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Bu c¢alismada, alkilleyici bir ajan olan etil metansiilfonatin indiikledigi genotoksik
etkiye kars1 geleneksel tipta kullanilan ve antioksidan 6zelliklere sahip oldugu bilinen
Sideritis bitkisinin Mersin yoresinden toplanan Sideritis brevidens ve Sideritis
libanotica subsp. violascens tiirlerinin toprak tistii metanol ekstrelerinin dort farkl
konsantrasyonu (1,25; 2,5; 5 ve 10 mg/mL) kullanilarak potansiyel antigenotoksik
etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir. Kanat benek testi olarak da bilinen somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) uygulanarak Drosophila melanogaster’in
genomunda ¢ekinik flare (fIr) ve ¢oklu kanat kili (mwh) belirleyici genlerini tasiyan
iki farkli mutant soyu kullanilmistir. Bu iki mutant soy arasinda yapilan ¢aprazlamalar
sonucu elde edilen 72+4 saatlik transheterozigot larvalar bitkilere ait metanol ekstresi
ve alkileyici ajanla kronik olarak beslenmistir. Tiim uygulama gruplarindaki
larvalardan yetisen ergin bireylerin kanatlarindan hazirlanan preparatlar 151k
mikroskobunda farkli benek tiplerine gore incelenmistir. Bitki ekstrelerinin ¢alisilan
konsantrasyonlarda genotoksik etki gostermedigi buna karsin alkilleyici ajanlarla
birlikte uygulandiginda o6zellikle 5 ve 10 mg/mL’lik konsantrasyonlarda somatik
mutasyon ve rekombinasyon oranlarini 6nemli dl¢giide azalttigi belirlenmistir. Elde
edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde sonuglarin anlamli oldugu
goriilmistiir (p<0,05). Bu calisma, Sideritis tilirlerinden elde edilen bilesiklerin
potansiyel farmakolojik kullanimlar1 ve dogal bir kaynak olarak genetik hasar1 azaltici
etkileri hakkinda yeni aragtirmalarin yolunu acabilir.
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ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF THE ANTIGENOTOXIC EFFECT OF SOME
SPECIES OF SIDERITIS

Neva CELIK

Erzincan Binali Yildirim University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Deniz ALTUN COLAK

In this study, the potential antigenotoxic effects of above-ground methanol extracts of
Sideritis brevidens and Sideritis libanotica subsp. violascens, two species of the
Sideritis plant known for their traditional medicinal use and antioxidant properties,
collected from the Mersin region, were investigated using four different concentrations
(1,25; 2,5; 5; and 10 mg/mL) against the genotoxic effects induced by the alkylating
agent ethyl methanesulfonate. The somatic mutation and recombination test (SMART),
also known as the wing spot test, were conducted using Drosophila melanogaster, with
two different mutant strains carrying the recessive flare (fIr°) and multiple wing hairs
(mwh) genes. Transheterozygous larvae aged 72+4 hours were obtained through
crosses between these two mutant strains and were chronically fed with plant methanol
extracts and the alkylating agent. Preparations from the wings of the adult individuals
that emerged from all application groups were examined under a light microscope for
different spot types. The plant extracts showed no genotoxic effect at the studied
concentrations. However, when applied in conjunction with alkylating agents, it was
observed that especially at concentrations of 5 and 10 mg/mL, the rates of somatic
mutation and recombination were significantly reduced. The obtained data were
statistically evaluated and the results were found to be significant (p<0,05). This study
could pave the way for further research into the potential pharmacological uses of
compounds derived from Sideritis species and their naturally sourced genetic damage-
reducing effects.

2023, 56 Pages
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1. GIRIS

Bitkiler, tarith boyunca geleneksel tipta kullanilan ve saglik faydalari1 bilinen dogal
kaynaklardir. Antioksidan 6zelliklere sahip bitkiler, serbest radikallerin neden oldugu
DNA hasarin1 6nlemede ve genotoksik etkilere kars1 korunmada 6nemli bir role sahip
olabilirler. Bu nedenle, bitkilerin potansiyel antigenotoksik etkilerini aragtirmak, genetik

materyalin korunmasinda 6nemli bir adimdir.

Sideritis, Lamiaceae familyasina ait bir bitki cinsidir ve geleneksel tipta yaygin olarak
kullanilan bir bitki tiiridiir. Sideritis bitkisi, antioksidan 6zellikleri ve biyoaktif bilesenler
icermesi nedeniyle biiyiik ilgi cekmektedir. Ozellikle Sideritis bitkisi iizerinde yapilan
caligmalar, bu bitkinin anti-inflamatuar, antioksidan, antikanser ve antimikrobiyal
etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Ancak, Sideritis bitkisinin potansiyel

antigenotoksik etkileri hakkinda sinirli bilgi bulunmaktadir.

Bu tez, Sideritis bitkisinin bazi tiirlerinin antigenotoksik etkilerini arastirmayi
amagclamaktadir. Ozellikle, Mersin bdlgesinden toplanan Sideritis brevidens ve Sideritis
libanotica subsp. violascens tiirlerinin toprak iistii metanol ekstrelerinin alkilleyici bir
ajan olan etil metansiilfonat tarafindan indiiklenen genotoksik etkilere karsi potansiyel
antigenotoksik etkilerini degerlendirmek hedeflenmektedir. Bu c¢alisma, Sideritis
bitkisinin genetik materyalin korunmasi iizerindeki etkisini anlamamiza ve potansiyel

saglik faydalarini belirlememize yardimci olacaktir.

Bu arastirma icin Drosophila melanogaster, genetik ve biyomedikal arastirmalarda sikca
kullanilan bir model organizma olarak se¢ilmistir. Drosophila melanogaster, genetik
mutasyonlarin ve rekombinasyonun incelenmesi icin ideal bir sistem sunmaktadir.
Somatic Mutation and Recombination Test (SMART) olarak da bilinen kanat benek testi,
Drosophila melanogaster’in genomunda tasidig1 belirli genetik markdrlerin degisimini

izleyerek genotoksik etkilerin degerlendirilmesini saglamaktadir.

Bu tezde, Sideritis bitkisinden elde edilen metanol ekstrelerinin  farkli
konsantrasyonlarinin, genotoksik etkilere karsi Drosophila melanogaster iizerindeki
antigenotoksik etkilerini belirlemek i¢cin SMART testi kullanilacaktir. Elde edilen veriler,

Sideritis bitkisinin genetik materyalin korunmasinda énemli bir role sahip olabilecegini



ve saglik faydalarini daha iyi anlamamiza katki saglayabilecegini vurgulamaktadir.
Ayrica, bitkinin potansiyel kullanim alanlarmi kesfetmek ve gelecekteki caligmalara

temel olusturmak i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerektigini vurgulamaktadir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. 8. brevidens ve S. libanotica subsp. violascens’in Genel Ozellikleri

Lamiaceae familyasina ve Sideritis cinsine ait olan bu iki bitki endemik olarak Akdeniz
bolgesinde yetismektedir. Kendi 6zgiin habitatinda yetisen ve farkli cografi bolgelerde
bulunan bu bitkilerin genel 6zellikleri, morfoloji, ¢iceklenme ve kullanim amaglar1 gibi
faktorlere bagl olarak degisiklik gostermektedir. Cok yillik otsu olup genellikle halk
arasinda dag cay1 veya bitkisel cay olarak kullanilmaktadir. Sideritis cinsinin 6nemli bir
ozelligi ise tibbi ve aromatik bitkiler i¢inde yer almasidir. Bu sebeple bu bitkiler insanlar
tarafindan istah acici, iltihap giderici, kas gevsetici, idrar soktiiriicli ve soguk alginligini
giderici olarak kullanilmaktadir (Ari, 2021). Bitkininin gbzlenen in vivo ve in vitro
farmakolojik aktiviteleri, igeriginde bulunan flavonoitler, diterpenler terpenler,
flavonoitler, ugucu yaglar, iridoidler, kumarinler, lignanlar ve steroller gibi aktif kimyasal
bilesenlerden kaynaklanmaktadir. Bunun yani sira antioksidan, antispazmotik,
antikonviilsan, antiinflamatuvar, antitilseratif, antimikribiyal, analjezik, yara iyilestirici
ve gaz giderici gibi farmakolojik etkilere sahip olmasi insanlar tarafindan geleneksel tipta

kullanilma sikligini arttirmaktadir (Gonzélez-Burgos vd., 2011).

Govde ve yapraklar1 yogun tiiylii, genellikle gri-yesil renkte ve eliptik sekilde; ¢igekleri
genellikle beyaz veya soluk sar1 renkte, yogun kiiresel basaklarda toplanmis olan Sideritis
brevidens bitkisi (Topal ve Uzun, 2020) Sekil 2.1°de gdvde ve yapraklar tiiylii; yapraklari
genellikle yesil renkte ve uzunlamasina oval sekilde; ¢i¢ekleri morumsu veya soluk mor
renkte, yogun basaklarda toplanmis olan Sideritis libanotica subsp. violascens bitkisi

(Yilmaz, 2013) Sekil 2.2°de verilmistir.



Sekil 2. 1. Sideritis brevidens

Sekil 2. 2. Sideritis libanotica subsp. violascens
2.2. Alkilleyici Ajanlar

Alkilleyiciler, kanser tedavisinde sikc¢a kullanilan ve DNA'ya bir alkil grubunu (CuHzn+1)
baglayarak etki gosteren ajanlardir (Safthill vd., 1985). Bu maddeler DNA {izerinde farkli

bolgelerle etkilesebilirler. DNA’nin yapisini ve islevini degistirebilen bu kimyasal



ajanlar, DNA tiizerindeki bazlar1 veya DNA molekiiliiniin diger bilesenlerini modifiye
ederek genotoksik etkilere neden olurlar. DNA’nin yapisal 6zellikleri igerisinde bulunan
adenin, timin, guanin ve sitozin bazlarinin halka {izerindeki azot atomlari, halka
yapisindaki oksijen atomlari ve niikleotidler arasindaki fosfatlarmn 5'-3' fosfodiester
baginda bulunmayan oksijen atomlari, DNA iizerinde en sik alkillenen bolgelerdir (Ronai
vd., 1993). Alkil grubu, DNA’da guanin bazina piirin halkasinin 7 numarali azot atomuna
baglanmasini ifade eder (Safthill vd., 1985). Kanser hiicrelerinin temel 6zelligi, saghkli
hiicrelere kiyasla daha az hata ve daha hizli onarim ile ¢ogalmalaridir. Bu nedenle, DNA
hasarma karsi oldukca hassastirlar. Alkilleyici maddeler, DNA ile kovalent bag
olusturarak DNA’ya hasar veren ve hiicre 6liimiinii indiikleyen kimyasal maddelerdir ve
kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilirlar (Damia and D’Incalci, 1998). Ancak,
alkilleyici maddeler saglikli hiicrelerde, 6zellikle gastrointestinal sistemde, testislerde,
yumurtaliklarda ve kemik iliginde bulunan siklikla boliinebilme 6zelligine sahip hiicreler
icin toksik olup infertiliteye neden olabilirler. Ayrica, alkilleyici maddelerin biiyiik bir
cogunlugu kanserojen etkisi gosteren maddelerdir (Wiedemann vd., 1996). Alkilleyici
maddeler, DNA’ya baglanarak hasara yol acarlar. Bu hasarlar, iplik kopmalari,
kromozom kayiplart veya hiicre boliinmesi sirasinda serbest kalan kromozom
fragmanlarinin veya kromozomlarin varligini siirdiirmesi gibi etkileri icerir. Bu tiir
etkiler, biyosentetik mekanizmalarin durmasina, teratojeniteye, hiicre 6liimiine ve hiicre
dongiisiinde hasara yol agabilir. Sonug olarak, alkilleyici maddeler kanser tedavisinde
etkili olabilirken, ayn1 zamanda saglikli hiicreler i¢in de toksik olabilir ve genetik hasara
neden olabilirler (Brookes, 1990; Santos-Mello vd., 2005). Genetik arastirmalarda sikc¢a
kullanilan bir alkilleyici ajan olan ve DNA iizerinde alkilasyon reaksiyonlarina yol acarak
mutasyonlara neden olabilen etil metansiilfonatin (EMS) da aralarinda bulundugu
alkilleyici ajanlar kendi aralarinda farkli kimyasal yapilar ve etkilesim mekanizmalarina

gore alt1 gruba ayrilarak incelenirler (Ralhan ve Kaur, 2007).

1. Nitrojen mustarlar [mekloretamin, siklofosfamid, ifosfamid, melfalan ve
klorambusil]

Etilenamin ve metilenamin tiirevleri [heksametilmelamin, altretamin, tiotepa]
Alkil siilfonatlar [etil metansiilfonat, busulfan]

Nitroziireler [karmustin, lomustin]

A

Triazenler [dakarbazin, prokarbazin, temozolomid]



6. Platin iceren antineoplastik ajanlar [sisplatin, karboplatin, oksaliplatin]

Etil metansiilfonat (EMS), alkil siilfonatlar sinifina dahil edilen bir alkilleyici ajan olarak
kabul edilir. Alkil siilfonatlar, genellikle hiicrelerde DNA hasarina neden olan ve genetik
materyalde degisikliklere yol acan kimyasal bilesiklerdir. EMS timin ile reaksiyona
girdiginde O°® —etil timin meydana gelir ve O°- etil timin guanin ile baz ¢ifti yapar.
Sonucta TA—CG transisyonu meydana gelir. Benzer sekilde EMS, guaninle reaksiyona
girerse O%- etil guanin meydana gelir. O%- etil guanin ise T ile baz ¢ifti yapar ve GC—AT
taransisyonu olusur (Ates, 2002). Bu mutasyonlar rastgele olusur, GC’den AT’ye ve
AT’den GC transisyon mutasyonlarina, insersiyonlara ve delesyonlara sebep olarak

genetik materyallerde degisikliklere yol acar (Yan vd., 2021).

2.3. Genotoksisite Testleri

Genotoksisite, fiziksel ya da kimyasal maddeler (mutajen ve kanserojenler) tarafindan
DNA’da hasar olusumunu tanimlanir. Bu ajanlar hem bireyin kendisini hem de bir
sonraki nesillerin yapisin1 etkileyebilecek hasarlar1 ortaya ¢ikarabilir (Yiizbasioglu vd.,
2016). Genotoksisite testleri, glinlilk yasamimizla i¢ ige olan ilaglar, katki maddeleri,
fiziksel etkenler ve gevresel kirleticiler gibi faktorlerin genetik materyal {izerinde
olusturabilecegi zararlari tespit etmek ve kanserojenik etkilerini belirlemek ig¢in
kullanilan test teknikleridir. Bu testler, genotoksik ve kanserojenik etkilerin varligini
tespit ederek olasi hasarlari tahmin etmeyi amaglar (Tucker ve Preston, 1996).
Genotoksinlerin etki mekanizmast (Erséz, 2019) Sekil 2.3’de sematik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 2. 3. Genotoksinlerin etki mekanizmasi

Ureme hiicrelerindeki kalitsal degisiklikler, kimyasal maddeler tarafindan indiiklenebilir
ve genetik hasar olusturabilirler. Bu kimyasallarin neden oldugu degisikliklerin
belirlenebilmesi sebebiyle c¢ok sayida in vivo ve in vitro kisa zamanl testler

gelistirilmistir. Bu testler, farkli alanlarda yaygin ve basarili bir sekilde kullanilmaktadir.

Salmonella/Mikrozom Mutajenite (Ames) Testi

Salmonella/mikrozom mutajenite testi olarak da bilinen Ames testi, kimyasal maddelerin
mutajenik etkilerini arastirmak i¢in kullanilan, test parametreleri agisindan standartize
edilmis ve mutajenik/kanserojen etkileri bilinen kimyasallarla gegerliligi kabul gormiis
bakteriyel test sistemlerinden biridir. Bu test, hizli, ekonomik ve kolayca uygulanabilmesi
gibi onemli avantajlara sahiptir. Ames testi, somatik hiicrelerin timdr baskilayici
genlerinde olusan DNA’daki baz ¢iftlerinin degistirilmesini saptamak i¢in insanlarda ve
model organizmalarda tiimor olusumunu aragtirmada ve kimyasallarin DNA ile
etkilesimlerini engelleyerek mutajenik ve kanserojenik etkilerini yok eden antimutajenik

ve antikanserojenik maddelerin tespitinde de kullanilir. Bu test, potansiyel tehlikeli



kimyasallarin degerlendirilmesi ve c¢evresel saglik acisindan 6nemli bilgilerin elde
edilmesi i¢in 6nemli bir aractir (McCann vd., 1975; Mortelmans ve Zeiger, 2000; Choy,
2001).

Tek hiicre jel elektroforezi (Comet Assay, SCGE) Testi

Comet testi, bazik pH’da molekiil agirliklar1 birbirinden farkli ve farkli elektriksel yiik
bulunduran DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli bolgelere yayilis gostermesi
prensibine dayanir. Bu prensibe gore, hiicreler veya niikleoluslar agaroza yerlestirildikten
sonra lizis ve alkali elektroforez tamponunda yiiriitme ve asit-baz islemlerinden
gecirilerek floresan boya ile boyanir. Floresan mikroskop altinda incelemesi yapilan
preparatlarda hasar olusumu goriilmeyen DNA’lar comet (kuyruk) olusumu
gostermezken, zarar goren DNA molekiillerindeki fragmentler farkli molekiiler
agirliklarina ve elektrik yiiklerine sahip olacagindan elektriksel bolgede degisik hizlarda
yayilis gostererek niikleustan disari dogru hareket ederek kuyruklu yildiz goriintiisii
meydana getirmektedir. Bu goriintii sebebiyle bu teknige “Comet” denilmistir. Comet
yontemi ile DNA hasarmin kantitatif olarak belirlenmesinde; kuyruk momenti,
kuyruktaki DNA yiizdesi ve kuyruk uzunlugu gibi parametreler kullanilmaktadir (Ostling
ve Johanson, 1984; Singh vd., 1988; McKelvey vd., 1993; Albertini vd., 2000).

Mikroniikleus (MN) Testi

Mikroniikleuslar, hiicre bdliinmesi sirasinda olusan ve kromozom veya asentrik
kromozom fragmanlarindan koken alan, niikleusa dahil olmayan kiigiik ¢ekirdekgik
yapilaridir (Kirsch-Volders vd., 1997). Mikroniikleuslarin olusumu, ¢esitli faktorlerden
kaynaklanabilir, bunlar kinetokorlar1 bir arada tutan yapisal parcalardan, mitotik ig
ipligindeki hatalardan, hiicre boliinmesini kontrol eden genlerdeki eksikliklerden ve
kromozomal hasarlardan olusabilir ve sayilar1 farkli etkenlerin neden oldugu yapisal ve

sayisal kromozom anormallikleri nedeniyle artabilir (Vanparys vd., 1990).

Andploidi olusumunu saglayan ajanlar, sentromer bdliinme hasarlarina neden olabilirken,
klastojenler ise kromozom kiriklarina yol agabilirler. Bu nedenle, mikroniikleus

miktarindaki artig, viicut hiicrelerinde genomik dengesizligi gosteren bir belirtegtir.



Mikroniikleuslarin varligi, genotoksik ve karsinojenik etkilerin tespitinde kullanilan

Onemli bir gosterge olarak kabul edilir. (Sekeroglu ve Atli Sekeroglu, 2011).

Kromozomal Anormallik (KA) Testi

Kromozomal anormallikler, DNA dilizeyinde meydana gelen kromozomal hasarin ve
genomik kararsizligin sonucu olarak ortaya ¢ikan degisikliklerin belirlenmesi i¢in sik¢a
tercih edilen bir test teknigidir (Yiizbasioglu vd., 2006). Kromozomal kiriklar, DNA’da
var olan ve tamir edilmeyen cift zincirli kiriklardan, yeni yapiya sahip kromozomlar ise
DNA’da meydana gelen iplik kiriklarinin uygun bir sekilde tamir edilememesinden

kaynaklanmaktadir (Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011).

In vitro kromozomal anormallik (KA) testi, memeli hiicre kiiltiirlerinde, in vivo KA testi
ise kemik iligi hiicrelerinde etkinlik gosterir ve in vivo test ile mutajen kokenli hasarlarin
belirlenmesinde, tiir ve dokuya 6zgii metabolizma, farmakokinetik ve DNA onarim
mekanizmalarinin anlasilmasina katki saglar. Bu testler, ksenebiyotiklerin etkilerinin
degerlendirilmesi ve insan sagligi agisindan 6nemli bilgilerin elde edilmesi i¢in degerli

araclardir (Choy, 2001).

Floresan in situ Hibridizasyon (FISH) Testi

FISH kromozomlar iizerinde bulunan genlerin spesifik lokalizasyonunu saglamak i¢in
uygulanan bir testtir. Mikrodelesyonlar ve trizomilerin hizli tespiti i¢in 6zel problar
kullanilarak elde edilir. Genellikle bir metafaz kromozom yayilimina denatiire bir prob
eklenir ve sekansa 0zgii hibridizasyona izin vermek i¢in gece boyunca inkiibe edilir.
Baglanmamis probu yikadiktan sonra, bagli prob UV 15181 altinda flouresan ile
gorsellestirilir; boylece ilgilenilen genin yeri in situ olarak gdzlemlenir (Levsky ve

Singer, 2003).

Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon (CGH) Testi

CGH testi tiim genomik dengesizlikleri tespit etmek i¢in kullanilan 6zel bir FISH (gift

prob) teknigidir. Bu teknigin temeli verilen numunenin toplam genomik DNA’sinin



normal hiicrelerin toplam genomik DNA’s1 ile karsilastirilmasina dayanir. Tipik olarak
hem tiimér hem de normal DNA'dan alinan ayn1 miktarda 6rnekler iki farkli floresan boya
ile etiketlenir; normal bir lenfosit metafaz lamina karisim eklenir ve hibridize edilir. Bir
CCD kamera ile donatilmis bir flouresan mikroskop ve degerlendirme i¢in goriintii analiz
sistemi kullanilir (Houldsworth ve Chaganti, 1994). CGH, kanserde ve karyotipi ¢cok zor
olan hiicrelerde genomun kopya sayist degisikliklerini belirlemek, hazirlamak veya analiz

etmek i¢in kullanilir.

Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)

Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi, son yillarda kanat benek testi ve goz benek
testi olmak tizere iki sekilde uygulanir. SMART, akademik ¢aligmalarda ¢ok fazla tercih
edilen model organizmalardan biri olan Drosophila melanogaster’in kullanildigi
testlerden biridir. Bu test, mitotik rekombinasyon, delesyonlar1 ve nokta mutasyonlari
gibi genetik degisikliklerin taninmasini miimkiin kilar (Frélich ve Wiirgler, 1990; Graf
vd., 1998). SMART testinin diger testlere kiyasla daha cok tercih edilmesi, daha hizli,
ekonomik ve giivenilirliginin kanitlanmig olmasi ve sonuglarin hizli elde edilmesi gibi
avantajlarindan kaynaklanir. Ayrica, tek bir kanat veya gozde birden ¢ok hiicrenin
analizine olanak saglamas1 ve genotoksik etkinin dis goriiniiste kolaylikla gézlenmesi de
bu testin tercih edilme sebeplerindendir. SMART testi, genetik hasarlarin
degerlendirilmesi ve potansiyel etkilerinin anlasilmasi i¢in 6nemli bir aractir (Guzman-

Rincén ve Graf, 1995).

Bu tez ¢alismasinda, somatik mutasyon ve rekombinasyon test yontemiyle Sideritis
cinsine ait Sideritis brevidens ve Sideritis libanotica subsp. violascens bitkilerinin
toprakiistii metanol ekstraktlarinin Drosophila melanogaster’in mutant soylari tizerinde

antigenotoksik etkilerinin arastirilmasi amacglanmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

Teze ait tiim deneysel ¢alismalar Erzincan Binali Yildirim Universitesi Temel Bilimler

Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuari’nda gerceklestirilmistir.

3.1. Materyal
3.1.1. Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster halk arasinda meyve sinegi olarak bilinen ve genetik
calismalarda model organizma olarak siklikla kullanilan bir tiirdiir. Drosophilidae
familyasina ait olan Drosophila cinsinin D. melanogaster, D. erecta, D. yakuba, D.
simulans, D. santomea gibi 1500’{in {izerinde tiirii oldugu bilinmektedir (Bachli, 2006).
Tiir gesitliligi ¢ok fazla olmasina ragmen model organizma olarak ¢aligmalarda en ¢ok
tercih edilen D. melanogaster dir. Sekil 3.1°de yabanil tip D. melanogaster’e ait disi (A-
C) ve erkek (D-F) sineklerin dorsal, ventral ve lateral goriintimii ile erkeklerde protrosik
cift bacaklarin 1. tarsal segmentindeki seks taragmin (E) biiylitiilmiis bir goriinlimii

verilmigtir.

Dorsal Ventral Lateral

¥ @

Sekil 3. 1. Drosophila melanogaster’e ait disi ve erkek bireyler
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Bu tiiriin tercih edilmesinde; endemik olmamasi, diinyanin her yerinde bulunabilmesi ve
kolaylikla elde ediliyor olmasi gibi temel nedenler bulunmaktadir. Ayrica siirekli
caligilmas1 sayesinde anatomisinin ve fizyolojisinin ¢ok iyi belirlenmis olmasi, hiicre
tiplerinin iyi bilinmesi, bir¢ok genin tanimlanmasinda kullanilmis olmas1 ve ardindan bu
genlerin homologlarinin insanlarda kesfedilmesi bu tiirii diger tlirlerden ayirarak 6n plana

¢ikmasint saglamistir (McGurk vd., 2015).

3.1.1.1. D. melanogaster’in yasam dongiisii

D. melanogaster’in hayat dongiisii (Dizman, 2016) Sekil 3.2°de goriildigii gibi tam

metamorfoz gegirerek yumurta, larva, pupa ve ergin olmak {izere dort evrede tamamlanir.

Walking and Flying
~70 - 80 days

Drosophila melanogaster tationary ¥ Embryo
Life Cycle at 24-25°C

Hatching

i 1st Instar

&Y larva
i/
Moulting
2nd Instar
%

Larva

as W Moulting

itinizati - 3rd Instar
Chmmz.ahon & pupal Moulting
Sclerotization Larva

Brown pupa
White pupa

Sekil 3. 2. Drosophila melanogaster’in yasam dongiisii
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D. melanogaster’in gelisim evreleri bircok faktdrden etkilenmektedir. Bunlardan en
onemlileri; sicaklik, beslenme, populasyon yogunlugu, radyasyon ve nem gibi
faktorlerdir (Keser, 2010). Gelisim evresi sicakliga gore degistigi i¢in ektodermik bir
canlidir. Uygun kosullarda (25°C sicaklik, %40-60 bagil nem) yasam dongiisii yaklasik
10 giindiir (Klug vd., 2009).

Drosophila melanogaster yumurtas1 (Bkz. Sekil 3.3) besiyerine giris yapan ve oksijen
aligverigini saglayan arterior tarafinda flamentlere sahip, yaklasik 0,5 mm uzunlugunda
oval goriinimli yapidir (Graf vd., 1992; Pyrowolakis vd., 2017). Yumurtalar, arterior
tarafinda bulunan bu yapilar sayesinde gelisimleri i¢in gerekli olan besin ve oksijeni

alirlar.

Sekil 3. 3. Drosophila melanogaster yamurtast

Drosophila melanogaster larvast (Bkz. Sekil 3.4), yumurta evresinin ardindan
besiyerinde gelisim gdsteren bir yapiya sahiptir (Tamtirk ve Ath, 2019). Gomlek
degistirme adi verilen siirecte, iki kez kiitikula tabakasini yeniler ve bu iki gdmlek

degistirme arasindaki siiregte bu yapiya “instar” ad1 verilir.
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Sekil 3. 4. Drosophila melanogaster yamurtast

Larva evresi kendi i¢cinde gelisim yapilarina gore birinci evre larva, ikinci evre larva ve
ticiinci evre larva olarak adlandirilir. Bu siiregte en dnemli nokta, “imajinal disk
hiicreleri” olarak adlandirilan hiicrelerin (Bkz. Sekil 3.5), larva evresinden pupa evresine
kadar gegen siire iginde hiicre boliinmesiyle ¢ogalarak, pupa evresinde meyve sineginin
organogenez olayr ile organlarini olusturmasidir (Nienhaus, 2013). Drosophila
melanogaster’in imajinal diskleri, bircok kansere hassas olan memeli hiicresi ile
benzerlik gosteren 6zelliklere sahiptir. Bu diskler, ergin sineklerde birgok yap1 ve organda
rol oynayan Ozellesmis epitel hiicre keseleridir. Larval dénemde imajinal disk
hiicrelerinin yetiskin sinegin organlarinin gelisimini saglamasi nedeniyle Drosophila
melanogaster, biyolojik calismalarda énemli bir model organizma olarak kabul edilir
(Ashburner, 1989; Potter vd., 2000; Bier, 2005; Marsh ve Thompson, 2006; Allocca vd.,
2018).

Drosophila melanogaster pupast (Bkz. Sekil 3.6) besiyerinde beslenen iiclincii evre
larvalarin nemli besiyerinden kuru ortama ge¢mesiyle baslayan bir siirectir. Bu gecis
sirasinda dis zar kahvemsi sar1 bir renge biirlinerek sertlesip sabitlesir ve prepupa evresi
olusur. (Tamtiirk ve Atli, 2019). Bu evre yaklasik 24 saat siirer. Pupa, puparyum olarak
adlandirilan kiitikula yapinin i¢inde olgunlasma gerceklesene kadar hareketsiz bir sekilde

bekler.
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Sekil 3. 5. Drosophila melanogaster’in imajinal diskleri

D. melanogaster pupasi erginlestiginde, kanat ve géz yapisinin ortaya ¢ikmasi pupa
evresinden yaklasik 1 giin once gozlenmeye baslar. Bu siiregte pupa donemindeki
degisiklikler, Drosophila’nin yetiskin ergin sinege donilismesini saglar ve bu donem,
meyve sinegi biyolojisinin onemli bir asamasini temsil eder (Falakali, 1990; Rubin ve

Lewis, 2000; Dayanikli, 2014).

Sekil 3. 6. Drosophila melanogaster pupasi
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Drosophila melanogaster ergin bireylerinde (Bkz. Sekil 3.7), pupa evresinden sonra
viicudun 6n kismi parcalanir ve beyazimsi renkte olan kanatlari heniiz agilmamis bir
sekilde uzun abdomen bdlgesiyle birlikte ortaya ¢ikarlar. Pupa evresinden ¢iktiktan 1-2
saat sonra kanatlar acilir ve viicut koyu bir renge biirliniir (Hales vd., 2015). Disiler,
ciftlesmeden 8-9 saat sonra ciftlesme olgunluguna erisirken, erkekler hemen ciftlesme
olgunluguna ulasirlar. Disiler, gelisiminin ikinci veya li¢iincii giiniinde yumurtlama
islemini gerceklestirirler. Yumurta birakma islemi, c¢iftlesmeden bagimsiz olarak
gerceklesir ve dollenmeyen yumurtalar acilmaz. Erginlerin dis genital organlari, kanat
yapilari, agiz parcalari, bacaklari, anten, gbéz ve halterleri imaginal disklerin
farklilagmasiyla olusur. Bu imaginal diskler, olgunlasacak yapiya gore 6zel olarak
programlanmis yapilar olup, birinci larva evresinde sayilar1 az olan hiicreler mitoz
boliinme gecirerek pupa evresine girer ve sayilarini birkag bine ¢ikartirlar (Graf'vd., 1992;
Bozcuk, 2000; Lloyd ve Taylor, 2010). D. melanogaster, kitin yapili bir dis iskelete
sahiptir ve viicut yapis1 bas, toraks ve abdomen olmak tizere li¢ kistmdan olugsmaktadir.
Sekil 3.7°de eseysel dimorfizme sahip olan D. melanogaster in kiremit kirmizisi gozleri
ve sari-kahverengi abdomeni goriilmektedir (Can, 2020). Erkeklerin birinci ¢ift
bacaklarin tarsus segmentinin bazal tarafinda, kisa kalin killardan meydana gelen ve
“esey taragl” (sex comb) denilen bir yapi bulunur. Disilerde bu yap1 bulunmaz. Esey

taragi ¢iftlesme sirasinda erkek bireylerin disiyi kavramasini saglar (Falakali, 1990).

Sekil 3. 7. Drosophila melanogaster’in ergin bireyi
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3.1.1.2. D. melanogaster’in calismada kullanilan mutant soy hatlar

D. melanogaster’in mutat soylar1 olan multiple wing hair (mwh) ve flare’ (flr3; flr’ /In
(3LR) TM3 Bd®) kullanilmistir. Bu soylar Erzincan Binali Yildirrm Universitesi Biyoloji
Béliimii’nden temin edilmistir. Erzincan Binali Y1ldirim Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuar’inda standart Drosophila besiyeri ortaminda yetistirilmistir (Bkz. Tablo 3.1).
Normal metabolizma aktivitesine sahip olan bu tiirlerin genetik yapis1 kisaca asagidaki

gibidir.

v’ Multiple wing hair (mwh/mwh)
v’ Flare? (fIr3 /In (3LR) TM3, ri p? sep I (3) 894a bx** €5). Bu tiiriin genotipik olarak
kisaca gdsterimi fIr /TM3, Bd® seklindedir.

Tablo 3. 1. Standart Drosophila besiyerinin igerigi

MADDE MADDE MIKTARI
Saf su 660 mL
Toz seker 80 g
Misir unu 70 g
Bira mayasi 20g
Agar agar 10g
Propiyonik asit 3-4mL

Multiple wing hair (mwh/mwh): Bu calismada tercih edilen mwh mutant soyu ii¢iincii

kromozomun sol kolunun ucunda yer alan, ¢oklu kanat kili mutasyonuna sahip ¢ekinik
bir gendir. Sekil 3.8’de goriildiigii gibi belirleyici genler olan TM3 ve Bd® genleri de
ticlincii  kromozomun Tlizerinde yer almakta ve aralarindaki mesafenin uzakligi

rekombinasyon ve mutasyonlarin genis parametlerde gozlenmesi avantajini ortaya

koymaktadir (Graf vd., 1992; Kaya vd., 2000).

17



Sentromer

Sekil 3. 8. Drosophila’da belirleyici genlerin {igiincii kromozom {izerinde konumlari

D. melanogaster bireylerinde meydana gelen mutasyonlar, fenotipte farkliliklara yol
acmaktadir (Dayanikli, 2014). Bu mutasyonlar, imajinal disklerde olustugunda, ergin
sineklerin kanatlarinda gorsel olarak gozlenebilen degisikliklere neden olmaktadir.
Ozellikle homozigot durumda olan mwh soyu bireylerinin kanatlarinda, normalde bir
hiicrede bir adet olan kanat kili (trikom) sayisinda degisiklikler gozlenmektedir.
Normalde bu bireylerde hiicre basima bir kanat kil bulunmasi gerekirken, mutasyon
sonucu ¢oklu kanat kili bulundugu gozlenmektedir (Wurgler, 1986; Rubin ve Lewis,
2000).

Flare? (fIr’ /In (3LR) TM3, ri p” sep I (3) 894a bx3* €5): Bu soy, ¢ekinik bir gen olan

flare (fIr') mutasyonunu tasimaktadir. fI° geni, homozigot halde letal olan ii¢c adet 26
mutant allele sahiptir. Bu mutant kanat hiicreleri, kanatlardaki imaginal disklerde bulunan
homozigot hiicrelerin gelisiminden kaynaklanir. Homozigot durumda olan bu mutant
hiicreler, kanat kenarlarinin testere disli seklinde goriinmesine neden olur ve bunu
saglayan dominant bir mutasyon geni olan Bd® (beaded serrat) etkisini gdsterir (Bkz. Sekil
3.9). Bd® geni, heterozigot durumunda etkisini gdsterir ve TM3 dengeleyici kromozomu
tizerinde bulunur, bu sayede testere seklindeki kanat kenarlar1 sayesinde diger sineklerden
kolayca ayirt edilebilir (Graf vd., 1984; Graf vd., 1992). fI® fenotipinde kanat killari
normal ve diiz goriiniirken, Bd>’de diizgiin olmayan, kisa, kalin, nokta veya koyu renkli

bir top gibi goriinen kil yapis1 mevcuttur.



Sekil 3. 9. Drosophila’da normal ve serrat kanat fenotipleri
3.1.2. Bitkisel organizma
3.1.2.1. Sideritis brevidens ve Sideritis libanotica subsp. violascens

Mersin ilinin Anamur ilgesinden toplanan Sideritis brevidens ve Sideritis libanotica
subsp. violascens bitkilerin teshisi Orman Miihendisi Ismail GUBES tarafindan
yapilmistir. Tez ¢alismamizda bitkilerin toprakiistii parcalarindan elde edilen metanol

ekstreleri kullanilmistir.

3.1.3. Kimyasal ajanlar

Calismamizda kullanilan etil metansiilfonat (EMS) alkilleyici bir ajan olup Sigma
firmasindan M0880 koduyla ticari olarak satin alinmistir. Sekil 3.10°da mokiiler agirlig
124,16 g/mol olan etil metansiilfonatin molekiiler formiilii (CH3SO3CH2CH3)

gosterilmistir.

R
H3C_§_O
O

/\CHS

Sekil 3. 10. Etil metansiilfonatin molekiiler yapisi
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3.2.Yontem
3.2.1. Bitki orneklerinin toplanmasi ve ekstrelerinin hazirlanmasi

Calismamizda kullandigimiz bitkiler Mersin ilinin Anamur ilgesinde toplanmis ve
kurutulmustur. Kurutulmus bitkilerin toprak {isti yapilart sivi azotla beraber
ekstraksiyona uygun hale getirilmistir. Toz haline getirilen bitki kisimlar1 hassas terazide
her bir ekstrakt i¢cin 50 g tartilmis ve her bir bitki i¢in Sekil 3.11°de ayr1 ayri metanol ile
250 mL’ye tamamlamistir. Ekstrakte edilen kisimlarin igerdigi saf metanoliin biiyiik bir
kism1 40°C ve diisikk basing altinda rotary evaporatdr yardimiyla 3 saat siireyle
uzaklastirllmistir (Bkz. Sekil 3.12). Metanol ekstraksiyonu Kotan ve arkadaslarinin
belirledigi yontem dahilinde tamamlanmistir (Kotan vd., 2010). Elde edilen Sideritis
brevidens (SB) ve Sideritis libanotica subsp. violascens (SL) ekstraktlarindan stok
coOzeltiler hazirlanmig ve farkli konsantrasyonlarda (1,25; 2,5; 5 ve 10 mg/mL) uygulama
gruplaria ilave edilmistir (Bkz. Sekil 3.13). Stok ¢ozelti +4°C’de buzdolabinda

saklanmistir.

Sekil 3. 11. S. brevidens ve S. libanotica subsp. violascens metanol ekstraktlar
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Sekil 3. 12. Evaporasyon islemi

Sekil 3. 13. S. brevidens ve S. libanotica subsp. violascens bitkilerinin stok ¢ozeltileri

21



3.2.2. Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (Kanat benek testi)

Kanat benek testi ve goz benek testi olmak tizere iki sekilde uygulanan SMART testi,
nokta mutasyonlari, kromozom kayiplari, kromozom bozukluklart ve mitotik
rekombinasyonlarinin tespit edilmesini saglar (Graf vd., 1984; Kaya vd., 2000). Uygun
genleri iceren larvalardaki heterozigotlugun ortadan kaldirilmasina dayanan bu testler,
mitotik olarak imajinal disklerde biiyiiyen biiyiik hiicre gruplarini hedef alir. Ancak, bu
imajinal disk hiicrelerinin genetik yapisinda meydana gelen degisiklikler genetik kokenli
ve sonraki nesillere aktarilirsa mutant hiicre gruplar1 (klonlar1) olusur. Bu genetik
degisiklikler digsaridan gozle goriilebilecek degisikliklere neden olursa, klonlar ergin
sinegin kanatlarinda ve gozlerinde mutant hiicre benekleri olarak ortaya ¢ikar. Kimyasal
ajanlarin etkisi altindaki sineklerde olusan klonlarin toplam sayisi, uygulanan kimyasal
maddelerin toplam genotoksik etkisi hakkinda sayisal sonuglar verirken, klonlarin tipi,
klon olusumundaki mutasyonal mekanizmalar1 ortaya cikarir (Henderson, 2004). ikili
benekler 3. kromozomun sentromeri ve fIr® geni arasindaki somatik rekombinasyon
sonucu meydana gelirken tekli benekler, nokta mutasyonlar ve kromozom kayiplar1 ve
iki isaret geni (mwh ve fIr’) arasindaki mitotik rekombinasyonla olusmaktadir (Ozgelik,

2019). Somatik mutasyon ve rekombinasyonun etki siireci Sekil 3.14°de gosterilmektedir.

SMART Drosophila melonogaster e ait flare (flr’) disi ve multiple wing hair (mwh) erkek
mutant sineklerinin ¢aprazlanmasi sonucu l¢iincli evre (72+4 saatlik) transheterozigot
larvalarin kanat yapisinda bulunan imajinal disk hiicrelerindeki heterozigotlugun
herhangi bir mutasyonla ortadan kalkmasi baska bir deyisle ergin sineklerin fenotipinde
yabanil fenotip yerine mutant fenotipin gdzlenmesi prensibine uygun olarak

gerceklesmektedir (Graf vd., 1984).

Kanat benek testinde iki uygun isaret geni kullanilir. Amag¢ bu genlerin fenotipte
gozlemlenebilmesidir. Bu belirleyici genlerden ilki flare (fIr’, 3-38,8) geni olarak
isimlendirilir. Bu gen sinek kanatlarindaki normal diiz ve uzun killar yerine, korelmis,
nokta seklinde kil olusturmaktadir. fIr° geni homozigot durumda iken embriyonik gelisim
evresinde letal (Oldiiriicii) etki olusturur ve ergin birey olusumunu engeller. Saglikli
bireylerin embriyonik dénemde letal etkilerden korunmasi ve rekombinasyonun kontrol

altinda tutulmas1 amaciyla dengeleyici TM3 kromozomu kullanilmaktadir.
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Sekil 3. 14. Somatik mutasyon ve rekombinasyonun etki siireci

Ikinci belirleyici gen olarak, mwh (multiple wing hair=coklu kanat killari, 3-0,3) ad
verilen gen kullanilir. Bu gen, ayni hiicreden ii¢ veya daha fazla kanat kilinin ¢ikmasi

seklinde kendini gosterir.
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Calismamizda, erkek mwh/mwh X flr’ /In(3LR) TM3, Bd® disi seklinde yapilan
caprazlamalar (Bkz. Sekil 3. 15) sonucunda olusan transheterozigot larvalar kullanilarak
degerlendirmesi yapilmistir. Olusan larvalara madde uygulamasinin asamalarinin

gosterildigi Drosophila Kanat Benek Testi (Ayar, 2013) Sekil 3.16’da 6zetlenmistir.

‘ Normal kanath
Serrat kanath

‘\ /

Sekil 3. 15. Caprazlama yapilan D. melanogaster bireylerine ait goriintii
3.2.2.1. Caprazlama icin birey secimi

Calismamizda 3. evre (7244 saatlik) transheterozigot larvalari elde etmek i¢in D.
melanogaster’in multiple wing hair (mwh) erkek bireyleri ile flare (fIr’) disi bireylerin
oldugu kiiltiir ortam1 kullanilmistir. Deney i¢in her bir sisede 40 fIr3 disi ve 40 mwh erkek
olacak sekilde diizenlenmis ve 3 giin boyunca 8 saatlik araliklarla ¢aprazlamalar
yapilmistir. Disi bireyler heniiz ¢iftlesmemis (virgin) durumda toplanmis ve baska bir
kiiltlir ortamina aktarilmistir. Oogenezin gergeklesmesi i¢in disi ve erkek bireyler bir glin
boyunca ayni kiiltiir ortaminda bekletilmistir. Transheterozigot larvalarin ayni evrede
olmalar1 i¢in yumurta olusumu gerceklesmis bireylerin 8 saatlik ¢aprazlama siireclerinde

yumurta birakmalar1 saglanmistir.
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Sekil 3. 16. Drosophila kanat benek testinin sematik olarak gdsterilmesi

3.2.2.2. Cozeltilerin hazirlanmasi ve deney gruplarina uygulanmasi

Tez ¢alismamizda, EMS uygulamasi i¢in belirlenen 1 mM konsantrasyon, genotoksik etki

gosterecek diizeyde ve transheterozigot larvalarda imajinal diskleri etkileyerek mutasyon

olusturacak yeterlilikte bir dozdur. Arastirmamizda, antigenotoksik etkinligini

arastirdigimiz bitki 6rnegi i¢in farkli konsantrasyonlarda (1,25; 2,5; 5; 10 mg/mL)

cozeltiler hazirlanmistir. Bu konsantrasyonlardaki bitki ekstraktlariyla birlikte alkilleyici

madde dnce tek basina, sonra da bitki ekstraktlariyla birlikte uygulanmistir. Hazirlanan

sulu c¢ozeltiler kullanilarak 5 mL’lik kiiltiir tiiplerine icerisinde 5 g hazir Drosophila
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besiyeri (Carolina Formula 4-24 Instant Medium) bulunan kiiltiir ortam1 olusturulmustur.
Her bir kiiltiir tiiptine 100 larva eklenerek, bu larvalardan ergin bireyler elde edilmistir.

Her deney, ii¢ ayr1 tekrarlamayla gerceklestirilmistir.

3.2.2.3. Kanat preparatlarimin hazirlanmasi ve incelenmesi

Deney gruplarinda erginlesen bireyler eterle bayiltilarak toplanmis ve %70’lik etil alkol
cozeltisinde +4°C’de saklanmistir. Toplanan bireyler, kanat yapilarina gore normal kanat
Ozellikli transheterozigot (mwh/flr’) ve testere disli kanathi (dengelenmis heterozigot
mwh/TM3, Bd%) olmak iizere iki farkli gruba ayrilmistir. Kanat preparatlarini incelemeye
hazir hale getirmek i¢in “Faure soliisyonu” kullanilmistir (Bkz. Tablo 3.2). Cukur lam
tizerine Faure soliisyonundan 1-2 damla eklendikten sonra her bir sinek sirasiyla ¢ukur
lam {izerine aktarilmistir. Leica marka EZ4 model stereo mikroskobun kullanildig: kanat
koparma islemi sirasinda ince uglu pens yardimiyla kanatlarin viicutla birlestigi bolgeden
hassas ve dikkatli bir sekilde tutularak bu soliisyon sayesinde kanatlara zarar vermeden

islem gerceklestirilmistir.

Tablo 3. 2. Faure soliisyonun igerigi

MADDE MADDE MIKTARI
Distile su 50 mL

Kloral hidrat 50g

Gam arabik 30g
Gliserol 20 mL

Binokiiler mikroskop altinda bu koparilan kanatlar, steril bir diiz lam {izerine uygun
araliklarla yerlestirilerek preparatlarin oda sicakliginda kurumasi beklenildikten sonra,
lamlara 1-2 damla entellan damlatilarak tstleri lamel ile kapatilmis ve preparatlar
incelenmeye hazir hale getirilmistir. Hazirlanan preparatlar Leica marka DM 500 model
151k mikroskobunda 10x40 biiyiitmede incelenmistir. Her kanat, A, B, C, C1, D, D1 ve E
olarak adlandirilan sektorlere ayrilarak detayli bir sekilde incelenmistir. Her bir
sektordeki fIr* ve/veya mwh mutant klonlar1 sayilarak kayitlar1 tutulmustur. Bu inceleme

sayesinde kanat yiizeyindeki genetik farkliliklar tespit edilmistir.
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3.2.2.4. Klon indiiksiyon frekansi ve inhibisyon yiizdesinin hesaplanmasi

Kronik uygulamalarda tiim hiicredeki ortalama indiiksiyon frekansi asagidaki formiilde

gosterildigi sekilde hesaplanmistir (Szabad vd., 1983).

- 5
f_NCxlo

Bu formiile gore; “f” mwh klonlarin indiiksiyon frekansini, “N” analiz edilen kanat
sayisini, “C” sabit bir deger olan bir kanat iizerindeki incelenebilecek hiicre sayisini (24
400) ve “n” gozlenen toplam mwh klon sayisini temsil etmektedir (Wurgler, 1986). Bitki
Oziitlerinin antigenotoksik etkinligini degerlendirirken, inhibisyon ylizdeleri dikkate

alinarak yorumlanmistir. Bu oran asagidaki formiille hesaplanmaktadir (Abraham, 1994).

x100

a
% Inhibisyon =

Bu formiilde, “a” genotoksik madde uygulamasindaki toplam klon frekansini, “b” ise S.
brevidens ve S. libanotica subsp. violascens ekstraktinin birlikte uygulamasinin toplam

klon frekansini temsil etmektedir.

3.2.2.5. SMART sonuc¢larinin veri analizi

SMART ile elde edilen sonuglarin istatistiksel analizi, 6zel olarak tasarlanmis bir
bilgisayar programi olan Microsta kullanilarak yapilmistir (Frei ve Wiirgler, 1988).
Microsta, bu yontem icin 6zel olarak gelistirilmis bir bilgisayar yazilimidir ve SMART
verilerinin analizini kolaylastiran ve istatistiksel sonuglar1 saglayan bir programdir. Bu
program sayesinde elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmeleri yapilarak sonuglar

belirlenmistir.
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3.2.2.6. Mikrofotografi

Calismamizda, ergin bireylerin kanatlarindan hazirlanan preparatlarda gozlenen kiiciik
tek tip, biiyiik tek tip ve ikiz klonlara ait fotograf ¢ekimleri, Olympus marka DX63 model
151k mikroskobu kullanilarak yapilmstir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Iki asamada gerceklestirilen bu tez c¢alismasinda, oOncelikle birbirinden farkli
konsantrasyonlarda (1,25; 2,5; 5,0 ve 10 mg/mL) SB ve SL iceren besiyerlerinde
(mwhxfIr’) ¢aprazlamas: sonucu elde edilen Drosophila melanogaster’in 72+4 saatlik
transheterozigot larvalarinin hayatta kalma oranlar1 belirlenerek ekstrelerinin hayatta
kalma yiizdesi (larval mortalite) {izerindeki etkisi incelenmistir. Son asamada ise, ayni
konsantrasyonlarda SB ve SL i¢ceren besiyerlerinde yasayabilen ergin bireylerin kanatlar
kullanilarak Drosophila kanat benek testi gerceklestirilmis ve genotoksik aktivitenin olasi
sonuclar1 karsilastirmali olarak arastirilmistir. SMART yontemiyle SB ve SL’nin D.
melanogaster’in genetik materyaline olan etkisi degerlendirilmis ve bu ekstrelerin

potansiyel genotoksik etkileri ortaya konulmustur.

4.1. Yasama Yiizdesi (Larval Mortalite) Deneylerine Ait Bulgular

SB ve SL bitki ekstrelerinin genotoksisiteleri, D. melanogaster larvalari lizerinde yapilan
yasama yiizdesi deneyleriyle karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Bu sebeple, 72+4
saatlik 100 adet transheterozigot larva, farkli konsantrasyonlarda (1,25; 2,5; 5 ve 10
mg/mL) SB ve SL igeren besiyerlerine yerlestirilmistir. Her uygulama grubunda
larvalardan ergine gelisebilen bireylerin sayist hesaplanarak hayatta kalis oranlari

verilerek toksik etkileri degerlendirilmistir (Bkz. Sekil 4.1 ve Tablo 4.1).

Yasama ylizdesi deneylerinin sonuglarina gére, EMS'nin toksik etki gdsterdigi ve D.
melanogaster larvalarimin hayatta kalis oraninda kontrol grubuna kiyasla azalmaya neden
oldugu tespit edilmistir. Ancak, yiiksek konsantrasyonlarda (5 ve 10 mg/mL) SB ve
SL’nin larvalarin yasama yilizdesini kontrol grubuna gore arttirdigi belirlenmistir (Bkz.
Tablo 4.1 ve Sekil 4.1). Bu sonuglar, EMS’nin zararh etkilerine karsin, SB ve SL’nin
belirli konsantrasyonlarda D. melanogaster iizerindeki toksik etkilerini azaltabilecegini

veya tersine, hayatta kalis oranlarini artirabilecegini gostermektedir.
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I1mM 1,25 1,25 2,5 2,5
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SL SB SL SB SL SB SL SB
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(=]

Konsantrasyon

Sekil 4. 1. D. melanogaster’de larval mortalite oranlari

Tablo 4. 1. SB ve SL uygulanan D. melanogaster’in 72+4 saatlik transheterozigot
larvalarinda yasama ytizdesi (larval mortalite) oranlari

Uygulama Gruplar1  Konsantrasyon Larva Hayatta Kalis Orani (%)
(mg/mL) Sayisi

Disi Erkek Toplam
Birey Birey Birey

Kontrol (Distile su) 0 100 48 46 94
EMS I mM 100 23 28 51

1,25 100 £ 47 89

SB 2,5 100 44 48 92

5 100 46 50 96

10 100 48 50 98

1,25 100 £ 46 88

25 100 8 49 89

SL 5 100 46 49 95

10 100 48 49 97

4.2. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi Bulgular

Transheterozigot larvalara ayr1 ayr1 ve birlikte olacak sekilde EMS ve farkhi

konsantrasyonlarda hazirlanan bitki ekstreleriyle uygulamalar yapildiktan sonra
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larvalardan erginlesebilen bireyler normal kanat (mwh/flr’) ve serrat kanat (mwh/TM3)
fenotiplerine gore ayrilmigtir. Ardindan, bu ergin bireylerin kanat preparatlar1 hazir

duruma getirildikten sonra mikroskop altinda incelenmistir (Bkz. Sekil 4.2).

Sekil 4. 2. Kanat preparatlarinin hazirlanis

Her uygulama grubu i¢in secilen 80 kanat, benek sayisin1 belirlemek amaciyla 1s1k
mikroskobunda 400X biiylitme altinda kanat benek tipleri yapisina gore ayirt edilerek
sayillmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan distile su grubu, EMS pozitif kontrol grubu
ve uygulama gruplarindan elde edilen preparatlardaki kanat benekleri dikkatlice
degerlendirilmis ve istatistiksel analizlerde kullanilmak iizere belirli kategorilere
ayrilmistir. Tekli benek (mwh veya fIr° fenotipinde), ikiz benek (mwh ve fIr° fenotipinde),
kiiciik tekli benek (1-2 klon) ve biiyiik tekli benek (3< klon) olmak iizere benek tipleri
fotograflanmistir (Bkz. Sekil 4.3- Sekil 4.7).
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Sekil 4. 3. Normal killara sahip kanat yapis1 (400X

0X)

apist (40

Sekil 4. 4. Kiiciik tekli mwh klona sahip kanat
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Sekil 4. 6. Biiyiik tekli /7 klona sahip kanat yapis1 (400X)
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Sekil 4. 7. Ikiz klona sahip kanat yapisi (400X)
4.2.1. Distile su ve EMS uygulamasi sonucu elde edilen SMART bulgulari

EMS uygulamasi icin belirlenen 1 mM konsantrasyon, genotoksik etki gdsterecek
diizeyde ve transheterozigot larvalarda imajinal diskleri etkileyerek mutasyon olusturacak
yeterlilikte bir dozdur. Ayni zamanda, aragtirma yapabilmek i¢in gerekli sayida canli
birey elde etmemizi saglayan bir konsantrasyondur. SMART ydntemi ile transhererozigot
larvalardan elde edilen ergin bireylere ait kanat preparatlari incelendiginde tim kanat
benek ya da klon tiplerinde | mM EMS uygulanan gruplarda distile su negatif kontrol

grubuna oranla 6nemli artiglarin oldugu goézlenmistir (Bkz. Tablo 4.2).

Distile su uygulamasindan elde edilen normal kanat preparatlarinda kiigiik tek tip klon
frekansi 0,33, biiyiik tek tip klon frekans1 0,04, ikiz klon frekansi 0,03, toplam mwh klon
frekans1 0,38 ve toplam klon frekansi 0,39 olarak bulunmustur. EMS uygulamasindan
elde edilen normal kanat preparatlarinda bu oranlar sirasiyla 2,20; 1,39; 0,36; 3,39 ve

3,95°dir (Bkz. Tablo 4.2).

Serrat kanatli bireylerde dengeleyici TM3 kromozomunun bulunmasindan dolayr fIr°
klonlar olugsmamasi sebebiyle ikiz klonlar gdzlenememektedir. Distile su kontrol grubuna
ait serrat kanat preparatlarinin incelenmesi sonucu olusturulan Tablo 4.2°de kiiciik tek tip,

bliytik tek tip, toplam mwh ve toplam klon frekanslariin sirasiyla 0,21; 0,03; 0,26 ve 0,24
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oldugu; EMS uygulanan gruplardan elde edilen serrat kanat preparatlarinda ise bu
oranlarin sirastyla 1,96; 1,34; 2,90 ve 3,30 oldugu goriilmektedir. Tiim uygulama
gruplarinda gézlenen bu artislarin istatistiksel agidan da onemli/anlamli (+) oldugu

bulunmustur (p<0,05).

Klon indiiksiyon frekans1 (KiF) genotoksik ajanin mutasyon olusturma potansiyelini ve
genetik hasarm sikligini gosterir. Negatif ve pozitif kontrol gruplarina ait mutasyon
frekenslarindan hesaplanan klon indiiksiyon frekanslarma (KIF) bakildiginda normal
kanat fenotipinde negatif kontrol grubunda bu degerin 1,54’den EMS uygulanan grupta
13,88’e, serrat kanatli bireylerde ise 1,08’den 11,88’e kadar artig1 tespit edilmistir (Bkz.
Tablo 4.2).

4.2.2. SB ve SL uygulamasi sonucu elde edilen SMART bulgulari

Tez calismamizda antigenotoksik etkisi arastirilan Sideritis cinsine ait SB ve SL
bitkilerinin siirgin kismindan elde edilen metanol ekstraktlarinin = belirlenen
konsantrasyonlarinin 6ncelikle kanatlar lizerinde herhangi bir toksik etkisinin olup
olmadigma bakilmistir. Farkli konsantrasyonlarda SB ve SL ekstreleriyle distile su
negatif kontrol grubu sonuglar istatistiksel olarak karsilastinndiginda SB ve SL
ekstrelerinin uygulandigi higbir grupta genotoksik veya mutajenik bir etki gézlenmeyerek

kanatlardaki toplam klon sayilarinda artis olmadigi tespit edilmistir (Bkz. Tablo 4.3).
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Tablo 4. 2. Distile su ve EMS uygulamasi sonuglarina ait SMART verileri

z | Kusuktektp | pyoi ek tip Klon - Klon
= klon (>2 hiicre) Ikiz klon Toplam mwh klon Toplam klon indiiksiyon
% (1-2 hiicre) (m=35) (m=2) (m=2) frekansi
Uygulama Gruplari A m=2) (m=25) (KIF)
= 5
S[No| Fr. |[D| No | Fr. |[D| No | Fr. |[D| No | Fr. |D | No | Fr. | D | 10
M hiicre)
- Distile
s _ su 80 | 26 (0,33) 3 (0,04) 2 (0,03) 30 (0,38) 31 (0,39) 1,54
SN
i
g = EMS
= S (1 mM) 80 | 176 (2,200 + | 111 (1,39 + 29 (036) + 1271 (339 + | 316 (3,95 + 13,88
z
- Distile
g ~ su 80 17 (0,21) 2 (0,03) 21 (0,26) 19  (0,24) 1,08
~ § *
g3 EMS ool is7 a9e) + | 107 34 + 232 (2,900 + | 264 (3,30) + 11,88
(2 5 (1 mM) b b b b b

EMS: Etil metansiilfonat; No: Klon sayis1, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gosterimi (Frei and Wiirgler, 1988), “+7: pozitif, “-*: negatif, “i”: énemsiz fark, “m”: ¢arpim faktorii, *: TM3 dengeleyici
kromozomundan dolay: ikiz klon olusmaz. Olasilik diizeyi: 0=3=0,05.
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Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde, sayisal olarak anlamli
diisiisler negatif (-) olarak siiflandirilmigken, istatistiksel olarak anlamsiz diisiisler ise
Oonemsiz (i) olarak kabul edilmistir (p>0,05). Tablo 4.3°’de kanatlardaki toplam klon
sayilar1 incelendiginde distile su negatif kontrol grubuna ait toplam klon frekansi normal
kanat icin 0,39, serrat kanat i¢in 0,24 oldugu goriilmektedir. SB uygulama gruplarinda
konsantrasyon artisina bagli olarak toplam klon frekans degerleri sirasiyla normal kanat
i¢in 0,24; 0,20; 0,20 ve 0,14 iken serrat kanat i¢in 0,21; 0,19; 0,19 ve 0,14°diir. Benzer
sekilde SL uygulama gruplarinda konsantrasyon artisina bagli olarak toplam klon frekans
degerlerinin sirastyla normal kanat i¢in 0,23; 0,20; 0,18 ve 0,15 iken serrat kanat i¢in
0,23; 0,18; 0,14 ve 0,10 oldugu belirtilmistir. Normal kanat i¢in KIF degerlerine
bakildiginda negatif kontrol grubunda 1,54 olan bu degerin SB ve SL uygulama
gruplarinda konsantrasyon artisina paralel olarak diisiis gosterdigi tespit edilmistir. SB ve
SL uygulama gruplar i¢in konsantrasyon artigina gére bu degerlerin sirastyla 0,82-0,72,
0,67-0,76, 0,72-0,61 ve 0,56-0,41 seklinde oldugu hesaplanmistir. Yine Tablo 4.3’de
serrat kanat fenotipi i¢in KIF degerlerine bakildiginda negatif kontrol grubunda 1,08 olan
bu degerin SB ve SL uygulama gruplarinda konsantrasyon artisina paralel olarak diisiis
gosterdigi tespit edilmistir. SB ve SL uygulama gruplari i¢in konsantrasyon artigina gore

bu degerlerin sirastyla 1,08-0,97, 1,02-0,97, 0,97-0,87 ve 0,82-0,76 oldugu verilmistir.

Tim bu verilerin analizinden, Sideritis cinsine ait SB ve SL bitkilerinin toprakiistii
metanol ekstrelerinin bu ¢aligmanin amacina uygun olarak, muhtemelen antigenotoksik

etkinliklere sahip oldugu sonucuna varilmistir.

4.2.3. EMS ile SB ve SL’nin birlikte uygulanmasi sonu¢larina ait SMART bulgular

Etil metanstilfonat (EMS) ile birlikte Sideritis cinsine ait SB ve SL bitkilerinin toprakiistii
metanol ekstrelerinin uygulandigi deney asamasinda elde edilen veriler, tek basma 1
mM’lik EMS uygulamasi ile elde edilen verilerle istatistiksel olarak karsilagtirilmistir.
Tablo 4.4’de, tim uygulama gruplarinda (EMS+SB ve EMS+SL) “’+” ve “’1’’ olan

€Y ¢ b2

sonuglarin olarak degistigi goriilmektedir. Bu diisiisler, artan konsantrasyonlara bagl

olarak tiim klon tiplerinde istatistiksel olarak anlamli olarak belirlenmistir (p<0,05).
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Tablo 4. 3. SB ve SL uygulamasi sonucuna ait SMART verileri

Kiiciik tek tip klon | Biiyiik tek tip klon . Kl
¢ F P y B P 1kiz klon Toplam mwh klon Toplam klon Lo Ofl
(1-2 hiicre) (>2 hiicre) indiiksiyon
(m=25) (m=2) (m=2)
Uygulama Gruplan | N (m=2) (m=135) frekansi
(KiF)
No Fr. D | No Fr. D | No Fr. No Fr. D | No Fr. D 5 e
(10 hiicre)
Distile su 80| 26  (033) 3 (0,04) 2 (0,03) 30 (0,38) 31 (0,39) 1,54
'é EMS (1 mM) 80 176 (2,20) + 111 (1,39) + 29 (0,36) 271 (3,39) + 316 (3,95) + 13,88
§ 1,25 mg/mL SB 80 14 (0,18) - 4 (0,05) i 1 (0,01) 16 (0,20) - 19 (0,24) - 0,82
g| 1.25mgmLsL |80 ] 13 (0,16) - 3 0,04) i 2 (0,03) 14 (0,18) - 18 (023) - 0,72
b= 2,5 mg/mL SB 80 12 (0,15) - 2 (0,03) i 2 (0,03) 13 (0,16) - 16 (0,20) - 0,67
5 2,5 mg/mL SL 80 14 (0,18) - 2 (0,03) i 0 (0,00) 15 (0,19) - 16 (0,20) - 0,76
< 5 mg/mL SB so| 13 (0,16) - 2 0,03) i 1 (0,01) 14 (0,18) - 16 (020) - 0,72
g 5 mg/mL SL 80 11 (0,14) - 1 (0,01) - 2 (0,03) 12 (0,15) - 14 (0,18) - 0,61
E 10 mg/mL SB 80 10 (0,13) - 1 (0,01) - 0 (0,00) 11 (0,14) - 11 (0,14) - 0,56
10 mg/mL SL 80 8 0,10) - 3 0,04) 1 (0,01) 8 0,10) - 12 0,15) - 0,41
_ Distile su 80 17 (0,21) 2 (0,03) 21 (0,26) 19 (0,24) 1,08
E EMS (1 mM) 80 157 (1,96) + 107 (1,34) + 232 (2,90) + 264 (3,30) + 11,88
S| 125mgmLsSB [ 80| 13 (0,16) - 4 0,05) i 21 (026) i 17 021 - 1,08
= 1,25 mg/mL SL 80 14 (0,18) - 4 (0,05) i 19 (0,24) - 18 (0,23) i 0,97
§, 2,5 mg/mL SB 80 13 (0,16) - 2 (0,03) i . 20 (0,25) i 15 (0,19) - 1,02
S| 25mgmLSL |8 | 13 0,16) - 1 (0,01) - 19  (024) - 14 (0,18 - 0,97
Q 5 mg/mL SB 80 12 (0,15) - 3 (0,04) i 19 (0,24) - 15 (0,19) - 0,97
‘é 5 mg/mL SL 80 10 (0,13) - 1 (0,01) - 17 0,21) - 11 (0,14) - 0,87
J:’ 10mgmLSB |8 | 9 (0,11) - 2 0,03) i 16 (020) - 11 (0,14 - 0,82
10 mg/mL SL | 80 0,10) - 0 0,00) - 15 (0,19 - 8 (0,10) - 0,76
EMS: Etil metansiilfonat; N: Kanat sayis1, No: Klon says1, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gdsterimi (Frei and Wiirgler, 1988), “+”: pozitif, “-*: negatif, “i”: énemsiz fark, “m”: ¢arpim faktorii,

*: TM3 dengeleyici kromozomundan dolay: ikiz klon olugmaz. Olasilik diizeyi: a=3=0,05. .
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EMS’nin tek basina uygulandigi gruplarda normal kanat fenotipli bireylerde kiigiik tek
tip, biiyiik tek tip, ikiz, toplam mwh ve toplam klon sayilarinin frekanslari sirasiyla 2,20;
1,39; 0,36; 3,39 ve 3,95 olarak tespit edilmistir. EMS+SB uygulama gruplar iginde en
yiksek uygulama grubu olan 1 mM EMS+10 mg/mL SB uygulama grubunda bu
frekanslar sirasiyla 0,89; 0,89; 0,14; 0,85 ve 1,91 seklinde diisiis gosterirken benzer
sekilde EMS+SL uygulama gruplari1 i¢inde en yiliksek uygulama grubu olan 1 mM
EMS+10 mg/mL SL uygulama grubunda da bu frekanslar sirasiyla 0,86; 0,84; 0,11; 0,81
ve 1,81 seklinde diisiis gosterdigi tespit edilmistir (Bkz. Tablo 4.4). Ayni tabloda serrat
kanat fenotipindeki bireylerde kiigiik tek tip, biiyiik tek tip, toplam mwh ve toplam klon
sayilarmin frekanslar1 1 mM EMS grubunda 1,96; 1,34; 2,90 ve 3,30 seklinde oldugu
goriilmektedir. En fazla diisiislerin gozlemlendigi 1 mM EMS+10 mg/mL SB uygulama
grubunda bu frekanslar sirastyla 0,84; 0,86; 0,70 ve 1,71 seklinde iken 1 mM EMS+10
mg/mL SL uygulama grubunda bu frekanslar sirasiyla 0,80; 0,83; 0,63 ve 1,63 seklinde
hesaplanmistir (Bkz. Tablo 4.4).

Calismamizda % inhibisyon, pozitif kontrol olarak kullanillan EMS’ye kiyasla
antigenotoksik ajanlarin etkisini belirlemek i¢in hesaplanmistir. Tablo 4.4 incelendiginde
EMS uygulanan bireylerde gozlenen toplam klon frekanslari ile EMS+SB ve EMS+SL
uygulanan gruplardan elde edilen hem normal hem de serrat kanat fenotipli bireylerde
gozlenen toplam klon frekanslari kullanilarak hesaplanan % inhibisyon oranlarinda
anlamli diisiislerin oldugu belirlenmistir (Bkz. Tablo 4.4). Ornegin en yiiksek inhibisyon
orani normal kanatli bireylerde %51,65 ile 1| mM EMS+10 mg/mL SB ve %54,18 ile 1
mM EMS+10 mg/mL SL uygulama grubunda kaydedilmistir. Benzer sekilde serrat
kanatl bireylerde ise %48,18 ile | mM EMS+10 mg/mL SB ve %50,60 ile1 mM EMS+10
mg/mL SL uygulama grubunda tespit edilmistir (Bkz. Tablo 4.4).

Tim bu bulgular, Sideritis cinsine ait SB ve SL bitkilerinin toprakiistii metanol
ekstrelerinin EMS tarafindan indiiklenen genotoksik etkiyi ortadan kaldirici 6nemli
etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Bu etki, 6zellikle SB ve SL uygulama gruplarinin

10 mg/mL konsantrasyonunda en belirgin sekilde gdzlenmistir.

39



Tablo 4. 4. EMS+SB ve EMS+SL uygulamasi sonuglarina ait SMART verileri

Kiiciik tek tip AR .
klon Buyul{zt;lf tip klon ikiz klon Toplam mwh klon Toplam klon . I"(lofl
Uygulama Gruplan | (1-2 hiicre) ( - :c;)e) (m = 5) (m =2) (m =2) ‘“f‘::ll:::]ys‘:“ %
(mg/mL) (m=2) (KiF) Inhibisyon
No Fr. D | No Fr. D | No Fr. No Fr. D | No Fr. D | (10° hiicre)

Distile su 80 | 26  (0,33) 3 (0,04) 2 (0,03) 30 (0,38) 31 (0,39) 1,54

<] EMS@mM) 80 | 176 @200 + ] 111 39 + ] 29 (036 271 (3,39) + | 316 (3,95 + 13,88
E:‘ EMS+SB(1,25) | 80 | 146 (1,82) - | 100 (1,25 - 22 (0,28) 115 (1,44 - | 268 (335 - 5,89 15,19 t

&) EMS+SL(1,25) | so | 151 (1,88) - 97  (1,21) - 20 (0,25) 122 (1,53) - | 268 (335 - 6,25 15,19

§ EMS+SB (2,5) 8o | 139 (1,74 - 9  (1,13) - 19  (0,24) 93 (1,16) - | 248 (3,100 - 4,76 21,52 ]
S| EmMs+sL@5 | so | 130 (.63 - 93  (1,16) - 22 (0,28) 89 (1,11 - | 245 (3,060 - 4,56 22,53 |
E EMS+SB (5) 80 | 121 (151) - 88 (1,100 - 17 (0,21) 77 096 - | 226 (2,83 - 3,94 28,36 |
E EMS+SL (5) 8o | 114 (143 - 81 (1,01) - 16 (0,20) 73 091 - | 211 (64 - 3,74 33,17 |
3| EMS+SB(10) go | 71 (089 - 71 0,89 - 11 (0,14) 68 (085 - | 153 (191 - 3,48 51,65 |
~ EMS+SL (10) 80 | 69 (0,86) - 67 0.84) - 9 0,11) 65 0,81) - 145  (1,81) - 3,33 54,18 |

_ Distile su go | 17 (021 2 (0,03) 21 (0,26) 19  (0,24) 1,08

S EMS (1 mM) o | 157 (19 + | 107 (1,34 + 232 (2,90) + | 264 (330) + 11,88
&S| EMS+sB(1,25) | 8o | 142 (1.78) - | 101 (1200 - 101 (126 - | 243 (3,04 - 5,17 7,88 |
=] Ems+sL@a,2s) | so | 140 (1,75 - 98  (1,23) - 97  (021) - [238 (2,98 - 4,97 9,70 |
§ EMS+SB (2,5) 80 | 130 (1,63) - 94 (1,18) - . 89 (11 - | 224 (2,80) - 4,56 15,15 |
] EMS+SL(@2,5 | 80 | 133 (1,66) - 91 (1,14) - 83 (1,040 - | 224 (2,80) - 4,25 15,15 |
2 EMS+SB (5) 80 | 125 (1,56) - 83 (1,04 - 71 089 - | 208 (2,600 - 3,64 21,21
ks EMS+SL (5) 8o | 110 (1,38) - 81 aon - 73 091 - | 191 (239 - 3,74 27,57 |
% EMS+SB (10) 80 | 67 (084 - 70 (0,86) - 56 (0,700 - | 137 (1,71) - 2,87 48,18 |
EMS+SL (10) 80 | 64  (080) - 66  (0.83) - 50 (0,63 - [ 130 (1,63) - 2,56 50,60 |

i,

EMS: Etil metansiilfonat; N: Kanat sayis1, No: Klon sayis1, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gdsterimi (Frei and Wiirgler, 1988), “+”: pozitif, “-*: negatif, “i”: énemsiz fark, “m”: carpim faktorii,
*: TM3 dengeleyici kromozomundan dolay ikiz klon olusmaz. Olasilik diizeyi: 0=3=0,05.
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Bu sonuglar, Sideritis bitkilerinin toprakiistii metanol ekstrelerinin EMS’nin genotoksik
etkilerini 6nemli Olclide azalttigim1 ve genetik hasarin olusumunu engelledigini
gostermektedir. Yani, bu bitki ekstreleri, genotoksik etkilerin ortadan kaldirilmasinda
veya azaltilmasinda potansiyel bir etkiye sahiptir. Elde edilen istatistiksel veriler, bu bitki
ekstrelerinin potansiyel olarak antigenotoksik etkinliklere sahip oldugunu ve genetik

hasarin 6nlenmesine katki saglayabilecegini gostermektedir.
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5. SONUC ve TARTISMA

Eski caglardan beri bitkiler ve bitki tiirevi bilesenler, bir¢cok hastaligin tedavisinde
insanlarin hayatinda 6nemli bir rol oynamistir. Giiniimiizde ilaglarla yapilan tedavi
yontemleri hizli sonuglar saglasa da bu ilaglarin siirekli kullanimi alerjik reaksiyonlar
veya karaciger hastaliklarini igeren ciddi saglik sorunlar1 gibi bazi olumsuz etkilere neden
olabilir. Bu tiir olumsuz etkilerin ortaya ¢ikmasini engellemek ve yan etkileri minimize
etmek icin tibbi bitkilerin arastirilmasi ve kullanimi, insan sagligi agisindan biiyiik 6nem

tagimaktadir.

Dogal bilesenleri sayesinde ¢esitli hastaliklarin tedavi siirecine yardimci olan tibbi
bitkilerin yan etkileri daha azdir. Bu nedenle alternatif tip ve bitkisel tedavi yontemleri
giderek daha fazla ilgi gormektedir. Tibbi bitkilerin farmakolojik 6zellikleri ve terapdtik
etkileri arastirilarak modern tibbin yaninda tamamlayict bir rol oynamasi
hedeflenmektedir. Ayrica, tibbi bitkilerin giivenli kullanim1 ve etkili dozlama yontemleri
tizerinde yapilan ¢alismalar, hastaliklarin daha 1yi tedavi edilmesine ve insan sagliginin
korunmasina katki saglamaktadir. Bu nedenle tibbi bitkilerin potansiyeli ve etkileri
hakkinda daha fazla arastirma yapilmasi, gelecekte saglik alaninda daha etkili ve giivenli
tedavi segeneklerinin gelistirilmesine olanak taniyacaktir (Mahmoud ve Gairola, 2013;

Ozgelik, 2019).

Antioksidan, anti-aging, anti-genotoksik, antimutagenik, bioinsektisidal ve néroprotektif
aktiviteler — gibi  farmakolojik  Ozellikler  bitkilerin  igcerdikleri  bilesenlerle
iligkilendirilmektedir (Petrovska, 2012; Rakotoarivelo vd., 2015). Bitkilerin potansiyel
ozelliklerinin etkilerini degerlendirmek i¢in model organizmalar kullanilmaktadir
(Leeuw vd., 2007; Posgai vd., 2009). Meyve sinegi olarak bilinen, toksisite ve
genotoksisite ¢alismalarinda in vivo model organizma olarak uzun yillardir kullanilan D.
melanogaster bu organizmalardan biridir (Schneider, 2000; Marsh ve Thompson, 2006).
Insan hastalik genlerinin %751, hiicre sinyal yolaklar1 ve gelisimsel siireglerde etkili pek
cok gen Drosophila ile biiyiik benzerlik gostermektedir. Bu nedenle, D. melanogaster,
insanlarda goriilen hastaliklarla iliskilendirilen genlerin ¢alisilmasi ve ilgili siireglerin
anlasilmasi i¢in 6nemli bir model olarak tercih edilmektedir (Panchal vd., 2016). D.

melanogaster’in model organizma olarak kullanildig1 alanlar arasinda hiicre Sliimii
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(McCall, 2009; Denton ve Kumar, 2015), fenotipik bozukluklar (Hirth, 2010; Iyer vd.,
2016), immiinositokimya (Fulda vd., 2010; Shukla vd., 2014), biyokimya (Altun, 2013;
Pant vd., 2013; Panchal vd., 2016), beslenme (Edgecomb vd., 1994; Altun, 2013),
gelisimsel toksisite ve hayatta kalma (Rand vd., 2014) gibi pek ¢ok farkli deneysel
calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalar, D. melanogaster’in genis kullanim alanlarini ve
cesitli biyolojik siireclerin anlasilmasinda 6nemli bir model organizma olarak degerini

gostermektedir.

Hiicre 6liimii ¢alismalar1, D. melanogaster’in apoptoz ve hiicre dongiisii gibi siireclerin
anlagilmasinda kullanilmasina odaklanirken, fenotipik bozukluk iizerine yapilan
caligmalar genlerin islevi ve morfolojik degisiklikler ile ilgilenir. Immiinositokimya
caligmalarinda ise D. melanogaster, immiin sistem ve hiicre tiplerinin analizinde
kullanilirken, biyokimya ¢aligmalarinda enzimatik reaksiyonlar ve molekiiler bilesenlerin
incelenmesi i¢in tercih edilir. Yine beslenme ¢alismalarinda D. melanogaster, besin alimi
ve metabolizma lizerindeki etkilerin anlasilmasinda kullanilirken, gelisimsel toksisite
caligmalarinda, kimyasal maddelerin embriyonik ve larval donemlerdeki etkilerini
arastirmak i¢in kullanilir. Son olarak, Omiir uzunlugu caligmalari, cevresel stres
faktorlerinin ve genetik manipiilasyonlarin D. melanogaster’in hayatta kalma ve yasam
stiresi lizerindeki etkilerini aragtirmak icin yararli bir model organizma olarak kabul
edilir. Tim bu ¢alismalar, D. melanogaster’in birgok farkli aragtirma alaninda degerli bir
model organizma olarak kullanildigin1 ve temel biyolojik siireclerin anlagilmasina ve
insan saghg ile ilgili konularda bilgi saglanmasina biiyiikk katki sagladigini

gostermektedir.

Etil metansiilfonatin (EMS) D. melanogaster transheterozigot larvalarinda olasi
genotoksik etkilerinin S. brevidens ve S. libanotica subsp. violascens bitkilerinin
toprakiistii metanol ekstraktlar1 ile giderilmesinin amaglandigi bu tez calismasinda,
literatiirde benzer bircok calismada giivenilir bir test teknigi olmasi sebebiyle yaygin
kullanima sahip olan SMART yontemi kullanilmistir. Antigenotoksik etkinligini
arastirdigimiz bitkilerin endemik bitkiler olmasi ve bu yontemle calisilmamis olmasi

sebebiyle literatiirde ilk ¢alisma olma 6zelligi tasimaktadir.

Calismamizin ilk asamasinda kimyasal ajanlara karsi antigenotoksik etkinligini

arastirdigimiz S. brevidens ve S. libanotica subsp. violascens bitkilerinin Drosophila
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bireylerinin yasama oranlar {izerindeki etkileri incelenmis ve c¢alisilan konstrasyonlarda
toksik etkiye rastlanilmamigtir. Calismamizin ikinci asamasinda ise deney gruplarina tek
basina EMS ve tek basina SB/SL uygulamalar1 ile EMS+SB/SL seklinde birlikte
uygulamalar yapilarak elde edilen sonuglar karsilagtirilmistir. D. melanogaster’in
trasnheterozigot larvalar1 ilizerinde EMS’nin genotoksik etkili ve SB/SL’nin
antigenotoksik etkili olduklar1 tespit edilmistir. EMS+SB/SL uygulamalarinda ise

EMS’nin genotoksik etkisinin 6nemli bir fark ile azaldigi gozlenmistir.

Bu caligmada oldugu gibi EMS ile gerceklestirilmis bir dizi genotoksisite ¢alismasiyla
birlikte bitki ekstraktlarinin antigenotoksik etkinliginin arastirildigt ve EMS’nin
genotoksik etkisini azalttigina dair birgok literatlir bulunmaktadir. EMS’nin genotoksik
etkisine karst borun iyilestirici kapasitesinin SMART yontemiyle arastirildigir bir
caligmada EMS indiiklemesi sonucu olusan genotoksik etkilerin 0,1; 5, 10, 20 ve 40
mg/mL konsantrasyonlarda bor ile giderildigi ve bu sonuglarin borun antioksidan

ozellikleri ile ilgili oldugu ifade edilmistir (Sarikaya vd., 2016).

Doksorubusin ve benzopiren maddeleri tarafindan indiiklenen Ali¢ bitkisinde, gozlenen
genotoksik etkiyi bitki i¢eriginde bulunan bir flavonoidin azalttig1 ve antigenotoksik etki
gosterdigi (Fernandes vd., 2017); Kuzey Amerika’da alternatif tipta kullanilmakta olan
Peumus boldus ve Cryptocarya alba bitkilerine ait metanol ekstraktlarmin etil
metansiilfonata kars1 antigenotoksik etki gosterdigi (Carmona vd., 2017) saptanmuistir.
Citrus aurentium L. (Rutaceae) meyve kabugu yaginin (CPO) etkisi kanat benek testi ile
arastirilmis genotoksik etkili etil metansiilfonat (EMS), N-etil-N-nitrosoiire (ENU),
kobalt kloriir (CoCly) ve potasyum dikromat (K>CrO7) kimyasal ajanlarma karsi
CPO’nun antigenotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir (Demir vd., 2009).

Echium amoenum (Boraginaceae) bitkisine ait farkli dozlarda kloroform ekstrakti ile
EMS’nin genotoksik etkisinin giderildigi kanat benek testi ile gdsterilmistir (Uysal vd.,
2015). Ozcelik (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Iris taochia Woronow ex Grossh.
bitkisinin siirglin kismindan elde edilen metanol ekstrelerinin, iki farkl alkilleyici madde
olan siklofosfamid ve etil metansiilfonatin neden oldugu genotoksik etkiye karsi olan
etkisi arastirilmistir. Calismada, bes farkli konsantrasyonda (0,625; 1,25; 2,5 ve 10
mg/mL) hazirlanan bitki ekstrelerinin genotoksik etki gostermedigi, alkilleyici

maddelerle birlikte uygulandiginda ise 6zellikle 5 ve 10 mg/mL konsantrasyonlarda
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somatik mutasyon ve rekombinasyon oranlarinin pozitif kontrole gore 6nemli 6l¢iide

azaldig: tespit edilmistir.

Yapilan bagka bir calismada, Althaea officinalis L. bitkisinin Mitomisin C (MMC)
mutajenine kars antigenotoksik etkisi SMART teknigiyle belirlenmeye ¢alisilmistir. A.
officinalis bitkisinin kurutulmus herbasinin 5, 15 ve 45 mg/mL konsantrasyonlarda
MMC’nin DNA’da olusturdugu hasari indiikledigi ve MMC ile indiiklenen toplam benek
sayllarmin sirasityla % 3,66, % 2,03 ve % 1,83 oraninda inhibe ettigi bulunmustur

(Karabulut, 2022).

Sevindik vd. (2021) bir ¢alismada, Sideritis cinsine ait S. rubriflora, S. libanotica subsp.
violascens, S. erythrantha var. cedretum, S. congesta, S. brevidens ve S. vuralli tiirlerinin
ogiitiilmiis yiizey kisimlarinin fenolik, flavonoid igerigi ve toplam antioksidan
kapasitesini degerlendirmistir. Bitkilerde bu igerik oranlarinin yiiksek oldugu ve bu
tirlerin ilag ve gida endiistrisinde olasi bir dogal kaynak olarak kullanilabilecegi

vurgulanmastir.

Berber ve Aksoy (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, halk tarafindan dag c¢ay1 olarak
tiikketilen endemik Sideritis trojana bitkisinin metanol ekstrelerinin 0,1, 1, 10, 100 ve 500
pg/mL’lik konsantrasyonlarda insan periferal lenfositlerinde mitomisin (MMC) ile
indiiklenen klastojenik/anojenik etkiye karsi olusturduklar1 antigenotoksik etki
mikroniikleus test yontemiyle degerlendirilmistir. Saglikli bireylerden alinan kan
orneklerinin MMC ile maruziyeti sonucu %9,15 mikroniikleus frekansi tespit edilmistir.
MMC ile birlikte uygulanan bitki ekstresi gruplarinda konsantrasyon artigina bagli olarak

mikroniikleus frekanslarinda anlamli azalmalar gozlenmistir.

Bu calismalara ek olarak S. brevidens ve S. libanotica subsp. violascens bitkilerinin de
ait oldugu Lamiaceae familyasina ait bitkilerin antigenotoksik etki gdsterdigi bircok
caligmayla kanitlanmistir. Lamiaceae familyasina ait olan Prunella grandiflora bitkisinin
SMART teknigiyle antigenotoksik etkisi degerlendirilerek bitkinin antitiimédr ilag olan
etoposidinin genotoksisitesine kars1 koruyucu etkili oldugu saptanmstir (Magombe vd.,
2022). Alternatif tipta kullanilan ve Lamiaceae familyasina ait {i¢ bitki tiirli olan
Scutellaria salviifolia, Stachys annua ve Nepeta nuda’nin antigenotoksik etkinliginin

SMART ile incelendigi baska bir calismada, etil metansiilfonatin (EMS) genotoksik
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etkisini kars1 bitkilerin etkinligi arastirilmistir. Ug bitki tiiriinden elde edilen ekstraktlar
arasinda, S. salviifolia bitki ekstraktlarinin EMS’nin genotoksik etkisini daha iyi bertaraf
ettigi tespit edilmistir (Ayar vd., 2018). Chia yagiin (Salvia hispanica L.) kansorejen
maddelerden doksorubisin ve benzopirene karsi antigenotoksik etkisi SMART teknigiyle
incelenmis ve gozlenen genotoksik etkiyi Chia yaginin %97 oraninda azalttif

saptanmistir (Guterres vd., 2022).

Iki kekik tiirii olan Origanum minutiflorum O. Schwarz ve Origanum onites L. tiirlerinden
elde edilen ucgucu yaglar ile yapilan ve SMART tekniginin kullanildigir farkli bir
calismada ugucu yaglarin kobalt kloriir (CoClz) ve potasyum dikromata (KCr,O7) karst
antigenotoksik aktivite sergiledikleri saptanmistir. Sonu¢ olarak ortaya c¢ikan bu
tyilestirici  etkinin tercih edilen ugucu yaglarin antioksidan 0Ozelliklerinden

kaynaklandigini1 géstermektedir (Demir vd., 2013).

Tez ¢alisma bulgularimiz literatiirii destekler niteliktedir. Tez ¢calismamizdan elde edilen
verilerden hareketle S. brevidens ve S. libanotica subsp. violascens ekstraktlarinin
alkilleyici maddelerin neden oldugu genetik hasara karsi1 antigenotoksik etki gostererek
genetik stabiliteyl korumada olumlu bir rol oynadigini ve yiiksek antioksidan aktiviteye

sahip oldugunu diigiinmekteyiz.

Sonug olarak, tez calismamizda somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)
kullanilarak bir alkilleyici ajan olan EMS’nin meyve sinegi olarak da bilinen D.
melanogaster lizerinde genotoksik etkiye neden oldugu; S. brevidens ve S. libanotica
subsp. violascens bitkilerinin antigenotoksik etkili oldugu ve artan konsantrasyonla
birlikte EMS’nin genotoksik etkisine karsi koruyucu etki gdsterdigi belirlenmistir. Bu tiir
genetik hasarlarin giderilmesi i¢in ilag veya farkli kimyasal maddeler kullanmak yerine
dogal, kolay elde edilebilir, ucuz ve en 6nemlisi herhangi bir yan etkisi olmayan bu
bitkilerin kullanilabilir olmas1 6nemlidir. Sideritis cinsine ait ¢aligmamizda kullanilan
tiirlerin ve bu cinse ait diger tiirlerin potansiyel farmakolojik kullanimlar1 ve dogal bir
kaynak olarak genetik hasar1 azaltic1 etkileri hakkinda yeni arastirmalarin yolu agilabilir.
Bu tiir bitki ekstreleri, genetik toksikoloji alaninda ve ¢evresel saglik risk
degerlendirmelerinde potansiyel koruyucu ajanlar olarak daha fazla ¢aligmaya deger

goriilebilir.
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