiyonik asit eklenip 250 ml’lik steril kiiltlir siselerine
yaklasik iki parmak yiikseklige denk gelecek sekilde dokiiliir. Kiiltiir siseleri icerisindeki besi
yerinin kontamine olmamasi i¢in iizerleri kurutma kagidi ile kapatilip 1 giin boyunca oda
sicakliginda sogumaya birakilir. Soguyan siselerin agizlart ertesi giin steril siinger tikaclarla
kapatilip stok kiiltiirlerin aktariminda veya deneysel caligmalarda kullanilmak {izere

buzdolabinda muhafaza edilir.

Tablo 2. Drosophila Besi Yerinin Igerigi

Kullanilan malzemelerin adi Kullanim miktarlar:
Saf su 565 ml

Misir unu 50 gr

Bira mayasi 19 gr

Agar-agar 9gr

Toz seker 60 gr

Propiyonik asit 3,5 ml

Bu tez kapsaminda SMART igin kullanilacak olan mutant soylar ise Drosophila Instant
Medium (DIM) olarak bilinen hazir besi yerinde yetistirilmistir. Bu amagcla da deney tiipleri

icine 1,5gr DIM konularak iizerine 4 ml saf su ilave edilerek besi yeri ortam1 hazirlanmistir.

D. melanogaster i¢in eterizasyon (bayiltma) isleminin yapilmasi

Eterizasyon islemi, Drosophila tiirlerinin fenotipik olarak detayli incelenebilmesi,
deneysel prosediire uygun olarak stok kiiltiirlerin veya uygulama gruplariin aktarilabilmesi ve

Ozellikle omiir uzunlugu testlerinde popiilasyonda yasayabilen/6len bireylerin sayimlari i¢in
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yapilmaktadir. Clinkii Drosophila tiirleri pozitif fototropik (1s18a dogru), pozitif kemotropik
(kimyasal maddelere) ve negatif geotropik (yergekiminin tersi) yonelim gosterirler ve kiiltiir
siselerinin tikaglar1 acildig1 zaman oldukca hizli hareket ederek dis ortama kagisabilmektedirler.
Bu nedenle deneysel maniipilasyonlarin yapilabilmesi i¢in onlarin hareketlerinin yavaglatilmasi
gereklidir. Ergin bireyler eterizasyon i¢in cam kroze igerisine aktarildiktan sonra krozenin agzi
cam veya plastik bir petri ile kapatilir. Daha sonra cam kroze, bir miktar dietil eter igeren
erlenmayere yerlestirilir. Krozenin tabaninda bulunan torfdaki gézeneklerden yukariya dogru
niifus eden eter, kisa siire iginde Drosophila’nin yar1 hareketsiz (baygin) hale gelmesini saglar.

Boylece baygin ergin bireyler tercih edilen ¢aligsmalar i¢in hazir hale getirilmis olurlar.

Omiir uzunlugu testi icin ergin birey secimi

Omiir uzunlugu testinde kullanilan D. melanogaster’in Oregon-R yabanil soyuna ait
ergin bireyler, SDB iceren ¢ok sayida kiiltiir sisesinde 6n ¢aprazlamalara tabi tutulmustur (P:
10 @ X 10 &). Ebeveynlerin metamorfozu tamamlanmasinin ardindan F1 nesline ait ayn1 yash
(7244 saatlik) ve heniiz ¢iftlesmemis yavru bireyler, esey ayrimi yapilarak 4’er saatlik
periyotlarla 3 giin boyunca ayr1 ayr1 olmak tizere toplanmistir. Daha sonra toplanan bireyler ile

100 disi ve 100 erkek bireyden olusacak sekilde kontrol ve uygulama gruplari olusturulmustur.

Bitki ekstraktlarina ait stok soliisyonlarin hazirlanmasi ve ergin bireylere bitki
ekstraktlarmin uygulanmasi

Tez ¢alismasinda kullanilan ii¢ ayr1 bitkiye ait metanol ve su ekstraktlari, 6nce %]1°lik
DMSO’da ¢oziiliip 600 ppm’lik stok soliisyon hazirlanmis ve bu stok soliisyonlar +4°C’de
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Soliisyonlarin taze hazirlanip kullanilmasma da dikkat

edilmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda yapilan 6n denemeler ile DSsy, DSmet, NRsy, NRmet, HNsy Ve
HNmet bitki ekstraktlari i¢in dort farkli uygulama dozu (10, 20, 30 ve 40 ppm) belirlenmistir. 10
ppm uygulama grubundan daha diisiik dozlar 6miir uzunlugu tizerinde herhangi bir negatif etki
gostermezken 40 ppm uygulama grubundan daha yiiksek dozlar toplu 6liimlere yol agmustir.

Bu nedenle daha diisiik ve daha yiiksek dozlar ile ¢alisilamamaistir.

Omiir uzunlugu testinde negatif kontrol gruplar olarak yalmzca distile su ile hazirlanan
SDB ve bitkisel ekstraktlarin ¢oziiciisii olan %1 DMSO ig¢eren SDB (SDB+DMSO)
kullanilmistir. Uygulama gruplar ise bitkisel ekstraktlar1 dort farkli dozda (10,20,30,40 ppm)
iceren SDB (SDB+metanol/su ekstraktlar1) ile hazirlanmistir. Deneyler, gerek negatif kontrol
gerekse uygulama gruplari igin 100 9 ve 100 33 birey ile es zamanlh baslatilmistir. Fakat

poplilasyon yogunlugundan kaynaklanabilecek sorunlari engellemek amaciyla her uygulama
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grubuna ait 100’er bireyden olusan popiilasyon, 25’er bireylik 4 gruba ayrilmis ve boylece
ozellikle sayimlar sirasinda bireylerin kagislarina bagli veri hatalarinin Oniine gecilmistir.
Kronik uygulamaya maruz birakilan deney grubuna ait bireyler, baslangi¢c dozlarina uygun
sekilde haftada 2 kez olmak iizere taze besi ortamina aktarilmis ve aktarimlar sonucunda 6len
ergin bireyler kaydedilmis ve besi yeri ortamindan uzaklastirlmistir. Ug tekerriirlii olarak

yapilan bu iglemler, besi yeri ortaminda ki son birey 6liinceye kadar devam etmistir.

SMART icin ergin birey secimi

Bir diger in vivo test olan SMART igin de D. melanogaster’in mwh ve flr® mutant
soylarina ait ergin bireyler ayr1 ayr1 olmak tizere SDB iceren kiiltiir siselerinde On

caprazlamalara tabi tutulduktan sonra yavru bireyler elde edilmistir.

Her iki soya ait ¢iftlesmemis yavru bireyler, 4’er saatlik periyotlarla disi ve erkek ayrimi
yapilarak ayr1 ayri kiiltiir siselerinde toplanmistir. Trans-heterozigot larvalarin elde edilebilmesi

amaciyla da giftlesmemis ergin bireyler ile;

a) P: fIrPQ X mwh & caprazlamas: ve b) P: fId X mwh @ “resiprokal caprazlamalarr”
yapilmistir. Her iki soya ait disi ve erkek bireylerin ciftlesmeleri icin 1 gilin siireyle
beklenilmistir. Ciftlesmeler gerceklestiginde disiler tarafindan besi yeri {izerine birakilan
yumurtalardan ¢ikan larvalarin ayni evrede olabilmeleri i¢in ayni ebeveynler farkli besi yeri
ortamina aktarilmistir. Boylece ayni ebeveyn bireylerden her yeni besi yerine yumurta

birakarak daha fazla larva elde edilebilmesi saglanmistir.

3. evre larvalara bitkisel ekstraktlarin uygulanmasi ve elde edilen ergin
bireylerin kanat preparatlarinin hazirlanmasi

SMART i¢in ergin birey elde edebilmek amaciyla distile su ve bitki ekstraktlarinin
¢Oziiciisii olan %1 DMSO negatif kontrol gruplar1 ve mutajenik etkisi bilinen etil metanstilfonat
(1ppm EMYS) ile de pozitif kontrol gruplar1 olusturulmustur. DSsy, DSmet, NRsu, NRmet, HNsu Ve
HNmet bitki ekstraktlarina ait uygulama gruplari i¢in de bu ekstraktlar farkli dozlarda (10, 20,
30 ve 40 ppm) olmak Drosophila Instant Medium (DIM) bulunan kiiltiir siselerine eklenmistir.
Kontrol ve uygulama gruplarina ait her besi yeri ortamina yaklasik 150 trans-heterozigot larva
konulmus ve larvalar hayat dongiileri tamamlanincaya kadar isitmali-sogutmali etiivlerde

tutulmustur.

Hayat dongiilerini tamamlayan ergin bireyler giinliik olarak toplanmistir. Kanat
preparatlarini hazirlamak icin toplanan ergin bireyler, eppondorf tiiplerinde bulunan %70’lik
etil alkol igerisinde +4 °C’de saklanmistir. Kontrol ve uygulama gruplarina ait preparatlar

normal (mwh/flr®) ve serrat (mwh/TM3, Bd®) kanat fenotiplerine gore ayr1 ayr1 hazirlanmustir.
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Bu amacla, ergin bireyler birka¢ damla faure soliisyonu (Tablo 3) igeren ¢ukur lam igerisine
konularak onlarin kanatlar1 binokiiler mikroskop altinda ince uglu tweezer (cimbiz) yardimiyla
viicutlarindan ayrilmistir. 40 ergine ait 80 adet kanat lam iizerinde aralarinda bosluklar kalacak
sekilde yan yana dizilmis ve preparatlarin kurumasi i¢in oda sicakliginda 24 saat bekletilmistir.
Kanatlara ait daimi preparatlarin yapilabilmesi i¢in de entellan damlatilarak lamel (24x60 mm)
ile kapatilmis ve yine oda sicakliginda 24 saat bekletildikten sonra kanat preparatlari

mikroskobik analiz i¢in hazir hale gelmistir.

Tablo 3. Faure Soliisyonunun Igerigi

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

Hazirlanan kanat preparatlarinin mikroskobik analizi.

Kanat preparatlar1 kamerali trinokiiler 151k mikroskobu (BOECO, BM-180/T/SP)
altinda A, B, C, C’, D, D’ ve E kanat sektorlerine (Sekil 25) ayrilarak incelenmistir (10x40).
Kanatlarin mutant klon tastyip tasimadiklarini belirlemek ic¢in dorsal ve ventral yiizeylerindeki
hiicre tabakalarinin her biri ayr1 ayr1 taranmis ve Oylece her bitki ekstraktina ait uygulama

gruplarinda goriilen mutant klon sayilari, uygun klon tipine gore kayit altina alinmigtir.

Serrat kanat

Normal kanat

Sekil 25. Normal ve serrat kanatlara ait sektorler.

Kanatlardaki mwh ve/veya flr® mutant klonlar kiigiik tek tip, biiyiik tek tip ve ikiz klon
seklinde kaydedilmistir. Kiiciik tek tip klonlar yalnizca 1-2 mwh hiicrelerinden, biiyiik tek tip
klonlar > 3 mwh veya > 4 fIr® hiicre gruplarindan ve ikiz klonlar ise mwh ve flr® hiicrelerinin

ikisinin birlikte tek klon icerisinde yer almasi ile meydana gelmektedir.
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Klon indiiksiyon frekansinin hesaplanmasi

Bitkisel ekstraktlar ile yapilan kronik uygulamalar sonucunda elde edilen mutant klon
sayilar1 dikkate almarak klon indiiksiyon frekansi da (KIF) asagida verilen formiile gore
hesaplanmistir (Szabad et al. 1983).

f=—x10°
" NC

Yalnizca mwh klonlarinin g6z 6niine alindig1 bu denkleme gore, denklemdeki “f” mwh
klon indiiksiyonunun ortalama frekansini, “n” gozlenmis olan toplam mwh klon sayisini, “N”
analiz edilmis olan kanat sayisin1 ve “C” bir kanat tizerindeki incelenebilecek hiicre sayisini
gostermektedir. Wurgler and Vogel (1986)’a gore, bir kanadin her iki yiizeyinde (dorsal ve

ventral) incelenebilecek 24 400 hiicre bulunmaktadir.

Caprazlamalar sonucunda olusan trans-heterozigot larvalardan gelisen bireyler, kanat
bakimindan normal ve serrat kanat olmak lizere, iki farkli fenotiptedir. Serrat kanatlara sahip
bireylerde bulunan dengeleyici kromozomun (TM3) varligi, bu kromozom pargasi {izerine
yerlestirilmis dominant mutant bir gen olan Serrate (Ser) sayesinde tespit edilebilmektedir.
Dengeleyici kromozomun rekombinasyonu baskilamasi nedeniyle bu fenotipe sahip bireylerde
gbzlenen mutant klonlar, sadece mutasyon sonucu meydana gelmektedir. Bdylece, serrat
kanatli bireylerden elde edilen verilerle normal kanatli bireylerden elde edilen verilerin
karsilagtirilmasiyla ¢alismada kullanilan ajanin mutajenik ve/veya rekombinojenik etkileri ayri

ayri tespit edilebilmektedir (Frei and Wurgler 1996).

Istatistiksel analiz yontemleri

SMART yonteminde elde edilen verilerin analizleri Microsta istatistik programi ile
yapilmistir. Orijinal (null) hipotez (Ho), kontrol grubu ile uygulama gruplar1 arasinda herhangi
bir fark olmadigini, alternatif hipotez (Ha) ise uygulama grubunda olusan indiiklenmis
mutasyon oranmin kontrol grubundan m defa daha fazla oldugu varsayimma gore
degerlendirilmistir. Her iki hipotezin hesaplanmasindan elde edilen degerler; 6nemsiz fark (1),

negatif (-), pozitif (+) ve zayif pozitif (z) olarak belirtilmistir (Frei and Wurgler 1988).

Omiir uzunlugu testinden elde edilen verilerin analizleri de SPSS13.0 istatistik programi
ile yapilmistir. Hem kontrol hem de uygulama gruplarinin maksimum ve ortalama omiir
uzunluklarina ait grup i¢i ve gruplar arasi karsilastirmalarda Tukey ve Duncan testleri
kullanilmistir. Ayrica Microsoft Windows Office Excel programi kullanilarak her iki

popiilasyona ait bireylerin hayatta kalis egrileri ¢izilmistir.
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Mikrofotografi

Tez kapsaminda kullanilan D. melanogaster’in mwh ve flr> mutant ergin bireylerine ait
fotograflar, stereo mikroskoba bagli 5,0 megapiksel kameraya sahip dijital fotograf
makinesiyle, SMART testi ile ilgili mutant klonlarin fotograflar1 ise kamerali 151k mikroskobu

ile ¢ekilmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI

Bu ¢aligmada N. rustica (NR), H. niger (HN) ve D. stramonium (DS) bitkilerine ait su
ve metanol ekstraktlarinin D. melanogaster’de toksik ve genotoksik etkili olup olmadigi iki ayri
in vivo test yontemi olan Omiir uzunlugu ve somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
(SMART) ile arastirilmistir. Bu amagla uygulama ve kontrol grubu olmak iizere iki farkli
calisma grubu olusturulmustur. Uygulama gruplarinin olusturulabilmesi i¢in yapilan 6n
denemeler ile dort farkli konsantrasyon belirlenmis ve bitkisel ekstraktlar 10, 20, 30 ve 40 ppm
olmak iizere Standart Drosophila besi yerine (SDB) ilave edilerek hem 6miir uzunlugu hem de
SMART testlerinde kullanilmigtir. Uygulama gruplarina ait en diisik ve en yliksek
konsantrasyonlarin se¢iminde akut Sliimlerin meydana gelmedigi 10 ppm ve 40 ppm tercih
edilmistir. 40 ppm’den daha yiiksek uygulamalar ise birka¢ giin icerisinde gerceklesen toplu
oliimler sebebiyle kullanilamamistir. Ayrica yalmizca distile su ile hazirlanan SDB ve tiim
bitkisel ekstraktlarin ¢oziiciisii olan %]1°lik dimetil siilfoksit (DMSO) kullanilarak negatif
kontrol gruplar1 olusturulmustur. SMART ig¢in distile su ve DMSO negatif kontrol gruplarinin
disinda mutajenik etkili oldugu bilinen etil metan siilfonat (EMS) ile pozitif kontrol grubu da
hazirlanmis ve uygulama gruplarindan elde edilen sonuglar tiim kontrol gruplart ile

karsilastirilmistir.

Omiir Uzunlugu Testinden Elde Edilen Bulgular
Kontrol gruplarinda 6miir uzunlugunun belirlenmesi

Sunulan tez kapsaminda 6ncelikle D. melanogaster’in disi ve erkek popiilasyonlari
yalnizca distile su (no 1) ve DMSO (no 2) iceren SDB’de ayr1 ayr1 olmak lizere yasatilarak
kontrol gruplarina ait Omiir uzunluklari belirlenmistir (Tablo 4). Yapilan uygulamalar
sonucunda distile su ve DMSO negatif kontrol gruplarinda maksimum omiir uzunluklarmin 9
popiilasyonu igin sirastyla 80 ve 77 giin, & popiilasyonu i¢in 79 ve 77 giin oldugu bulunmustur.
Bu calismadan elde edilen veriler ile maksimum 6miir uzunluklariin yani sira ortalama omiir
uzunluklar1 da belirlenmistir. Distile su ve DMSO kontrol gruplarinin ortalama Omiir
uzunluklar1 @ popiilasyonunda 65,87+1,43 ve 63,02+1,38 giin; & popiilasyonunda ise
58,95+1,63 ve 56,34+1,64 giin olarak belirlenmistir (Tablo 4). Her iki kontrol grubunun
maksimum ve ortalama dmiir uzunluklar1 kendi aralarinda istatistiki olarak karsilastirildiginda

aralarindaki farkin anlamli olmadigi gortilmistiir (p>0,05).
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Tablo 4. D. melanogaster’in @ ve & Popiilasyonlarinda Kontrol Gruplarina ait Maksimum ve
Ortalama Omiir Uzunlugu Degerlerinin Karsilastirilmasi

KONTROL GRUPLARI
22 34

Deney Birey  Maksimum Ortalama Birey  Maksimum Ortalama

Gruplart  Sayist Omiir Omiir P Sayis1 Omiir Omiir P
(no) Uzunlugu  Uzunlugu+SH Uzunlugu  Uzunlugu+SH
Kontrol 100 80 65,87+1,43 100 79 58,95+1,63
@) >0,05 >0,05

DMSO 100 77 63,02+1,38 100 77 56,34+1,64

@)

SH: Standart Hata
NRsu ekstraktinin 6miir uzunlugu iizerine etkisi

Bu uygulamada D. melanogaster’in disi ve erkek popiilasyonlart NRsy ekstraktina
maruz birakilarak maksimum ve ortalama 6émiir uzunluklar1 hesaplanmistir. Elde edilen verilere
gore, distile su ve DMSO kontrol gruplarinin maksimum omiir uzunlugu 9 popiilasyonunda
sirastyla 80 ve 77 giin, & popiilasyonunda 79 ve 77 giin olarak belirlenmistir. Her iki
poplilasyon i¢in kontrol gruplar arasindaki fark istatistiki olarak ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve
sonuglarin p>0,05 diizeyinde anlamli olmadig1 gortilmiistiir (Tablo 4). Ancak distile su (no 1)
ve DMSO (no 2) kontrol grubu ile NRs, uygulama gruplarina ait veriler karsilastirildigi zaman
maksimum 0miir uzunlugunun kisaldig1 ve bu kisalmanin konsantrasyon artisina paralel olarak
arttig1 goriilmiistiir. Soyle ki; NRgy ekstraktinin 10, 20, 30 ve 40 ppm uygulama gruplarinda,
maksimum Omiir Q@ Q igin sirastyla 73, 73, 70 ve 66 giin; 43 igin 73, 70, 66 ve 63 giin olarak
bulunmustur (Tablo 5). Elde edilen bu verilere gore, € popiilasyonu igin kontrol gruplarinda
80 ve 77 giin olan maksimum Omiir en yiiksek uygulamada (40 ppm, no 6) 66 giine, &
poplilasyonunda da 79 ve 77 giinden yine en yiiksek uygulamada (40 ppm, no 6) 63 giine kadar

kisalmustir.

Maksimum omiir uzunluguna ait veriler ile @ ve & popiilasyonu i¢in hayatta kalis
egrileri de ¢izilmis ve Sekil 26°de verilmistir. Laboratuvar kosullarinda yapilan yaglanma
caligmalarinda kronik ¢evresel degisikliklere bagli olarak hayatta kalis egrileri, tipik
dikdortgensel egri olarak ifade edilmektedir ve Sekil 26°de NRgy ekstraktina bagli olarak her
iki poptilasyon icin elde edilen dikdortgensel egri agikga goriilmektedir.
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Tablo 5. Kronik NRsy Uygulanmig D. melanogaster’in @ ve & Popiilasyonlarinda Maksimum
ve Ortalama Omiir Uzunlugu Degerlerinin Karsilastirilmasi

Nicotiana rustica L. (NRsu)

22 34
Deney Birey  Maksimum Ortalama Birey  Maksimum Ortalama
Gruplar1  Sayisi Omiir Omiir P Sayis1 Omiir Omiir P
(no) Uzunlugu Uzunlugu+SH Uzunlugu  Uzunlugu+SH
Kontrol 100 80 65,87+1,43 100 79 58,95+1,63
)
DMSO 100 77 63,02+1,38 100 77 56,34+1,64
@
10ppm 100 73 5983+1,51  L456% g0 73 47494129 ~ 1-3456%
®) 2-5,6% 2-3,4,5,6*
3-6* 3-5,6*
20 ppm 100 73 57,97+1,71 100 70 43,40+1,42 4-6%
(4)
30 ppm 100 70 52,81+£1,70 100 66 38,79+1,38
()
40 ppm 100 66 46,4342,06 100 63 36,78+1,33
(6)
Regresyon diizeyi R=-0,358 R=-0,489

SH: Standart Hata, *: Ortalama 0miir uzunluguna ait degerler arasindaki fark, belirtilen gruplar arasinda 0,05 diizeyinde
onemlidir.

Elde edilen veriler ile NRsy uygulamasi i¢in ortalama 6miir uzunluklari da hesaplanmis
ve bu degerler @ popiilasyonunda DMSO kontrol grubu igin 63,02+1,38 giinden uygulama
gruplarinda (10, 20, 30 ve 40 ppm) sirasiyla 59,83+1,51,57,97+1,71, 52,81+1,70 ve 46,43+2,06
giine; & popiilasyonunda da DMSO kontrol grubu igin 56,34+1,64 giinden uygulama
gruplarinda yine sirasiyla 47,49+1,29, 43,40+1,42, 38,79+1,38 ve 36,78+1,33 giine kadar
gerilemistir. Uygulama ve kontrol gruplarinin maksimum omiir uzunlugu degerleri i¢in 6nem
kontrolleri yapilmis ve * ile belirtilen gruplar arasindaki farkliliklar p<0,05 diizeyinde 6nemli
bulunmustur (Tablo 5). NRsy ekstraktina ait uygulama gruplari i¢in regresyon diizeyi de
hesaplanmig ve bu deger disi popiilasyonunda R=-0,358, erkek popiilasyonunda da R= -0,489

olarak bulunmustur.
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Sekil 26. NRgy uygulanmis D. melanogaster'in @ ve & popiilasyonlarina ait hayatta kalis
egrileri.

NRmet ekstraktinin 6miir uzunlugu iizerine etkisi

NRmet ekstrakti da NRsu’da oldugu gibi farkli konsantrasyonlarda (10, 20, 30 ve 40 ppm)
SDB’ye ilave edilerek D. melanogaster’in disi ve erkek popiilasyonlarina kronik olarak
uygulanmig ve bu ekstraktin Omiir uzunlugu iizerine toksik etkileri belirlenmigtir. ¢
poplilasyonunda distile su kontrol (no 1) i¢in 80 giin ve DMSO kontrol (no 2) grubu i¢in 77
giin olan maksimum 6miir uzunluguna ait degerler, NRmet ekstraktinin ilk iki uygulama grubu
olan 10 ppm (no 3) ve 20 ppm (no 4) i¢in 73 giin iken 30 ppm (no 5)’de 70 ve 40 ppm (no 6)’de
66 giin olarak bulunmustur. &' popiilasyonunda da kontrol gruplar igin sirasiyla 79 (no 1) ve
77 (no 2) giin olan maksimum 6miir uzunluklari, NRmet’in ayn1 uygulama gruplarinda (no 3-6)

sirasiyla 70, 66, 63 ve 60 giine gerilemis ve doz artisina bagh olarak hem @ hem de &
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popiilasyonunda 6miir uzunlugunun kisalmis oldugu gézlenmistir (Tablo 6). Sekil 27°de de her

iki popiilasyona ait hayatta kalis egrileri verilmistir.

Tablo 6. Kronik NRmet Uygulanmis D. melanogaster’in @ ve & Popiilasyonlarinda Maksimum
ve Ortalama Omiir Uzunlugu Degerlerinin Karsilastiriimasi

Nicotiana rustica L. (NRmet)

22 34
Deney Birey  Maksimum Ortalama Birey ~ Maksimum Ortalama
Gruplar1  Sayist Omiir Omiir P Sayis1 Omiir Omiir P
(no) Uzunlugu Uzunlugu+SH Uzunlugu  Uzunlugu+SH
Kontrol 100 80 65,87+1,43 100 79 58,95+1,63
1)
DMSO 100 77 63,02+1,38 100 77 56,34+1,64
@)
10ppm 100 73 61,53£1,36  1456% 400 70 4628+1,42  1-345,6%
®3) 2-4,5,6% 2-3,4,5,6*
20ppm 100 73 55,29+1,85 100 66 4431+1,38
(4)
30 ppm 100 70 51,88+2,11 100 63 43,11%1,38
(®)
40 ppm 100 66 50,21+1,78 100 60 41,66+1,36
(6)
Regresyon diizeyi R=-0,325 R=-0,387

SH: Standart Hata, *: Ortalama 0miir uzunluguna ait degerler arasindaki fark, belirtilen gruplar arasinda 0,05 diizeyinde
6nemlidir.

NRmet uygulama gruplarina ait ortalama 6miir uzunlugu da hesaplanmis ve bu degerler
Q popiilasyonuna ait distile su kontrol (no 1) ve DMSO kontrol (no 2) gruplarinda sirasiyla
65,87+1,43 ve 63,02+1,38 giin; & popiilasyonunda da 58,95+1,63 ve 56,34+1,64 giin olarak
bulunmustur. NRmet uygulamasinin ortalama dmiir uzunlugu iizerine olan etkisine bakildigi
zaman en diisiik uygulama grubu olan 10 ppm’e ait degerler Q’ler i¢in 61,53 £1,36 giin; &’ler
icin de 46,28+1,42 giin olarak belirlenmistir. En yiiksek uygulama grubu olan 40 ppm’de ise
bu siire Q’lerde 50,21+1,78 ve & lerde 41,66+1,36 giin olarak bulunmustur (Tablo 6).

Tablo 6’de de goriildiigii gibi, ortalama Omiir uzunlugu tim NRmet Uygulama
gruplarinda kontrol gruplarma goére kisalmistir. Her iki popiilasyon i¢in kontrol ve uygulama
gruplar istatistiki olarak birbiri ile karsilastirildigi zaman, @ ’ler i¢in en diisiik uygulama grubu
olan 10 ppm disinda tiim uygulama gruplar1 (20-40ppm) ile kontrol gruplari arasindaki fark
onemli bulunmustur (p<0,05). 3’ler de ise tim uygulama gruplari ile kontrol gruplari
arasindaki fark ayni diizeyde onemli bulunmustur (p<0,05). Ayrica NRmet uygulamasi sonucu
¢ popiilasyonu igin regresyon diizeyi R= -0,325, & popiilasyonu i¢in de R= -0,387 olarak
hesaplanmistir (Tablo 6).
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Sekil 27. NRmet uygulanmis D. melanogaster’in @ ve & popiilasyonlarina ait hayatta kalis

egrileri.
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HNsu ekstraktinin 6miir uzunlugu iizerine etkisi

Yapilan tekerriirlii ¢alismalar sonucunda distile su kontrol grubuna ait Q@ ve &
popiilasyonunun maksimum Omiir uzunlugu sirasiyla 80 ve 79 giin iken DMSO kontrol
grubunda bu degerler her iki popiilasyon i¢in de 77 giin olarak belirlenmistir (Tablo 7). HNsy
ekstraktimin  dort farkli konsantrasyonda ve kronik olarak D. melanogaster’in @ ve &
poplilasyonlarina uygulanmasi sonucunda maksimum Omiir uzunlugu, en diisiik uygulama
grubu olan 10 ppm’de sirasiyla 73 ve 66 giin, 20 ppm’de 70 ve 63 giin, 30 ppm’de 66 ve 60 giin
ve en yiiksek uygulama grubu olan 40 ppm’de ise 60 ve 53 giin olarak belirlenmistir (Tablo 7).

Elde edilen degerler, artan HNsy konsantrasyona bagli olarak maksimum omiir uzunlugunun
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kisaldigim agik¢a gostermektedir. Bu durum Q ve & popiilasyonlari i¢in ¢izilen dikdértgensel

hayatta kalis egrilerinde de goriilmektedir (Sekil 28).

Tablo 7. Kronik HNs, Uygulanmis D. melanogaster’in Q ve & Popiilasyonlarinda Maksimum
ve Ortalama Omiir Uzunlugu Degerlerinin Karsilastiriimasi

Hyoscyamus niger L. (HNsy)

22 34
Deney Birey  Maksimum Ortalama Birey  Maksimum Ortalama
Gruplarn  Sayist Omiir Omiir P Sayisi Omiir Omiir P
(no) Uzunlugu Uzunlugu+SH Uzunlugu  Uzunlugu+SH
Kontrol 100 80 65,87+1,43 100 79 58,95+1,63
1)
DMSO 100 77 63,02+1,38 100 77 56,34+1,64
@)
10ppm 100 73 56,671,79  13456% 109 66 42,5041,43  1-345,6%
3) 2-4,5,6% 2-3,4,5,6*
3-5,6* 3-6*
20ppm 100 70 54.44+1,82 i 100 63 40,73+1,57 pe
) 5-6* 5-6*
30ppm 100 66 49,92+1,69 100 60 37,33+1,51
(®)
40ppm 100 60 41,09+1,65 100 53 31,13+1,24
(6)
Regresyon diizeyi R=-0,442 R=-0,534

SH: Standart Hata, *: Ortalama 0miir uzunluguna ait degerler arasindaki fark, belirtilen gruplar arasinda 0,05 diizeyinde
6nemlidir.

D. melanogaster’in her iki popiilasyonu i¢in maksimum omiir uzunlugunun yani sira
ortalama Omiir uzunlugu da hesaplanmistir. Distile su ve DMSO kontrol grubuna ait ortalama
omiir uzunlugu, Q9 i¢in sirasiyla 65,87+1,43 ve 63,02+1,38 giin; 4 igin 58,95+1,63 ve
56,34+1,64 giin olarak belirlenmistir (Tablo 7). HNsy uygulama gruplarinda ise bu degerler ¢
popiilasyonlari i¢in sirasiyla 10 ppm uygulamada (no 3) 56,67+1,79, 20 ppm uygulamada (no
4) 54,44+1,82, 30 ppm uygulamada (no 5) 49,92+1,69 ve 40 ppm uygulamada (no 6)
41,09+1,65 giin; & popiilasyonunda ise sirastyla 42,50+1,43 (no 3), 40,73+1,57 (no 4),
37,33+1,51 (no 5) ve 31,13+1,24 (no 6) giindiir (Tablo 7). HNsy konsantrasyonunun artigina
bagl olarak disi ve erkek popiilasyonlarinda ortalama 6miir uzunlugu bakimindan gézlenen
kisalma, ozellikle en yliksek uygulama gruplarinda (no 4, 5 ve 6) istatistiki olarak anlamli
(p<0,05) bulunmustur (Tablo 7). Elde edilen bu verilere gore, regresyon diizeyi de 9
popiilasyonunda R= -0,442, & popiilasyonunda R= -0,534 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 28. HNsy uygulanmis D. melanogaster’in @ ve & popiilasyonlarina ait hayatta kalig
egrileri.

HNmet ekstraktinin 6miir uzunlugu iizerine etkisi

D. melanogaster’in @ ve & popiilasyonlarinda HNmet ekstraktinin  kronik
uygulanmasina bagli olarak hem maksimum hem de ortalama 6miir uzunlugu kisalmistir (Tablo
8). Distile su ve DMSO kontrol gruplari igin maksimum omiir uzunlugu, ¢ popiilasyonunda
sirasiyla 80 ve 77 giin, & popiilasyonunda 79 ve 77 giin iken 10, 20, 30 ve 40 ppm HNmet
uygulama gruplarinda bu degerler @ Q icin sirasiyla 73, 70, 66 ve 63 giin, 3 & i¢in de 70, 66,
63 ve 53 giin olarak belirlenmistir (Tablo 8). Kontrol gruplart ve HNmet uygulama gruplarina ait
degerler birbiriyle karsilagtirildigi zaman, uygulama gruplarinin tiimiinde artan konsantrasyona
bagli olarak maksimum 6miir uzunlugunun kisaldig1 ve bu kisalmanin kontrol gruplarina gore
p<0,05 diizeyinde anlamli oldugu bulunmustur. Maksimum Omiir uzunluguna ait veriler

kullanilarak disi ve erkek popiilasyonu i¢in hayatta kalis egrileri de ¢izilmistir (Sekil 29).
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Tablo 8. Kronik HNmet Uygulanmis D. melanogaster’in @ ve & Popiilasyonlarinda Maksimum
ve Ortalama Omiir Uzunlugu Degerlerinin Karsilastirilmasi

Hyoscyamus niger L. (HNmet)

22 34
Deney Birey  Maksimum Ortalama Birey  Maksimum Ortalama
Gruplar1  Sayisi Omiir Omiir P Sayis1 Omiir Omiir P
(no) Uzunlugu Uzunlugu+SH Uzunlugu  Uzunlugu+SH
Kontrol 100 80 65,87+1,43 100 79 58,95+1,63
@)
DMSO 100 77 63,02+1,38 100 77 56,34+1,64
)
10ppm 100 73 50,63+1,48 13456 g9 70 42241210  1-3456*
?) 2-3,4,5,6* 2-3,4,5,6*
3-5,6* 3-6*
20 ppm 100 70 45,01+1,69 100 66 40,2642,07 4-6%
(4)
30 ppm 100 66 43,48+1,98 100 63 36,51£1,20
(®)
40 ppm 100 63 42,53+1,81 100 53 30,08+1,03
(6)
Regresyon diizeyi R=-0,468 R=-0,514

SH: Standart Hata, *: Ortalama omiir uzunluguna ait degerler arasindaki fark, belirtilen gruplar arasinda 0,05 diizeyinde
onemlidir.

HNmet uygulamasi ile D. melanogaster’in @ ve & popiilasyonlarinda yalmzca
maksimum omiir uzunlugu degil ayn1 zamanda ortalama dmiir uzunlugu da kisalmis ve yapilan
istatistiki karsilagtirmalar kontrol gruplart ile uygulama gruplar arasindaki farkin 6nemli
oldugunu goéstermistir (p<0,05). HNmet uygulamasina ait tiim veriler Tablo 8’de yer almaktadir.
Tablo 8’de kontrol gruplarinin ¢ popiilasyonunda ortalama émiir uzunlugunun 65,87+1,43 (no
1) ve 63,02+1,38 (no 2) giin, & popiilasyonunda da 58,95+1,63 (no 1) ve 56,34+1,64 (no 2) giin
oldugu goriilmektedir. HNmet uygulama gruplarinda ise @ Q’de ortalama 6miir uzunlugu 10
ppm’de 50,63+1,48 giin, 20 ppm’de 45,01£1,69 giin, 30 ppm’de 43,48+1,98 giin, 40 ppm’de
42,53+1,81 giin; '3 de de 10 ppm’de 42,24+2,10 giin, 20 ppm’de 40,26+2,07 giin, 30 ppm’de
36,51+1,20 giin ve 40 ppm’de 30,08+1,03 giin olarak belirlenmistir (Tablo 8). Her iki
popiilasyon i¢in ortalama dmiir uzunlugunda gbzlenen kisalmaya bagli olarak regresyon diizeyi
de hesaplanmis ve bu deger Q@ popiilasyonu i¢in R=-0,468 ve J popiilasyonu i¢in de R=-0,514

olarak bulunmustur.
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Sekil 29. HNmet uygulanmis D. melanogaster'in @ ve & popiilasyonlarina ait hayatta kalis

egrileri.

Omiir (Giin)

DSsu ekstraktinin 6miir uzunlugu iizerine etkisi

Farkli konsantrasyonlarda uygulanan DSs, ekstrakti da NRsy ve HNsy ekstraktlart gibi
D. melanogaster’in disi ve erkek popiilasyonlarinda hem maksimum hem de ortalama omiir
uzunlugunu kontrol gruplarina gore kisaltmistir (Tablo 9). Kontrol gruplarinda maksimum
omiir uzunlugu @ popiilasyonu i¢in 80 (distile su, no 1) ve 77 (DMSO, no 2) giin, &
popiilasyonu i¢in de 79 (distile su, no 1) ve 77 giin (DMSO, no 2) iken DSsy ekstrakti bu siireyi
Q popiilasyonunda en diisiik (10 ppm, no 3) ve en yiiksek (40 ppm, no 6) uygulama gruplarinda
66 giinden 56 giine; & popiilasyonunda da yine en diisiik (10 ppm, no 3) ve en yiiksek (40 ppm,
no 6) uygulama gruplarinda 49 giinden 35 giine kadar diistirmiistiir. Bu degerlere gére hem ¢
hem de & popiilasyonu i¢in ¢izilen hayatta kalis egrileri de Sekil 30°da verilmistir. Sekil 30°daki

60



dikdortgensel hayatta kalis egrileri, diger tiim uygulamalarda oldugu gibi DSsy uygulamasinin

da maksimum Omiir uzunlugu {izerine etkisini belirgin sekilde gdstermektedir.

Tablo 9. Kronik DSsy Uygulanmis D. melanogaster’in @ ve & Popiilasyonlarinda Maksimum
ve Ortalama Omiir Uzunlugu Degerlerinin Karsilastiriimasi

Datura stramonium L. (DSsy)

22 34
Deney Birey  Maksimum Ortalama Birey ~ Maksimum Ortalama
Gruplar1  Sayist Omiir Omiir P Sayis1 Omiir Omiir P
no zunlugu zunlugu+ zunlugu zunlugu=+
(no) Uzunlug Uzunlugu+SH Uzunlug Uzunlugu+SH
Kontrol 100 80 65,87+1,43 100 79 58,95+1,63
1)
DMSO 100 77 63,02+1,38 100 77 56,34+1,64
@)
10ppm 100 66 47944164  13456% 199 49 35,53+0,81  13456”
3) 2-3,4,5,6* 2-3,4,5,6*
3-6*
20 ppm 100 63 45,86+1,70 100 46 34,46+0,89 4-6%
(4)
30 ppm 100 60 43,40+1,82 100 39 32,66+0,90
(®)
40 ppm 100 56 41,41+1,69 100 35 29,21+0,78
(6)
Regresyon diizeyi R=-0,476 R=-0,648

SH: Standart Hata, *: Ortalama 0miir uzunluguna ait degerler arasindaki fark, belirtilen gruplar arasinda 0,05 diizeyinde
6nemlidir.

Tim bitkisel ekstrakt uygulamalarinda oldugu gibi DSsy uygulamasi i¢in de ortalama
Oomiir uzunlugu belirlenmis ve 9 9’de kontrol (no 1) ve DMSO (no 2) kontrol gruplarinda
65,87+1,43 ve 63,02+1,38 giin olarak bulunan degerlerin en diisiik (10 ppm, no 3) ve en yiiksek
(40 ppm, no 6) DSsy uygulama gruplarinda 47,94+1,64 ve 41,41+1,69 giline kadar kisaldigi
bulunmustur. Benzeri durum & popiilasyonunda da gozlenmistir. Kontrol gruplarinda ortalama
Omiir uzunlugu sirastyla 58,95+1,63 ve 56,34+1,64 giin iken, 10-40 ppm uygulama gruplarinda
bu degerler 35,53+0,81 ve 29,21+0,78 giine kadar kisalmistir (Tablo 9). DSsy uygulamasina
bagl olarak disi ve erkek popiilasyonlarinda ortalama 6miir uzunlugu bakimindan gézlenen
kisalma, kontrol gruplari ile karsilastirildiginda aradaki fark anlamli olarak degerlendirilmistir
(p<0,05). Ayrica elde edilen verilere gore regresyon katsayist da hesaplanmis ve bu deger ¢

popiilasyonu igin R=-0,476, & popiilasyonu i¢in de R=-0,648 olarak bulunmustur.

61



Hayatta Kalis %

Hayatta Kalis %

120 -

100 -

80 -

60 -

40 -

20 A

120 -

100 +

80 -

60 -

40 -

20 A

S

—¢— Kontrol
=@ DMSO

10ppm
20ppm
=== 30ppm

=0—40ppm

T T T T T T T T T T T T T T T T o
1 4 7111418212528323539424649535660636670737780
Omiir (Giin)

33

—&— Kontrol
—@—DMSO

10ppm
20ppm
=== 30ppm
=0 40ppm

T T T T T T T T

1 4 7111418212528323539424649535660636670737779
Omiir (Giin)

Sekil 30. DSy, uygulanmis D. melanogaster’in @ ve & popiilasyonlarina ait hayatta kalis

DSmet ekstraktinin 6miir uzunlugu iizerine etkisi

Sunulan bu ¢aligmada toksik etkisi degerlendirilen bitkisel su ve metanol ekstraktlarinin
sonuncusu DSmet’tir. Bu ekstrakta ait uygulama gruplarinda da diger ekstraktlarda kullanilan
konsantrasyonlar (10, 20, 30 ve 40 ppm) ile ¢aligilarak tiim uygulamalar i¢in deneysel stabilite
saglanmistir. DSmet uygulamasindan elde edilen maksimum ve ortalama 6émiir uzunluguna ait
veriler Tablo 10°’da toplu olarak verilmistir. ¢ popiilasyonunda en diisiik uygulama grubunda
(10 ppm, no 3) maksimum omiir uzunlugu 70 giin iken en yiiksek uygulama grubunda (40 ppm,
no 6) bu siire 60 giin olarak belirlenmistir. 20 ppm (no 4) ve 30 ppm (no 5) uygulama
gruplarinda ise maksimum Smiir uzunlugu sirastyla 66 ve 63 giindiir. & popiilasyonunda ise bu
degerler en diisiikk uygulamadan en yiiksek uygulamaya dogru (10, 20, 30 ve 40 ppm) 56, 53,

49 ve 46 giin olarak bulunmustur. Distile su ve DMSO kontrol gruplarina ait veriler, uygulama
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gruplan ile karsilastirildign zaman aradaki fark hem @ hem de & popiilasyonu i¢in p<0,05
diizeyinde anlamli bulunmustur (Tablo 10).

Bu verilere gore ¢izilen hayatta kalis egrileri de Sekil 31°de gosterilmistir ve her iki
popiilasyonda da kontrol ve uygulama gruplar1 bakimindan elde edilen dikdortgensel egriler

Omiir uzunlugundaki kisalma bakimindan dikkat ¢ekicidir.

Tablo 10. Kronik DSmet Uygulanmis D. melanogaster’in Q ve & Popiilasyonlarinda Maksimum
ve Ortalama Omiir Uzunlugu Degerlerinin Karsilastirilmasi

Datura stramonium L. (DSmet)

2% 34
Deney Birey  Maksimum Ortalama Birey  Maksimum Ortalama
Gruplart  Sayist Omiir Omiir P Sayisi Omiir Omiir P
(no) Uzunlugu Uzunlugu+SH Uzunlugu  Uzunlugu+SH
Kontrol 100 80 65,87+1,43 100 79 58,95+1,63
@
DMSO 100 77 63,02+1,38 100 77 56,34+1,64
@
10ppm 100 70 50,79+1,65 13456 19 56 38,13«1,16  13456%
®) 2-3,4,5,6* 2-3,4,5,6*
_ER*
20ppm 100 66 45,55+1,61 3-56 100 53 37,08+1,22
(4)
30ppm 100 63 43,81+1,63 100 49 35,15+1,14
©)
40ppm 100 60 42,39+1,87 100 46 33,88+1,15
(6)
Regresyon diizeyi R=-0,487 R=-0,549

SH: Standart Hata, *: Ortalama 6miir uzunluguna ait degerler arasindaki fark, belirtilen gruplar arasinda 0,05 diizeyinde
onemlidir.

DSmet uygulanan disi ve erkek popiilasyonlari i¢in maksimum 6miir uzunlugunun yani
sira ortalama Omiir uzunlugu da hesaplanmistir. Distile su ve DMSO kontrol gruplarinda
ortalama oémiir uzunlugu 9 popiilasyonunda 65,87+1,43 ve 63,02+1,38 iken & popiilasyonunda
58,95+1,63 ve 56,34+1,64 giin olarak belirlenmistir. © popiilasyonunda 10, 20, 30 ve 40 ppm
uygulamalar i¢in ortalama Omiir uzunlugu da sirasiyla 50,79+1,65, 45,55+1,61, 43,81+1,63 ve
42,39+1,87 giin iken & popiilasyonunda 38,13+1,16, 37,08+1,22, 35,15+1,14 ve 33,88+1,15
giin olarak hesaplanmistir (Tablo 10). Elde edilen bu verilerden artan DSmet konsantrasyonuna
bagli olarak her iki popiilasyonda da ortalama Omiir uzunlugunun kisalmis oldugu
goriilmektedir ve bu kisalma kontrol gruplarina gére p<0,05 diizeyinde anlamli bulunmustur.
Bu uygulama grubunda regresyon katsayis1 da @ @ i¢in R=-0,487 ve 4'J i¢in R=-0,549 olarak

hesaplanmuistir.
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Sekil 31. DSmet uygulanmis D. melanogaster’in @ ve & popiilasyonlarina ait hayatta kalis
egrileri.

Tez calismasinda {i¢ ayri tiire ait su ve metanol ekstraktlar1 D. melanogaster’in hem
hem de & popiilasyonlarina farkli konsantrasyonlarda ve kronik olarak uygulanmigtir. Elde
edilen tiim veriler, maksimum ve ortalama dmiir uzunlugunun kontrol gruplarina gore kisalmis
oldugunu gostermektedir (Tablo 5-10). Sekil 26-31’de verilen hayatta kalis egrileri de 6miir
uzunlugunda meydana gelen kisalmanin sekilsel gostergesidir. Ortalama Omiir uzunlugu
degerlerine gore hesaplanan Regresyon katsayisi (R) ise kisalmanin derecesini istatistiki olarak
ifade etmektedir. Tablo 11°de toplu olarak verilen R degerlerine gore toksisite siralamasi NRmet,
NRsu< HNmet, HNsu< DSmet, DSsu seklindedir. Bu siralamaya gore, N. rustica diger iki tiire gore
her iki popiilasyonda da daha az toksiktir. D. stramonium ise hem ¢ hem de & popiilasyonunda

H. niger ve N. rustica’ya gore en toksik etkiye sahip tiir olarak belirlenmistir (Tablo 11).

Tablo 11. D. melanogaster’in @ ve & Popiilasyonlarinda Ortalama Omiir Uzunlugu Igin
Belirlenen Regresyon Katsayisi ve Toksisite Siralamasi

Kullanilan tiirler Su ekstrakt Metanol ekstrakti

2 a4 e 44
N. rustica - 0,358 - 0,489 - 0,325 - 0,387
H. niger - 0,442 -0,534 - 0,468 -0,514
D. stramonium -0,476 - 0,648 -0,487 - 0,549
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Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinden Elde Edilen Bulgular

Tez ¢alismasinin ilk kisminda toksik etkili oldugu belirlenen bitkisel ekstraktlarin bu
kez de genotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in ¢alisiimistir. Bu amagla, SMART yo6ntemi i¢in
pozitif (EMS) ve negatif (distile su ve DMSO) kontrol gruplari ile farkli konsantrasyonlarda
(10, 20, 30 ve 40 ppm) bitkisel ekstraktlar1 iceren uygulama gruplari hazirlanmistir. Daha sonra
hem kontrol hem de uygulama gruplari i¢in deneysel prosediire uygun hazirlanan normal ve
serrat kanat fenotipine ait preparatlar mikroskobik olarak incelenmis ve normal kil yapisi ile
mutant killarin fotograflari ¢cekilmistir. Sekil 32’de yabanil bireylere ait kanatlarda her hiicreden
bir kilin (trikom) ¢iktigi normal kil yapisi, Sekil 33a’da flare (flr) bireylerin kisa ve korelmis
kanat killart ile Sekil 33b’de de multi wing hair (mwh) bireylerin her kanat hiicresinden ¢ikan
lic veya daha fazla sayida ¢oklu kanat killar1 goriilmektedir. Bitkisel ekstraktlarin sebep oldugu
somatik mutasyonlar ile gelisen genotoksik etkinin godstergesi, uygulama gruplarma ait
preparatlarda gozlenen kiigiik tek tip (KTT, Sekil 34), biiyiik tek tip (BTT, Sekil 35) ve ikiz
klonlardir (Sekil 36). Incelenen preparatlarda tiim kanat sektdrleri taranarak mutant klonlar
say1lmus, fotograflar1 gekilmis ve kaydedilmistir. Incelemeler sonucu elde edilen verilere gore,
uygulama gruplar1 ile DMSO negatif kontrol grubu arasinda istatistiki degerlendirmeler
yapilmistir.

Sekil 32. D. melanogaster’in Oregon-R yabanil bireylerine ait normal kanat killarinin
mikroskobik goriiniisii (10X40).
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Sekil 33. a) flare bireyleri ile b) mwh bireylerine ait kanat killarinin mikroskobik goriintisii
(10X40).

Negatif ve pozitif kontrol gruplarina ait SMART bulgular

Normal kanat fenotipine (mwh/flr®) ait preparatlar incelendiginde, distile su negatif
kontrol grubunda 8 KTT (Sekil 34), DMSO kontrol grubunda ise 9 KTT ve 2 de BTT (Sekil
35) klon gozlenmistir. Her iki kontrol grubuna ait toplam (Z) klon frekansi da sirasiyla 0,10 ve
0,13 olarak hesaplanmistir. Her iki kontrol grubu arasindaki fark istatistiki olarak
degerlendirilmis ve aradaki farkin p>0,05 diizeyinde anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Negatif
kontrol gruplari disinda pozitif kontrol grubu olarak belirlenen ve mutajenik etkisi bilinen EMS
uygulamasinda ise 27 KTT, 11 BTT ve 8 ikiz mutant klon (Sekil 36) gézlenmistir. Bu gruba ait
> klon frekanst da 0,57 olarak bulunmustur. EMS pozitif kontrol grubuna ait tiim klon
frekanslarinda gozlenen artis, negatif kontrol gruplarina gore pozitif (+) etkilidir (p<0,05).
Normal kanat fenotipine ait distile su, DMSO ve EMS kontrol gruplarinin Klon Indiiksiyon
Frekansi degerleri (KiF) de sirastyla 0,40, 0,56 ve 1,94 olarak hesaplanmistir (Tablo 12).

Kanat benek testi i¢in serrat kanat fenotipinin (mwh/TM3) negatif kontrol gruplarindan
distile su da 6 KTT klon gozlenmis ve X klon frekans1 0,07 olarak bulunmustur. Yine negatif
kontrol grubu olan DMSO’da 8 KTT, 1 BTT klon gézlenmis ve ¥ klon frekans1 da 0,11 olarak
belirlenmistir. Pozitif kontrol grubu olan EMS’de ise yine tipki normal kanat fenotipinde
oldugu gibi tiim klon frekanslarinda artis goriilmiistiir. Soyle ki; 20 KTT ve 6 BTT mutant klon
bulunan EMS kontrol grubunda X klon frekans1 0,32 olarak hesaplanmistir. Distile su ve DMSO
kontrol gruplar1 arasindaki fark istatistiki olarak p>0,05 diizeyinde Onemsiz etkili (i)
bulunurken bu gruplar EMS pozitif kontrol ile karsilastirildiginda aradaki fark bu kez istatistiki
olarak pozitif (+) etkili bulunmustur (p<0,05). Serrat kanat fenotipi i¢in hazirlanan distile su,
DMSO ve EMS kontrol gruplaria ait KIF degerleri de hesaplanmis ve sirastyla 0,30, 0,46 ve
1,33 olarak belirlenmistir (Tablo 12).
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Tablo 12. Distile Su, DMSO ve EMS Kontrol Gruplarina ait Kanat Benek Testi Bulgular1 ve Istatistiki Analiz Sonuglari

Kontrol ve Kanat KTT klon BTT klon ikiz klon ¥ mwh klon X klon Klon
uygulama sayis1 (m=2) (m=5) (m=5) (m=2) m=2) inf(:iill::inys(:n
g::;)::;l No Fr. No Fr. No Fr. D No Fr. No Fr. (KiF)
Normal kanat (mwh/flr3)
Distile su 80 8  (0,10) 0 (0,00) 0 (0,00) 8 (0,10) 8 (0,10) 0,40
DMSO (%1) 80 9  (0,11) 2 (0,02) 0 000 - 11 (0,13) 11 (0,13) 0,56
EMS (1 ppm) 80 27 (0,33) 11 (0,13) 8 (00 + 38 (0,47) 46 (0,57) 1,94
Serrat kanat (mwh/TM3)
Distile su 80 6 (0,07 0 (0,00) Dengeleyici TM3 6 (0,07) 6 (0,07) 0,30
DMSO (%1) 80 8 (0,10) 1 (0,01) kromozomu varliginda 9 (0,11) 9 (0,11) 0,46
EMS (1 ppm) 80 20  (0,25) 6 (0,07) fir® mutasyonu 26 (0,32) 26 (0,32) 1,33

gbzlenmez.

No: Klon Sayisi, Fr: Mutasyon Frekansi, D: Istatistiki Tani, +: Pozitif, -:Negatif, i: Onemsiz Etkili, m: Tesir Faktor



Sekil 34. Kiigiik tek tip (KTT) mutant klonlarin mikroskobik goriiniisii (10X40).
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Sekil 35. Biiyiik tek tip (BTT) mutant klonlarin mikroskobik goriiniisii (10X40).
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Sekil 36. Ikiz klonlarin mikroskobik goriiniisii (10X40).
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NRsu ekstraktina ait SMART bulgular

Calisma kapsaminda olas1 genotoksik etkisi arastirilan NRsy ekstraktina ait dort farkl
uygulama grubu (10, 20, 30 ve 40 ppm) olusturulmustur. Normal kanat fenotipinde NRsy’nun
en diisiik uygulama grubu olan 10 ppm’de 8 KTT ve 2 BTT mutant klon gézlenirken 20 ppm
uygulama grubunda 9 KTT ve 4 BTT klon gozlenmis ve X klon frekanslari sirasiyla 0,12 ve
0,16 olarak bulunmustur. Diger uygulama grubu olan 30 ppm’de 14 KTT ve 1 BTT mutant
klon, en yiiksek uygulama grubu 40 ppm’de ise 15 KTT ve 2 BTT mutant klon gorilmiistiir.
Her iki uygulama grubuna ait X klon frekanslari ise sirasiyla 0,18 ve 0,21 olarak hesaplanmistir
(Tablo 13). Tablo 13’ de de goriildiigii gibi NRsy igin 6zellikle en yiiksek iki uygulama grubu
olan 30 ve 40 ppm’de KTT klon frekans1 ve Z klon frekansinda artis olmakla birlikte bu
sonuclar DMSO kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman gozlenen artis 6nemsiz (i) etkilidir.
DMSO kontrol grubunda KIF degeri 0,56 iken NRs, uygulama gruplarna (10, 20, 30 ve 40
ppm) ait KiF degerleri de sirasiyla 0,51, 0,66, 0,76 ve 0,87 olarak hesaplanmistir. Artan NRgy

konsantrasyona bagli olarak KIF degerlerindeki artis klon uyarimini gdstermektedir.

Tiim NRsy uygulama gruplarina ait serrat kanat fenotipinde de o6zellikle KTT klon
gozlenmistir. Ancak bu klonlarin sayisi, DMSO kontrol grubuna oldukg¢a yakindir. Soyle ki; 10
ppm uygulama grubunda 4, 20 ppm’de 6 ve 30 ppm’de 7 KTT klon, en yiiksek uygulama grubu
olan 40 ppm’de ise 7 KTT ve 1 BTT mutant klon goriilmiistiir. Uygulama gruplarmin hi¢
birisinde ise ikiz klon gézlenmemistir. Bu nedenle DMSO kontrol ve tiim uygulama gruplari
arasindaki fark, KTT klon frekansi, X mwh ve X klon frekans: bakimindan istatistiki olarak
onemsiz (i) etkili bulunmustur (Tablo 13). Ayrica NRs, uygulama gruplarinin KIF degerleri de
hesaplanmig ancak bu degerler bakimindan da 6nemli bir fark gézlenmemistir. Hem normal
hem de serrat kanat fenotipi i¢in elde edilen degerlerin tiimii g6z oniine alindig1 zaman, NRsy

ekstraktinin “genotoksik olmadig1” goriilmektedir.
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Tablo 13. NRsy Uygulama Gruplarina ait Kanat Benek Testi Bulgular ve Istatistiki Analiz Sonuglari

Kontrol ve Kanat KTT klon BTT klon ikiz X mwh klon X klon Klon
uygulama sayisl (m=2) (m=5) klon (m=2) (m=2) inf??t:?::n
gruplar (m=5) (KiF)
(ppm) No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. No Fr. D
Normal kanat (mwh/flr®)
Distile su 80 8  (0,10) 0 (0,00) 0 (0,00 8 (0,10) 8 (0,10 0,40
DMSO (%1) 80 9 (011) i 2 (0,02) i 0 (000 - 11  (013) 11 (0,13) 0,56
EMS (1 ppm) 80 27 (033 + 11  (013) + 8 (0,100 + 38 (0,47 46 (0,57) 1,94
10 ppm 80 8 (0100 i 2 (0,02) i 0 (000 - 10 (012 10 (0,12 0,51
20 ppm 80 9 (011) i 4 (0,05) i 0 (000 - 13  (0,16) 13 (0,16) 0,66
30 ppm 80 14 (017) i 1 (0,01) i 0 (000 - 15  (018) 15 (0,18) 0,76
40 ppm 80 15 (0,18) i 2 (0,02) i 0 (000 - 17  (0,21) 17 (0,21) 0,87
Serrat kanat (mwh/TM3)
Distile su 80 6 (0,07 0 (0,00) 6 (0,07) 6  (0,07) 0,30
DMSO (%1) 80 8 (0100 i 1 (0,01) i 9 (0,11) 9  (011) 0,46
EMS (1 ppm) 80 20 (0250 + 6 (0,07)  + Dengeleyici TM3 26 (0,32) 26 (0,32 1,33
10 ppm 80 4 (0,05) i 0 (0,00) kromozomu 4 (0,05) 4 (0,05) 0,20
20 ppm 80 6 (007) i 0  (0,00) varhgmda fir® 5 57y 6 (0,07 0,30
30 ppm 80 7 (008 i 0 (0,00) mutasyonu 7 (0,08) 7 (0,08) 0,35
40 ppm 80 7 (008 i 1 (001 gbzlenmez. 8  (0,10) 8 (0,10 0,40

No: Klon Sayisi, Fr: Mutasyon Frekansi, D: [statistiki Tani, +: Pozitif, -:Negatif, i: Onemsiz Etkilli, m: Tesir Faktorii



NRmet ekstraktina ait SMART bulgulari

Genotoksik etkisinin belirlenmesi igin NRmet ekstrakt1 10, 20, 30 ve 40 ppm olmak {izere
uygulanmis ve trans-heterozigot larvalardan elde edilen ergin bireylerin normal kanat
fenotipine ait olmak iizere KTT, BTT, £ mwh, X klon frekans1 ve KIiF degerlerinde artis
goriilmiustiir. SOyle ki; NRmet’in en diisiik uygulama grubu olan 10 ppm’de 10 KTT ve 2 BTT,
toplamda 12 mutant klon gézlenmis ve X klon frekansi 0,15 olarak hesaplanmistir. 20 ppm
uygulama grubunda da 12 KTT ve 3 BTT olmak iizere toplam 15 mutant klon goriilmiis ve
klon frekans1 0,18 olarak belirlenmistir. 10 ve 20 ppm uygulama gruplarinda KTT ve BTT klon
sayisi, DMSO kontrol grubuna yakin oldugu i¢in sonuglar istatistiki olarak dnemsiz (i) etkili
bulunmustur. 30 ppm uygulamada 15 KTT, 3 BTT ve toplam 18 mutant klon, en yiiksek
uygulama grubu olan 40 ppm’de ise 15 KTT ve 5 BTT olmak iizere toplam 20 mutant klon
incelenmistir. Her iki uygulama grubuna ait X klon frekansi sirastyla 0,22 ve 0,25 olarak
belirlenmistir. 30 ppm uygulama grubunda elde edilen veriler sonucunda KTT ve BTT olusumu
onemsiz (i) etkili iken ¥ mwh ve X klon frekansi pozitif (+) etkili bulunmustur. Yine 40 ppm
uygulama grubunda KTT klon frekansi 6nemsiz (i) etkili iken BTT, £ mwh ve X klon frekansi
p<0,05 diizeyinde pozitif (+) etkili olarak degerlendirilmistir. Tiim uygulama gruplarina ait KiF
degerlerinde de artis gozlenmis ve bu degerler sirasiyla 0,61, 0,76, 0,92 ve 1,02 olarak
hesaplanmustir (Tablo 14).

Serrat kanat fenotipinde her ne kadar uygulama gruplari arasinda artis gortilse de kontrol
grubuyla karsilastirildiginda bu sonuglar negatif (-) ve dnemsiz (i) etkili olarak belirlenmistir
(p<0,05). Ciinkii 10 ppm NRmet uygulama grubunda yalnizca 4 KTT, 20 ppm’de 5 KTT, 30
ppm’de 6 KTT ve 40 ppm’de 7 KTT mutant klon gézlenmistir. Bu uygulama gruplarina ait =
klon frekansi ise sirasiyla 0,05, 0,06, 0,07 ve 0,08 olarak bulunmustur (Tablo 14). Bu veriler
dogrultusunda hesaplanan KIF degerleri en diisiik konsantrasyondan en yiiksek konsantrasyona
dogru sirasiyla 0,20, 0,25, 0,30 ve 0,35 olarak hesaplanmistir. Tiim veriler géz 6niine alindig
zaman, Ozellikle normal kanat fenotipinde NRmet’in artan konsantrasyonuna bagli olarak en

yiiksek uygulama gruplarinda “genotoksik etki” gézlenmistir.
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Tablo 14. NRmet Uygulama Gruplarina ait Kanat Benek Testi Bulgular ve Istatistiki Analiz Sonuglari

Kontrol ve Kanat KTT klon BTT ikiz klon X mwh klon X klon Klon
uygulama sayisl (m=2) klon (m=5) (m=2) (m=2) infgiill:;ilys(:n
gruplar (m=5) (KIF)
(Ppm) No F. D No Fr. D No Fr. D  No Fr. No  Fr.

Normal kanat (mwh/flr3)
Distile su 80 8 (0,10) 0 (0,00 0 (0,00) 8 (0,10) 8  (0,10) 0,40
DMSO (%1) 80 9 (011) i 2 (002 i 0 (0,00 - 11 (0,13) 11 (0,13) 0,56
EMS (1 ppm) 80 27 (033 + 11 (0,13) + 8 (0,100 + 38 (0,47) 46 (0,57) 1,94
10 ppm 80 10 (012 i 2 (002 i 0 (0,00 - 12 (0,15) 12 (0,15) 0,61
20 ppm 80 12 (045 i 3 (003) i 0O (0,00 - 15 (0,18) 15 (0,18) 0,76
30 ppm 80 15 (0,48) i 3 (003) i O (0,00 - 18 (0,22) 18 (0,22) 0,92
40 ppm 80 15 (0,48) i 5 (0,06) + O (0,00 - 20 (0,25) 20 (0,25) 1,02

Serrat kanat (mwh/TM3)
Distile su 80 6 (0,07) 0 (0,00 6 (0,07) 6 (0,07 0,30
DMSO (%1) 80 8 (0,10) i 1 (0,01) i 9 (0,11) 9 (0,11 0,46
EMS (1 ppm) 80 20 (025 + 6 (007) + Dengeleyici TM3 26 (0,32) 26 (0,32 1,33
10 ppm 80 4 (005 i O (0,00) kromozomu varliginda 4 (0,05) 4 (0,05 0,20
20 ppm 80 5 (006) i O (0,00 fir® mutasyonu 5 (0,06) 5 (0,06 0,25
30 ppm 80 6 (007) i O (000 - gozlenmez. 6 (0,07) 6 (0,07 0,30
40 ppm 80 7 (008 i 0O (0,000 - 7 (0,08) 7 (0,08) 0,35

No: Klon Sayisi, Fr: Mutasyon Frekansi, D: Istatistiki Tan1, +: Pozitif, -:Negatif, i: Onemsiz Etkili, m: Tesir Faktorii



HNsu ekstraktina ait SMART bulgulari

Genotoksisitesi arastirilan bir diger bitkisel ekstrakt, HNsy ekstraktidir. Yine farkli
dozlarda olmak iizere uygulanan HNsy, normal kanat fenotipinde en diisiik uygulama grubu olan
10 ppm’de 12 KTT ve 3 BTT olmak {izere toplamda 15 mutant klon olusumuna sebep olmustur
ve X klon frekansi 0,18 olarak belirlenmistir. Diger uygulama grubu olan 20 ppm’de 13 KTT,
3 BTT olmak iizere toplam 16 mutant klon incelenmistir. Bu uygulama grubuna ait £ klon
frekansi da 0,20 olarak hesaplanmistir. HNsy uygulamasi sonucunda her iki uygulama grubuna
ait KTT, BTT, £ mwh ve X klon frekanslari, DMSO kontrol grubuyla karsilagtirilmis ve bu
degerlere gore sonu¢ dnemsiz (i) etkili bulunmustur (p>0,05). Bir diger uygulama grubu olan
30 ppm’de 15 KTT, 3 BTT ve toplam 18 mutant klon, 40 ppm uygulama grubunda ise 16 KTT
ile 4 BTT olmak tizere toplam 20 mutant klon gézlenmistir. Bu uygulama gruplarina ait X klon
frekansi sirasiyla 0,22 ve 0,25 olarak belirlenmistir. DMSO kontrol grubuyla karsilastirilarak
yapilan istatistiki analiz sonucunda son iki uygulama grubu i¢in, ¥ mwh ve X klon frekanslari

pozitif (+) etkili iken diger klon frekanslar1 negatif (-) veya dnemsiz (1) etkili bulunmustur.

Normal kanat fenotipinin kontrol grubunda 0,56 olan KIF degeri en diisiik uygulama
grubu olan 10 ppm’de 0,76 iken artan konsantrasyona bagli olarak 40 ppm’de 1,02’ye kadar
yiikselmistir (Tablo 15). Bu da mutant klon olusumunun artan HNsy uygulamasina bagli olarak

uyarildigini ve HNgy ekstraktinin “genotoksik etkili” oldugunu gostermektedir.

Serrat kanat fenotipinde ise tiim HNsy uygulama gruplarinda (10, 20, 30 ve 40 ppm)
KTT, BTT, £ mwh ve X klon frekanslar1 negatif (-) ve Onemsiz (i) etkili olarak
degerlendirilmistir. 10 ppm HNsyuygulama grubunda 5 KTT, 20 ppm’de 6 KTT ve 30 ppm’de
7 KTT mutant Klon gozlenmistir. ¥ klon frekanslari ise sirasiyla 0,06, 0,07 ve 0,08 olarak
hesaplanmistir. En yliksek HNsy uygulama grubu olan 40 ppm’de ise 8 KTT ve 1 BTT olmak
lizere toplamda 9 mutant klon gézlenmis ve £ klon frekanst 0,11 olarak belirlenmistir. Ayni
zamanda KIF degeri de hesaplanmis ve tiim uygulama gruplari i¢in sirasiyla 0,25, 0,30, 0,35 ve
0,46 olarak bulunmustur (Tablo 15).
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Tablo 15. HNs, Uygulama Gruplarina ait Kanat Benek Testi Bulgular1 ve Istatistiki Analiz Sonuglar

Kontrol ve Kanat KTT klon BTT klon ikiz klon X mwh X klon Klon
uygulama sayisl (m=2) (m=5) (m=5) klon (m= mf(::ll:zg::n
gruplari (m=2) 2) (KiF)
(ppm) No  Fr. D No Fr. D No F. D No Fr. D No Fr. D

Normal kanat (mwh/flr®)

Distile su 80 8 (0,10 0 (0,00) 0 (0,00) 8 (0,10) 8 (0,10) 0,40
DMSO (%1) 80 9 (011) i 2 0,02 i 0 (0000 - 11 (013) i 11 (013) i 0,56
EMS (1 ppm) 80 27 (033 + 11 (013 + 8 (010) + 38 (047) + 46 (057) + 1,94
10 ppm 80 12 (015 i 3 0,03) i 0 (0000 - 15 (018) i 15 (0,18) i 0,76
20 ppm 80 13 (0,16) i 3 (003 i 0 (0000 - 16 (020) i 16 (0,20) i 0,81
30 ppm 80 15 (0,18 i 3 0,03) i 0 (0000 - 18 (0,22 + 18 (022) + 0,92
40 ppm 80 16 (0200 i 4 0,05 i 0 (0000 - 20 (0,25 + 20 (025 + 1,02
Serrat kanat (mwh/TM3)

Distile su 80 6 (0,07 0 (0,00) 6 (0,07 6 (0,07 0,30
DMSO (%1) 80 8 (0100 i 1 0,01) i 9 (©11) i 9 (011) i 0,46
EMS (1 ppm) 80 20 (0,25 + 6 (0,07) + Dengeleyici TM3 26 (032 + 26 (0,32) + 1,33
10 ppm 80 5 (006) i O (0,000 -  kromozomuvarligmda 5 (©0s) i 5 (0,06) i 0,25
20 ppm 80 6 (007 i 0  (000) - fir® mutasyonu 6 (007) i 6 (007) i 0,30
30 ppm 80 7 (008 i O (0,000 - gozlenmez. 7 (008 i 7 (008 i 0,35
40 ppm 80 8 (0100 i 1 001) i 9 (©11) i 9 (011) i 0,46

No: Klon Sayisi, Fr: Mutasyon Frekansi, D: Istatistiki Tan1, +: Pozitif, -:Negatif, i: Onemsiz Etkili, m: Tesir Faktorii



HNmet ekstraktina ait SMART bulgular:

Farkli konsantrasyonlarda HNmet uygulamasi sonucu ergin bireylerden elde edilen
normal kanat fenotipine ait preparatlar incelenmis ve en diisiik HNmet uygulama grubu olan 10
ppm’de 12 KTT ve 1 BTT mutant klon olmak iizere toplam 13 mutant klon gézlenmistir. Bu
uygulama i¢in X klon frekansi da 0,16 olarak hesaplanmigtir. Diger uygulama grubu olan 20
ppm’de 12 KTT ve 4 BTT olmak tizere 16 mutant klon i¢in X klon frekans1 0,20 olarak
belirlenmistir. HNmet’in 10 ve 20 ppm uygulama gruplarinin KTT, BTT, £ mwh ve X klon
frekansina ait degerler DMSO kontrol grubuyla karsilastirilmis ve sonug istatistiksel olarak

onemsiz (i) etkili bulunmustur (p>0,05).

HNmet'nin 30 ppm uygulama grubunda 13 KTT, 3 BTT ve ayrica 2 de ikiz klon olmak
izere toplamda 18 mutant klon, 40 ppm uygulama grubunda 13 KTT, 6 BTT ve 1 ikiz klon
olarak toplam 20 mutant klon gézlenmistir. Her iki uygulama grubuna ait X klon frekanslar1 da
hesaplanmis ve sirasiyla 0,22 ve 0,25 olarak bulunmustur. Elde edilen verilerin DMSO kontrol
grubu ile karsilagtirilmast sonucunda 30 ppm uygulama grubunda KTT, BTT mutant klon
frekanslar1 i¢in sonuglar 6nemsiz (i) etkili iken X klon frekansi pozitif (+) etkili olarak
belirlenmistir. 40 ppm uygulama grubunda ise KTT ve ikiz klon frekansi 6nemsiz (i) etkili iken
BTT, £ mwh ve X klon frekansi pozitif (+) etkili bulunmustur (p<0,05). Ayrica kontrol
grubunda 0,56 olan KIF degeri artan konsantrasyona bagli olarak 40 ppm’de 0,97’ye
yiikselmistir (Tablo 16). KIF degerindeki bu yiikselis de HNmet'e ait “genotoksik etkinin”

gostergesidir.

Serrat kanat fenotipinde en diislik uygulama grubu olan 10 ppm’de 4 KTT mutant klon,
20 ppm uygulama grubunda 6 KTT mutant klon, 30 ppm uygulama grubunda 7 KTT mutant
klon ve en yiiksek uygulama grubu olan 40 ppm’de ise 8 KTT mutant klon gézlenmistir. X
klon frekans1 10, 20, 30 ve 40 ppm uygulama gruplar i¢in sirastyla 0,05, 0,07, 0,08 ve 0,10
olarak hesaplanmistir (Tablo 16). Tiim HNmet uygulama gruplarinin KTT, BTT, £ mwh ve £
klon degerleri, DMSO kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak énemsiz (i) etkili
bulunmustur (p>0,05). Ayrica serrat kanat fenotipinde en diisiik uygulama grubunda (10 ppm)
KIiF degeri 0,20 iken en yiiksek uygulama grubunda (40 ppm) bu deger 0,40 olarak

bulunmustur.
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Tablo 16. HNmet Uygulama Gruplarina ait Kanat Benek Testi Bulgular1 ve Istatistiki Analiz Sonuglar

Kontrol ve Kanat KTT klon BTT klon ikiz klon X mwh X klon Klon
uygulama sayisl (m=2) (m=5) (m=5) klon (m=2) inftiiillzzilys(:n
gruplari (m=2) (KiF)
(ppm) No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D

Normal kanat (mwh/flr®)
Distile su 80 8 (0,10 0 (0,00) 0 (0,00) 8 (0,10 8 (0,10 0,40
DMSO (%1) 80 9 (011 i 2 002 i o0 (0,00 - 11  (0,13) i 11 (013 i 0,56
EMS (1 ppm) 80 27 (033 + 11 (013 + 8 (0100 + 38 (047) + 46 (057) + 1,94
10 ppm 80 12 (015 i 1 001 i o0 (0,000 - 13  (0,16) i 13 (016) i 0,66
20 ppm 80 12 (015 i 4 (005 i 0 (0000 - 16  (0,20) i 16 (0,20) i 0,81
30 ppm 80 13 (016) i 3 003 i 2 (0,02) i 16 (0,20 i 18 (022) + 0,81
40 ppm 80 13 (016) i 6 007 + 1 (0,01) i 19 (023) + 20 (0,25 + 0,97

Serrat kanat (mwh/TM3)
Distile su 80 6 (0,07) 0 (0,00) 6 (0,07 6 (0,07 0,30
DMSO (%1) 80 8 (0100 i 1 (0,01 i 9  (0,11) i 9 (011) i 0,46
EMS (1 ppm) 80 20 (025 + 6 (0,07)  + Dengeleyici TM3 26 (0,32) + 26 (032 + 1,33
10 ppm 80 4 (005 i 0 (0,000 - kromozomuvarhiginda 4 (g 05) i 4 (005 i 0,20
20 ppm 80 6 (007) i 0 (000) - fir® mutasyonu 6 (007 i 6 (007) i 0,30
30 ppm 80 7 (008 i 0 (000 @ - gozlenmez. 7 (0,08) i 7 (008 i 0,35
40 ppm 80 8 (0100 i 0 (0,000 - 8  (0,10) i 8 (0,10) i 0,40

No: Klon Sayisi, Fr: Mutasyon Frekansi, D: Istatistiki Tan1, +: Pozitif, -:Negatif, i: Onemsiz Etkili, m: Tesir Faktorii



DSsu ekstraktina ait SMART bulgular

Tez ¢alismas1 kapsaminda genotoksik etkisi arastirilan son tiir D. stramonium’dur. Bu
bitkiye ait su ekstraktinin uygulandigi ergin bireylere ait normal kanat fenotipinde en diisiik
uygulama grubu 10 ppm’de 16 KTT ve 1 BTT toplam 17 mutant klon incelenmis ve X klon
frekans1 0,21 olarak hesaplanmigtir. DMSO kontrol grubu ile yapilan karsilastirmalar
sonucunda KTT, BTT, £ mwh ve X klon sayisinda artis gériilmesine ragmen istatistiki fark
p>0,05 diizeyinde 6nemsiz (i) etkili olarak degerlendirilmistir. Diger uygulama grubu olan 20
ppm’de ise 18 KTT ve 1 BTT olmak iizere toplam 19 mutant klon gézlenmis ve X klon frekansi
0,23 olarak belirlenmistir. Yine DMSO kontrol grubu ile karsilastirildiginda KTT ve BTT klon
frekansi 6nemsiz (i) etkili, £ mwh ve X klon frekanslari ise p<0,05 diizeyinde pozitif (+) etkili
bulunmustur. Mutant klon frekanslarindaki artisin en fazla oldugu son iki DSs uygulama
gruplarindan 30 ppm uygulama grubunda 19 KTT ve 4 BTT gozlenmis ve toplam 23 mutant
klon incelenmistir. En yiiksek uygulama grubu olan 40 ppm’de ise toplamda 24 mutant klon
gbzlenmis ve bunlardan 22’sinin KTT ve 2’sinin de BTT oldugu belirlenmistir. Her iki
uygulama grubuna ait X klon frekanslar1 sirasiyla 0,28 ve 0,30 olarak hesaplanmistir (Tablo
17). Son iki uygulama grubu i¢in BTT klon frekans1 6nemsiz (i) etkili, KTT, £ mwh ve X klon
frekanslar1 p<0,05 diizeyinde pozitif (+) etkili bulunmustur. Normal kanat fenotipinde DSsy
uygulama gruplarina ait KIiF degerleri sirasiyla 0,87, 0,97, 1,17 ve 1,22 olarak hesaplanmistir.
DSsu ekstraktinin artan konsantrasyonuna bagl olarak KIF degerlerinin artmasi “genotoksik
etkinin uyarildigini1” gostermektedir.

Serrat kanat fenotipinde yapilan incelemede ise 10, 20 ve 30 ppm uygulama gruplarinda
strasiyla 5, 7 ve 9 KTT, 40 ppm’de ise 9 KTT ve 1 BTT mutant klon gézlenmistir. 10, 20, 30
ve 40 ppm uygulama gruplarina ait X klon frekansi da sirastyla 0,06, 0,08, 0,11 ve 0,12 olarak
belirlenmistir. Elde edilen KTT, BTT, £ mwh ve X klon frekanslari kontrol grubuna gore negatif
(-) ve 6nemsiz (i) etkili olarak degerlendirilmistir. Ayrica DMSO kontrol grubunda 0,46 olan
KIF degeri, en yiiksek uygulama grubu olan 40 ppm de 0,51 olarak belirlenmistir (Tablo 17).
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Tablo 17. DSsy Uygulama Gruplarina ait Kanat Benek Testi Bulgular1 ve Istatistiki Analiz Sonuglari

Kontrol ve Kanat KTT klon BTT klon ikiz klon X mwh klon X klon Klon
uygulama e (M=2) (m=5) (m=5) (m=2) m=2) i“f‘:gl'{‘;;ys‘l’“
gruplan (KiF)
(Ppm) No Fr. D No Fr. D No Fr. D No  Fr. No  Fr.

Normal kanat (mwh/flr3)

Distile su 80 8 (0,10 0 (0,00 0 (0,00) 8 (0,10) 8 (0,10) 0,40
DMSO (%1) 80 9 (©11) i 2 (002 i 0 (000 - 11  (0,13) 11 (0,13) 0,56
EMS (1 ppm) 80 27 (033 + 11 (013 + 8 (0,10) + 38  (0,47) 46 (0,57) 1,94
10 ppm 80 16 (0200 i 1  (001) i O (0,000 - 17  (0,21) 17 (0,21) 0,87
20 ppm 80 18 (022 i 1  (001) i O (0000 - 19  (0,23) 19 (0,23) 0,97
30 ppm 80 19 (023) + 4 (005 i O (0000 - 23 (0,28 23 (0,28) 1,17
40 ppm 80 22 (027) + 2 (002 i O (000) - 24 (0,30) 24 (0,30) 1,22
Serrat kanat (mwh/TM3)

Distile su 80 6 (0,07) 0 (0,00 6 (0,07 6 (0,07) 0,30
DMSO (%1) 80 8 (010 i 1  (001) i 9 (011) 9 (0,11) 0,46
EMS (1 ppm) 80 20 (025 + 6 (0,07 + DengeleyiciTM3 26  (0,32) 26 (0,32) 1,33
10 ppm 80 5 (006 i 0 (000 - kromozomu 5 (0,06) 5 (0,06) 0,25
20 ppm 80 7 ©08 i o0 (000 - varhgmdafl o ae 7 (0,08) 0,35
30 ppm 80 9 (01) i 0 (0,000 - mutasyonu 9 (011) 9 (0,11) 0,46
40 ppm 80 9 (011 i 1 (001 i gozlenmez. 10 (0,12) 10 (0,12) 0,51

No: Klon Sayisi, Fr: Mutasyon Frekansi, D: Istatistiki Tan1, +: Pozitif, -: Negatif, i: Onemsiz Etkili, m: Tesir Faktorii



DSmet ekstraktina ait SMART bulgular

Calisma kapsaminda genotoksik etkinin belirlenmesi i¢in uygulanan son ekstrakt
DSmet’dir. Normal ve serrat kanat fenotipi i¢in dort farkli DSmet uygulama grubuna (10, 20, 30
ve 40 ppm) ait sonuglar ve istatistiki degerlendirmeler Tablo 18’te toplu olarak verilmistir.
DSnmet’in en diisiik uygulama grubu olan 10 ppm’de normal kanat fenotipi i¢in 11 KTT ve 4
BTT gozlenmis ve X klon frekans1 0,18 olarak belirlenmistir. DMSO kontrol grubuna gore KTT
ve BTT bakimindan artis olmasina ragmen bu artis istatistiki olarak p>0,05 diizeyinde 6nemsiz
(1) etkili bulunmustur. Diger uygulama grubu olan 20 ppm’de 15 KTT ve 1 BTT mutant klon,
30 ppm’de ise 17 KTT ve 4 BTT mutant klon incelenmis ve X klon frekans1 sirasiyla 0,20 ve
0,26 olarak hesaplanmistir. En yiiksek uygulama grubu olan 40 ppm’de 19 KTT, 3 BTT ve 1
ikiz mutant klon goézlenmistir. Bu uygulama grubuna ait X klon frekansi da 0,28 olarak
belirlenmistir. 20 ve 30 ppm DSmet uygulama gruplari ile DMSO kontrol grubu
karsilagtirildiginda KTT, BTT ve ikiz klon hari¢ ¥ mwh ve ¥ klona ait sonuglar p<0,05
diizeyinde pozitif (+) etkili bulunmustur. En yiiksek uygulama grubu olan 40 ppm’de ise BTT
ve ikiz klon frekanslar1 6nemsiz (i) etkili iken KTT, ¥ mwh ve X klon frekanslar1 pozitif (+)
etkili bulunmustur (p<0,05). Ayrica kontrol grubunda 0,56 olan KIF degeri, uygulama
gruplarinda artan konsantrasyona bagli olarak 0,76, 0,81, 1,07 ve 1,12’ye yiikselmistir (Tablo
18). KIF degerlerdeki bu artis da “genotoksik etkinin” gostergesi olarak kabul edilmistir.

Serrat kanat fenotipinde ise tiim mutant klon frekanslar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda sonuglar negatif (-) ve onemsiz (i) etkili bulunmustur. Soyle ki; DSmet
uygulama gruplarindan 10 ppm’de 5 KTT, 20 ppm’de 6 KTT ve 30 ppm’de 8 KTT mutant klon
gozlenmistir. Bu uygulama gruplarina ait X klon frekanslari sirasiyla 0,06, 0,07 ve 0,10 olarak
bulunmustur. DSmet’nin 40 ppm uygulama grubunda ise 8 KTT ve 1 BTT olmak iizere toplam
9 mutant klon incelenmis ve X klon frekansi 0,11 olarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda tiim
uygulama gruplarma ait KIF degerleri de sirasiyla 0,25, 0,30, 0,40 ve 0,46 olarak hesaplanmustir
(Tablo 18).
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Tablo 18. DSmet Uygulama Gruplarina ait Kanat Benek Testi Bulgular ve Istatistiki Analiz Sonuglari

Kontrol ve Kanat KTT klon BTT klon ikiz klon X mwh klon X klon Klon
uygulama i (M=2) (m=5) (m=5) (m=2) (m=2) i“f‘:gl':z;ys‘l’“
gruplar: (KiF)
(Ppm) No Fr. D No Fr. No Fr. D No  Fr. No  Fr.

Normal kanat (mwh/flr®)

Distile su 80 8 (010 0 (0,00) 0 (0,00) 8 (0,10) 8 (0,10) 0,40
DMSO (%1) 80 9 (011 i 2 (0,02) 0 (000 - 11 (013) 11 (0,13) 0,56
EMS (1 ppm) 80 27 (033 + 11 (0,13) 8 (000 + 38 (047) 46 (0,57) 1,94
10 ppm 80 11 (013) i 4 (0,05) 0 (000 - 15 (018) 15 (0,18) 0,76
20 ppm 80 15  (018) i 1 (0,01) 0 (000 - 16 (0,20 16  (0,20) 0,81
30 ppm 80 17 (021) i 4 (0,05) 0 (000) - 21 (0,26) 21 (0,26) 1,07
40 ppm 80 19 (023 + 3 (0,03) 1 (001) i 22 (027 23 (0,28) 1,12
Serrat kanat (mwh/TM3)

Distile su 80 6 (0,07 0 (0,00) 6 (0,07 6 (0,07 0,30
DMSO (%1) 80 8  (010) i 1 (0,01) 9 (011) 9 (0,11) 0,46
EMS (1 ppm) 80 20 (0,25)  + 6 (0,07) Dengeleyici TM3 26 (0,32) 26 (0,32 1,33
10 ppm 80 5 (006) i 0 (0,00) kromozomu 5  (0,06) 5 (0,06) 0,25
20 ppm 80 6 (007 i 0 (0,00) varhgmda fir® g ¢ g7y 6 (0,07 0,30
30 ppm 80 8  (010) i 0 (0,00) mutasyonu 8  (0,10) 8 (0,10 0,40
40 ppm 80 8  (010) i 1 (0,01) gbzlenmez. 9 (011 9 (0,11) 0,46

No: Klon Saysi, Fr: Mutasyon Frekanst, D: Istatistiki Tani, +: Pozitif, -: Negatif, i: Onemsiz Etkili, m: Tesir Faktorii



TARTISMA ve SONUC

Tarih 6ncesi donemden itibaren insanlar gerek besin kaynagi olarak gerekse birgok
hastaligin tedavisinde bitkilerden yararlanmislardir. Bitkilerle tedavi yonteminin kullanimi,
ilaglarin iiretime girmesi ile beraber azalmis bu da insanlarin dogaldan kacarak sentetik {irtinlere
yonelmesine neden olmustur. Ancak 20. yiizyilin sonlarina dogru saglik sorunlarinin artmasi,
ilaclarin yan etkilerinin ortaya ¢ikmasi ve sentetik iirlinlerin giivenirligini kaybederek ‘‘sagliga
zararli” bilincinin olusmasi ile beraber tekrar tibbi bitkilere olan talep artmistir. DSO, diinya
niifusunun yaklasik %80’inin geleneksel tibba giivendigini ve bircogunun saglik sorunlarini
bitki 6zleri veya bilesenleri ile giderdigini diistinmektedir (Craig, 1999). Diinya da yaygin
olarak bulunan Solanaceae familyasinda da bu amagcla kullanilan birgok tiir bulunmaktadir.
Ornegin, D. stramonium gut, romatizma, siyatik (sinirin sikismasi veya zarar gérmesine bagl
olusan agr1), ilser, iltthaplanma, astim ve bronsit gibi cesitli hastaliklarin tedavilerinde
kullanilan tibbi bir bitkidir (Gaire and Subedi 2013). Yine bir baska tiir olan N. rustica, Maya
kabileleri tarafindan ates diisiiriicii ve sakinlestirici, Antik Cin’de agr1 kesici, soguk alginligi ve
mide hastaliklarina gare olarak kabul edilmistir. Gliniimiizde de bu tiir, Origanum vulgare
(keklik otu) ile karistirilip bogaz agrisi, Okaliptiis (sitma agaci) ile karistirilip bronsit ve Datura
ile karistirilip astim tedavisinde sigara gibi sarilarak kullanilmaktadir. Ayrica dis agrisin1 ve
¢lirlimesini 6nlemek amaciyla ¢igneme yoluyla da viicuda alinmaktadir (Bensalah et al. 2009).
Calismadaki son tiir olan H. niger ise geleneksel Cin tibbinda 6ksiiriik, mide kramplar1 ve karin
agrisy, Tibet tibbinda ates diisiiriicii, antitimdr ve antihelmintik (bagirsak solucanlarini
oldiiriicii) olarak tercih edilen bir bitkidir (Begum et al. 2010). Ayn1 zamanda bronkodilatasyon
(brons ve bronsiollerin bosluklarinda genisleme olmas1), ishal &nleyici ve Ca*? kanal blokaj

gibi etkilere de sahip oldugu bilinmektedir (Gilani et al. 2008).

Tez kapsaminda kullanilan D. stramonium, N. rustica ve H. niger tiirleri biyo-
kiitlelerinde bulundurduklar1 alkaloidlerden dolay1 iyilestirici 6zellik gdstermelerinin yaninda
zehirleyici hatta 6ldiriicti de olabilmektedir. D. stramonium, yabani bir bitki tiiri olarak bos
araziler ve yol kenarlarinda yetismektedir. Bu bitki macun veya soliisyon seklinde
kullanildiginda zararli etkileri olmayabilir fakat oral yolla alindiginda huzursuzluk, bas
donmesi, yiizde kizariklik, sersemleme, kasilmalar, carpinti ve haliisinasyon gibi ciddi
semptomlara yol acabilmektedir (Gaire and Subedi 2013; Karakus vd 2017). Bir olgu
sunumunda D. stramonium bitkisini yanhslikla yutan 3,5 yasindaki kiz ¢ocugunda, agiz

kurulugu, g6z bebeginde genisleme, saldirganlik, deliryum ve haliisinasyon gibi sikayetlerinin
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oldugu belirtilmistir (Bouziri et al. 2011). Yine bu ¢alismada kullanilan N. rustica, 6zellikle
sigaray1 birakmak isteyen kisiler tarafindan yapraklari kurutularak toz haline getirildikten sonra
mese, asma veya ceviz cubugu kiilleri ile karistirilmaktadir. Hazirlanan karisim su ile
nemlendirilerek ya dogrudan toz halinde ya da sigara kagidina sarilip alt dudak, tist dudak veya
yanak ile ¢ene arasina yerlestirilmektedir (Kose vd 2011). Kullanic1 kisiler kendilerini her
alimda daha iyi ve rahatlamis olarak ifade etmis olsalar bile Sogut et al. (2009)’a goére, bu toz
insan saglig1 iizerinde oldukca ciddi sorunlara sebep olmaktadir. Ozellikle diste ¢iiriime, dis eti
iltihab1 gibi agiz sagligi sorunlarinin yani sira mide, mesane kanseri ile kalp ve damar
hastaliklar1 siklikla goriilmektedir (Cok 1998). Ulkemizde bitkilere bagli zehirlenmede en sik
karsilasilan H. niger’in bilingsizce tiikketimi ise agiz kurulugu, yiiksek ates, tasikardi, kabizlik
ve haliisinasyon gibi zehirlenme tablolarin1 olusturmaktadir (Erkal vd 2006). Atay ve Seckin
(2011), hemoroide iyi geldigi gerekgesiyle H. niger tohumlarini tiiketen 65 yasindaki kadinin
kendi kendine konusma, davranis bozuklugu ve uykusuzluk gibi sikayetlerinin oldugunu vaka
takdiminde sunmustur. Ayrica keyif verici 6zellige sahip olan bu bitki tiirleri insanlar tarafindan

uyusturucu olarak da kullanilmaktadir (Bayam ve Uysal 2021).

Calismalarimizda bu ii¢ tiire ait su ve metanol ekstraktlarinin toksik etkileri, D.
melanogaster’in Oregon-R yabanil soyunun disi ve erkek popiilasyonlarinda 6miir uzunlugu
testi ile belirlenmistir. Bu test i¢in popiilasyonu etkileyebilecek sicaklik, bagil nem gibi tiim
cevresel faktorlerin, anasal yas ve ¢iftlesme aktivitesinin stabil kalmasi, tek degiskenin ise farkl
dozlarda uygulanan bitkisel ekstraktlar olmasi saglanmistir. Omiir uzunlugu testi igin negatif
kontrol grubu olarak yalnizca distile su ile hazirlanan SDB ve bitkisel ekstraktlarin ¢oziiciisii
olan %1 DMSO kullanilirken uygulama gruplar1 farkli konsantrasyonlarda bitkisel ekstraktlar
kullanilarak (SDB+ 10, 20, 30 ve 40 ppm NRsu/NRmet, HNsu//HNmet, DSsu/DSmet)
olusturulmustur. Distile su ve DMSO kontrol gruplarindan elde edilen 6miir uzunluguna ait
veriler istatistiki olarak karsilastirildiginda aralarindaki farkin anlamli olmadig1 goriilmiistiir
(p>0,05). Fakat kronik olarak bitki ekstraktlarina maruz birakilan D. melanogaster’in disi ve
erkek popiilasyonlarinda omiir uzunlugunun kontrol gruplarina gore giin olarak kisaldigi,
uygulama gruplarina ait veriler ile kontrol gruplarina ait veriler karsilastirildigi zaman aradaki

farkin p<0,05 diizeyinde 6nemli oldugu bulunmustur (Tablo 5-10).

Cesitli arastirmacilar, canli organizmalarin hiicre, doku ve organlar1 fonksiyonlarinda
ilerleyici bozulmalarin meydana gelmesini ve buna bagli homeostazin saglanamamasini
yaslanma olarak tanimlanmaktadir (Karan ve Tufan 2010; Dogiis ve Ciiriikk 2018). Yaslanmaya
sebep olabilecek etkenler arastirilirken temel olarak model organizmanin 6miir uzunlugu goz

oniinde bulundurulmaktadir. Omiir uzunlugunun gevresel faktdrlere gore, tiirden tiire ve hatta
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ayni tiir igerisindeki bireyler arasinda dahi farklilik gostermesi tez kapsaminda model
organizma olarak kullamilan D. melanogaster igin de sdz konusudur. Ornegin; daha &nce
yapilan bir arastirmada, D. melanogaster’in ergin bireyleri siirekli 1s18a maruz birakildiklarinda
Omiir uzunlugunda kisalma gozlenirken karanlik ortamdaki disilerin %43, erkeklerin de %20
oraninda daha uzun 6miirlii olduklar1 belirlenmistir (Allemand et al. 1973; Paranjpe et al. 2005).
Yine bu organizmanin hayat dongiisiinii tamamlamasinda ve yagamina devam edebilmesinde
ortam sicakligl olduk¢a 6nemlidir (Uysal vd 2006). Ancak Bourg et al. (2001) tarafindan
yapilan ¢alismada 37°C gibi yiiksek 1sinin, Ayar et al. (2009) tarafindan yapilan ¢alismada da
-3°C gibi ¢ok diislik 1simin ergin sineklerin omiir uzunlugunda kisalmaya neden oldugu
goriilmiistiir. D. melanogaster’in 6miir uzunlugunda 1s1k ve 1s1 disinda beslenme (Sohal and
Weindruch 1996), radyasyon (Moskalev 2007), nem oran1 (Hodge 2001) ve besi yerinde biriken
metabolik artiklar (Simmons and Bradley 1997) gibi ¢evresel faktérlerde meydana gelen
degisiklikler de etkili olmaktadir.

In vivo 6miir uzunlugu testi ile D. melanogaster’in yalnizca yabanil soylarinda degil
mutant soylarinda da ¢alismalar yapilmig ve mutant soylarin 6miir uzunlugunun yabanil soylara
gdre daha kisa oldugu bulunmustur (Ayar 2008; Unver 2015; Demir 2017) Ancak Unlu and
Bozcuk (1979) tarafindan yapilan bir ¢alismada, D. melanogaster’in yabanil bireyleri ile wmf
ticlii mutant bireyleri (white eyes, miniature ve forked /beyaz gozlii, kisa kanatli, catal killi)
caprazladiklarinda F1 bireylerinin ebeveynlerinden daha uzun oémiirlii olduklar1 gézlenmistir.
F1 bireylerinin ebeveynlerine gore daha uzun yasamasinin temel sebebi, melezlerin
(heterozigot) kazandig1 genetik {stilinliik (heterozis)’diir ve diger bir ifade ile heterozigot
Uistiinliigli, 6miir uzunlugunun genetik mekanizma tarafindan kontrol edildigini gostermektedir.
Bu durum heterozisin baskinlik hipotezine (dominance hypothesis) gore bir ebeveynde bulunan
baskin allelin diger ebeveyndeki ¢ekinik alleli bastirmasindan, asir1 baskinlik hipotezine (over
dominance hypothesis) gore de ebeveynlerden gelen farkli allellerin birbiriyle etkilesime
girmesinden (kantitatif kalitim) kaynaklanmaktadir (Fu et al. 2015). Baranwal et al. (2012)’a
gore, DNA metilasyon, kromatin modifikasyon ve histon modifikasyon mekanizmalari olarak
bilinen epigenetik mekanizmalar da heterozise katkida bulunmaktadir. Ancak Unlu and Bozcuk
(1979)’un ¢alismalarinda F1 melezlerinin kendilestirilmesi ile olusan F2 bireylerinin omiir
uzunlugunda regresyon (gerileme) oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni Vaiserman et al. (2013)
tarafindan heterozisin yalnizca F1 neslinde goriilebilmesi sonraki nesillerde ise kademeli olarak
kaybolabilecegi seklinde aciklanmistir. Bize gore ise heterozigot ebeveynler arasindaki
caprazlamalar ile meydana gelen F2 bireyleri “transgressif varyasyona” bagli olarak hem
ebeveynlerinden daha istiin (daha uzun 6miirlii) hem de daha zay1f (daha kisa 6miirlii) karakter

gosterebilirler.
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Calisma kapsaminda kullanilan bitki tiirlerinin farkli canli gruplari ve 6zellikle insanlar
tizerinde de toksik etkilerinin oldugu literatiirde yer almaktadir. Kepenekci et al. (2016), H.
niger, Melia azedarach L. (tesbih agaci) ve Xanthium strumarium L. (pitrak) yapraklarina ait
etanol ekstraktlarinin Meloidogyne spp (kok-ur nematodu)’nin yumurtadan ¢ikamamasinda ve
2. evre larvalarin 6liimiinde %100 etkili oldugunu belirlemistir. Turan (2021) tarafindan yapilan
bir calismada, D. stramonium tohumlarindan hazirlanan su ve metanol ekstraktlarinin
Amaranthus retroflexus L. (kirmiz1 koklii horozibigi), Beta vulgaris L. (seker pancari) ve
Chenopodium album L. (sirken/yabani 1spanak) bitkilerinin ¢imlenmesini azalttigi, 6zellikle de
metanol ekstraktinin C. album L. ve A. retroflexus L.’nin ¢imlenmesini %100 engelledigi
bildirilmistir. Yapilan baska bir ¢calismada da N. rustica yapraklarindan hazirlanan dumansiz
titlinlin Sprague Dawley sicaninin dil altina yerlestirmesi sonucunda plazmadaki kotinin
degerinin yiikseldigi belirlenmistir. Yine bu ¢alismada tiitiiniin deri fleplerinde (viicudun bir
kismindan kesilip diger bir kismina eklenen kitlesi) nekroz oranini artirdigi Eroglu et al. (2009)
tarafindan ifade edilmistir. Verma et al. (2020), D. stramonium tohum ekstresine maruz kalan
Wistar siganlarinda istahsizlik, huzursuzluk, depresyon ve susuzluk gibi belirtilerin ortaya
ciktigini gdzlemlemistir. Ayni zamanda 30., 60. ve 90. giinlerde alinan kan 6rneklerinde AST,
bilirubin, iire, kolesterol degerlerinin arttigi ve belirgin lenfositopeni (lenfosit sayisinin

azalmasi) varlig1 tespit edilmistir.

Bir olgu sunumunda, D. stramonium tohumlarini tilketen 16 yasindaki erkek ve 15
yasindaki kiz ¢ocugunda cevreyle uyum sorunu, anlagilamayan konusma, halsizlik ve
haliisinasyon gibi sikayetler goriilmistiir (Spina and Taddei 2007). Utku et al. (2015) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, Maras otu kullanicilar1 ile saglikli kisiler arasinda yapilan
karsilastirmalar sonucunda, Maras otunun serebral kan akim hizini artirdig1 ve bunun da inme
riskini tetikleyebilecegi ifade edilmistir. Cesitli arastirmacilara gore, D. stramonium tiiketimi
sonucu olusan semptomlarin ve diger canli gruplarinda meydana gelen letalitenin en 6nemli
sebebi, bitkinin igeriginde bulunan tropan alkaloidleridir (Pavela 2004; Berkov et al. 2006;
Yavuz vd 2016). Bunlardan atropin, skopolamin ve hiyosiyamin yiiksek dozda alindiginda goz
bebeklerinde genisleme, tasikardi, cilt kurulugu, huzursuzluk, haliisinasyon ve hatta komaya
kadar ilerleyen durumlara neden olmaktadir (Aga and Gayed 1992; Celbek vd 2010; Ullrich et
al. 2017). Ozellikle atropin ve skopolamin, ndrotransmitter molekiilii olan asetilkolinin
reseptorlerine baglanarak asetilkolin aktivitesini bloke etmektedir. Ancak reseptor iizerinde
herhangi bir uyarict etki olusturamayan bu alkaloidler yalnizca asetilkolinin reseptorlere
baglanmasin1 engelleyip onlarin antagonisti gibi davranarak merkezi sinir sistemini

etkilemektedir (Stella et al. 2010). Yine H. niger’in biyokiitlesinde bulunan tropan alkaloidleri
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viicuda alindiginda agiz kurulugu, konusma giicliigii, kizarik cilt, bulant1 ve kusma gibi ¢esitli

semptomlara sebebiyet vermektedir (Erkal vd 2006; Alizadeh et al. 2014).

Sigaray1 birakmak isteyen kisiler tarafindan alternatif olarak kullanilan Maras otunun
ana bileseni olan ve bitkinin yapraklarindan elde edilen nikotin, oldukca keyif veren ve
bagimlilik yapan bir alkaloiddir. Diisiik dozlarda viicuda alindiginda merkezi sinir sistemini
uyarici etki gdsteren bu bilesen yiiksek dozda ki alimlarda bas agrisi, terleme, kusma ve ishal
gibi semptomlara neden olmaktadir. Her ne kadar zararsiz oldugu disiiniilse de N. tabacum’dan
hazirlanan sigaranin nikotin i¢erigi yaklasik 10-20 mg iken N. rustica’dan hazirlanan dumansiz
tiitliniin nikotin icerigi sigaradan yaklasik 8-10 kat fazla bulunmustur (Giines ve Sarisik 2020).
Daha 6nce yapilan gesitli arastirmalarin sonuglarina gore de yetiskinlerde ki dldiiriicii doz 40-
60 mg olarak belirlenmistir (Connolly et al. 2010; Corkery et al. 2010; Giines ve Sarisik 2020).
Nicotiana cinsine ait tiirlerde nikotin disinda baska alkaloidlerde yer almaktadir. Bunlardan
anatabin, nikotine benzeyen yapiya sahip olmasina ragmen terapotik dozlarda (etken maddenin
en etkili minimum diizeyiyle yan etki goriilmeyen maksimum degeri arasinda kalan dozlari)
bagimlilik yapict 6zellik gostermemektedir (Wiersinga 2013). Ancak diger bir bilesen olan
anabasinin olduk¢a toksik ve hatta liime dahi neden olabilecegi bilinmektedir. Ornegin,
Nicotiana glauca (agag tiitiinii) bitkisinin yapraklarini yiyen iki kiside anabasine bagli olarak
bas donmesi, halsizlik ve kusma gibi semptomlarin oldugu Kurkcu et al. (2011) tarafindan ifade
edilmistir. Sunulan bu ¢alismada kullanilan N. rustica, H. niger ve D. stramonium bitkilerinin
su ve metanol ekstraktlarinda bulunan skopolamin, atropin ve nikotin miktarlar1 Bayam (2021)

tarafindan GC-MS (Gas chromatography—mass spectrometry) yontemiyle belirlenmistir.

D. melanogaster’in 1., 2. ve 3. evre larvalarinda bulunan ve ergin bireye ait organlari
olusturacak 1maginal disklerde olusabilecek herhangi bir degisikligin bir sonraki hiicre
gruplarina aktarilarak mutant hiicre gruplarini meydana getirdigi ve bunlarin da ergin sineklerin
kanatlarinda mutant hiicre klonlar olarak gozlendigi bilinmektedir. Drosophila’da géz benek
testi ya da kanat benek testi olarak bilinen SMART yontemi, herhangi bir sebeple olusan mutant
hiicre klonlarini saptamak amaciyla uygulanmaktadir. Bolim 1’de belirtildigi gibi nokta
mutasyonlar, delesyon, kromozom kaybi ve mitotik rekombinasyon sonucunda kiigiik ve biiyiik
tek tip klonlar, yalnizca mitotik rekombinasyon sonucunda da ikiz klonlarin olustugu
bilinmektedir. Tez kapsaminda D. stramonium, N. rustica ve H. niger bitkilerine ait su ve
metanol ekstraktlarinin olasi genotoksik etkilerinin belirlenmesi igin de SMART yo6ntemi
kullanilmistir. Bu yontemde distile su ve DMSO negatif gruplari haricinde genotoksisitesi iyi

bilinen EMS pozitif kontrol grubu ile farkli konsantrasyonda (10, 20, 30 ve 40 ppm) bitki

ekstraktlarim1 iceren uygulama gruplari olusturulmustur. Elde edilen degerlerin tiimii
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incelendigi zaman, NRgy ekstraktinin genotoksik olmadigi, NRmet’in 6zellikle normal kanat
fenotipine ait en yiiksek uygulama grubunda (40 ppm) genotoksik etkili oldugu belirlenmistir
(Tablo 13 ve Tablo 14). Yine H. niger ve D. stramonium bitki ekstraktlarinin artan
konsantrasyonuna bagli olarak mutant klon olusumunun uyarildigr gézlenmis ve bu durum da
genotoksik etki olarak degerlendirilmistir (Tablo 15, Tablo 16, Tablo 17 ve Tablo 18). Cesitli
arastirmacilara gore, Solanaceae familyasina ait tiirlerde bulunan alkaloidlere dayalt meydana
gelen oksidatif stres, genotoksik etkiyi uyararak somatik mutasyonlara neden olmaktadir
(Hassine et al. 2013; Diaz 2015). Bu bilgiler dogrultusunda “tez ¢alismalari sirasinda gozlemis
oldugumuz somatik mutasyonlardaki artisin bitkisel ekstraktlarda bulunan alkaloidlerden
kaynaklanarak olusmasi kuvvetle muhtemeldir” diyebiliriz. Ciinkii daha 6nce yapilan gesitli
calismalarda farkli alkaloidlerin genotoksik etkileri de SMART yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Ornegin, Senecio brasiliensis (ruh gigegi)’de bulunan integerrimin alkaloidinin
mutant klonlar1 indiikledigi D. melanogaster’de  SMART kullanilarak belirlenmistir
(Campesato et al. 1998). Yine Ocotea acutifolia (kara defne)’den elde edilen talikminin,
disentrin ve okotein alkaloidlerinin mitotik rekombinasyonlara neden oldugu bu yontem ile
ortaya konulmustur (Guterres et al. 2013). Sekonder metabolitler arasinda yer alan terpenlerin
de tipki alkaloidler gibi KTT, BTT ve ikiz klonlarin olusumuna yol a¢tig1 Uysal ve Celik (2021)

tarafindan yapilan bir ¢alismada gosterilmistir.

Ismeel (2011)’in yaptig1 calismada AMN-3 (Ahmed- Mohammed- Nahi-2003), Hep-2
(laringeal kanser hiicresi) ve RD (rabdomiyosarkom/yumusak doku tiimorii) kanser hiicre
hatlarinin H. niger’in toprak istii kisimlarindan hazirlanan alkaloid ekstraktina maruz
birakilmast sonucunda hiicresel canliligimi yitirdigi gozlenmistir. Bir bagka calismada D.
stramonium’un yaprak ve tohumlarindan hazirlanan sulu ekstraktlarin genotoksik etkisi Allium
cepa testi ile belirlenmistir. A. cepa koklerine 72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (12,5,
25, 50, 75 ve 100) uygulanan iki ekstraktin kromozomal aberasyonlar1 artirdig1 bildirilmistir
(Ashiru et al. 2020). Demirhan (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Maras otunun insan
periferal lenfosit hiicrelerinde, kromozomal aberasyonlari indiiklendigi ve anormal hiicre
frekansini artirdigi goriilmiistiir. Yine H. niger’in farkli konsantrasyonlarda etanol ve su
ekstraktlar1 insan lenfosit hiicrelerine uygulandigi zaman mikroniikleus frekansinin artttig
belirlenmistir (Bayam ve Uysal 2021). Saatci et al. (2008) yaptig1 bir ¢alismada, Maras tozu
kullaniminin DNA hipometilasyonu ve MN olusum sikligin1 artirdigini bildirmistir. Soyle ki;
sigara icen, Maras tozu kullanan ve saglikli bireylerden alinan lenfosit hiicreleri ile ayni
deneklerden alinan yanak i¢i mukoza hiicrelerine bakildiginda sigara i¢enler ve Maras tozu
kullanicilarinda genomik hipometilasyonun mevcut oldugu tespit edilmistir. Yine sigara ve

Maras tozu kullanicilarinin yanak i¢i hiicrelerinde MN frekansi saglikli bireylere gore anlamli
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derecede yiiksek bulunmustur. Bir diger ¢calismada da Maras otu kullanan bireylerden alinan i¢
dudak ve yanak i¢i mukoza hiicrelerinin MN frekanslar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda
oldukga yiiksek bulunmustur (Burgaz et al. 2000). Sardas et al. (2009) tarafindan yapilan bir
caligmada sigara icen, Maras tozu kullanan ve saglikli bireylerden alinan periferik lenfosit
hiicrelerinde toplam kuyruk skor frekanslar1 (TCS) comet testi ile belirlenmistir. Elde edilen
verilere gére Maras tozunu kullanicilarinin TCS frekansi saglikli kisilere gére anlamli derecede
yiiksek bulunmustur. Ayrica Maras tozu kullanicilarinda comet testi ile gozlenen DNA hasar1

da sigara igenlere gore daha yiiksek bulunmustur.

Solanaceae familyasina ait bitkilerin igeriginde yaygin olarak bulunan alkaloidler, bir
organizmaya girdiginde lipit peroksidasyonu, protein ve DNA hasarina sebep olan reaktif
oksijen tiirlerinin (ROT) olusumuna yol agarak oksidatif stres meydana getirmektedir. Serbest
radikaller teorisine gore, serbest radikaller normal metabolizma esnasinda iiretilmekte ve
bunlarin olasi toksik etkileri stiperoksit dismutaz, glutatyon S-transferaz, glutatyon peroksidaz
veya katalaz gibi antioksidan enzimlerin aktivasyonu sayesinde dengede tutulmaktadir
(Chowanski et al. 2016). Ancak ROT olusumu, antioksidan sistem kapasitesini asarsa
organizma ig¢in birincil derecede gerekli olan lipit, protein ve niikleik asit gibi primer
metabolitler zarar goérmeye baslarlar (Biesalski 2002). Zaman igerisinde bu hasarlarin
onarilamamasi ve homeostazin bozulmasi da Bourg (2001)’a gore, Parkinson, serviks kanseri,

diabetis mellitus, serebrovaskiiler bozukluklar gibi hastaliklar1 ve yaglanmay1 tetiklemektedir.

Hiicrenin membran ve organellerinin yapisinda bulunan lipitler, serbest radikallerin
etkilerine kars1 en duyarli biyomolekiillerdir. Serbest radikaller, membran yapisinda yer alan
coklu doymamis yag asitleri ile reaksiyona girdiginde lipit peroksidasyonu baslar ve lipit
peroksil radikalleri olusur. Membranlarda gerceklesen zincirleme peroksidasyon reaksiyonlari
sonucunda olusan lipit peroksitler de son iiriin olan 4-hidroksinonenal (HNE) ve malondialdehit
(MDA) ad1 verilen aldehitlere déniismektedir (Wickens 2001; Giirgdze vd 2007; Ozcan vd
2015). Ozellikle glutatyon peroksidazin inhibasyonu veya yoklugunda bu lipit peroksitler,
hiicrenin yirtilmasina yol acarak membran akiskanligi ve gecirgenligini geri doniisiimsiiz olarak
bozmaktadir (Yang et al. 2014; Gaschler and Stockwell 2017). Serbest radikallerden etkilenen
bir diger makromolekiil de proteinlerdir. Bu radikaller 6zellikle triptofan, tirozin, metionin ve
histidin gibi amino asitlerden olusan proteinlerle kolayca reaksiyona girerek protein yapisinda
kovalent modifikasyonlara neden olmaktadir (Biiylikgiizel 2013; Karabulut ve Giilay 2016).
Protein oksidasyonu adi verilen bu durum, hiicrenin yapisina ve enzimatik siirecine etki ederek
oksidatif strese katkida bulunmaktadir (Cecarini et al. 2007). Proteinlerin oksidatif

modifikasyonu sonucunda olusan oksitlenmis proteinlerin hiicre ve dokularda fazla birikimi
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hem cesitli patolojik durumlara hem de yaslanmanin daha hizli ilerlemesine yol agmaktadir
(Dean et al. 1997). Yine serbest radikaller DNA molekiiliinde zararli olaylar1 baslatan baz
modifikasyonlar1 veya zincir kopmalarima da neden olmaktadir. Bu hasarlarin tamir
mekanizmalar1 tarafindan diizeltilememesi kanser, hiicre dliimii veya yaglanmaya yol agan

mutasyonlar1 indiiklemektedir (Hoeijmakers 2009).

Calisma kapsaminda kullanilan D. stramonium ve H. niger’in tohumlarinda, N.
rustica’nin ise yapraklarinda bulunan sekonder metabolitlerin bir grubu olan alkaloidlerin
toksik ve genotoksik potansiyele sahip olduklari daha 6nce yapilan farkli arastirmacilara ait
calismalarda da ifade edilmistir. Gerek Oomiir uzunlugu testi gerckse SMART sonucu elde
ettigimiz sonuglarin tiimii literatlir taramalarindan elde edilen sonuclar ile paralellik
gostermektedir. Tez calismasi kapsaminda “kullanilan her ii¢ bitkinin su ve metanol
ekstraktlarma bagli olarak D. melanogaster’in omiir uzunlugunda meydana gelen kisalma
yaslanma teorilerinden birisi olan “Serbest Radikal Teorisi” ile agiklanabilir” diye
diisiinmekteyiz. Soyle ki; ii¢ bitkiye ait ekstraktlar hiicre igerisinde serbest radikal olusumunu
indiikleyip oksidasyon reaksiyonlarina yol acarak viicut icerisindeki tim molekiilleri
etkilemistir. Hiicre ici membranda bulunan lipitler, serbest radikaller ile etkilesime girdiginde
lipit peroksitleri meydana gelmekte bu da geri doniisii olmayan hiicre bozulmasina neden
olmaktadir (Wickens 2001). Lipit peroksidasyonu disinda membranda bulunan proteinler de
hasar gormektedir. Ayrica “Proteinlerin Degisiklige Ugramasi Teorisi”ne gore, protein
yapisindaki enzimlerde meydana gelen degisikler de, enzim fonksiyonlarini etkileyip
yaslanmaya neden olmaktadir (Poon et al. 2004; Nalbant 2006). Ayrica DNA’daki bazlar ile
reaksiyona giren serbest radikaller, bazlarin modifiye olmasina sebebiyet vermektedir. Sonug
olarak lipit peroksidasyonu, protein modifikasyonlar1 ve DNA hasarlarina neden olan serbest
radikaller hiicre, doku ve organ fonksiyonlarini etkileyerek yaslanmaya katkida bulunmaktadir.
Yapilan literatiir taramalarinda da 6miir uzunlugundaki kisalmanin artan serbest radikal tiretimi

ile iliskili oldugu bilgisi 6n plana ¢ikmaktadir (Rahman 2007).

Omiir uzunlugunda meydana gelen kisalmayr “Somatik Mutasyon Teorisi” ile de
aciklamak miimkiindiir. Bu teoriye gore, hiicrelerin i¢ veya dis etkenlere maruz kalmasi ile
olusan hasarlar, somatik mutasyonlara neden olabilmektedir. Ancak DNA tamir
mekanizmalarmin islevini yerine getirememesi veya TP53 geninin etkinligindeki degisiklik
yaslanmaya neden olmaktadir (Slijepcevic 2006). Soyle ki; TP53 geni, timor olusumunu
engelleyen p53 proteinini kodlamaktadir. p53 proteini de hasarlarin onarilmasinda, oksidatif
stresi ortadan kaldirmasinda, apoptozun olup/olmayacagini belirlenmesinde, hiicrenin hayati

devamliligini1 saglanmasi igin antioksidan ve prooksidan (oksidan iiretimine yol agan maddeler)
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aktivitelerin dengesinin saglanmasinda kritik rol oynamaktadir. Ayn1 zamanda yaslanma ve
uzun Omiirliiliik tizerinde de etkiye sahip olan p53’iin alkaloidlerden etkilenmis olmasi kuvvetle
muhtemeldir (Hasty and Christy 2013). Bu ¢alismada da bitki ekstraktlarina bagli DNA’da
olusan hasarlarin, ‘‘genomun koruyucu’’ olarak bilinen TP53 geninin mutasyona ugramasindan
kaynakl1 6nlenemedigini diistinmekteyiz. Gerontologlara gore de uzun omiir ile DNA tamir

mekanizmalarinin kapasitesi arasinda pozitif bir iliski vardir (Heemst et al. 2005).

Sunulan bu ¢alismada Solanaceae familyasina ait D. stramonium, N. rustica ve H. niger
tirlerinin toksik ve genotoksik potansiyelleri, in vivo dmiir uzunlugu ve in vivo SMART ile
belirlenmistir. Her iki yontemde de kullanilan uygulama dozlarinin artis1 ile dmiir uzunlugu
kisalmas1 arasinda negatif korelasyon, somatik mutasyonlarin uyarilmasi arasinda pozitif
korelasyon oldugu goriilmiistiir. Bu ii¢ bitkinin hem sagliga iyi geldigi gerekgesiyle bilingsizce
kullaniminin hem de uyusturucu ve keyif verici Ozelliklerinden dolay1 alternatif olarak
kullaniminin verdigi zararlar goz oniinde bulundurulmali ve konu ile ilgili olarak insanlarin

bilin¢lendirilmesi ve denetimlerin yapilmasi gerektigini diistinmekteyiz.
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