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OZET

Beyaz cay, diinyada sudan sonra en fazla tiiketilen icecek olan ¢ay (Camellia
sinensis L.) bitkisinin heniiz tam olarak olgunlasip acilmams beyaz tiiylerle
kaph yapraklarindan soldurma, firinlama ve fermantasyon gibi islemlerden
ge¢meden hazirlanan formudur. Bu c¢alismada Drosophila melanogaster’de
Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile Beyaz Cay (BC)’in
Streptozotosin (STZ) ve Siklofosfamid (SF) isimli iki farkh alkilleyici 6zellikteki
antineoplastik  kanser ilacimin  oOlusturdugu genotoksik etkiye karsi
antigenotoksik etkinliginin belirlenmesi amac¢lanmustir. SMART uygulanirken
D. melanogaster’in genomunda cekinik flare (fIr’) ve coklu kanat kih (mwh)
belirleyici genlerini tasiyan iki farkli mutant soyu kullamlmistir. Bu iki mutant
soy arasinda yapilan caprazlamalar sonucu elde edilen 72+4 saatlik trans-
heterozigot larvalar, farkli konsantrasyonlarda (0,625; 1,25; 2,50 ve 5 mg/mL)
beyaz cay ekstresi ile kronik olarak beslenmistir. Yapilan bu 6n cahisma
sonucunda beyaz cayin hicbir konsantrasyonda genotoksik etki gostermedigi
belirlenmistir. Calismamizin diger boliimiinde LDsy degerleri (STZ:0,25 mg/mL,
SF:2,5 mg/mL) bulunan iki ilacin da oldukca yiiksek genotoksik etkiye sahip



olduklar1 belirlenmistir (p<0,05). Daha sonra farklhi konsantrasyonlarda BC
ekstresi ile kanser ilaclar1 es zamanl olarak larvalara uygulanmustir. Elde
edilen verilerden BC ekstraktinin Kkonsantrasyon artisina bagh olarak
kanatlarda benek olusumunu saglayan mutasyonlar1 baskilayarak Klon
Indiiksiyon Frekanslarim (KIiF) tiim uygulama gruplarinda énemli derecede
azalttig1 belirlenmistir. Ayrica beyaz caym kanser ilaclarimin olusturdugu
genotoksik etkiyi hangi oranlarda azalttigimin tespiti icin yapilan %Inhibisyon
oranlari incelendiginde 0,25STZ+2,5BC uygulama grubunda bu oranin %55,79;
2,5SF+5BC uygulama grubunda ise %60,00 oldugu tespit edilmistir. Sonuc¢
olarak kanser tedavilerinde Kkullanilan Streptozotosin ve Siklofosfamid
ilaclarimin saghkh hiicrelerde de genotoksik etkiler yaratabilecegi bu etkilerin
ise beyaz cay tiiketimi ilavesiyle azaltilabilecegi kanaatine varilmistir.

Bu calisma Amasya Universitesi BAP Koordinasyon Birimi tarafindan FMB-
BAP 15-0113 kodlu projeyle desteklenmistir.

Anahtar Sozciikler: Antigenotoksisite, SMART, Streptozotosin, Siklofosfamid,

Beyaz cay, Kanser ilaci
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ABSTRACT

White tea is a form of the world’s most popular non-water beverage, tea plant
(Camellia sinensis L.), made from buds and immature tea leaves picked before
the buds have fully opened, before the leaves have lost their white hair, without
being subjected to procedures such as withering, drying and fermentation. In
the present study, it has been aimed to determine the antigenotoxic activity of
White Tea, against the genotoxic effect caused by two different alkylating
antineoplastic cancer drugs Streptozotocin (STZ) and Cyclophosphamide (CP)
in Drosophila melanogaster through the Somatic Mutation and Recombination
Test (SMART). During the application of SMART, two different mutant strains
were used in the genome of D. melanogaster, with the determinant genes being
respectively recessive flare (fir¥) and multiple wing hairs (mwh). Trans-
heterozygote larvae of 72+ hours, obtained through crossbreeding of these two
mutant strains, were chronically fed with white tea extract of different
concentrations (0,625; 1,25; 2,50 and 5 mg/mL). In consequence of the relevant
preliminary study performed, it was determined, white tea displayed no
genotoxic effect, regardless of the concentration. In our study, the LDs, values of
the relevant drugs were also found (STZ: 0,25 mg/mL, CP: 2,5 mg/mL), and it



vii

was determined, both drugs have a fairly high genotoxic effect (p<0,05).
Afterwards, white tea extracts of different concentrations were applied to larvae
simultaneously with cancer drugs. From the data obtained, it was determined
that white tea extract, significantly reduced the Clone Induction Frequencies
(CIF) in all treatment groups, by suppressing mutations enabling the formation
of spots in wings, in parallel with increasing concentration. Also, when the
Inhibition percentage rates were subjected to examination in order to determine
white tea’s reduction rate of genotoxic effect caused by cancer drugs, it was
determined that the relevant rate was 55,79% in the 0,25STZ+2,5White Tea
treatment group, and 60,00% in the 2,5SF+5White Tea treatment group. In
conclusion, it was satisfied that, Streptozotocin and Cyclophosphamide drugs
used in cancer treatments may create genotoxic effects even in healthy cells, and
these effects may be reduced by additional white tea consumption.

The present study were supported by Scientific Research Projects Coordination
Unit of Amasya University, through the project with the code no. FMB-BAP 15-
0113.

Keywords: Antigenotoxicity, SMART, Streptozotocin, Cyclophosphamide,
White tea, Cancer drug
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1. GIRIS

Hiicrelerin DNA’larinda meydana gelen genetik ve epigenetik diizeydeki hatalar
neticesinde kontrolsiiz bir sekilde biiyiiyiip boliinerek olusturduklari hiicreler kanser

olarak tanimlanmaktadir [1, 2].

Kanser, 2014 yilinda Uluslararasi Kanser Arastirmalari Ajanst (IARC) tarafindan
hazirlanan rapora gore diinyada bir numarali 6liim nedeni haline gelmistir [3].
Insidans1 son yillarda oldukga artan kanserin, farkli tedavi yontemleri kullanilmasina
ragmen ortadan tamamen kaldirilabilmesi i¢in heniiz herhangi bir tedavi

gelistirilememistir [4].

Insan hiicrelerindeki DNA, hem endojen hem de eksojen ajanlara maruz kalarak
devamli hasara ugramaktadir. Iyonize veya ultraviyole radyasyon, 4000 kadar
kimyasal madde karisimini igeren tiitlin veya tiitiin {iriinleri, insan yapimi kimyasallar
olarak niteleyebilecegimiz trafik ve ¢evre kirliligi ile kanser tedavisinde kullanilan
kematerapdtik ilaglar insanlarin temas halinde olabilecegi mutajen ajanlardan sadece

birka¢ tanesidir [5].

Kemoterapi nadiren tek basina, genellikle diger yontemlerle birlikte intravendz
ve/veya oral yolla tiimor hiicrelerinin yok edilmesi i¢in uygulanan antineoplastik
veya sitotoksik ilaglar olarak da isimlendirilen kimyasallarla yapilan tedaviye verilen

genel isimdir [6].

Antineoplastik ilaglarin ¢ogu antitiimor o6zelliklerini dogrudan DNA {izerine etki
ederek ya da hiicre boliinmesini 6nleyerek gostermektedirler. Bununla birlikte ideal
bir kanser ilacinin sadece tiimor hiicrelerini hedef almasi ve sitotoksik veya sitostatik
etki ile timor ¢ogalmasini azaltmasi beklenmektedir. Antineoplastik ilaglarin
terapoOtik indeksleri, antimikrobik ilaglara gore genellikle ¢ok diisiik olup bunun
yaninda mutajenik, teratojenik, karsinojenik toksik etkileri de vardir. Toksik etkilerin

basinda, kemik iligi tizerinde supresyon yapmalar1 gelmektedir [7].



Antineoplastik ilaclar etki mekanizmalarina gore 6 gruba ayrilir. Bunlar alkilleyici
ajanlar, antimetabolitler, antibiyotikler, vinka alkaloidleri, hormonlar ve diger ilaglar
seklindedir [8]. Calismamizda kullanilan streptozotosin ve siklofosfamid bu

gruplardan alkilleyici ajanlar i¢inde yer almaktadir.

Alkilleyici ilaglarin etki mekanizmasina baktigimizda, ¢ogu kanserli hiicrede
kendilerine uyan etilenimonyum tiirevlerine ve daha sonra pozitif yiikli karbon
iceren karbonyum tiirevlerine doniistiikleri goriilmektedir. Karbonyum iyonu, giiclii
elektrofilik 6zelligi olan reaktif bir metabolittir ve negatif yiiklii niikleik asitlerin
Ozellikle de DNA’nin, diger makromolekiillerin igerdigi amino, fosfat, tiyol,
hidroksil, imidazol ve karboksil gruplari gibi niikleofilik gruplara kovalent baglarla

geri doniistimsiiz olarak baglanmakta ve boylece alkillenme gergeklesmis olmaktadir

[9].

Azotlu hardallar grubunda yer alan Siklofosfamid (SF), alkilleyici ilaglardan en fazla
kullanilan, doku irritasyonu olusturmayan, genis spektrumlu ve giicli
immunosupresif etkinlik gdsteren bir antineoplastik ilagtir. En spesifik yan etkisi

kanamali mesane enfeksiyonu olarak bilinen hemorajik sistittir [7].

Calismamizda kullanilan diger antineoplastik ajan ise Streptozotosin (Streptozosin,
Zanosar, STZ)’dir. Onkolitik ve diyabetojenik ozellikleriyle birlikte antibiyotik ve
antikanser ajan olarak kullanilan streptozotosin 1960°da Streptomyces achromogenes
kiiltiirinden izole edilmistir [10-12]. Genellikle intravendz ya da intraarteriel yoldan
verilip pankreas langerhans adacig hiicreleri tarafindan selektif olarak alinir. Insiilin
salgilansin veya salgilanmasin, metastatik pankreas adacik hiicresi tlimdrlerinin
tedavisinde kullanilir. Bu bilesik malign karsinoid timoére de etkilidir. En 6nemli

yan etkileri ise renal tiibiiler asidoz, proteiniiri ve azotemidir [13].

Kemoterapdtik ilaglar hem kemoterapi uygulanan bireyde hem de bu ilagla temas
eden saglik gorevlilerinde DNA hasarlar1 olusturabilmesi agisindan da Onem
tasimaktadir. Bununla birlikte antitiimor tedavisinde kullanilacak olan yeni ya da eski

antineoplastik maddelerin in vitro ya da in vivo test sistemleriyle genotoksik



etkilerinin degerlendirilmesi olduk¢a Onem arz etmektedir [14]. Bu nedenle
calismamizda iki farkli antineoplastik maddenin olast genotoksik etkilerinin
belirlenmesi i¢in in vivo bir genotoksisite testi olan Drosophila melanogaster kanat
Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) kullanilmasi amaglanmustir.
SMART; nokta mutasyonu, delesyon, kararsiz translokasyon, mitotik rekombinasyon
ve kromozom kayb1 veya ayrilmama gibi, belirli kromozom aberasyonlarinin genetik

sonuglarinin genis yelpazesinin saptanmasina izin veren 6nemli bir genotoksisite test

sistemidir [15-17].

Genotoksisite, fiziksel ya da kimyasal ajanlar (mutajen ve kanserojenler) tarafindan
genetik materyalde meydana gelen hasar olusumu seklinde tanimlanmaktadir. S6z
konusu ajanlar hem bireyin kendisini, hem de sonraki jenerasyonlar etkileyebilecek
anormallikler ortaya cikarabilmektedir. Bunun i¢in kimyasal ajanlarin genotoksik
etkilerinin arastirilmasinda farkli canli gruplarmi kapsayan gesitli test yontemleri
gelistirilmistir. Kisa siireli mutajenite ve kanserojenite testleri olarak bilinen bu
yontemler, bir kimyasalin potansiyel mutajen ve kanserojen olup olmadiginin
belirlenmesinde kullanilmaktadir [18-24]. Genotoksisite testleri ile gesitli maddelerin
mutasyonlara, kromozom anormalliklerine veya DNA hasarlarina sebep olup
olmadig1 belirlenebilmektedir. Bu testler 1970’lerin sonundan beri kimyasallarin

glivenilirliliginin degerlendirilmesinde temel noktay1 olusturmaktadir [25].

Gergekte spesifitenin az olmasi nedeniyle ¢ogu antineoplastik ilacin viicutta patolojik
bicimde cogalmakta olan kanser hiicrelerini yok ettikleri gibi, hizli bigimde
cogalmakta olan normal hiicreleri de yok ettikleri ve bu nedenle kanser ilacinin
kemik iligi, kan hiicreleri ve diger hizli ¢ogalan hiicreleri igiren dokular {izerine de
yan etkilerinin oldugu bilinmektedir [26-28]. Bu yan etkilerin neler oldugu ya da
nasil ortadan kaldirilabilecegi siirekli olarak arastirilan 6nemli bir konudur. Son
yillarda, tibbi ve aromatik bitkiler ile bunlardan elde edilen aktif maddelere
gosterilen ilginin artmasi, bu bitkilerin insan saglig1 tizerindeki etkilerini saptamaya
yonelik c¢aligmalar1 da giindeme getirmistir. Literatiirde ozellikle yan etkilerin

giderilmesinde bitkisel tiriinlerin kullanildig1 birgok ¢alisma mevcuttur [29-35].



Ayrica antineoplastik ilaglarin biyolojik sistemde oksidatif stres olusumunu artirdigi
da bilinmektedir. Kanser kemoterapisi sirasinda hiicresel hedeflere saldirabilen ¢ok
sayida serbest radikal araciligiyla oksidatif stres ortaya g¢ikmaktadir. Dolayisiyla
kemoterapi, biyolojik sistemde ¢esitli yan etkilere neden olmaktadir. Yiiksek doz
kemoterapi uygulanan hastalarda, plazma antioksidan konsantrasyonu azalma
gostermektedir. Kemoterapi sirasinda kullanilan antioksidanlar, oksidatif stres ile
meydana gelen radikallerin olusumunu azaltarak tedavi etkinligini artirabilmektedir

[36].

Caligmamizin ikinci kisminda antineoplastik ilaglarin olusturdugu genotoksik etkinin
Camellia sinensis (L.) Kuntze bitki tiiriiniin bir formu olan beyaz cay bitki ekstresi

ile giderilip giderilemeyecegi yine SMART ile arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Camellia sinensis (L.) Kuntze (Cay)’in Genel Ozellikleri

Yillardir Uzakdogu iilkelerinde kullanilan, zamanla Avrupa, Amerika ve diger
bolgelere de yayilan Camellia sinensis (Cay), diinyada sudan sonra en fazla tiikketilen
igecektir [37-39].

Cay ilk olarak M.O. 2737 yilinda, Cin imparatoru Shen Nung tarafindan kaynayan
suya bitkinin yapraklarinin diismesi sonucunda tesadiifen bulunmustur. Olusan bu
farkli renkteki karisimin tadi ve aromasi begenilmis; 6nce Cin’e, oradan da tiim
diinyaya yayilmigtir [40]. Bugiin Hindistan, Cin, Sri Lanka, Japonya ve Tayvan
basta olmak tizere yaklagik 50 tilkede ¢ay iiretilmektedir [41].

Cay iiretimi Bati’da ilk olarak Batum ile Tiirkiye’nin Dogu Karadeniz kiyilarina
yakin kisimlarinda Ruslar tarafindan Cin’den getirilen tohumlar vasitasi ile 19.
yiizyilda yapilmistir. Basarili olduktan sonra, ticari olarak cay iiretimi bu amag i¢in
daha genis alanlara yavasga genislemeye baslamistir [42, 43]. Tirkiye’de ise ¢ay
yetistirilmesi i¢in ilk girisim 1888 yilinda yapilmistir. Cin’den getirilen ¢ay fidanlar
ve tohumlar Bursa bolgesinde denenmis; fakat iklim ve ekolojik kosullarin uygun
olmamasi sebebiyle sonu¢ alimamamistir. Daha sonra, Dogu Karadeniz Bdlgesi’nin
cay yetistiriciligi i¢in uygun ekolojik kosullara sahip oldugunu belirten bir rapor
tizerine, bu bolgelerde ekim caligmalar1 yapilmis ve Rize bolgesinde 1939 yilinda

cay elde edilmeye baslanmistir [40, 44].

Nemli iklimlerde yetisen bitkilerin yapraklarindan elde edilen ¢aymm Camellia
sinensis ve Camellia assamica olmak tizere iki ana tiirii vardir. Cin’e 6zgii Camellia
sinensis, uzun 6miirlii ve soguk havaya dayanabilen bir yapiya sahip olup, kiigiik
yapraklardan olugsmaktadir. Assam’da (Hindistan’in Cin’e bakan i¢ taraflari)

yetistirilen Camellia assamica ise daha biiyiik, bir aga¢ gibi yapraklara sahip, daha



hassas, aromatik, kisa 6miirlii olup tropikal ve yagish bolgelerde kolay bir sekilde

yetistirilmektedir [40].

Cay igeceginin genellikle yesil cay, siyah ¢ay ve oolong ¢ay olarak bilinen ii¢ farkl
formu tiiketilmektedir. Bunlarin yani1 sira bazi varyetelerinin tomurcuk ve geng
yapraklarindan yapilan 6zel bir ¢cay formu olan beyaz ¢cayin da gilinlimiizde kullanim1
giderek artmaktadir. Diinya ¢apinda her yil ortalama 2 milyon ton ¢ay iiretildigi
bildirilmektedir. Uretilen bu ¢ayin yaklasik %20’si yesil ¢ay olup Asya ve Orta Dogu
ilkelerinde; %78’i siyah ¢ay olup en ¢ok batida ve Asya iilkelerinde; %2’si ise
oolong cay1 olup Cin’in Giiney dogusunda tiiketildigi ifade edilmektedir. Benzer
kimyasallardan olusan siyah ¢ay, yesil ¢ay ve oolong ¢ayinin aralarindaki temel fark
tretimleri sirasinda gergeklesen kimyasal degisimlerdir. Cay bitkisinin uygun
varyetelerinin tomurcuk ve yapraklarindan {iiretilen farkli oksidasyon seviyelerine
sahip olan siyah, oolong ve yesil caydan sonra beyaz cay en diisiik miktarda tiretilen

cay formudur [45].

Yapilan c¢alismalarla ¢ayin; antioksidatif, antiinflamatuar, antimutajenik,
antikarsinojenik, antianjiyojenik, apoptotik, antiobezite, hipokolesterolemik,
antiaterosklerotik, antidiabetik, antibakteriyel, antiviral ve yaslanmay1 geciktirici gibi

birgok degisik farmakolojik etkisinin oldugu gosterilmistir [46-49].

Ozellikle katesin tiirevleri olmak {izere cay polifenolleri, insan saghig {izerinde
olumlu etkileri olan gii¢lii antioksidan ajanlardir. Serbest radikalleri temizleme ve
oksidatif stresi baskilama yeteneklerinden dolayr bitkilerin antioksidan igerikleri
arastirmacilarin oldukga ilgisini ¢ekmektedir. Reaktif tiirlerin neden oldugu oksidatif
hasarin; kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, norodejeneratif hastaliklar ve cesitli
kanser tiirleri gibi insanlarda sik¢a goziiken hastaliklarin artisiyla baglantili oldugu

yillar boyunca bilinmektedir [50].

Epidemiyolojik caligmalarda ¢ay tiiketiminin kalp krizi, koroner kalp hastaliklari,
bazi kanserler ve karaciger rahatsizliklari riskini azalttigi da belirlenmistir [51]. Cay

bilesiklerinin farelerde karsinojenezi onledigi ayrica yesil caydan izole edilen cay



katesinleri ve teaflavinlerin (bilhassa teaflavingallat) antiviral ve antibakteriyel

etkinliklerinin oldugu tespit edilmistir [52].

Cay, bilesiminde bulunan biyoaktif maddeler nedeniyle pek cok arastirmacinin
dikkatini ¢eken bir i¢ecek olup, literatiirde ¢ayin iyilestirici etkinligi lizerine yapilan

pek cok ¢alisma mevcuttur [53-57].

Cay tiirlerinin bilesenleri arasinda, kuru cay agirligiin yaklasik %36’sin1 olusturan
polifenoller ¢ok Onemli bir yer tutmaktadir. Taze yesil ¢ay yapraginin diger
bilesenleri kafein, proteinler, amino asitler, karbonhidratlar, lipidler, vitaminler (B
vitamini) ve minerallerdir. Cay ayrica A, K, C, B vitamini, § karoten ve floriir igerir.
Yapilan bir ¢alismada beyaz cayin diger cay formlarina oranla en yiiksek oranda
protein icerdigi saptanmis, bu durumun beyaz cayin hasat edilen kisminin sadece

tomurcuk olusundan kaynaklandigi diistiiniilmistiir [58, 59].

Yapisal olarak birbirine benzeyen c¢ay formlar1 farkli antioksidan etkilerini,
icerdikleri farkli bilesiklerden dolayr gostermektedir. Cayda genel olarak flavonoid
grubundan polifenoller fazla miktarda bulunmaktadir. Buna ek olarak polifenol
grubundan katesinler, katesinlerden de epigallokatesingallat (EGCG)’in bulunma
orani en yiiksektir. Ayrica epigallokatesin (EGC), epikatesingallat (ECG), epikatesin
(EC), katesin (C), gallokatesin (GC) ve gallokatesingallat (GCG), theaflavinler (TF)
ve thearubigin (TB) de degisik miktarlarda bulunan diger bilesiklerdir [60].

2.2. Beyaz Cay

Beyaz cay (Sekil 2.1), 6zellikle Cin'in Fujian ve Zheijang bolgelerinde yetistirilip
toplanan hafif oksitli bir cay formudur [61-63] Onceleri sadece bu bdlgelerde
geleneksel olarak iiretilen beyaz c¢ay, bugiin Hindistan, Sri Lanka, Kenya, Vietnam,
Dogu Nepal ve ¢ok az da olsa Tiirkiye’de iiretilmektedir [64]. Diinyada yillik beyaz
cay uretimi 2000 ton civarinda olup bu miktar siyah ¢ay tiretiminin ancak %0,1’lik
bir boliimiine denk gelmektedir. Bu iiretiminde %9011k kismi Cin'de

gergeklesmektedir [65].



Sekil 2.1. Beyaz cay

Yesil ve siyah cay insan saglig1 agisindan ¢ok yararli olmakla birlikte, beyaz ¢ay en
az lretilen ve en yiiksek diizeyde antioksidan iceren c¢ay ¢esidi olarak bilinmektedir
[66, 67]. Antioksidanlar, DNA yapisini bozup yaslanmayi hizlandirarak viicuda zarar
veren yapilar olarak bilinen serbest radikallerin zararli etkilerinden onlar1 bloke edip,
notralize ederek viicudu koruyan bilesiklerdir [68, 69]. Beyaz cayin, bu koruyucu
bilesenlerle yiikli oldugu yapilan birgok calismayla tespit edilmistir [70-72].
Diinyada yapilmis olan birgok klinik deney, yiiksek miktarda katesin 6zellikle de
epigallokatesingallat (EGCG) igeren beyaz ¢ayin bu bilesen ve diger 6nemli ¢ay
bilesenleri sayesinde insan sagligina birgok yararinin oldugunu ortaya koymustur.
Beyaz ¢ayda bulunan antioksidanlarin bir grubu olan flavanoidlerin kolon, prostat ve
mide kanseri gibi bir¢ok farkli kanser ¢esidine karsi etkili bir koruyuculuga sahip
olduklar1 [73-76], kanser hiicrelerinin biiylimesini engelleyip Yyenilerinin olugmasini
onledigi belirlenmistir [77]. Yine i¢erdigi antioksidanlar nedeniyle antibakteriyel ve
antiviral etkiye sahip oldugu [78, 79], diger bir antioksidan grubu olan katesinleri
sayesinde de kolesterolii diigiirdiigii bulunmustur [80]. Bunlarin yanmi sira beyaz
caym, disleri daha gii¢lii ve saglikli yapan az miktarda florid ve diger besin
elementlerini igerdigi, kan basmcini dusiirdiigli, kalbi korudugu, kemikleri
gliglendirdigi ve metabolizmay1 hizlandirdigi bildirilmektedir [81]. Literatiirde, bu
etkilere bagli olarak romatoit artrit ve diger yangili hastaliklarda sikayetlerin

hafifletilmesinde yardimci olabilecegi ileri siiriilmektedir [82].



Yapilan arastirmalar sonucunda beyaz cayimn, giiglii ve saglikli kan damarlarinin
gelisimine yardimci olarak felcin tahribatina karsi koruyucu etki gosterdigi [83]
ayrica genel soguk alginligi ve gribe karsi korunmaya yardimer olup HIV belirtilerini
hafifletebilecegi tespit edilmistir [84].

Komes ve ark. [85]’nin, beyaz, yesil, sar1, oolong ve siyah ¢ay olmak tizere 5 farkli
cay ¢esidini kafein icerigi bakimindan karsilastirdiklari ¢alismalarinda kafein igerigi
bakimindan cay bitkisini, beyaz (%3.62)> sar1 (%3.18)> siyah (%2.79)>o00long
(%2.77)>yesil cay (%2.35) seklinde siralamiglardir. Kafein miktarinin orjin, genetik,
cevresel faktorler, hasat zamani, isleme yontemi ve cay yapragmin yasina gore
degistigini bildirmislerdir. Geng siirgiinlerin daha yiiksek miktarda kafein icerdigini,
bu nedenle geng siirglinlerden yapilan beyaz ¢ayin da kafein miktarinin digerlerinden

daha yiiksek oldugunu ifade etmislerdir [45].

Tiim bu 6zellikleri ile beyaz ¢ay diger ¢ay formlari arasinda nadide ve 6zel bir {iriin

olarak 6ne ¢ikmaktadir [86].

2.3. Antineoplastikler

Kanser kontrolsiiz biiylime ve anormal hiicre yayilimi 6zelligi gosteren hastaliklar
grubudur. Yasam siiresinin artmasi, tant ve tedavi yontemlerindeki gelismeler gibi
birgok nedenle kanser, cagimizin onde gelen saglik sorunlarindan birisi olma
Ozelligini korumaktadir. Her y1l 11 milyondan fazla insana kanser tanis1 konmakta ve
2020 yilina kadar her y1l 16 milyon yeni vakanin ortaya ¢ikacagi tahmin edilmektedir
[87].

Kanser tedavisinde uygulanan yontemler; cerrahi girisim, ilagla tedavi (kemoterapi)
ve 1sinla tedavi olmak iizere baslica li¢ ana baslik altinda toplanabilmektedir [88].
Kanser tedavisinde, oncelikle neoplastik hiicrelerin sayisinin cerrahi olarak veya
radyasyon tedavisi ile azaltilip gelisiminin yavaslatilmasi amaglanmaktadir. Daha
sonra bu uygulamalar1 kemoterapi, immunoterapi veya bu tedavi yOntemlerinin

birlikte kullanilmas1 takip etmektedir. =~ Kanser kemoterapisinde amaglanan,
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kullanilan ilaclarla tiimoriin biiylimesini engelleyecek ve farkli odaklarda yeniden
gelismesini ve hatta tiimiiyle ortadan kaldirilmasini saglayacak sitotoksik etki

saglamaktir [89].

Diinyada her y1l bir milyon yeni kanser hastas1 teshis edilmektedir. Bu hastalarin %
25’ten az1 tek basina cerrahi ve/veya radyoterapi ile tedavi edilebilmektedir. Geriye
kalan hastalarin biiylik bir bdliimiine, hastaligin herhangi bir evresinde kemoterapi
uygulanmaktadir. Giinlimiizde kanser hastalarinin bir kisminda, kanserin tipine de
bagli olmak iizere, kemoterapi ile tam tedavi veya uzun bir iyilesme donemi
saglanabilmektedir [90].Tek basina cerrahi veya radyasyonla tedavi basarist %20
iken, kemoterapi ile tedavi basaris1 %75’lere kadar artmigtir. [91]. Kemoterapinin en
biiylik avantaji, metastaz gelismisken ya da hastaligin yaygin oldugu durumlarda da
uygulanabilmesidir [92-94].

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotiklere genel olarak antineoplastikler de
denmektedir. Antineoplastik ilaglar kanser hiicrelerini yok ettikleri gibi hizli bir
bi¢imde ¢ogalmakta olan hiicreleri de (barsak ve agiz mukoza epiteli, kemik iligi
hematopoietik hiicreleri, kil foliikiil hiicreleri, testisin jerminatif hiicreleri, embriyo
ve fotiis hiicreleri) yok edebilmektedirler [95]. Ayrica bugiin uygulanan kanser
terapileri, hizli boliinen hiicreleride hedef almaktadir. Ancak bu tedavi siklikla
timoriin metastazi ile sonlanmaktadir. Bu basarisizligin en biiyiik nedeni mevcut
tedavi yontemlerinin pasif olan kanser kok hiicresinin dldiiriilmesinde gosterdigi
yetersizliktir. Ciinkii kullanilan ilaglar yliksek oranda toksik ajanlar oldugundan,

cogunlukla biitiin organizmada toksik etkiye neden olmaktadirlar [96].

Kemoterapide kullanmilan ilaglar farkli etki mekanizmasma sahip olduklarindan
kanser hiicrelerini yok etmek i¢gin tedavide genellikle tek ilag yerine birkag1 birbiri ile
kombine edilerek uygulanmaktadir. Ilaglarin kombine edilerek kullanilmasi kanser
hiicrelerinin daha iyi kontrol altina alinmasim1 ve hastalarda daha az yan etki
gosterilmesini saglamaktadir. Birbirinden farkli yan etkilere sahip antineoplastik
ilaglar, farmokolojik 6zelliklerine ve hiicre dongiisii iizerindeki etkilerine gore alti

grup altinda toplanabilmektedir (Cizelge 2.1) [97-99].



Cizelge 2.1. Kemoterapétik ajanlar, etki mekanizmalari ve yan etkileri
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Smif/Etki Mekanizmasi

Kemoterapotik Ajanlar

Yan Etkiler

1- Alkilleyici Ajanlar

Hiicre siklusuna 6zgii degildirler.
DNA’nin ¢ift sarmalli yapisin
bozup RNA, protein ve DNA
sentezini baskilarlar.

Busulfan, Chlorambucil,
Cyclophosphamide,
Streptozotocin, Carmustine,
Lomustine, Semustine,
Cisplatin,Carboplatin, Ifosfamid,
Melphalan, Mechlorethamine
hidrochlorid, Thiotepa

Hematopoetik
Gasrointestinal
Reproduktif
Renal

2- Antimetabolitler

Hiicrenin S fazma etkilidirler.
DNA sarmalimt  kirarak veya
prematiir zincirini sonlandirarak
DNA sentezi icin gerekli olan
enzimlerin liretimini baskilarlar.

Cytarabine, Capecitabine,
Gemcitabine, Methotrexate,
5-Azacytidine, Floxuridine,
5-Flourouracil,

6 Mercaptopurine, 6-Thiguanine

Hematopoetik
Gastrointestinal
Dermatolojik

3- Antitiimér Antibiyotikler
Hiicre siklusuna 6zgii degildirler.
Niikleik asit sentezini ve islevini
degistirerek RNA ve DNA
sentezini baskilar.

Bleomycin, Dactonomycin,
Daunorubucin, Doxorubicin,
Idarubicin, Mytomycin C,
Mitoxantrone, Plicamycine

Hematopoetik
Gastrointestinal
Kardiyak
Dermatolojik

4- Vinka (Bitki) Alkoloidleri
Hicrenin M fazina etkilidirler.

Vinblastine, Vincristine, VP-16,
VM-26, Vindesin, Topotecan,

Hematopoetik
Gastrointestinal

RNA ve protein  sentezini | Irinotecan, Paclitaxel, Docetaxel Reprodiiktif
baskilarlar. Norolojik
5- Hormonlar Androjonler, Ostrojenler, Endokrin

Tiimo6rld dogrudan etkilerler ya da
timori besleyen viicut
hormonlarini baskilarlar.

Kortikosteroidler,
Progestinler, Ostrojen
antigonesitleri

Hematopoetik
Gastrointestinal
Reprodiiktif

6- Smiflandirilamayanlar
Hicrenin S fazina etkilidirler.
RNA, DNA ve protein sentezini
baskilarlar.

Amsacrine, Hydroxyurea,
L-Asparaginase, Procarbazine

Hematopoetik
Gastrointestinal

2.3.1. Alkilleyici Ajanlar

Alkilleyici ajanlar igerdikleri alkil grubuyla DNA ile kovalent bag olusturmak tizere

reaksiyona giren ve boylece DNA’ya hasar vererek hiicre 6liimiinii indiikleyen en sik

kullanilan kemoterapdtik ilaglardandir [100].

DNA’nin alkillenmesi tiimor hiicresi igin kritik bir sitotoksik reaksiyon olup

alkilleyici ajanlar da sitotoksik etkilerini hiicre yapisinda bulunan niikleofilik

gruplara kovalent baglanarak gosterirler. Alkilleyici ajanlar boliinme sirasinda ve
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dinlenme doneminde olan hiicreleri ayirt edemeyip daha g¢ok bdliinen hiicreler
tizerine toksik etki gosterirler. Alkillenme DNA’nin transkripsiyon ve
replikasyonunu bozar veya olanaksiz hale getirir. Lenfatik ve kati tliimdrlerin
tedavisinde diger ilaglarla birlikte kullanilirlar. Sitotoksiteye ek olarak mutajenik ve
karsinojenik olduklar1 ve 16semi gibi sekonder kanserlere de yol agabilecekleri tespit

edilmistir [9].

Bu ilaclarin hiicrelerde meydana getirdigi degisiklikler hiicrelerin X-1ginlarina maruz
kalmast durumunda ortaya c¢ikan degisikliklere cok benzediginden bu ilaglara
radyomimetik ilaglar da denilmektedir. Yapilan arastirmalarla radyomimetik
ilaglarin, doku toksisitesini artirdiklart ig¢in radyoterapi ile ayn1 zamanda
kullanilmamasi gerektigi sonucuna ulagilmistir [101] Hiicrede rezistans olusumu,
esas itibariyle ilaca kars1 permeabilitenin degismesine ya da hiicrenin DNA disindaki
komponentlerinde ilac1 baglayan niikleofilik gruplarin miktarinin artmasina baglhidir.
Yan etki olarak kemik iligi ve lenfoid doku iizerinde depresyon, bagirsak ve agiz

mukozasinda iltihap ve iilser olusturmalari sayilabilir [7].

Alkilleyici ajanlar kendi aralarinda bes gruba ayrilarak incelenmektedir [102].

1) Azotlu Hardallar
Biskloretilamin, Siklofosfamid (Endoxan), Mekloretamin (Mustargen),
Klorambusil (Leukeran), Melfalan (Alkeran)

2) Etileniminler
Tiotepa (Thiotepa), Trietilenmelamin

3) Alkilsulfonatlar
Busulfan (Myleran)

4) Nitrozoiireler
Karmustin (Bi CNU), Lomustin (CiNU), Semustin, Streptozotosin (Zanosar,
SF)

5) Triazen ve Hidrazen Tiirevleri

Dakarbazin (DTIC), Prokarbazin (Natulan)
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e Streptozotosin (STZ)

Molekiiler formiilii CgH;5N3O; olan Streptozotosin (STZ), ilk olarak 1960 yilinda
Streptomyces achromogenes mantar kiiltiiriinden izole edilmis genis spektrumlu N

nitroso tiirevli alkilleyici bir kemoterapotik glikozamindir [103, 104].

STZ pankreasin langerhans adacik hiicreleri tarafindan selektif olarak alinmaktadir.
Bu o6zelliginden dolayr malign pankreatik insiilinoma ve malign karsinoid
tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Bunun yanisira en 6nemli yan etkisi ise renal

tiibiiler asidozdur [7].

Pankreatik B hiicreleri i¢in toksik olan STZ B hiicrelerinin hizli ve geri doniislimsiiz
olarak nekrozuna neden olur. STZ toksisitesinin pankreasa 6zgli olmasi yapisindaki
glikoz molekiiliinden kaynaklanmaktadir. Bu yapisal 0zelligi sayesinde hiicre
membraninda bulunan glikoz reseptoriine kolayca baglanir ve glikozla uyarilan

insiilin salintmin1 engeller.

o Siklofosfamid (SF)

Molekiiler formiilii C7H;5CIoN,O,P olan SF azotlu hardal tiirevi alkilleyici bir

antineoplastik ajandir.

Siklofosfamid; lenfoma, multiplmyelom, kronik lenfositik 16semi ve waldensntrém
makroglobulinemisi gibi 6zellikle hematolojik malignensilerde ve osteojenik sarkom,
noroblastom, retinoblastom gibi bazi solid tiimorlerin ve meme kanserinin
tedavisinde kullanilmaktadir [105]. Bunun yaninda farkli uygulama dozlarinda
immiinsupresif bir ajan olarak da klinik kullanimda yeri vardir [106]. Intravendz ve

oral yolla uygulanabilir [9].

Alkilleyiciler arasinda en sik kullanilan, doku irritasyonu olusturmayan, on ilag

formunda genis spektrumlu bir kemoterdpatiktir. Gli¢li immiinsupresif etkinlik
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gosterdiginden romatoid artrit (RA), behget hastaligi, sistemik lupus eritematozus
(SLE), nefrotik sendrom ve diger otoimmiin hastaliklarda siklikla kullanilmaktadir.
En spesifik yan etkisi metaboliti olan akroleine bagli hemorajik sistittir. Bununla

birlikte mesane kanserine de neden olabilecegini vurgulayan ¢alismalar da mevcuttur

[71.

2.4. Genetik Toksikoloji

Gliniimiizde teknolojik gelismelere paralel olarak endiistri, tarim, hayvancilik gida ve
tip gibi temel alanlarda kullanilan biyolojik, fiziksel ve kimyasal maddelerin de say1
ve tretim miktarlarinda artiglar olmustur. Bu nedenle kimyasal maddelerin canlilar

tizerindeki toksik etkileri de giin gectikge daha ciddi boyutlara ulagmustir.

Toksikoloji; kimyasal maddeler ile biyolojik ve fiziksel ajanlarin canli
organizmalarda istenmeyen zararli sonuglar doguran etkilesimlerini inceleyen bir
bilim dalidir [107]. Bu bilim dalinda toksik maddelerin olusturdugu etkiler genis bir
biyolojik ve fizyolojik spektrumda incelenir. Kelime anlami “zehir bilimi” olan
toksikoloji; baska bir ifadeyle, canlilar iizerinde olumsuz ya da istenmeyen etkiler
birakan ajanlarin yani toksikantlarin ortaya ¢ikisini, dogasini, tekrarlama oranini,

mekanizmasini ve risk faktorlerini deneysel olarak inceleyen bir bilim dalidir [ 108].

Toksikolojinin bir alt dali olan genetik toksikoloji ise organizmanin normal biyolojik
isleyisi sirasinda veya kimyasal, fiziksel ve biyolojik etkenlere bagli olarak
hiicrelerin DNA molekiillerinde meydana gelen degisiklikleri inceler [109-111]. Tlk
olarak 1927°de X 1sinlariin Drosophila’da mutasyon oranlarini normalden 15000
kat daha fazla arttirdigim1 belirleyen Miiller’in ¢alismalart ile baslayan genetik
toksikoloji bugiin, gelisen teknoloji ile artan risk ve analiz yontemlerine bagli olarak

en 6nemli arastirma dallarindan biri haline gelmistir [112].

“Genetik toksisite” ya da “genotoksisite”; ¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda
meydana gelen DNA eklentileri, DNA kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom yapisi

anormallikleri ve andploidi gibi hasarlar1 kapsayan genel bir terimdir. DNA veya
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genomun kopyasinin ¢ikarilmasimi saglayan enzimlerle etkilesime giren ve
mutasyona neden olan genotoksik maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi

veya bazi degisimlere yol agcmasi ise “genotoksik etki” olarak tanimlanmaktadir

[113].

2.4.1. Genetik Toksikolojide Kullanilan Bazi Test Teknikleri

Hiicrede DNA ve kromozomlarda hasara neden olan toksik ajanlar genotoksin, DNA
molekiilleri ile genotoksinlerin etkilesmesi sonucu ortaya ¢ikan ve gelecek nesillere
tasinan toksisite ise genotoksisite olarak tanimlanmaktadir [114]. Cesitli in vivo ya da
in vitro testlerle belirlenen mutasyonlar, kromozom hatalari, DNA iplik¢iklerinde
kirllma ve tamiri engellenen DNA eklenmesi gibi olasiliklar genotoksisitenin

varligin1 gosterir [115].

Bir genotoksisite test yonteminde olmasi istenen temel Ozellikleri $Oyle
siralayabiliriz [116];

» Uygulama agisindan basit olmasi,

» Genetik hasarlar belirlemede etkin olmasi,

» Hizli sonug vermesi,

» Ekonomik agidan ucuz olmasi,

» Analiz i¢in az sayida 6rnegin yeterli olmasi.
Genetik toksikoloji testlerinde ana hedef DNA molekiilii oldugundan, herhangi bir
organizmadan elde edilen sonuglar ayn1 zamanda insan sagligi ile ilgili olarak ortaya
cikabilecek problemlerin tahmininde de kullanilabilmektedir. Bu nedenle bir tiirde
DNA hasar1 olusturdugu bilinen bir kimyasal maddenin, diger tiirlerde de benzer
etkiler gosterebilecegini sOylemek miimkiindiir. Giiniimiizde genotoksik etkilerin
incelenmesi amaci ile mikroorganizmalar, bocekler, bitkiler ve omurgali hayvanlar
tizerinde bircok kisa siireli test yontemi kullamilmaktadir [117-123]. Siklikla
kullanilan kisa siireli genotoksisite testleri arasinda Allium testi [124], Salmonella
testi [125], mikroniikleus testi (MN) [126], kardes kromatid degisimi testi (KKD)
[127], tek hiicre jel elektroforezi (SCGE) [128] ile somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi (SMART) [15] bulunmaktadir.
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Genotoksisite  testleri ile c¢esitli maddelerin  mutasyonlara, kromozom
anormalliklerine veya DNA hasarlarina sebep olup olmadig1 belirlenmektedir. Bu
testler 1970’lerin sonundan beri kimyasallarin giivenirliginin degerlendirilmesinde
temel noktayr olusturmaktadir [25]. Bu tarihten glinimiize kadar mutajenik ve
genotoksik maddelerin  karsinojenik potansiyellerini  6lgebilmek igin  birgok
genotoksisite testi gelistirilmistir. Bu testler, ¢esitli mekanizmalarla dogrudan ya da
dolayli olarak genetik materyalde meydana gelen hasarlari saptamak amaciyla

gelistirilmig in vitro ve in vivo testlerden olugsmaktadir [111].

In vivo ve in vitro genotoksisite testlerinde, tireme hiicrelerindeki veya somatik
hiicrelerdeki mutasyonlar temel alinmaktadir. Boylece gelecek nesillerde cesitli
kalitsal hastaliklar1 olusturan, lireme yetenegini etkileyen ya da somatik mutasyonlar
ile karsinojenik etkili olan mutasyonlar belirlenebilmektedir. Genetoksisite testleri
yalnizca genotoksik ajanlar1 ve onlarin etki mekanizmalarini belirlemez ayni
zamanda antigenotoksik ajanlarin ve bu ajanlarin antigenotoksisite mekanizmalarini

belirlemek amaciyla da yapilmaktadir [129].

Son yillarda yapilan bircok ¢alisma, insan hastaliklarinda Drosophila
melanogaster’in model organizma olarak kullanilmasini desteklemektedir. Bir
canlida bir kimyasalin genotoksik etkilerini belirlemede kullanilan testlerin bazilari
icin sirke veya meyve sinegi olarak da bilinen D. melanogaster en sik bagvurulan
model organizmadir. D. melanogaster'in bu testler i¢in kullanilmasi 1927'de
Miiller'in eseye bagl resesif letal mutasyon testi (SLRLT)’ni bilim diinyasina

kazandirmasiyla baglamistir [130].

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

Boceklerle yapilan genotoksisite testlerinden en yaygin olani genetik yapisi ¢ok iyi
bilinen Drosophila ile yapilan somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
(SMART)’dir. Son yillarda siklikla kullanilan SMART, cesitli kimyasal maddelerin
mutajenik ve rekombinojenik aktivitelerinin saptanmasi igin olduk¢a uygun ve etkili

bir in vivo test sistemidir [15]. Drosophila ile yapilan bu in vivo test yontemi,
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mikroorganizmal in vitro ve memeli in vivo genotoksisite test sistemleri arasinda
baglanti olusturabilir [131]. SMART, nokta mutasyonu, delesyon, translokasyon,
mitotik rekombinasyon ve kromozom kayb1 veya ayrilmama gibi, belirli kromozom
aberasyonlarinin  genetik sonuglarinin genis yelpazesinin saptanmasina izin

vermektedir [15-17].

SMART’in avantaji, mitotik rekombinasyonlarin ve mutasyonlarin etkilerini
fenotipte gdsterebilmesidir. Isaret genlerinin trans-heterozigot sineklerde bulunmasi
ve kullanilmas1 genotoksik denemede bu 6zelliklerin gozlenmesi, calismanin yontem
olarak kolay ve ucuz bir yol oldugunu gostermektedir. Mutasyon ve karsinojen
etkilenme sonucu olusan 6lgtimleri yapmak Drosophila somatik hiicrelerinde, diger

organizmalara gore de kolaydir [132].

SMART, goz ve kanat benek testi olmak tizere iki ¢esittir. Her ikisi de erken
embriyonik gelisim sirasinda hiicre gruplarin (imajinal disk) ayrilmasi esasina
dayanmaktadir. Bunlar, larval gelisimleri esnasinda yetiskin sinegin viicut yapisina
farklilagincaya kadar, mitotik olarak ¢ogalirlar [16,17]. Somatik sistem c¢ok sayida
avantaj sunmaktadir. Testi yapabilmek i¢in sadece bir generasyon gereklidir. Kanat
ve goz gibi iki iyi bilinen somatik doku tek bir sinekte ¢ok sayida hiicrenin (bir
kanatta yaklasik 25 000 hiicre, bir gézde de yaklasik 800 ommatidium) analizine izin

verir. Bu hiicrelerin sayimi kolay ve hiicre belirleyicileri giivenilirdir [133].

Gliniimiizde ilag, gida, kozmetik, tarim ve endistride kullanilan her kimyasal
maddenin insan saglii ve cevreye olan etkisi bir¢ok ulusal saglik kurulusu
tarafindan kabul edilemez 6l¢iide risk tasiyanlarin kullanimina izin verilmemektedir

[134,135].

Bu calismada; antineoplastik ilaglardan streptozotosin ve siklofosfamid alkilleyici
ajanlarinin muhtemel genotoksik etkilerinin ve bu etkiler {izerine beyaz ¢ayin
antigenotoksik  etkinliginin ~ SMART  yontemi  kullanilarak  belirlenmesi

amaclanmustir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Drosophila melanogaster Meigen

Bu c¢alismada antineoplastik ilaglardan Streptozotosin ve Siklofosfamid’in
indiikledigi genotoksik etki iizerine beyaz ¢ay ekstraktinin antigenotoksik etkileri D.

melanogaster’de arastirilmistir.

D. melanogaster ilk olarak 1910 yilinda zooloji, embriyoloji, gelisim biyolojisi ve
genetik alaninda ¢alismalar yapan Amerikali Thomas Hunt Morgan (1866-1945)
tarafindan genetik ¢alismalarda kullanilmaya baglanmistir. Morgan Drosophila ile
yaptig1 ¢aligmalar sonucunda kalitimda kromozomlarin roliinii ortaya koyarak 1933

yilinda Fizyoloji veya T1ip alaninda Nobel 6diiliini almigtir [136].

D. melanogaster bugiin deneysel arastirmalarda, genetik basta olmak {izere birgok
bilim dalinda siklikla kullanilan model organizmalardan birisidir. Cesitli kaliim
mekanizmalariin ¢alisilmasinda ve anlasilmasinda memeli organizmalar disinda
Drosophila’nin ¢ok fazla kullanilmasinin nedeni sahip olduklari iistiin 6zelliklerden
ileri gelmektedir. Hayat devrinin 9-10 giin gibi ¢ok kisa olmasi, bir seferde ¢ok fazla
yumurta birakmasi (40-50 yumurta/giin), ¢ok ¢esitli dogal ve yapay varyasyonlarin
(g0z rengi, goz sekli, kanat sekli, kanat kil tipi vb. ) ¢iplak gozle bile gbzlenebildigi
bir organizma olmasi, laboratuarda kolay ve ucuz bir sekilde yetistirilebilmeleri,
kontrollii ¢aprazlama yapilabilen en uygun canlilardan biri olmasi, mitotik
kromozomlardan kolayca ayirt edilebilen dev kromozomlar: (politen kromozom)
tagimasi gibi baz1 6zellikler Drosophila’ya ideal bir model organizma olma 6zelligini

kazandirmaktadir.

Ayrica D.melanogaster’in dkaryotik bir canlida in vivo ¢alisma olanagi saglamasi,

karmagiklig1 ortadan kaldiracak az sayida kromozoma sahip olmasi (X/Y ¢iftinden
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biri ve {i¢ otozom), biyoaktivasyondan sorumlu enzim sistemlerinin memelilerin
enzim sistemleriyle biiyiik benzerlik gostermesi, diger biyomedikal ¢alismalarda
kullanilan omurgali canlilar i¢in alinmast gerekli olan etik kurul izinlerine ihtiyag
duyulmamasi gibi 6zellikler de genetik ¢aligmalarda model organizma olarak tercih

edilmesinin 6nemli nedenleri arasindadir [137].

Sinek proteinlerinin yaklagik yaris1 memeli proteinleri ile benzer dizilime sahiptir.
Drosophila genom dizi analizi ile insanlarda goriilen hastaliklarin tespit edilen
genlerinin %60’indan fazlasinin Drosophila ortologu oldugu gosterilmistir. Bu da
insan hastaliklarinda mutasyon, amplifikasyon veya delesyon ile degisime ugrayan
287 civarinda genin Drosophila’da benzer sekilde bulundugu anlamina gelmektedir
[138-141]. Bu hastaliklarin basinda gelisim bozukluklari, kardiyovaskiiler ve
norolojik hastaliklar, metabolizma ve depolama hastaliklari ile genetik temelli gorsel,

isitsel ve immiin sistem fonksiyon bozukluklart gelmektedir [142].

Ayrica Drosophila imajinal disklerinin biyolojik 6zellikleri, kansere hassas bir¢ok
memeli hiicresi ile benzerdir. Cogalmaya ve farklilagsmaya giden 6zellesmis epitel
hiicreleri diploittir ve memeli hiicrelerindeki hiicre dongiisiine benzer 6zellige
sahiptirler (G1, S, G2 ve M safhalarimi igerirler). Sinek ve memeli hiicre
dongiistindeki benzerlik sadece genel organizasyon seviyesi ile sinirli olmayip
molekiiler seviyede de korunma vardir. Gelisimsel siklinler (A, B ve E tip) ve onlarin

siklin bagimli kinaz partnerleri sinek ve insan arasinda olduk¢a korunmustur [143].

Drosophila ve insanlardaki tiim 6zellikler ve hiicre siklusu ile hiicresel dongiisiinii
diizenleyici proteinlerin benzerligi kanser aragtirmalarinda da Drosophila’nin sikga
tercih edilmesinin sebeplerindendir. Bununla birlikte pek ¢ok fizyolojik ve norolojik
olayin temel biyolojik mekanizmasi ve molekiiler yolaklari Drosophila ve memeli
organizmalarda benzer oldugu i¢in 6zellikle biyoloji ve tip alaninda g¢alisan bilim
insanlariin oldukga ilgisini ¢ekmis ve tim bu nedenlerden dolayr Drosophila

memeli olmayan 6nemli bir model organizma haline gelmistir [144].
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D. melanogaster; Arthropoda (Eklembacaklilar) subesinin Insecta (Bocekler) sinifi
ve Diptera (Iki kanatlilar) takimina ait, yasam dongiisiinde yumurta, larva, pupa ve
ergin olmak tizere dort farkli evre bulunan holometabol bir bocektir. Dollenmeden
yaklasik 22-24 saat sonra yumurtadan larva (1. larva evresi) cikar. Iki deri
degisiminden sonra (2. ve 3. larva evreleri) 6nce prepupa daha sonra pupa meydana
gelir. Yumurtadan ergin bireyin olusmasi i¢in gegen siire, yaklasik 9-10 giindiir
(Sekil 3.1).

D. melanogaster’in hayat dongiisii ve 6miir uzunlugu sicaklik [145-148], beslenme
[149-151], populasyon yogunlugu, g¢iftlesme, radyasyon, nem [152, 153] gibi
faktorler tarafindan farkli sekilde etkilenmektedir.

Sekil 3.1. D. melanogaster’ in hayat dongiisii

Bu calismada, D. melanogaster’in mwh ve flr* mutant soylart kullanilmistir. Bu
hatlar Akdeniz Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nden temin
edilmis ve Amasya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyolojik Aktivite
Laboratuari’nda standart Lewis besin ortaminda [154] yetistirilmistir. (Cizelge 3.1),
Drosophila i¢in ideal yasama kosullarinda (25£1°C ve %60 bagil nem)

inkiibatorlerde kiiltiire alinmistir. Calismamizin deneysel kisminda larvalara
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kimyasallarin uygulanmasinda ise Drosophila hazir besiyeri (Carolina Formula 4-24

Instant Medium) kullanilmustir.

Cizelge 3.1. Drosophila standart Lewis besiyeri igerigi

MADDE MADDE MIKTARI
Agar agar 99
Toz seker 60g
Bira mayasi 19g
Misir unu 509
Propionik asit 3,5mL
Saf su 565mL

Kimyasal maddelerin uygulanmasi i¢in kullanilacak 3.evre larvalari elde etmek
amaciyla virgin disi ve erkek bireylerin g¢aprazlanmasi gerekmektedir. Ergin
sineklerin bazi1 dzellikleri ¢iplak gozle esey tayinine olanak tanir (Sekil 3.2). Ornegin
disi sineklerin abdomenleri 7 segmentlidir ve abdomenin ucu sivridir, erkek
sineklerin abdomenleri ise 5 segmentten olustugu i¢in kismen kisadir ve abdomen
ucu disi sineklerinkine gore kiittiir. Ancak ¢iplak gozle goriilebilen en 6nemli eseysel
dimorfizm, erkegin 1. ¢ift bacaklarinin, tarsus eklemlerinin, bazal kisminda siyah ve
kalin bir seri kildan olusan esey taragidir (Sekil 3.2). Bu yap1 disilerde bulunmaz
[155].

Esey tarag:

Sekil 3.2. D. melanogaster’in erkek, disi ve virgin bireyleri
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Calismada kullanilan D. melanogaster mutant soylari

Calismamizda, D. melanogaster’in mwh ve flr® mutant soylar1 kullanilmistir. Normal

metabolik aktiviteye sahip bu tiirlerin genetik yapis1 asagidaki gibidir [ 156].

e mwh/mwh
e fIr*/In (BLR)TM3, BdS

mwh geni (multiple wing hair=¢oklu kanat killar1); resesif bir gen olup, 3.
kromozomun sol kolunda, telomere yakin bir boliimde yer alir (3-0,3) (Sekil 3.3). Bu
gen somatik hiicrelerde homozigot durumda (mwh/mwh) bir kanat trikomu yerine,

¢oklu kanat trikomlarinin olusmasina neden olmaktadir (Sekil 3.3) [131].

Flare (flr®) geni ise sentromere daha yakin olacak sekilde, yine 3. kromozomun sol
kolunda bulunan resesif bir gendir (3-38,8) (Sekil 3.4). Bu gen Drosophila’nin
kanatlarindaki normal trikomlar yerine, kisalmig ve koyulagmis, kdrelmis veya balon

seklindeki amorfik trikomlarin olusumuna neden olmaktadir (Sekil 3.3) [15].

Sekil 3.3. Normal, Flare ve mwh kanat kil1 tipleri (400X)
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Flare geninin {i¢ mutant alleli de embriyonik evrede letal etki gostermektedir. Bu
nedenle ergin birey olusumu gézlenmemektedir. Ancak bu gen agisindan heterezigot
olan bir bireyin, imajinal disk hiicrelerinden gelisen ve fenotipik olarak flare geninin
Ozelligini tagiyan kanat killari gézlemlenebilir. Bu nedenle bireyler, flare geninin
embriyonik letal etkisinden kurtulmak ve rekombinasyonu baskilamak amaciyla
TM3 dengeleyici kromozomunu tagimaktadir. TM3 dengeleyici kromozomu, letal
etki gosteren genin bulundugu homolog kromozomlardan birinde yer almaktadir [17,
131,157]. Dengeleyici kromozomlar sayesinde homozigot oldugunda embriyonik
evrede letal etki goOsteren genlerin bu Oldiiriicii etkisinden o hatti korumak
miimkiindiir. Bu kromozomlarin rekombinasyonu baskilamasi nedeniyle mutasyon
veya rekombinasyon ile olusan fenotipik degisimlerin hangi oranda

rekombinasyonun etkisiyle olustugu belirlenebilmektedir [156].

BdS (Beaded-serrat) geni dominant bir gen olup TM3 dengeleyici kromozom
tizerinde yer almaktadir ve homozigot durumda letal etki gostermektedir. Normal bir
D. melonagaster bireyinde kanatlar diizgiin kenarli iken BdS genini tasiyan
bireylerde ise kanat testere agzi (Sekil 3.4) seklindedir [133]. Bu genin ortaya
cikarttigi fenotipik farklilik, bireyin TM3 dengeleyici kromozomu tasiyip
tagimadigina isaret etmektedir [156].

Sekil 3.4. Normal (a) ve Serrat (b) kanatlar

Belirleyici olarak kullanilan mwh, flr’ve BdS genleri Drosophila’nin en biiyiik
kromozomu olan i¢iincii kromozom iizerinde bulunmaktadir (Sekil 3.5). Belirleyici
genler arasindaki mesafenin uzak olmasi, rekombinasyon ve mutasyonlarin biiytik

aralikta incelenmesi acgisindan avantaj saglamaktadir.
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mwh S Sentromer Bds
0,3 38,8 47,7 91,9

Sekil 3.5. Belirleyici genlerin {i¢iincii kromozom tiizerindeki dizilisleri

Bu c¢alismada, caprazlamalar sonucunda elde edilen trans-heterozigot larvalar
kullanilarak degerlendirmeler yapilmistir. Bu caprazlamalarin genotipik gosterimi

asagidaki gibidir;

33 mwh/mwh X 22 flr/In(3LR) TM3, BdS

Yapilan caprazlamada flr® stoklarimin disi bireylerinin tercih edilmesinin nedeni,

yumurta veriminin, mwh stoklarinin disilerine gore daha yiiksek olmasidir.

3.1.2. Calismada Kullamlan Antineoplastik Alkilleyici Ajanlar

Bu grup ilaglar etkilerini yapilarindaki alkil gruplarini DNA ¢ift zincirine baglayip

kanser hiicrelerinin inhibisyonuna yol acarak gosterirler [158].

Alkilleyici ilaglar 1.Diinya Savasinda Almanlar tarafindan kimyasal silah olarak
kullanilan kiikiirtlii hardal (stlfir mustard veya dikloroetilsiilfiir) maddesinin
insanlarda lenfoid doku ve kemik iligi tizerinde toksik etkili oldugunun saptanmasi
sonrasinda uzun yillar hem kimyasal silah hem de hayvan tiimdér modellerinde
antikanser ilag olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu calismalar, 1948’de bir azotlu
hardal olan ve mekloretamin olarak adlandirilan ilacin klinik kullanima girmesi ile
sonuclanmig ve boylece modern kanser kemoterapisi ¢agi baslamigtir. Alkilleyici
ilaglar, bu alanda ilk olmanin yanisira halen en sik kullanilan kemoterapétiklerin
basinda gelmesi agisindan da 6nemlidir. Alkilleyiciler, en ¢cok G1 ve S olmak iizere

hiicre dongiisiiniin herhangi bir donemi iizerine etkili antineoplastik ila¢lardir [9].
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Alkilleyici ilaglar 6n ilaglar olup kanserli hiicrelerde kendilerine uyan etilenimonyum
tiirevlerine ve daha sonra da pozitif yilikli karbon iceren karbonyum tiirevlerine
doniistirler (Sekil 3.6). Karbonyum iyonu, giiglii elektrofilik 6zelligi olan reaktif bir
metabolittir. Negatif yiiklii niikleik asidlerin, o6zellikle de DNA’nin ve diger
makromolekiillerin igerdigi amino, fosfat, tiyol, hidroksil, imidazol ve karboksil
gruplar gibi niikleofilik gruplara kovalent baglarla geri doniissiiz olarak baglanarak
alkillemeyi gerceklestirirler. Antineoplastik etki, aktif metabolitin, DNA’ya kovalent
olarak baglanmasiyla ortaya ¢ikar. Monofonksiyonel ilaglar DNA’ya bir noktadan
baglanirlar; fakat alkilleyici kanser ilaglarinin ¢ogu bifonksiyonel niteliktedirler ve
cift sarmal DNA’ya iki noktadan baglanirlar. Bu iki nokta, ¢ift sarmalin ipliklerinden
her biri iizerinde ise iplikler arasi ¢apraz baglanmadan, ayni iplik iizerinde ise iplik-
ici baglanmadan s6z edilir. Aktif veya reaktif metabolitin baglandig1 noktalardan biri
DNA, digeri de histon {iizerinde ise, DNA protein baglanmasindan s6z edilir.
Alkillenme, DNA’nin replikasyon ve transkripsiyonunu bozar. Terapotik
konsantrasyonlarda, karbonyum iyonu veya alkilleyici ilaglardan olusan benzeri
reaktif metabolitlerin, DNA molekiilii tizerinde siklikla baglandiklart bir yer, guanin
7 sayilt azot atomudur ve bu yerin alkillenmesi, DNA molekiiliinde asagidaki ii¢

onemli degisiklikten birine yol acar.

Gunaninin 7. azottan alkillenmesi, bu maddenin 1 numarali azot atomunun asiditesini
artirir. Molekiilde olusan s6zkonusu degisme, onun sitozin yerine timin ile baz ¢ifti
yapmasini tesvik eder. Alkilleyicilerin baglanmasi sonucu anormal baz ciftinin
olugsmasi, genetik kodun yanlis okunmasina yani replikasyon ve transkripsiyon
sirasinda guaninin, adenin gibi islem goérmesine neden olur. Bu olay yeni DNA
zincirinde ve mRNA molekiillerinde onemli bozukluklara yol agar. Guaninin
imidazol halkasi acilir ve bdylece guanin pargalanir ve ortadan kalkar. Sonucta DNA

zinciri buradan kirilmis olur.

Hepsinden Onemlisi olusan reaktif metabolit, iki ayr1 zincirdeki guanin arasinda
koprii yapar ve bu durumda DNA’nin replikasyonu ve transkripsiyonu miimkiin

olmaz [159].
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Sekil 3.6. Alkilleyici ajanlarin etki mekanizmalari

Alkilleyici ajanlar etki gosterirken dinlenen veya boélinen hiicreleri ayirmazlar.
Sitotoksik olmalarinin disinda mutajenik ve karsinojenik olup akut I6semi gibi
sekonder malignensilere yol acabilirler. Ayrica alkilleyicilerin tiimii kemik iligini
deprese eder ve gasrointestinal sisteme ait yan etkiler ortaya ¢ikartir. Uzun siireli

kullanimda gamotogenez deprese olmakta ve sekonder losemi riski artmaktadir
[160].

Bu c¢aligmada streptozotosin ve siklofosfamid alkilleyici ajanlarinin genotoksik

etkileri arastirilmistir.

Streptozotosin (STZ)

Calismamizda kullandigimiz STZ 18883-66-4 koduyla SIGMA firmasindan temin
edilmistir. Molekiiler formiilii CgH15N3O7 (Sekil 3.7); molekiiler agirligi 265,2 g/mol

olan bu molekiil genis spektrumlu N-nitroso tiirevli bir glikozamindir [161-164].
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Sekil 3.7. Streptozotosin’in molekiiler yapist

Nitroziireler grubunda yer alan bu ilaglar DNA zincirlerinin arasindaki ¢apraz
baglanmalart alkilleyip RNA ve protein sentezini indiiklerler. Bu grup ilaglarin ortak
yan etkileri disinda akciger ve karaciger lizerine yogun toksik etkileri de vardir. STZ
selektif olarak Langerhans adaciklarinda beta hiicrelerini parcalar [161]. Ayrica
STZ’nin yapist glikoza ¢ok benzeyip pankreas beta hiicrelerine spesifik oldugu i¢in
Ozellikle insiilinomalarda (pankreas langerhans adaciklarinin B hiicrelerinden

kaynaklanan bir tomiir) kullanilmaktadir.

Nitrozoiireler degisik habis tiimorlerde ve degisik dozlarda uygulandigi gibi STZ
hipoglisemi durumunda da kullanilan bir ilagtir. Pankreasta insulin salgilayan beta
hiicrelerini tahrip ederek hiperglisemi olusturur [158]. Ayrica pankreas T hiicrelerini
hasara ugratarak hem tip 1 hem de tip 2 diyabete neden olmaktadir [104].

STZ bakteri ve memeli hiicrelerinde DNA sentezini Onler. Bakteri hiicrelerinde
dejenerasyon ve yikimla sonuglanan sitozin gruplariyla 6zel reaksiyon verir.
Memelilerde bu biyokimyasal mekanizma hiicre oOliimiiyle sonuglanir. STZ,
DNA’nin substratla iligkisini veya DNA sentezinde yer alan enzimlerin bir¢cogunu
engellemek i¢in ihtiya¢ duyulan dozdan daha az doz ile hiicresel iiretimi onler [165].
STZ, hiicrelerin mitoza girmesini engellemesine ragmen, hiicresel dongiiniin higbir

0zel faz1 6zellikle onun 6liimciil etkilerine duyarl: degildir.

Pankreas kanserinin tedavisinde sik¢a kullanilan STZ’nin en ¢ok goriilen yan etkileri

arasinda; bulanti, kusma, istah kayb1, ishal, uyusukluk, konfiizyon, depresyon, sislik,
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kizariklik, yanma, ve hassasiyet gelmektedir. Diger ciddi yan etkiler arasinda ise

alerjik reaksiyon, bobrek hasari veya karaciger sorunlari bulunmaktadir.[166]

Siklofosfamid

Calismamizda kullandigimiz Siklofosfamid C-0768-1G koduyla SIGMA firmasindan
temin edilmistir. Molekiiler formiilii C;H15CIoN2O,P (Sekil 3.8); molekiiler agirlig
261.083 g/mol olan siklofosfamid azotlu hardal tiirevi alkilleyici bir antineoplastik

ajandir.

Sekil 3.8. Siklofosfamid’in molekiiler yapisi

Siklofasmid alkilleyici ilag gruplarindan biri olan azotlu hardallar grubunda yer alan
ve alkilleyici ilaglar arasinda en sik kullanilan kemoterapotiktir. intravenoéz ve oral
yolla uygulanabilir. Karacigerde aktif metaboliti olan fosforamid hardalina doniistir.
Siklofasmid 6zellikle 16semi, morbus-hodgkins lenfoma, plazmasitosin, bronsiyal,
meme ve ovariyal karsinoma gibi kanser tiirlerinde kullanilmaktadir. Antikanser
etkileri yaninda asir1 immiinsupresif etkileri nedeniyle organ nakillerinde doku
uyusmazligt ve reddine karsi ayrica romatoid artrit, Behget hastaligi, nefrotik

sendrom ve diger bazi otoimmiin hastaliklarda da kullanilmaktadir [167].

En sik goriilen yan etkileri bulanti, kusma, diger gastrointestinal bozukluklar ve
kemik iligi baskilanmasidir. Siklofosfamid’in spesifik bir yan etkisi de iiroteliyal
toksisite ve steril hemorajik sistittir. Bu durum, idrar yolu ile atilan bir metabolit olan
akroleine baglidir. Sistit zamanla fibrozise doniisebilir ve mesane kanseri gelisebilir
[159]. Diger 6nemli yan etkileri ise esey hiicrelerinin ¢ogalmasini engellediginden

amenore, testislerde atrofi ve kisirliktir [168]. Ayrica yapilan arastirmalarda
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siklofosfamidin kalpte bozukluk, pulmoner toksisite ve antidiiirettk hormon
salgilanmasinda bozukluk yapan bir sendroma neden olabilecegi de tespit edilmistir

[169,170].

3.1.3. Beyaz Cay

Beyaz c¢ay, ismini Camellia sinensis bitkisine beyaz bir gériiniim veren agilmamis
tomurcugunun giimiis-beyaz tiiylerinden almaktadir (Sekil 3.9). Igecek olarak beyaz
veya renksiz bir goriintiide degil de ayva sarisi rengindedir. Bunun nedeni yesil cay
ya da siyah cay gibi soldurma, firinlama, kurutma ve fermentasyon islemlerinden
gegmedigi i¢in dem renginde bir doniisim gerceklesmemesindendir. Cok hafif,
tatlims1 bir lezzete sahip olan beyaz ¢ay yetistirilmesi oldukc¢a gii¢ olan, diinyanin en

nadide ve en pahali ¢ay formu olarak gosterilmektedir [171].

Sekil 3.9. Beyaz ¢ay tomurcuklar1 ve glimiis beyaz tiiyler

3.2. Metot

3.2.1. Bitki ekstraksiyonu

Calismada kullanilan Beyaz iksir (Beyaz Cay) marka cay, Cay Isletmeleri Genel
Miidiirliigii (CAYKUR) firmasindan temin edilmistir (Sekil 3.10). Ornekler analiz
yapilana kadar orijinal ambalajlarinda, karanlik ve serin laboratuar ortaminda

muhafaza edilmistir. Beyaz caydan 20 g alinarak iizerine 500 mL taze olarak
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kaynatilmis su eklendikten sonra 15-20 dakika siireyle demlemeye birakilmistir.
Demlenen stok ¢ay 6rnegi -20°C’de 24 saat dondurulduktan sonra liyofilize edilerek
kurutulmus ve liyofilizatlar analiz yapilana kadar +4°C’ de buzdolabinda

saklanmigtir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. Liyofilizatorde islem goren beyaz cay numuneleri
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3.2.2. Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

Model organizma olarak Drosophila’nin kullanildig1 testler arasinda son yillarda
oldukca popiiler olan testlerden birisi de, nokta mutasyon, delesyon, kromozom
bozuklugu ve mitotik rekombinasyonun tespit edilmesine olanak saglayan somatik
mutasyon ve rekombinasyon testidir (SMART). SMART diger testlerle
karsilastirildiginda, daha hizli, giivenilir ve ekonomik olmasi nedeniyle oldukga
avantajlidir. Ayrica SMART, kimyasal maddelerin somatik hiicrelerde olusturdugu
mutasyonun genetik olarak ol¢iilmesinde daha dogru sonuglar vermesi bakimindan
da oldukga iistiin bir yontemdir. SMART g6z benek testi ve kanat benek testi olmak
tizere iki gesittir. Bu testler, hiicre gruplarinin diizenlendigi ilk embriyonik gelisim
donemini temel almaktadir. Uygun isaret genlerinin heterozigotlugunun kaybini
temel alarak gelistirilmis olan bu testler, larvanin imajinal disklerinde mitotik olarak
cogalan biiyiik hiicre gruplarini hedef alir. imajinal diskler, larval gelisim sirasinda
mitozla ¢ogalir ve metamorfoz ile ergin bireyin kanat, g6z, bacak gibi farkli viicut
yapilarini olusturur (Sekil 3.12). Eger bu imajinal disk hiicrelerinin herhangi birinde
genetik bir degisiklik olursa, bundan sonraki ogul hiicrelere de bu degisiklik
aktarilarak mutant hiicre gruplar1 (klonlar) olusur. Bu genetik degisiklik fenotipte
gozlenebilen bir degisiklige neden olursa, klonlar ergin sinegin kanatlarinda ve
gbzlerinde mutant hiicre benekleri olarak ortaya ¢ikar. Kimyasal maddelere maruz
birakilan sineklerde indiiklenmis klonlarin toplam sayisi, uygulanan kimyasalin
toplam genotoksik aktivitesi ile ilgili sayisal sonuglar verirken, klonlarin tipi, klon

olusumunda rol oynayan mutasyonal mekanizmalar ortaya ¢ikarir [15,172].
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Sekil 3.12. D. melanogaster’de imajinal diskler ve olusturduklar1 viicut kisimlari
[173]

Bu ¢alismada, D. melanogaster’de kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi

(SMART) ya da diger adiyla Drosophila kanat benek testi kullanilmistir.

Kanat killarinda beklenen somatik mutasyonu belirlemek amaci ile kanatlar ayrilarak
mikroskop altinda taranmistir. Boylece, mutasyon ya da mitotik rekombinasyon
sonucu heterozigotlugun kaybedilmesi ile ortaya c¢ikan mutant hiicre klonlari
arastirilmistir. Mutant hiicre klonlar1 farkli benek gruplarina ayrilarak kaydedilmistir.
Tekli benekler mwh veya flr® fenotipinde iken, ikiz benekler mwh ve flr® fenotiplerini
birlikte tasimaktadir. Tekli benekler arasinda 1-2 hiicreli olanlar kii¢iik tekli benek
olarak isimlendirilirken 3 ve daha fazla sayida hiicre gruplarindan olusan beneklere
ise bliyiik tekli benekler denilmektedir (Sekil 3.13). Ayrica, somatik hiicrelerde
genetik degisikligin indiiksiyon zamani ve beneklerin biiyiikliigii arasinda pozitif bir
iliskinin oldugu belirtilmektedir. Eger mutasyon, hiicre boliinmesinin yogun oldugu
erken donemde olursa, bu mutant hiicreden koken alan hiicreler daha fazla ve daha

biiyiik benekler icerecektir [172]. Istatistik analizlerde kanat beneklerinin icerik ve
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bliylikliigiine gore simiflandirilmasi (kiigiik tekli benek, biiyiik tekli benek ve ikiz
benek) ile olusturulan veriler kullanilmaktadir (Sekil 3.13).

Sekil 3.13. Cesitli kanat benek tipleri (10x40)
a: mwh genotipindeki kiigiik tekli benek b: mwh genotipindeki biiyiik tekli benek, c: flr® genotipindeki
biiyiik tekli benek, d: Tkiz benek

Caprazlama icin birey secimi

Trans-heterozigot larvalarin elde edilmesi igin flare disiler 4’er saat araliklarla virgin
iken toplanmis ve yeni bir besin ortamina alinmistir. Yeterince virgin disi birey
toplandiktan sonra uygulamalarin yapilacagi trans-heterozigot larvalarin elde
edilebilmesi i¢in her sisede 40 mwh erkek, 40 flare disi olacak sekilde ¢aprazlamalar
yapilmistir. Oogenezin gerceklesmesi icin erkek ve disi bireyler en az bir giin siire ile
ayni ortamda birakilmistir. Uygulama yapilacak olan larvalarin ayni evrede
olabilmesi i¢in oogenezi gergeklestirmis olan bireylerin 8 saat boyunca yeni bir besin
ortamina alinarak bu siire boyunca yumurta birakmalar1 saglanmigtir. Ayni bireyler

yumurta toplama islemi i¢in defalarca kullanilmistir.
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Cozeltilerin hazirlanmasi ve deney gruplarina uygulanmasi

Oncelikle c¢alismamizda kullandigimiz antineoplastik ilaglarin  sulu ¢dzeltileri
hazirlanmistir. Calismamizda ilk olarak antineoplastik ilaglarin D. melanogaster
larvalar1 lizerindeki LDsg (bir populasyondaki bireylerin yarisini 24 saatte oldiiren
doz) dozlar belirlenmistir. Bu amagla streptozotosin igin farkli konsantrasyonlarda
(0,0625; 0,125; 0,25; 0,5 ve 1 mg/mL) hazirlanan ilag ¢ozeltilerinden 5 mL alinarak
icerisinde 1,5 g hazir Drosophila besini (Drosophila Instant Medium) bulunan kiiltiir
tiplerine 100’er larva konulmus ve larvalardan ergine doniisebilen bireyler
sayilmistir. Her bir deney tiger kez tekrar edilmistir. Sonugta streptozotosin igin
D.melanogaster larvalarinda LDsy dozu 0,25 mg/mL olarak tespit edilmistir. Diger
ilag olan siklofosfamid i¢in ise 0,25; 0,5; 1; 2,5 ve 5 mg/mL oranlarinda ¢6zeltiler
hazirlanmigtir. Ayn1 uygulamalar yapildiginda siklofosfamid i¢in LDsy dozu 2,5
mg/mL olarak tespit edilmistir. Ayrica hem pozitif etil metansiilfonat (EMS) hem de

negatif (distile su) kontrol gruplarina ait deney setleri hazirlanmistir.

Ergin bireylerin toplanmasi ve kanat preparatlarinin hazirlanmasi

Uygulama ortaminda antineoplastik ajanlara maruz birakilan larvalardan, pupa
evresini takiben, ¢ikan ergin bireyler giinliik olarak, eterle bayiltilarak toplanmis ve
kanat preparatlarini hazirlamak i¢in bu bireyler %70’lik etil alkole konularak
+4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Daha sonra bu bireyler kanat
morfolojilerine gore normal kanath (trans-heterozigot mwh/flr®) ve serrat kanath
(dengelenmis heterozigot mwh/TM3, BdS) olarak iki gruba ayrilmistir. Bunlardan
normal fenotipe sahip (mwh/flr) olan kanatlar, hem mutasyon, hem de
rekombinasyon sonucu olusan mutant klonlar1 icermesine karsin, serrat kanatlar
(mwh/TM3, BdS), dengeleyici kromozomun rekombinasyonu baskilamasi nedeniyle
sadece mutasyon sonucu olusan klonlar1 icermektedir [174]. Bu nedenle, her iki

fenotipteki kanatlarin da preparatlar1 ayr1 ayr1 hazirlanarak degerlendirilmistir.
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Kanat preparatlarini hazirlamak i¢in Negishi et al. [175] ile Schaik ve Graf [176]
¢aligsmalarinda kullandiklar1 “Faure soliisyonu” hazirlanmistir (Cizelge 3.2). Kanat
preparatlar1 hazirlanirken ¢ukur lam {izerine Faure soliisyonundan bir iki damla
konulmugtur. Distile suya alinmis olan her bir sinek, Faure soliisyonu damlatilmis
cukur lama alinmistir. Binokiiler mikroskop altinda ince uglu pens ile kanatlar
viicuda baglandigi yerden tutularak kanat iizerindeki killara ve kanada zarar
verilmeyecek sekilde viicuttan 6zenle ayrilmistir. Her bir bireyin kanadi ayrildiktan
sonra ayni bireye ait kanatlar lam iizerine uygun araliklarla yerlestirilmistir. Lam
lizerine yeterince kanat ¢ifti (96 adet) yerlestirildikten sonra preparatlar kurumasi
i¢in tozsuz bir ortamda bir giin bekletilmistir. Preparatlar kuruduktan sonra lamlara
bir iki damla entellan damlatilarak hava kabarcigir kalmayacak sekilde tizeri lamel

(24x60mm) ile kapatilmstir.

Cizelge 3.2. Faure sollisyonunun igerigi

MADDE MADDE MIKTARI
Gam arabik 309

Gliserol 20 mL

Kloral hidrat 50 ¢

Distile su 50 mL

Kanat preparatlarinin mikroskobik analizi

Temiz bir sekilde hazirlanmis olan kanat preparatlart 10X40 biiyiitmede 151k
mikroskobunda incelenmistir. Kanatlarin incelenmesinde, kolaylik olmasi agisindan

kanatlar Sekil 3.14°deki gibi A, B, C, C', D, D' ve E sektorlerine ayrilmustir.

Sekil 3.14. Normal ve serrat kanat fenotiplerine ait sektorler (10x10)
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Kanatlarin mutant klon tasiylp tasimadigini incelemek i¢in, hem dorsal hem de
ventral yiizeydeki hiicre tabakalar1 ayr1 ayr1 incelenmistir. Kanat yiizeyindeki her bir
sektor ayri ayri taranarak mwh ve/veya flr® mutant klonlar sayilarak kayitlari
tutulmustur. Sayimda kayitlar1 tutulan mutant klonlar asagidaki gibidir;

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

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

e Ikiz klon (mwh ve flr® hiicrelerin ikisini de yan yana igeren klonlar)

Bu smiflandirmanin biyolojik ag¢idan anlamli oldugu Graf et al. (1984) [15]
tarafindan gosterilmistir. Smiflandirmada kii¢iik tek tip klonlar yalnizca mwh
hiicrelerden olusmaktadir. Varyasyonla olusan ve flr? gibi goriinen hiicreleri
mutantlardan ayirmak i¢in sayima 4’den daha fazla sayidaki flr*hiicreler dahil
edilmistir [15]. Biiyiik tek tip klonlar ise 3 veya daha fazla mwh ya da flr’mutant
hiicrenin olusturdugu klonlardir. ikiz klonlar, mwh ve flr*hiicreler aym klon
icerisinde dagilmis olarak bulundugu durumda olusan klonlardir. Ikiz klon, mwh ve
flr® hiicrelerin yan yana iki ayr1 klon olarak bulunmasiyla da olusabilir. Ancak, yan
yana bulunan mwh ve flr® klonlarin arasindaki yabaml tip trikomlarin sayisi iigii

gegmiyorsa ayni klon igerisinde degerlendirilerek ikiz klon denilmektedir.

Klon indiiksiyvon frekansinin hesaplanmasi

Klon indiiksiyon frekansi asagidaki formiille hesaplanmistir [177].

n

f= — x 10°

NC
Bu formiile gore, sadece mwh klonlar1 g6z oniine aldigimizda, “f” mwh klonlarin
indiiksiyon frekansini, “n” gozlenmis olan toplam mwh klon sayisini, “N” analiz
edilmis olan kanat sayisin1 ve “C” bir kanat {izerindeki incelenebilecek hiicre sayisini
gostermektedir. Bir kanat {izerinde incelenebilecek hiicre sayisinin 6nceki

caligmalarla 24 400 oldugu bildirildiginden [178] ¢alismamizda da bu sabit deger

kullanilmistir.
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Inhibisyon yiizdesinin hesaplanmasi

Beyaz c¢ayin antigenotoksik etkisinin degerlendirilmesinde kullanilan inhibisyon

yiizdelerinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir [179].

% inhibisyon == x100
Bu formiilde “a” genotoksik madde (antineoplastik ilaglar) uygulamasindaki toplam
klon frekansini, “b” genotoksik madde ile antigenotoksik etkisi arastirilan beyaz ¢ay
ekstraktinin  (beyaz ¢ay) birlikte uygulamasindaki toplam klon frekansim

gostermektedir.

SMART ile elde edilen sonuclarin istatistiksel analizi

SMART ile elde edilen sonuglarin istatistiksel analizi bu yontem i¢in tasarlanmis
bilgisayar programi (MICROSTA) ile yapilmistir. Degerlendirmeler yapilirken iki
farkli hipotez kurgulanmistir. Bunlar asagidaki sekildedir;

1- Orijinal (null) hipotez (Hg)’de uygulamalar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak fark yoktur.

2- Alternatif hipotez (H,)’de uygulama grubundaki indiiklenen mutasyon orani

kontrol grubundakinden m defa daha fazladir.

Daha sonra Hy ve H, hipotezlerin istatistiksel anlamlari binomial sarthi test
kullanilarak hesaplanmistir. Hipotezlerin kabul veya red edilmesine karar verilirken
Kastenbaum ve Bowman (1970)’in g¢izelgesinden yararlanilmistir (Cizelge 2.3).
Hesaplama sonucunda eger uygulama grubundaki mutant benek sayisi bu ¢izelgedeki
degere esit veya bu degerden biiyiikse Hy reddedilmis, kontrol grubundaki mutant
benek sayist eger cizelgedeki degere esit veya bu degerden biyiikse H,
reddedilmistir. Hy ve H, nin kabul ya da reddedilmesine gore sonuglar, Pozitif (+),
zayif pozitif (z), 6nemsiz fark (i) ve negatif (-) olarak degerlendirilmistir (Frei and
Wiirgler, 1988) (Cizelge 2.3) [180,181].



Cizelge 3.3. Hipotezlerin degerlendirilmesi tablosu

H, (Alternatif)
HIPOTEZLER KABUL RED
(1-p) ®)
KABUL ONEMSIZ FARK (i) NEGATIF (-)
H, (1-0) P=(1-a)(1-B)= 1-a- + o P=(1-0)B= B-ap
(Null) RED POZITIF (+) ZAYIF POZITIF (2)
(o) P=a(1-f)=a- aff P=af

38
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada Drosophila melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyon
testi (SMART) ile kanser tedavisinde siklikla kullanilan iki antineoplastik ilacin
mutajenik etkilerine karsi beyaz caymn antigenotoksik ve antimutajenik etkileri

arastirilmig ve elde edilen veriler istatistiksel agidan degerlendirilmistir.

4.1. Trans-heterozigot Larvalar Icin Hayatta Kahs Oranlarimn (Larval

Mortalite) Belirlenmesi

Calismamizda oOncelikle beyaz ¢ayin D. melanogaster iizerindeki olasi toksik
etkilerini tespit etmek amaciyla 3 giinlik trans-heterozigot larvalar farkli
konsantrasyonlarda (5; 2,5; 1,25; 0,625 ve 0,3125 mg/mL) beyaz ¢ay ile kronik
olarak beslenmistir. Yapilan bu 06n calisma sonucunda beyaz c¢ayin higbir
konsantrasyonda toksik etki gostermedigi ve larval mortaliteyi artirmadigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.1). En yiiksek beyaz ¢ay konsantrasyonunda (5 mg/mL) bile
larvadan erginlesemeyen birey sayisinin negatif kontrol grubu olan distile su

grubundan daha diisiik oldugu gortilmiustiir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Farkli konsantrasyonlarda beyaz cay ile kronik olarak beslenen trans-

heterozigot larvalarin hayatta kalis ve mortalite oranlar1

. Hayatta
Uygulama Konsantrasyon Mortalite
(gll:quplarl (mg/m L)y Larva Sayisi Oram (%) Kall(so/f)))ranl
Kontrol (Distile Su) 100 4 96
0,3125 100 4 96
0,625 100 3 97
Beyaz Cay 1,25 100 4 96
2,5 100 2 98
5 100 2 98

Daha sonra calismamizda kullanilan antineoplastik ilaglarin (Streptozotosin ve
Siklofosfamid) D. melanogaster larvalari tizerindeki LDsy dozlar1 belirlenmistir. Bu
amacla her antineoplastik ila¢ i¢in ayri ayr1 deney setleri olusturulmus ve farkli

konsantrasyonlarda hazirlanan ilag ¢ozeltileri ile Drosophila larvalarinin beslenmesi
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saglanmistir. Sonugta D. melanogaster‘in 72+4 saatlik trans-heterozigot larvalarinda
streptozotosin i¢in LDsg dozu 0,25 mg/mL, siklofosfamid i¢in ise 2,5 mg/mL olarak
belirlenmistir. Bu 6n calismayla ayn1 zamanda kanser ilaglarinin larval mortalite

oranlar da belirlenmistir (Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3).

Ayrica aragtirmamizda elde edilen verilerle karsilastirma yapilabilmesi i¢in negatif
kontrol grubu i¢in distile su, pozitif kontrol grubu i¢in alkilleyici bir ajan olan Etil

metansiilfonat (EMS) ImM konsantrasyonda kullanilmistir.

Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlarda streptozotosine maruz kalan trans-heterozigot

larvalarin hayatta kalis ve mortalite oranlari

Uygulama Konsantrasyon Larva Mortalite Hayatta Kals
Gruplari (mg/mL) Sayisi Oram (%) Oram (%)
Kontrol (Distile su) 100 2 98
0,0625 100 8 92
0,125 100 40 60
Streptozotosin 0,25 100 52 48
0,50 100 92 8
1 100 100 0

Streptozotosin i¢in en diisiik doz olan 0,0625 mg/mL’de hayatta kalig oran1 %92 iken
en yiiksek doz olan 1 mg/mL’de hi¢ larvadan erginlesebilen higbir birey olmamaistir
(Cizelge 4.2). Siklofosfamid uygulamasinda ise en yiiksek dozda (5 mg/mL)

mortalite oraninin %88 oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlarda siklofosfamide maruz kalan trans-heterozigot

larvalarin hayatta kalis ve mortalite oranlar1

Uygulama Konsantrasyon Larva Savist Mortalite Hayatta Kahs
Gruplan (mg/mL) Y Oram (%) Oram (%)
Kontrol (Distile su) 100 2 98
0,25 100 2 98
0,5 100 10 90
Siklofosfamid 1 100 34 76
2,5 100 48 52
5 100 88 12
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4.2. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile Elde Edilen

Bulgular

SMART verilerinin degerlendirilmesi igin, iki farkli antineoplastik ilacin c¢esitli
konsantrasyonlarda trans-heterozigot larvalara uygulanmasi sonucunda elde edilen
ergin bireylerden normal (mwh/flr®) ve serrat kanat (mwh/TM3) fenotipine ait olanlar
ayrilarak kanat preparatlart hazirlanmis ve bu preparatlar 151k mikroskobunda
incelenmistir. Inceleme esnasinda kanatlarda tespit edilen benekler dzelliklerine gore
siniflandirilarak sayilmis ve kontrol grubundan elde edilen verilerle yapilan
karsilastirmalar sonucu elde edilen istatistiki bilgiler ¢izelgeler olusturularak
kaydedilmistir (Cizelge 4.4). Ayrica incelenen preparatlarda karsilagilan tiim kanat
benek tiplerine ait fotograflar ¢ekilerek sunulmustur (Sekil 4.1-5).

Sekil 4.1. Normal kanat killarinin mikroskop goriintiisii (400X)
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Sekil 4.2. Kiigiik tekli mwh benek tasiyan kanata ait mikroskop goriintiisii
(400X)
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Sekil 4.4. Biiyiik tekli flr® benek tasiyan kanata ait mikroskop goriintiisii (400X)

Sekil 4.5. ikiz benek (mwh + fIr®) tastyan kanata ait mikroskop goriintiisii
(400X)
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4.2.1. Etil metansiilfonat (EMS) uygulamasi sonucu elde edilen SMART

bulgular

Caligmamizda gerek literatiir bilgileri ve gerekse yaptigimiz 6n calismalarin
sonuglar1 dogrultusunda pozitif kontrol grubu olarak ImM’lik EMS’nin kullanilmasi
uygun bulunmustur. Bu konsantrasyon ile genotoksik olarak etkilenmis yeteri sayida

canli birey elde etmek miimkiin olmustur.

ImM EMS uygulama grubuna ait SMART sonuglar1 incelendiginde larvalardan
gelisen ergin bireylerin kanatlarinda tiim klon tiplerinde distile su kontrol grubuna
gore sayisal olarak onemli artislarin oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4). Negatif
kontrol grubunun normal kanat fenotipinde kiigiik tek tip, biiytik tek tip, ikiz, toplam
mwh ve toplam klon frekanslar sirasiyla 0,14; 0,04; 0,01; 0,15 ve 0,19 iken bu
oranlar EMS uygulama grubunda sirasiyla 1,15; 0,73; 0,48; 2,18 ve 2,35 olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.4). Serrat kanat fenotipinde ise bu oranlarin negatif kontrol
grubunda 0,80; 0,03; 0,15 ve 0,15 iken EMS pozitif kontrol grubunda ise 1,18; 0,50;
1,60 ve 1,60 olarak neredeyse onar kat arttig1 gézlemlenmistir. Gézlemlenen tiim bu
artiglarin istatistiksel olarak anlamli (+) oldugu hesaplanmistir. Serrat kanat
6zelligine sahip bireylerde TM3 dengeleyici kromozomunun etkinliginden dolayr flr®
mutasyonunun gerceklesemedigi ve bundan dolayr ikiz klon meydana gelmedigi

goriilmiistiir (Cizelge 4.4).

Klon Indiiksiyon Frekansi (KiF) degerleri incelendiginde ise normal kanatta kontrol
grubuna ait deger 0,61 iken EMS uygulama grubunda bu degerin 8,91’¢, serrat kanat
fenotipinde ise 0,61°den 6,56’ya ¢iktig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.4). Elde edilen tiim
bu veriler EMS’nin giiglii bir genotoksik ajan oldugunu kanitlar niteliktedir.



Cizelge 4.4. EMS uygulamasi sonucu SMART ile elde edilen veriler ve istatistiksel agidan degerlendirilmeleri

Kiigiik Tekli Biiyiik Tekli Toplam mwh Toplam
Uygulama Kanat Benek Benek ikiz Benek pbenek bel?‘lek KIiF
Gruplan Sayisi (1-2 benek) ( >2 benek) (m=5) (M=2) (m=2) (10° hiicre)
(N) (m=2) (m=5)
No | Fr. [D[ No | Fr. [D[No| Fr. [D][ No | Fr. [D[No | Fr. |D
NORMAL KANAT (mwh/flr®)
fu‘;”tm' (Distile 80 11 | 014 3 | 004 1 |0,01 12 | 015 15 | 0,19 0,61
EMS (ImM) 80 92 | 115 | + | 58 | 073 | + |38 (048 |+ | 174 | 218 | + | 188 | 2,35 | + 8,91
SERRAT KANAT (mwh/TM3)
;fj‘;””o' (Distile 80 10 | 013 2 | 003 12 | 015 12 | 0,15 0,61
*
EMS (1ImM) 80 94 | 118 | + | 40 | 050 | + 128 | 1,60 | + | 128 | 1,60 | + 6,56

EMS: Etil metansiilfonat; No: Benek sayis1, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gosterimi (Frei and Wiirgler, 1995), +: pozitif; -: negatif, i: 6nemsiz fark, m:
carpmm faktorii, KiF: Klon indiiksiyon Frekansy; “: TM3 dengeleyici kromozomundan dolayi ikiz benek olusmamaktadir. Olasilik diizeyi: o=p=0,05

1%



46

4.2.2. Beyaz Cay uygulamasi sonucu elde edilen SMART bulgular

Calismamizda antigenotoksik etkisini arastirdigimiz beyaz cay ekstraktlar igin
belirlenen dozlarin o6ncelikle D. melanogaster’de genotoksik bir etkisinin olup
olmadigina bakilmigtir. Bu amagla farkli konsantrasyonlarda (5; 2,5; 1,25 ve
0,625mg/mL) beyaz cay ekstresi ile beslenen trans-heterozigot larvalardan elde
edilen kanat benek verileri ile negatif kontrol grubu olan distile su verileri
istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Sonucta beyaz ¢ay (BC) uygulama gruplarindan
hi¢birinde mwh, flare ya da ikiz benek sayilarinda artis olmadigi ve mutajenik bir
etki gostermedigi belirlenmistir (Cizelge 4.5). Sonuclar istatistiksel agidan
incelendiginde ya onemsiz fark (i) ya da negatif (-) olarak degerlendirilmistir

(p>0,05).

Ornegin negatif kontrol grubunda toplam benek sayisinin frekans: normal kanatta
0,19, serrat kanatta 0,15 iken bu degerler BC uygulama gruplarinda konsantrasyon
artisina gore sirastyla normal kanatta 0,18; 0,18; 0,15 ve 0,14 serrat kanatta ise 0,16;
0,16; 0,13 ve 0,10 seklinde olmustur. Bununla birlikte distile su negatif kontrol
grubunda 0,61 olan Klon Indiiksiyon Frekansi (KIF) degeri BC uygulama
gruplarinda konsantrasyon artig sirasina gore normal kanat fenotipinde 0,71; 0,71;
0,61 ve 0,56 seklinde olmusken bu oranlar serrat kanat tipinde 0,67; 0,67; 0,41 ve

0,51 olarak hesaplanmustir.



Cizelge 4.5. Beyaz Cay uygulamasi sonucu SMART ile elde edilen veriler ve istatistiksel agidan degerlendirilmeleri

Kiiciik Tekli Biiyiik Tekli
Uygulama Kanat (I;Benek )IIBenek ikiz Benek Toplam mwh Toplam benek KiF
Gruplari Sayisi (1-2 benek) (>2 benek) (m=5) benek (m=2) (10° hiicre)
(mg/mL) (N) (m:2) (m:5) (m—2)

No | Fr. | No [ Fr. No| Fr. [D| No | F. | D [No | Fr. |D

NORMAL KANAT (mwh/flr®)

Distile Su 80 11 | 014 3 [ 004 1 [001 12 | 015 15 [ 0,19 0,61

1mM EMS 80 92 | 115 58 | 0,73 38 | 048 | + | 174 | 218 | + | 188 | 2,35 | + 8,91
0,625 BC 80 11 | 014 2 | 003 1 |oot|i| 14 [ o018 | i | 14 [018] - 071

1,25BC 80 10 | 013 3 | 004 1 |00L|i| 14 | 018 | i | 14 | 018 - 0,71
2,5BC 80 10 | 013 1 | 001 10011 | 12 | 015 | i | 12 | 015 - 0,61
5BC 80 8 | 010 3 | o004 0 looo| -] 11 | o014 | -] 11 [014] - 0,56

SERRAT KANAT (mwh/TM3)

Distile su 80 10 | 013 2 | 0,03 * 12 | 015 12 [ 0,15 0,61

1mM EMS 80 94 | 118 40 | 050 128 | 160 | + | 128 | 1,60 | + 6,56
0,625 BC 80 10 | 013 3 | 004 13 | 016 | i | 13 | 0,16 | i 0,67

1,25 BC 80 11 | 014 2 | 003 13 | 016 | i | 13 | 0,16 | i 0,67
2,5BC 80 8 | 010 0 | 0,00 8 | 010 | - | 8 |010] - 0,41
5BC 80 9 | 011 1 | 001 10 | 013 | - | 10 | 013 - 0,51

BC: Beyaz Cay, No: Benek sayisi, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gésterimi (Frei and Wiirgler, 1995), +: pozitif; -: negatif, i: énemsiz fark, m: carpim faktorii,

KiF: Klon indiiksiyon Frekansi, ": TM3 dengeleyici kromozomundan dolayi ikiz benek olusmamaktadir. Olasilik diizeyi: a=3=0,05

Ly
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4.2.3. Antineoplastik ila¢ uygulamasi sonucu elde edilen SMART bulgular:

Genotoksik etkilerini aragtirdigimiz iki farkli antineoplastik ilacin daha Once
belirlenen LDsy konsantrasyonlari ile yapilan SMART uygulamasindan elde edilen
veriler ile negatif kontrol grubu olan distile su uygulamasindan elde edilen veriler
istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Elde edilen verilere gore tiim benek tiplerinde
kontrol grubuna gore oldukca fazla artisin oldugu gozlemlenmistir. Sonuglar
istatistiksel agidan da pozitif (+) olarak degerlendirilmistir (p<0,05) (Cizelge 4.6).
Benek sayilarindaki artiglarin pozitif kontrol grubuna yaklastigi gozlemlenmistir.

Normal kanat fenotipinin negatif kontrol grubunda kiiciik tekli benek, biiylik tekli
benek, ikiz benek, toplam mwh benek ve toplam benek frekanslar1 sirasiyla 0,14;
0,04; 0,01; 0,15 ve 0,19 iken Streptozotosin (STZ) uygulama grubunda bu oranlar
sirastyla 0,93; 0,35; 0,10; 1,31 ve 1,38 seklinde olmustur (Cizelge 4.6). Ayn1 oranlar
Siklofosfamid (SF) uygulama grubunda ise sirastyla 0,87; 0,34; 0,10; 1,24 ve 1,29
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6).

Benzer sonuclara serrat kanat fenotipinde de rastlanmistir. Klon indiiksiyon frekansi
(KIF) degerleri incelendiginde; kontrol grubunda 0,61 olan degerin EMS’de 8,91;
STZ’de 5,04; SF’de ise 5,10 gibi degerlere ¢iktig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

Tiim sonuclar incelendiginde ¢alismamizda kullandigimiz antineoplastik ilaclarin
ikisinin de genotoksik etkili oldugu belirlenmistir (p<0,05). Kendi aralarinda ise
Streptozotosinin Siklofosfamide oranla daha fazla genotoksik etki gosterdigi tespit

edilmistir (Cizelge 4.6).



Cizelge 4.6. Antineoplastik ilaglarin uygulamasi sonucu SMART ile elde edilen veriler ve istatistiksel agidan

degerlendirilmeleri
Kiigiik Tekli Biiyiik Tekli

Uygulama Kanat sl:3enek }I’3enek ikiz Benek Topgam E wh Toplam benek KIiF

Gruplar Saysi (1-2 benek) (>2 benek) (m=5) erfz (m=2) (10° hiicre)

(mg/mL) (N) (m=2) (m=5) (m=2)

No | F. [D | No| Fr. [ D |[No| Fr. [D| No | Fr. [D |[No| Fr. |D

NORMAL KANAT (mwh/flr®)
Distile Su 80 11 [ 014 3 [ 004 1 [o001 12 [ 015 15 [ 0,19 061
1mM EMS 80 92 | 115 | + | 58 | 073 | + | 38 | 048 | + | 174 | 2,18 | + | 188 | 2,35 | + 8,91
0,25STZ 80 74 | 093 | + | 28 | 035 | + | 8 [010| +| 105 | 1,31 | + | 110 | 1,38 | + 538
25SF 80 69 | 086 | + | 27 | 034 | + | 8 [010]+ ] 99 [ 124 | + [103]129] + 5,07
SERRAT KANAT (mwh/TM3)
Distile su 80 10 [ 013 2 [ 003 * 12 [ 015 12 [ 045 0,61
ImM EMS 80 94 | 1,18 | + | 40 | 050 | + 128 | 160 | + | 128 | 1,60 | + 6,56
0255TZ 80 69 | 086 | + | 30 | 038 | + 99 | 124 | + | 99 | 124 | + 5,07
25SF 80 71 | 089 | + | 29 | 036 | + 100 | 1,25 | + | 100 | 125 | + 5,12

STZ: Streptozotosin, SF: Siklofosfamid, No: Benek sayisi, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gosterimi (Frei and Wiirgler, 1995), +: pozitif; -: negatif, i: dnemsiz

fark, m: arpim fakt6rii, KiF: Klon Indiiksiyon Frekansi, ": TM3 dengeleyici kromozomundan dolay ikiz benek olusmamaktadir. Olasihik diizeyi: 0=p=0,05

1%
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4.2.4. Streptozotosin ve Beyaz Cay uygulamasi sonucu elde edilen bulgular

Calismamizin bu asamasinda Oncelikle genotoksik etkilerini arastirdigimiz ilaglardan
birincisi olan Streptozotosinin uygulama sonuglar1 tek basina negatif kontrol
grubuyla karsilastinnlmistir. Daha sonra Streptozotosin ile birlikte beyaz cay
(STZ+BC) uygulamasindan elde edilen veriler sadece Streptozotosin uygulanan
gruplarla karsilastirilmistir. SMART ile elde edilen tiim bulgular incelendiginde,
artan beyaz ¢ay konsantrasyonuna bagli olarak tiim benek tiplerinde sayisal olarak

anlamli bir diisiis oldugu belirlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.7).

Sadece 0,25mg/mL Streptozotosin uygulanmis gruplarda normal kanat fenotipli
bireylerde kiiciik tek tip, biyiik tek tip, ikiz, toplam mwh ve toplam benek sayilari
stirastyla 0,93; 0,35; 0,10; 1,31 ve 1,38 iken; birlikte beyaz cay (BC) uygulanmig
STZ+BC gruplarinda bu oranlar 6zellikle 0,25STZ+2,5BC uygulama grubunda
sirastyla 0,40; 0,19; 0,03; 0,60 ve 0,61 degerlerine kadar anlamli bir diisiis
sergilemistir. En yiiksek BC uygulamasi olan 0,25STZ+5BC grubunda ikiz benegin
hi¢ olugmadigi, 1,38 olan toplam benek sayisinin da 0,63’lere kadar geriledigi
gozlemlenmistir (Cizelge 3.7). Serrat kanat fenotipinde ise kiigiik tek tip, biiyiik tek
tip, toplam mwh ve toplam klon frekanslar1 sirasiyla 0,80; 0,03; 0,16 ve 0,16 iken
0,25mg/mL uygulama grubunda bu oranlarin 0,86; 0,38; 1,24 ve 1,24’¢ yiikseldigi
goriilmiistiir. Ancak klon sayisindaki bu artislarin istatistiksel olarak higbir uygulama
grubunda pozitif deger kazanmadigi negatif (-) ya da Onemsiz sonug (i) verdigi

gozlenmistir (Cizelge 4.7).

% Inhibisyon oranlar1 incelendiginde ise serrat kanat fenotipli bireylerin
0,25STZ+0,625BC uygulama grubu hari¢ tiim uygulama gruplarinda anlamh
diisiisler goriilmiistiir. Oyle ki 0,25STZ+2,5BC uygulama grubunda % inhibisyon
oran1 %55,79 olarak hesaplanmigstir. Elde edilen bu verilerden beyaz ¢ay ekstraktinin
streptozotosin ile indiiklenen genotoksisite oranini neredeyse yariya indirdigi

sonucuna ulasilmistir (Cizelge 4.7).



Cizelge 4.7. Streptozotosin

ve beyaz cay uygulamasi

sonucu SMART ile elde edilen veriler ve istatistiksel agidan

degerlendirilmeleri
Kiigiik Tekli Biiyiik Tekli

Uygulama Kanat Eenek }I,3enek ikiz Benek Toplam mwh Toplam benek KiF %

Gruplan Sayisi (1-2 benek) (>2 benek) (m=5) berlezk (m=2) (10° hiicre) | inhibisyon

(mg/ml) N) (m=2) (m=5) (m=2)

No | Fr. [D | No [ Fr. [D[No| Fr. [D| No | Fr. [D|No | Fr. [D

NORMAL KANAT (mwh/fIr®)
Distile Su 80 11 | 0,14 3 [ 0,04 1 001 12 | 015 15 | 0,19 0,61
0,25STZ 80 74 | 093 | + | 28 | 035 | +| 8 | 010 + | 105 | 1,31 | + | 110 | 1,38 | + 5,38
0,25 STZ+0,625 BC 80 70 | 088 | - |25 [ 031 | -] 8 [010]i| 98 |122]-]103]129] - 5,02 652 v
0,25 STZ+1,25 BC 80 52 | 065 | - |15 [ 019 | - | 1 |[o001|-| 68 | 085 | -] 68 |085] - 3,48 3840 &
0,25 STZ+2,5 B¢ 80 32 1040 [ - |15 [ 019 [ -] 2 ]003|-] 48 [060] -1 49 [061] - 2,46 55,79 ¥
0,25 STZ+5 BC 80 38 | 048 | - |12 | 045 |- | 0 |000| - | 50 | 0,63 | - | 50 |063] - 2,56 5434 ¥
SERRAT KANAT (mwh/TM3)
Distile su 80 10 | 08 2 | 003 * 12 | 0,16 12 0,16 0,61
0,25STZ 80 69 | 086 | + | 30 | 038 | + 99 | 124 | + | 99 | 1,24 | + 5,07
0,25 STZ+0,625 BC 80 66 | 083 | - | 35 | 044 | i 101 | 1,26 | i | 101 | 1,26 | i 5,17 0,00
0,25 STZ+1,25 BC 80 50 | 062 | - | 16 | 0,20 | - 66 | 083 | - | 66 | 0,83 | - 3,38 33,06 ¥
0,25 STZ+2,5 BC 80 36 | 045 | - | 10 | 013 | - 46 | 058 | - | 46 | 058 | - 2,36 5322 ¥
0,25 STZ+ 5 BC 80 35 [ 044 | - [ 10 [ 013 | - 45 | 056 | - | 45 [ 057 | - 231 5403 &

STZ: Streptozotosin, BC: Beyaz Cay, No: Benek sayisi, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarm gdsterimi (Frei and Wiirgler, 1995), +: pozitif; -: negatif, i: énemsiz fark,
m: ¢arpim faktérii, KiF: Klon Indiiksiyon Frekansi, ": TM3 dengeleyici kromozomundan dolay: ikiz benek olusmamaktadir. Olasilik diizeyi: a=p=0,05No: Benek
sayis1, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gosterimi (Frei and Wiirgler, 1995), +: pozitif; -: negatif, i: 6nemsiz fark, m: carpim faktorii, KiF: Klon Indiiksiyon
Frekansi, “: TM3 dengeleyici kromozomundan dolay: ikiz benek olusmamaktadir. Olasilik diizeyi: a=$=0,05

19
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4.2.5. Siklofosfamid ve Beyaz Cay uygulamasi sonucu SMART ile elde edilen
bulgular

Calismamizin son asamasinda ikinci antineoplastik ilacimiz olan Siklofosfamidin
daha 6nce tespit edilen LDsy dozunda (2,5mg/mL) yapilan uygulama sonucu elde
edilen verileri negatif kontrol grubuyla karsilastirilmistir. Daha sonra Siklofosfamid
ile birlikte farkli konsantrasyonlarda (0,625; 1,25; 2,5 ve Smg/mL) beyaz cay
(STZ+BC) uygulamasindan elde edilen veriler sadece Siklofosfamid uygulanan
gruplarla karsilagtirllmistir. SMART ile elde edilen tiim bulgular incelendiginde,
Streptozotosin grubunda oldugu gibi artan beyaz ¢ay konsantrasyonuna bagli olarak
tim benek tiplerinde sayisal olarak anlamli bir disiisiin oldugu tespit edilmistir

(p<0,05) (Cizelge 4.8).

Siklofosmadin tek basina uygulandig1 grupta normal kanat fenotipli bireylerde kiigiik
tek tip, biiytik tek tip, ikiz, toplam mwh ve toplam benek sayilari sirasiyla 0,86; 0,34;
0,10; 1,24 ve 1,29 iken; birlikte beyaz ¢ay (BC) uygulanmis SF+BC gruplarinda bu
oranlar 2,5SF+5BC uygulama grubunda normal kanat fenotipinde sirasiyla 0,44;
0,19; 0,01; 0,64 ve 0,64 degerlerine kadar anlamli bir sekilde diismiistiir. Serrat kanat
fenotipinde ise bu oranlar 0,40; 0,10; 0,50 ve 0,50 seklinde siralanmistir. Tim
SF+BC uygulama gruplarindan elde edilen verilere gore konsantrasyon artigina

paralel olarak benek sayilarinda anlamli diistisler tespit edilmistir (Cizelge 4.8).

Beyaz ¢ay uygulamasi sonucu elde edilen % Inhibisyon oranlar1 incelendiginde hem
normal hem de serrat kanat fenotipli bireylerin tiimiinde konsantrasyon artigina
uygun sekilde genotoksik etkinin inhibe edildigi belirlenmistir. Ozellikle en yiiksek
konsantrasyona sahip 2,5SF+5BC uygulama grubunda normal kanatli bireylerde %
inhibisyon oram1 %350,38 iken serrat kanathi bireylerde bu oran %60,00’a kadar
cikmistir (Cizelge 4.8). Elde edilen tiim bu verilerden beyaz c¢ay ekstraktinin ayni
sekilde streptozotosin uygulama grubunda oldugu gibi siklofosfamid uygulama
gruplarinda da indiiklenen genotoksisiteyi bilyiik oranda inhibe ettigi belirlenmistir
(Cizelge 4.8).



Cizelge 4.8. Siklofosfamid ve Beyaz Cay uygulamasi sonucu SMART ile elde edilen veriler ve istatistiksel agidan
degerlendirilmeleri

Uygulama Kiiciik Tekli Biiyiik Tekli N Toplam mwh .
Gruplan Kanat Benek Benek Ikiz Benek benek Toplam benek 5KIF . .0/?
Sayisi (1-2 benek) (>2 benek) (m=5) _ (m=2) (10 hiicre) Inhibisyon
(mg/mi) ) (m=2) (m=5) (m=2)
No | Frr [D|[ No | Fr. [D|[No[ Fr. [D| No | Fr. [D[No | Fr. | D

NORMAL KANAT (mwh/flr®)
Distile Su 80 11 | 0,14 3 [ 004 1 ]001 12 [ 0,15 15 10,19 0,61
25SF 80 69 | 086 | + [ 27 | 034 | + [ 8 010+ [ 99 [ 124 | + [103[129] + 5,07
2,5 SF+0,625 BC 80 61 | 076 | - | 24 | 030 | - | 5 |006| - | 87 | 109 | - | 90 | 113 - 4,46 1240 &
2,5 SF+1,25 BC 80 56 | 070 | - | 21 [ 026 [ - | 2 [003|-| 78 [ 098 | - | 79 | 099 | - 4,00 2325 §
2,5 SF+2,5BC 80 34 | 043 | - |17 | 021 | - | 1 |001| - | 51 | 064 | - | 52 | 065 - 2,61 4961 ¢
2,5 SF+5 BC 80 35 | 044 | - | 15 | 019 [ - | 1 |001|-| 51 | 064 | - | 51 | 064 | - 2,61 50,38 ¢
SERRAT KANAT (mwh/TM3)
Distile su 80 10 | 013 2 [ 003 * 12 ] 015 12 [ 0,15 0,61
2,5 SF 80 71 | 089 | + | 29 | 036 | + 100 | 1,25 | + [ 100 | 1,25 | + 5,12
2,5 SF+0,625 BC 80 66 | 083 | - | 26 | 033 | - 88 | 1,10 | - | 88 | 1,10 | - 451 1200 ¢
2,5 SF+1,25 BC 80 61 | 0,76 | - | 21 | 026 | - 82 | 1,03 | - | 82 | 1,03 - 4,20 17,60 ¥
2,5 SF+2,5 BC 80 37 | 046 | - | 12 | 015 | - 49 | 061 | - | 49 | 061 - 2,51 5120 ¢
2,5 SF+5BC 80 32 | 040 | - | 8 | 010 ] - 40 | 050 | - | 40 | 050 | - 2,05 6000

SF: Siklofosfamid, BC: Beyaz Cay, No: Benek say1sl, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gésterimi (Frei and Wiirgler, 1995), +: pozitif; -: negatif, i: onemsiz fark, m:
carpim faktorii, KIF: Klon Indiiksiyon Frekansi, : TM3 dengeleyici kromozomundan dolay: ikiz benek olusmamaktadir. Olasilik diizeyi: a=p=0,05No: Benek saylsl,
Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gosterimi (Frei and Wiirgler, 1995), +: pozitif; -: negatif, i: nemsiz fark, m: ¢arpim faktorii, KiF: Klon Indiiksiyon Frekansi,
TM3 dengeleyici kromozomundan dolayi ikiz benek olusmamaktadir. Olasilik diizeyi: a=p=0,05

€9
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser tedavisi i¢in kullanilan antineoplastik ilaglarin ayn1 zamanda saglikli birgok
hiicre ve dokuda da olumsuz etkiler yarattigi bilinmektedir. Bu nedenle kanser
ilaglarinin olast bu tiir yan etkilerini en aza indirmek veya tamamen ortadan
kaldirmak adina alternatif ve ilave ila¢ ya da besin maddeleriyle yapilan ¢aligmalar
her gecen gilin artmaktadir. Bu anlamda gerek ek takviye olarak etkinliklerini
belirleme ve gerekse tamamen antikanser etkinliklerini ortaya ¢ikarmak adina
bitkisel kaynakli besinler ile bunlarin aktif bilesenlerine ilgi son yillarda oldukca

artmistir [182].

Antikanser ilaglarin en 6nemli yan etkilerinden birisi de saglikli doku ya da
hiicrelerde olusturabilecekleri genotoksik etkilerdir. Bu nedenle bu tiir ilaglarin
genotoksik etkinligini belirlemek ve bu etkileri en aza indirmek kanser tedavisi

acisindan oldukga onemlidir.

Bu calismada Streptozotosin (STZ) ve Siklofosfamid (SF) antikanser ilaglarinin olasi
genotoksik etkilerinin Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile

belirlenmesi ve bu etkilerin beyaz ¢ay ekstraktlar ile azaltilmasi amaglanmustir.

Drosophila melanogaster irklari ile gergeklestirilen bir mutajenite belirleme yontemi
olan SMART’ 1n en 6nemli avantaji mitotik rekombinasyonlar1 da igeren mutasyon
etkilerini fenotipte gosterebilmesidir [183,184]. Literatiirde, halk arasinda alternatif
tipta siklikla tiiketilen bir¢ok bitkinin bizim de ¢aligmamizda kullandigimiz SMART
ile genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin arastirildigi c¢alismalara rastlamak
miimkiindiir. Ornegin; [185] Fernandes et al. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada
Ali¢ yapraginda bulunan bir flavonoid olan viteksinin antigenotoksik etkisi
Drosophila’da arastirilmistir. Viteksin flavonoidinin doksorubusin ve benzopiren
gibi mutasyonlar1 indiikleyici ajanlarin artirdigt kanat beneklerinin sikligini
istatistiksel olarak azaltarak antigenotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. Bir diger

calismada ise Kuzey Amerika’da geleneksel olarak halk tarafindan tiiketilen Peumus
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boldus ve Cryptocarya alba bitki ekstraktlarinin Etil metansiilfonat (EMS)’a karsi
antimutajenik etkiler olusturdugu gézlemlenmistir [186].

[187] Prakash et al. (2014)’'min yaptig1 bir ¢aligmada, Dioscorea pentaphylla
bitkisinin farkli ¢oziiciilerle hazirlanan ekstraktlarinin igerdikleri alkoloidler,
flavonoidler, fenoller, saponinler, taninler ve terpenoidler sayesinde Metil Metan
Siilfonat (MMS)’1n radikal gruplariyla etkilesime girerek olusan mutajenik etkilerin

etkisiz hale getirebilecegi sonucuna ulagilmistir.

Narenciye sular1 (portakal ve limon suyu) ve bunlarin en Onemli iki aktif
bilesenlerinin (hesperidin ve limonen) genotoksik, antigenotoksik, sitotoksik ve omiir
uzatict etkinliklerinin arastirildig1 bir diger ¢alismada ise limon suyu ve limonenin
yiiksek konsantrasyonlarda genotoksik ve sitotoksik olmasina karsin diisiik
konsantrasyonlarda Drosophila’da émiir uzatici etkinliklerinin oldugu belirlenmistir.
Ayni1 ¢alismada portakal suyunun, DNA'y1 serbest radikallere karst koruyarak tiimor
hiicrelerinin biiyiimesini inhibe eden ve antigenotoksik etkiler gosteren omiir uzatici

onemli bir gida takviyesi (nutrasétik) oldugu vurgulanmistir [188].

Halk arasinda geleneksel olarak siklikla kullanilan 6 farkli bitki tiirii (Matricaria
chamomilla, Tilia cordata, Mentha piperita, Mentha pulegium, Uncaria tomentosa
ve Valeriana officinalis) ile yapilan SMART g¢aligmasinda, hidrojen peroksitin
olusturdugu genotoksik etkinin tiim bu bitkilerin icerdikleri fenolik bilesiklerin
reaktif oksijen tlirevlerini siiplirme kabiliyeti ile ortadan kaldirilabilecegi tespit

edilmistir [189].

Citrus aurentium L. (Turung agaci) meyve kabugu yagi ekstresinin dort farkli
referans mutajene (potasyum dikromat, kobalt klorid, etil metansiilfonat ve N-etil-N-
nitrosourea) kars1 antigenotoksik etkinliginin arastirildigr calismada bitki ekstresinin

tiim mutajenlere karsi antigenotoksik etki gosterdigi belirlenmistir [190].

[191] Idaomar ve ark. (2002), yine SMART yontemini kullanarak Helichrysum

italicum, Ledum groenlandicum ve Ravensara aromatica gibi medikal bitkilerin
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antimutajenik etkisini arastirmiglar ve bu bitkilerin kanser tedavisinde kullanilan
tiretan adli kimyasal maddenin sebep oldugu mutasyon oraninda diisiise sebep
oldugunu gostermislerdir. Ayrica Helichrysum italicum bitkisinin ugucu yag
bilesenlerinin sitokrom P450 enzim sistemini etkileyerek mutajeniteyi azalttigi
bildirilmistir. Bir diger ¢alismada ise Rosa canina (Kusburnu) etanol ekstresinin Etil
metansiilfonatin (EMS) indiikledigi mutajenik etkiyi onemli oranda azalttig1 rapor

edilmistir [192].

Propolisin  genotoksik ve antigenotoksik etkinliginin arastirildigns SMART
calismasinda tek basma propolis su ekstresinin genotoksik olmadigi ve
doksorubisinle birlikte kullanildiklarinda antigenotoksik etki gosterdigi belirlenmistir
[193]. Benzer bir ¢alismada yine propolisin etanol ekstresinin Drosophila’da gida
katk1 maddeleri olan sodyum nitrit ve sodyum nitratin olusturdugu mutajenik etkiyi

azalttig1 ortaya koyulmustur [194].

SMART ile yapilan tim bu c¢alismalar incelendiginde aragtirmamiz igin secilen
Drosophila kanat benek testi ya da Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi

(SMART)’nin ne kadar dogru ve giivenilir oldugunu ortaya koymaktadir.

Caligmamizda oOncelikle antigenotoksik etkinligini arastirdifimiz beyaz ¢ayin
(Camellia sinensis L.) genotoksik olup olmadigina bakilmistir. Sonugta
inceledigimiz higbir dozda (5; 2,5; 1,25; ve 0,625 mg/mL) herhangi bir toksik ya da
genotoksik etkiye rastlanmamistir (Cizelge 4.1, 4.5). Literatiirde beyaz ¢ay ve diger
cay formlari ile onlarin aktif bilesenlerinin bizim bulgularimizda oldugu gibi toksik

etki gostermedigine dair pek ¢ok ¢aligma vardir [195,196].

Calismamizin ikinci kisminda ise antineoplastik kanser ilaglar1 olan Streptozotosin
(STZ) ve Siklofosfamid (SF)’in genotoksik etkileri aragtirilmistir. Literatiirde STZ ve
SF bir¢ok ¢alismada kullanilmasina karsin genotoksik etkinlikleri ile ilgili ¢ok fazla

cailgsmaya rastlanmamustir.
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Deneylerimizden elde ettigimiz verilere gore antineoplastik ilaglarin trans-
heterezigot larvalarda toksik etkiyi ve buna bagli olarak mortalite oranlarini artirdigi
tespit edilmistir. Antineoplastik ilaclardan Streptozotosin igin hayatta kalis oranlar
uygulama gruplarinda 1,0; 0,5; 0,25; 0,125 ve 0,0625 mg/mL konsantrasyon i¢in
sirastyla %0, %8, %48, %60 ve %92 seklinde (Cizelge 4.2) iken Siklofosfamid i¢in
bu oranlar 0,25; 0,5; 1,0; 2,5 ve 5 mg/mL konsantrasyonlar igin sirasiyla %98, %90,
%76, %52 ve %12 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.3).

Ayrica yaptigimiz genotoksisite ¢aligmalari sonucunda her iki maddenin mutajenik
ve rekombinojenik etkili oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.6). Oyle ki; bir referans
mutajen olan EMS ile sonuglarimiz karsilastirildiginda nerdeyse bir¢cok benek tipinde

yakin sonuglara ulagilmistir (Cizelge 4.6).

Literatiirde bizim sonuglarimiza paralel olarak bu iki antineoplastik ilacin toksik etki
yarattigina dair pek ¢ok calisma mevcuttur. Ornegin farelerde yapilan bir calismada;
SF’nin glutatyon enzim sisteminin aktivitesini azaltip SF’yi toksik yan iirlinlere
metabolize eden faz I enzim aktivitesini artirarak toksik etki olusturdugu bu etkinin
Phyllanthus amarus (Amla) bitki ekstresi uygulamasi sonucu azaltilabilecegi
belirlenmistir [197]. SF’nin toksik etkisinin arastirildigi sigan bobrek dokusunda
yapilan histopatolojik bir diger ¢alismada tek doz SF uygulamasi sonucu bobrek
hiicre organellerinde ve glomerulusta agir hasarlarin olustugu elektron mikroskobu
ile goriintiilenmistir [198]. Ayrica SF’nin DNA replikasyonunun inhibisyonuna, baz
degisimleri olusturarak DNA hasarina, kromozamal hatalara, mikronukleus
olusumuna ve somatik mutasyonlara neden olarak genotoksik etkiler gosterdigi

yapilan diger ¢alismalarla da tespit edilmistir [199,200].

Drosophila ile yapilan bir SMART ¢alismasinda, igerisinde SF’nin de bulundugu 4
farkll bilesigin mutajenik ve rekombinojenik aktivitesi arastirilmistir. Sonucta hem
standart hem de biyoaktivasyonu yiiksek soylarda SF’nin 0&zellikle 5mM
konsantrasyonda hem mutajenik hem de rekombinojenik etki gosterdigi
belirlenmistir [201]. Dogan ve Yesilada (2015) tarafindan yapilan baska bir

calismada ise Resveratrol ad1 verilen antioksidan maddenin farkli konsantrasyonlarda
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Siklofosfamid (SF), Mitomisin C (MMC) ve N-metil-N-nitrosourea (MNU)’ nin
olusturdugu genotoksik etki tizerine antigenotoksik etkinligi Drosophila kanat benek
testi (SMART) ile arastirilmistir. Sonugta SF de dahil tim mutajen maddelerin
genotoksik etki meydana getirdigi ancak Resveratrol ile es zamanli uygulamalar
sonucunda bu genotoksik etkinin yaklasik %16,25 ve %55,25 araliginda azaldigi
tespit edilmistir [202]. SF uygulamasi sonucu elde edilen bulgularla bizim
calismamizda elde ettigimiz bulgular paralellik gostermektedir. Ayrica baska bir
Drosophila ¢aligmasinda SF’nin spermatogenezis asamasinda spermatid hiicrelerinde

kromozom kiriklarina neden olarak mutajenik etki gosterdigi vurgulanmistir [203].

Yapilan ¢alismalar sonucunda SF’nin fosforamid mustard (FAM) ve akrolein (ACR)
olmak tizere iki aktif metabolitinin oldugu belirlenmistir [204]. SF’nin antineoplasik
etkinliginin FAM metaboliti sayesinde oldugu FAM’in DNA’ya baglanarak hiicre
boliinmesini baskiladigi bu sayede bagisikligi baskiladigi ve antitimor etkinlik
olusturdugu diistiniilmektedir [204]. SF’nin toksik etkisinin ise aktif metaboliti olan
ACR’den kaynaklandigr ve ACR’nin bu etkiyi doku antioksidan savunma sistemine
miidahale ederek yiliksek oranda serbest oksijen radikalleri (SOR) olusumuna yol
acmak seklinde yaptigi bildirilmektedir. ACR kaynakli olusan SOR’lar ise enzim,
reseptor ve iyon pompalart gibi molekiillerle birleserek onlarin fonksiyonlarini
bozmakta ve toksik etkiler olusturmaktadirlar [205]. Biz de ¢alismamizda
antineoplastiklerin meydana getirdigi toksik etkilerin SOR birikimine bagli olarak

kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.

Dobrzyriska ve Gajewski (1999)’nin yaptigi bir ¢alismada; X 1sinlar1 ve SF ile X
isinlart ve MMC’yi  birlikte  kullanarak, fare kemik iligi polikromatik
eritrositlerindeki mikroniikleus olusumunun uyarilmasi arastirilmistir. Arastirma
sonucunda her iki kimyasalin da yiiksek ve diisiik dozlarinin, X 1sinlarin sebep

oldugu mutajenik etkileri artirdigr belirlenmistir [206].

Son birkag yila kadar memeli hiicrelerinde hiicre 6liimiine neden olan Streptozotosin

(STZ) toksisitesinin gercek mekanizmasi ve metabolik hedefleri tam olarak
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bilinmese de giiniimiizde STZ’nin toksik bir beta hiicre glikoz analogu ve alkilleyici

bir ajan oldugu tam anlamyla ispatlanmistir [207].

Yapilan calismalarda; STZ’nin hiicreyi 6liime gétiiren {i¢ dnemli yolu kullandigi
tespit edilmistir. Bunlar; 1- DNA metilasyonu sonucu aktive olan hiicre onarim
mekanizmasinda gérevli Poli(ADP-riboz) polimeraz (PARP) enziminin asir1t NAD"
kullanimi sonucu hiicrede NAD" ve ATP tiikenmesi, 2- Nitrik Oksit (NO) iiretimine
neden olmasi, 3- Hidrojen peroksit gibi serbest oksijen radikal olusumunu saglamasi.

Tiim bu olusumlar sonucunda hiicre nekroz ile yikima stiriiklenmektedir [208, 209].

STZ’nin toksik etkileriyle ilgili yapilan diger arastirmalarda; STZ’nin kardiyak ve
adipoz doku hasarina neden oldugu ve yiiksek dozlarda kullanildiginda oksidatif
stres, inflamasyon ve endotelyal disfonksiyonu artirdigi belirlenmistir [210]. Ayrica
deney hayvanlar kontrol gruplar ile karsilastirildiginda STZ uygulanan hayvanlarda
belirgin bir malondialdehid artig1 olurken katalaz, glutatyon peroksidaz ve siliperoksit
dismutaz gibi antioksidan enzim aktivitelerinde azalmalar tespit edilmistir [211,

212].

Sican pankreasinda STZ ile indiiklenen oksidatif stres ve beta hiicresi bozunmasinin
Kuersetin antioksidani ile giderilmesi {izerine yapilan bir ¢alisma sonucunda STZ nin
lipid peroksidasyonu ve serum Nitrik Oksit (NO) konsantrasyonunu 6nemli derecede
artirdig1, antioksidan enzim aktivitelerini ise azalttig1 tespit edilmistir. Buna karsin

Kuersetin bu bozunmalar1 biiyiik 6l¢iide diizenleyici etki gostermistir [213].

Insan ve diger hayvansal organizmalarla yapilan deneysel calismalarla; STZ’nin
ImM dozlarda intravendz olarak verildiginde, insan bobrek hiicrelerinde neoplastik
transformasyona neden oldugu ayrica sigcan bobregi, karaciger ve pankreasta

timorleri indiikledigi gosterilmistir [214, 215].

Yapilan arastirmalarla STZ'nin insan ve hayvansal organizmalarda sitotoksik etkiler
iiretme yetenegi acgisindan, STZ'ye maruz kalabilecek laboratuar personeli,

hayvancilikla ugrasanlar ve kaza sonucu maruz kalabilecek diger personeller i¢in
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onemli bir saglik ve giivenlik tehdidi olusturabilecegi sonucuna ulasilmistir. Bu
nedenle, Kurumsal Biyogiivenlik Komitesi (IBC), STZ'yi Kurumsal Hayvan Bakimi
ve Kullanim Komitesi (IACUC) protokollerinde bildirilmesi gereken raporlanabilir

bir tehlikeli kimyasal madde olarak siniflandirmistir [207].

Calismamizin son kisminda mutajenik, sitotoksik ve genotoksik etkinligini
belirledigimiz bu iki antineoplastik maddenin beyaz cay ekstresi ile birlikte

uygulayarak toksik etkilerini azaltmak veya ortadan kaldirmak planlanmastir.

Literatiirde, bizim calismamizda oldugu gibi bir¢ok calismada; tibbi degeri olan ve
alternatif tipta da kullamilan ¢esitli bitki ekstrelerinin antigenotoksik veya
antioksidatif etkileri Drosophilada SMART basta olmak flizere gesitli test
teknikleriyle arastirilmistir [216-220].

Calismamizin son asamasinda Streptozotosin ve Siklofosfamid ile birlikte beyaz ¢ay
(STZ+BC) ve (SF+BC) uygulamasindan elde edilen veriler sadece Streptozotosin ve
sadece Siklofosfamid uygulanan gruplarla ayr1 ayrn karsilastirilmistir. SMART ile
elde edilen tiim bulgular incelendiginde, artan beyaz cay konsantrasyonuna bagh
olarak tiim benek tiplerinde her iki ila¢ grubunda da sayisal olarak anlamli bir diisiis
oldugu belirlenmistir (p<0,05) (Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8). Ayrica % Inhibisyon
oranlart incelendiginde beyaz ¢ay eksraktinin degisen konsantrasyonlarda
antineoplastiklerin olusturdugu mutasyonlar1 neredeyse yari yariya inhibe ettigi
belirlenmistir  (Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8). Tiim bu inhibe edici etkinligin beyaz
cayda bulunan aktif bilesiklerden ve bu bilesiklerin antioksidatif etkinliginden
kaynaklandigin1 diisiinmekteyiz. Yapilan pek ¢ok cay ve beyaz cay ¢aligmalarindan

elde edilen ¢alisma sonuglar1 da bu verileri destekler niteliktedir.

Ornegin yapilan bir arastirmalarda cayin uyaricilar da dahil olmak iizere genis
fizyolojik Ozelliklere sahip oldugu diisiiniilen 4000’den fazla biyoaktif bilesik
icerdigi [221] ve bu bilesiklerin antidepresan [222], antienflamatuar [223],
antioksidan [224-226], antiarteriosklerozis [227], antihipertansif [228],
antibakteriyel [229], antimutajenik [230], antikarsinojenik [231-233] antimikrobiyal
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[234, 235], antidiyabetik [236, 237], hipolipidemik [238, 239], hipokolestrolemik
[240], sinir sistemini koruyucu [241] ve bagisiklik giiclendirici [242, 243] gibi birgok
etkinlige sahip oldugu tespit edilmistir.

Cayin antikarsinojenik etkisi ile ilgili yapilan ¢aligmalarla cay tiiketiminin deri,
akciger, yemek borusu, mide, karaciger, pankreas, meme, prostat ve kolon
kanserlerinin olusumuna neden olan kimyasal kanserojenlere karst hiicredeki DNA
hasarini azaltarak koruma sagladigi ortaya koyulmustur [244]. Ayrica bu koruma
gorevini ¢ayin igerigindeki 6zellikle katesin tiirevi polifenollerin gii¢lii antioksidan
ozellikleri ile yaptiklar1 da diistiniilmektedir [245, 246). Vinson ve Dabbagh (1998),
cay katesinlerinin antioksidan giiciiniin vitaminlere gore daha yiiksek oldugunu ve
biiylikten kiiciige dogru, cay katesinlerinin antioksidan aktivitesini epigallokatesin
galat (EGCG) > epigallokatesin (EGC) > epikatesin galat (ECG) > epikatesin (EC)

olarak siralamiglardir [247].

Bizim ¢alismamizdan elde edilen sonuglara benzer sonuglarin elde edildigi baska bir
calismada; cayin igerigindeki en 6nemli polifenollerden Epigallokatesin-3-Gallat
(EGCG)’1n antimutajenik etkileri ¢esitli test yontemleriyle arastirilmistir. Arastirma
sonucunda EGCG uygulamasiyla Salmonella AMES testi ile ¢esitli maddelerin
olusturdugu mutajenik etkinin azaldigi, farelerde FM3A hiicre kiiltiirlerinde
olusturulan mutajenik etkinin inhibe edildigi ve in vivo Drosophila mutasyon testi
(SMART) ile cesitli kanserojenler lizerinde bir baskilayici etkinin goriildiigi tespit
edilmistir [248].

Katesinler {iizerinde yapilan diger arastirmalarda; katesinlerin reaktif oksijen
tirevlerini kapali bolgelerde tutarak hiicre membranlarini oksidasyona karsi
koruduklari, kanserli hiicrelerin biiyiimesi i¢in gerekli hiicre zar reseptorlerini bloke
ettikleri ve karsinogenezin baslatilmas: i¢in gerekli bazi spesifik enzimleri
bastirdiklart ortaya koyulmustur [249, 250]. Ayrica farkli hiicre hatlarinda ve hayvan
modellerinde, caymm icerdigi polifenollerin anjiyogenez, metastaz ve hiicre
cogalmasini inhibe ettigi ve ¢oklu sinyal yolaklarinin diizenlenmesi yoluyla apoptozu

indiikledigi gosterilmistir [244, 251].
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EGCG’nin antitimor etkinliginin arastirlldigi c¢alismalardan hazirlanan bir
derlemede; EGCG’nin kanserojen aktivite, tlimorigenez, proliferasyon ve
anjiyogeneziyi inhibe edici etki goOsterdigi ve hiicre Olimiini indiikledigi
vurgulanmistir. Calismada bu etkilerin, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretiminin
modiilasyonu, Niikleer faktor-xB sinyallemesinin EGCG aracili inhibisyonu,
migrasyon, anjiogenezis ve hiicre canliligi inhibisyonu ile iliskili oldugu
gosterilmigtir. Ayrica EGCG’nin DNA metil transferaz aktivitesinin inhibisyonu ve
histon {izerinde asetilasyonun diizenlenmesi 1ile epigenetik modifikasyonu
indiikleyebilecegi ve bunun da apoptozun bir upregiilasyonuna neden olabilecegi

sonucuna ulagilmistir [252].

Son yillarda yapilan calismalarla EGCG’nin prostat kanseri, melanoma, multipl
miyelom, akut miyelojendz 16semi ve kronik miyelojen 16semi de dahil yaklasik 20
farkli timor hattinda antitiimor aktivite gosterdigi belirlenmistir [253, 254]. Ayrica
cay yapraklarindan metanol ekstraksiyon yontemi kullanilarak hazirlanan ekstraktin
111 farkli bakteriye karsi antimikrobiyal etkinliginin arastirildigi bir ¢alismada cay
ekstraktinin diisiik dozlarda bile bakterilere karsi antibakteriyal etkinlik gosterdigi
belirlenmistir [255].

Ozellikle siyah ve yesil cay olmak iizere ¢ayin gesitli formlariyla ilgili yapilan
caligmalara karsin literatiirde beyaz ¢ayin antikarsinojenik potansiyeli ile ilgili ¢ok az
sayida calisma mevcuttur. Ancak son zamanlarda beyaz cayin akciger kanseri
hiicrelerinde antineoplastik etkileri olduguna [256] ve insan cildini gilines uyarict

ultraviole 1sinlardan koruyabilecegine dair [257] ¢alismalar yapilmistir.

Salmonella testi ile beyaz ve yesil cayin antimutajenik etkinliginin karsilastirildigi
bir calismada beyaz cayin daha giiclii antimutajenik etkinlige sahip oldugu ve bu
giiclin kafein, gallik asit, teobromin, EGC ve ECG gibi beyaz ¢ay bilesenlerinin daha
yiiksek konsantrasyonlarda bulundugundan kaynaklanabilecegi vurgulanmistir [258].
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Beyaz c¢ayin antioksidatif etkinliginin belirlenmesi i¢in yapilan bir ¢calismada farelere
beyaz cay uygulamasi sonrasinda antioksidatif enzimler olan katalaz (CAT),
stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon rediiktaz (GR) miktarlarinda 6nemli oranda
artiglar tespit edilmistir (259). Ayrica aynm1 calismayla beyaz caym, adriamisin
uygulanan grupla kiyaslandiginda bir antioksidan yanit elementi olan niikleer faktor
E2 ile iligkili faktor-2 (NRF2) ekspresyon seviyelerini 6nemli 6l¢iide arttirarak, faz Il
enzimlerinin (Ngol, Gst ve Hol) ekspresyonunu artirdigi gosterilmistir [259].
Yapilan benzer bir ¢alismada antikanser bir ila¢ olan adriamisinin olusturdugu
oksidatif hasara karsi beyaz ¢aymn oOnleyici etkinligi arastirilmis ve sonugta beyaz
cayin sicanlarda farkli dokular iizerinde olusabilecek bozunmalara karsi koruyucu

ozellikleri ortaya konulmustur [260].

Agiz plagi olusturan iic farkli bakteri cesidine karsi beyaz caymn etkinliginin
incelendigi bir caligmada beyaz cayin antibakteriyal ve antiplak etkisinin oldugu
tespit edilmistir [261]. Daha once yapilan benzer galismalarda da beyaz ¢ayin diger
cay formlarina gore viicuttaki bakteri, mantar ve virlislere karsi daha yiiksek
koruyucu ozellik gosterdigi [262], dis ve dis eti hastaliklarma iyi geldigi
vurgulanmistir [263]. Baska bir antimikrobiyal ¢alismada ise beyaz ¢ayin ozellikle
Staphylocoocus aureus gibi Gram+ bakterilere karsi olduk¢a yiiksek antibakteriyal

etki gosterdigi belirlenmistir [264].

Farelerle yapilan histopatolojik bir calisma sonucunda; beyaz cay ekstraktlarinin
civa ile indiiklenen akut karaciger yaralanmalarinda hepatoprotektif etkilere sahip
olup bu sonuglarin beyaz ¢aydaki antioksidan, antitoksik ve antiapoptotik o6zellikler

ile iliskili olabilecegi gosterilmistir [265].

Streptozotosin ile prediyabetik hasta yapilan farelerle yapilan ¢alismada; beyaz cay
kullaniomma bagli olarak farelerde epididimal sperm canliliginin artarak

streptozotsinin sperm say1 ve kalitesi lizerine olumsuz etkileri azaltilmistir [266].

Mao et al. (2010)’nin akciger kanser hiicreleri ile yaptiklar1 ¢alisma sonucunda beyaz

cay ekstrelerinin kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri (NSCLC) hiicre hatlarinda
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apoptozu indiikleyebilecegi gosterilmistir. Beyaz cayin bu indiiksiyonu kismen
PPAR-y ve 15-lipoksigenaz (15-LOX) sinyal yolaklarinin iist regiilasyonu yoluyla ve
Kaspaz-3'iin etkinliginin arttirilmasi yoluyla yaptigi, bu nedenle akciger kanseri i¢in

antineoplastik ve kemopreventif bir ajan olarak kullanilabilecegi belirlenmistir [267].

Calismamiz sonucunda elde edilen degerlendirmeler ve bazi Oneriler asagida

maddeler halinde siralanmustir.

1. Calismamizda kullanilan streptozotosin ve siklofosfamidin somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi (SMART) ile somatik hiicrelerde genotoksik etkili olduklart
belirlenmistir. Ozellikle bu ilaglarin kemoterapotik olarak kullanimlarinin insan
saglhigl agisindan olumsuz zincir reaksiyonlara neden olup saglikli hiicreleri de
etkileyebilecegi bilinmektedir. Somatik mutasyon frekansini artiran bu ilaglarin
tedavi esnasinda meydana getirecegi olasi genotoksik etkilerin bazi ilave besinlerle
kullanilarak azaltilabilecegi diistiniilmektedir.

2. Calismamizin ikinci asamasinda ilave besin olarak beyaz cay bitkisinin su
ekstraktlar1 kullanilmis ve ilaglar ile birlikte kullanilan bu ekstraktlarin ilaglarin
uyardig1 genotoksik etkileri azalttigi goriilmiistiir. Bu etkiyi ozellikle igerigindeki
yiikksek antioksidatif polifenoller sayesinde gosterdiklerini  diisiinmekteyiz.
Giiniimiizde hastaliklarin tedavisi i¢in yeni bir yaklasim olarak alternatif tip
kullanilmaktadir. Bu tedavi tiirleri i¢inde bitkiler ve onlarin antioksidan kapasiteleri,
yalnizca alkilleyici ilag degil her tiirli kimyasal ajanin sebep olabilece§i DNA
hasarlarin1 6nlemede énemli bir yere sahiptir. Bu nedenle beyaz ¢ayin hem gida hem
de ilag sektoriinde sifali bitki olarak kullanilabilecegini ve geleneksel kullaniminin
yayginlastirilmas: ile gerek saglik alaninda gerekse iilke ekonomisi agisindan
getirilerinin yiiksek olacagi diisiintilmektedir.

3. Ayrica bu bilesiklerin farkli kanser hiicrelerinde MTT testleriyle sitotoksik
aktiviteleri belirlenmelidir.

4. RT-PCR yontemiyle gen expresyonlarini azaltip azaltmadig: arastirilabilir.

5. Yapilan galismalara destek olmasi agisindan in vitro ve in vivo modellerde bu

bilesiklerin farkli yontemlerle etkileri arastirilabilir.
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