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OZET

CITRUS AURANTIUM *UN DROSOPHILA
MELANOGASTER UZERINE GERONTOLOJIK VE
GENOTOKSIK ETKISI

DIZMAN, Ozlem
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danmigsman: Prof. Dr. Stikran CAKIR ARICA
Haziran, 2016, 74 sayfa

Bu ¢alismada Citrus aurantium (turung) meyve suyunun émiir uzunlugu tizerine etkileri
Drosophila melanogaster’in Oregon 1irkinda arastirildi. Turung meyve suyunun
30mL/100mL lik uygulama ve su kontrol gruplarinda disi ve erkek populasyonlar1 ayri
ayri ¢alisildi. Bu ¢alismada turung meyve suyunun 30ml/100ml dozuna maruz birakilan
erkek ve disi populasyonlarinda kontrol grubuna gore pozitif bir gerontolojik etki
gozlendi. Ayrica deney ve kontrol gruplarinda disi bireylerin erkeklere gére daha uzun

yasadiklar1 saptandi.

Turung suyunun farkli konsantrasyonlarinin Drosophila melanogaster’de genotoksik ve
antigenotoksik etkisi Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile
arastirildi. Bunun i¢in Drosophila melanogaster ’in ¢oklu kanat kili (mwh) ve diizensiz
kanat kil1 (flr) mutant irklarinin 72 saatlik transheterozigot larvalarina uygulama yapildi.
Turun¢ suyunun genotoksik etkisinin degerlendirilmesi i¢in 100 ml/100ml ve
50ml1/100ml dozlar1 ve antigenotoksik etkilerinin degerlendirilmesi i¢in doksorubisinin
0,125 mg/ml ile beraber 50mI/100ml (turung+Dxr) dozu uygulandi. Elde edilen verilere

gore turung suyunun genotoksik etkiye sahip olmadigi gozlendi. Citrus auriuntium



meyve suyunun genotoksik etkisi bilinen doksorubisine karsi antigenotoksik etkisinin

oldugu saptandi.

Anahtar Kelimeler: Drosophila melanogaster, Citrus auriuntium(turung), SMART,

Omiir Uzunlugu, Doksorubisin, Genotoksisite, Anti-genotoksisite



ABSTRACT

GERONTOLOGIC AND GENOTOXIC EFFECTS OF
CITRUS AURANTIUM ON DROSOPHILA MELANOGASTER

DIZMAN, Ozlem
Kirikkale University
Graduate School of Natural and applied Sciences
Department of Biology, MSc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Stikran CAKIR ARICA
June 2016, 74 Pages

In this study, effects of Citrus auriuntium (bitter orange) fruit juice on longevity of
Drosophila melanogaster (Oregon) was investigated. Experimental 30 mL/100mL fruit
juice and water control groups were studied separately in male and female populations.
A positive gerontological impact was observed in male and female populations, which
exposed to 30 ml/100 ml doses of orange juice, compared to the control group. In
addition, it is detected that female individuals live longer than male in both experimental

and control groups.

Genotoxic anda antigenotoxic effects of different concentrations of bitter juice were
investigated on Drosophila melanogaster with Somatic Mutation and Recombination
Test (SMART). For this, the application was made to 72-hour transheterozigot larvae of
Drosophila melanogaster 's multiple wing hairs (mwh) and flare (flr) mutant race. To
evaluate the genotoxic effect of bitter juice, doses of 100 ml /200ml and 50ml /200ml, as
well as 0.125 mg / ml doxorubicin along with 50ml / ml (bitter orange + Dxr) doses
were applied for evaluation of the antigenotoxic effects. According to the data obtained,
it was observed that, orange juice have not genotoxic effects on Drosophila
melanogaster. It was found that, Citrus auriuntium fruit juice has anti-genotoxic effect

against to doxorubicin which is known as genotoxic.



Key Words: Drosophila melanogaster, Citrus aurantium (bitter orange), SMART,
Longevity, Doxorubicin, Genotoxicity, Anti-genotoxicity
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1. GIRIS

1.1. Turung Bitkisi Hakkinda Genel Bilgiler

Turunggiller, Rutaceae familyasinin Aurantoideae alt familyasindan olup birgok tiire
sahiptir. Turunggillerin bazi tiirleri tilkemizde yetistirilmekte iken bir kismi ise
yetistirilmemekte ve hatta taninmamaktadir. Limon (Citrus limon), tatli portakal (Citrus
sinensis), mandarin (Citrus reticulata), altintop (greyfurt) (Citrus paradisi), turung
(Citrus aurantium) tdlkemizde tarimi yaygin olarak yapilan turunggillerdendir

(Braverman, 1949; Cemeroglu ve Karadeniz, 2001).

Turung diinyada aci1 portakal (bitter orange), eksi portakal (sour orange), Sevil portakal

(Seville orange), Aurantii cortex, Aurantii amari cortex, Bigarad portakal (Bigarade
orange) gibi isimlerle bilinmektedir (Anon, 2004). Diinyada farkli isimlerle bilinen
turuncun anavatanin Giineydogu Asya oldugu, 10 ve 11. asirlarda Akdeniz iilkelerine

getirildigi bildirilmistir (Morton, 1987; Davies ve Albrigo, 1994).

1.1.1. Turung Bitkisinin Bilesenleri Ve Etkileri

Turunggillerin bilesimleri tiir, ¢esit, ekolojik ortam ve iklim gibi faktorlere gore farklilik

gostermektedir. Moufida vd. (2003) turung meyvesinin %26.53 meyve suyu, % 4.99 asit



ve %12.25 toplam seker icerdigini tespit etmislerdir. Turung, toplam seker igerigi ile

portakalla, meyve suyu verimi ve asitlik igerigi ile de limonla benzerlik géstermektedir.

Turung meyvesinin toplam kuru madde igerigi ¢esitli faktorlere gore degismekte olup
ortalama %14’dur. Meyvelerde toplam kuru maddenin O6nemli bir kismini
karbonhidratlar olusturmakta olup, turung meyvesinin yenilebilir kisminda bu oran
ortalama %12’dir. Genel olarak diger meyvelerde de oldugu gibi turung meyvesinde de
karbonhidratlarin 6nemli bir kismin1 sekerler olusturmaktadir. Meyve ve sebzelerde
genellikle karbonhidratlara oranla oldukga diisiik diizeyde olan protein miktari turung
meyvesinde ortalama %0,8 dir, yag miktar1 ise % 0,1’in altindadir. Toplam mineral
madde miktarmin bir gostergesi olan kiil %0,5, lif miktar1 da %0,4 olarak bildirilmistir

(Mortan, 1987).

Turunggillerin insan beslenmesindeki yeri dikkate alindiginda 6zellikle C vitamini
agisindan oldukga zengin bir kaynak oldugu goriilecektir (Cemeroglu vd. , 2001).
Turung meyvesi de 45-90 mg/100 g C vitamini igerigi ile olduk¢a 6nemli bir kaynaktir.
Ayrica turung meyvesinin 100 gram yenilebilir kisminin 290 pg A vitamini (karotenoid
formunda), 100 pg tiamin (B1 vitamini), 40 pg riboflavin ve 0,3 mg niasin igerdigi
bildirilmistir (Mortan, 1987). Turung suyunun 100 ml’sinde 1.97 mg naringin, 0.87 mg
neohesperidin, 0.77 mg neoeriositrin, 0.73 mg poncirin, 0.15 mg diosmin, 0,2 mg
nobiletin, 0.08 mg tangeretin ve 0.14 mg kamferol bulundugu tespit edilmistir (Gattuso
vd. , 2007). Saglikla iligkisi olan fenolik madde gruplarindan olan flavonoidlerden

naringenin, hesperidin ve neohesperidin turunggillerin karakteristik bilesenlerinden olup



bu meyvelerde Onemli diizeyde bulunmaktadirlar. Bu bilesenlerden naringinin
antimutajen ve antioksidan o6zellik gosterdigi, hesperidinin de damar gegirgenligi

tizerinde etkili oldugu bildirilmistir (Ortuna vd. , 1997).

1.2. Doksorubisin (Adriamisin)

Doksorubisinin dahil oldugu antrasiklinler akut l6semi ve lenfomalar, kemik ve
yumusak doku sarkomlari, Wilms tiimorii, noroblastom ve hepatoblastom basta olmak
tizere cocukluk c¢agi kanserlerinde yaygin olarak kullanilan kemoterapétik ilaglardir
(Holcenberg vd., 2002). Doksorubisin ilaca 6zgiin kirmizi rengini veren parlak fluoresan
tetrasiklik kromofor adriamisinon ile ona glikozidik bag ile baglanmis bir amino seker
olan daunosaminden olusur (Holcenberg vd., 2002). 14.karbonunda bir hidroksil grubu

tagimasiyla daunorubisinden farklilik gosterir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Doksorubisinin yapist



Doksorubisin DNA interkalasyonu, topoizomeraz Il ve helikaz inhibisyonu yoluyla
DNA hasar1, serbest radikal olusumu, tiimor anjiojenez inhibisyonu gibi farkh
mekanizmalar ile etkisini gosterir ( MS vd. , 2003). Doksorubisin normal hiicrelerde ve
kanser hiicrelerinde ili¢ farkli reaksiyona girer: Bunlardan ikisi molekiiliin, hiicrenin
elektron transport zinciri ile etkilesimi tgilinciisii ise kromofor yan zincirin karbonil
rediiksiyonunu kapsar (Holcenberg vd. ,2002 ). Bu son reaksiyon daunurubisin reduktaz
tarafindan katalize edilir, kofaktor olarak NADPH ‘a bagimlidir ve doksorubisinol ya da
adriamisinol olarak adlandirilan, gii¢lii antiproliferatif ve antineoplastik etkileri olan
alkol metabolitini olustururlar. Adriamisinol Onciil ilag molekiiliiniin kendisinden daha
polardir; hiicre membranin1 gecerek ekstraselliiler araliga donme olasilig1 azdir. Bunun
sonucunda doksorubisinin metabolize olmasi ve hiicre icinde kalisini ve sitotoksik
etkisini arttirir. Diger iki reaksiyon tek bir elektronun doksorubisin halka sisteminin
kinon kismina transferi ile baglar. Serbest oksijen radikal olusumuna yol agan baslica
olay antrasiklin kinonun kofaktdér varliginda NADPH dehidrogenaz tarafindan
indirgenmesidir. Flavin igeren dehidrogenazlar tarafindan antrasiklin semikinon

olusumu gerceklesir.

Doksorubisin semikinon aerobik kosullarda eslenmemis elektronunu molekiiler oksijene
verdigi ve bdylece siiperoksit radikal olustugu gosterilmistir. Agiga ¢ikan hidrojen
peroksit ve hidroksil radikalleri DNA, RNA, lipidler ve proteinleri hasara ugratir. Bunun
sonucunda niikleus, mitokondri, sitoplazmik yapilar ve hiicre membraninda hasar

meydana gelir (Rigss, 2001).



1.3. Drosophila melanogaster Hakkinda Genel Bilgi

Ik kez 1911 yilinda Thomas Morgan tarafindan deneysel ¢alismalarda kullanilmis olan
Drosophila melanogaster, kullanim agisindan pek ¢ok avantaja sahiptir (Gui vd. ,

2008;Rincon vd. , 1995; Letmann vd. , 2003; Graf vd. ,1996 ).

Bunlar:

» Kisa generasyon zamanli okaryotik bir organizmadir. (Yaklasik 25 °C’de %40- 60
bagil nemde 10 giindiir.)

» Kiiclik organizmalar olduklarindan laboratuarda kiiltiir ortaminda ¢ok sayida
iiretilmeleri oldukca kolay ve ekonomiktir.

* Holometabol canlilardir. Yani gelisimleri tam metamorfoz ile olur.

* Genetik olarak kontrol edilebilen ¢ok ¢esitli morfolojik karakterlere ve mutant soylara
sahiptir.

* Larvalarmn tiikriik bezi hiicrelerinde kolayca taninabilen dev kromozomlar bulunur.
Bunlar sitogenetik ¢aligmalar i¢in ideal yapilardir. Kromozom haritalar1 ve kromozom
fonksiyonu analizlerinin yapilmasina imkéan saglamaktadir.

sInsanlar igin kanserojenik olan pek ¢ok madde Drosophila testlerinde de pozitif
sonuglar vermektedir. Ayrica promutajen ve prokarsinojenleri test etmek i¢in ayrica
metabolik aktivasyona gerek yoktur. Bilindigi gibi bir¢ok bilesik dogrudan mutajenik ya
da Karsinojenik etkiye sahip degildir. Bu bilesikler memeli metabolizmasinda
karsinojenlere ya da mutajenlere cevrilebilir. Bu tiir bilesiklere promutajen ya da

prokarsinojen denir (Hoffman, 1991).



1.3.1. Drosophila melanogaster’in Sistematikteki Yeri

Alem: Animalia

Sube: Arthropoda

Altsube: Mandibulata-Antennata
Smif: Insecta- Hexapoda
Altsinif: Pterygota

Usttakim: Mecopteroidea
Takim: Diptera

Alttakim: Brachycera

Aile: Drosophilidae

Cins: Drosophila

Tiir: Drosophila melanogaster

1.3.2. Drosophila melanogaster’in Yasam Dongiisii

Drosophila hayat dongiisiinde dort farkli evreye sahip holometabol bir bocektir (Sekil
1.3 ). Bu evrelerin tipik sirasi: yumurta (embriyonik), larva, pupa ve ergin seklindedir
(Gui vd. ,2008). Déllenme ve zigot olusumunu takiben ergine gelismesi siire bakimimdan
ortam sicakligina bagimlilik gosterir (Hamame1,1993). Yumurtadan ergine gegis, 25
°C’de yaklasik 10 giin alir (Bozcuk, 2000). Bir ergin disi tiim yasami boyunca 300’e

kadar varan sayida yumurta birakabilir. Genelde bunlarin %95°1 olgunlasip acilabilir.



Diger boceklerde oldugu gibi Drosophila’da da gelisme iki asamada olur. Birincisi
embriyonik dénemdir. Bu dénem yumurtanin dollenmesiyle baglar ve geng larvalarin
yumurtadan ¢ikmasina kadar devam eder. Ikinci donem ise postembriyonik dénemdir ve
geng larvanin yumurtadan ¢iktig1 andan itibaren baslayarak larvanin ergin hale gelinceye
kadar gecirdigi biitiin degisiklikleri icerir (Ozata, 2006). Ayrica Drosophila
melanogaster’in yasam donglisii ve omiir uzunlugu; sicaklik, beslenme, populasyon
yogunlugu, ¢iftlesme, radyasyon ve nem gibi ¢esitli faktorler tarafindan farkli sekillerde

etkilenmektedir (Osaba vd. ,2002).

Déllenmis yumurta
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Sekil 1.2. Drosophila melanogaster’in yasam dongiisii

D. melanogaster larvalarinda ileride ergin bireydeki viicut pargalarini olusturmak igin

mitotik olarak siirekli ¢ogalan hiicre kitleleri vardir. Bu hiicre Kitlelerine imajinal diskler



denir ve larvanin L1 evresinde kanat imajinal disklerindeki hiicre sayis1 50100 iken, bu
sayr ergin bireyin kanatlarinda 24.400’e¢ ulasir (Garcia-Bellido vd. , 1971). D.
melanogaster larvasinda, imajinal diskler ve imajinal disklerin baskalasim sonrasi

olusturduklar1 doku ve organlar Sekil 1.3.’te goriilmektedir.

AGIZ PARCALARI
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Sekil 1.3. Drosophila melanogaster’in gelisiminde imajinal diskler (Mathews vd.

1999).



1.3.3. Drosophila’y1r Diger Organizmalara Gére Ustiin Kilan Ozellikleri

Drosophila birgok sebepten deneysel arastirmalarda kullanimi tercih edilen bir model

organizmadir. Bu sebepler sOyle siralanabilir:

1. Cok cesitli dogal ya da yapay varyasyonlarin gozlenebildigi bir organizmadir. Bu
varyasyonlar1 tagiyan mutant bireylerde goz rengi, goz sekli, kil tipi, viicut rengi, kanat
sekli acisindan farkli fenotipik 6zellikleri gérebilmek miimkiindiir. Bu tip zit karakterleri

ciplak gozle ya da binokiiler mikroskop altinda incelemek oldukca kolaydir.

2. Hayat devri ¢ok kisadir. Yumurtadan ¢iktiktan sonra yaklasik 9-10 giinde erginlesir

ve yeniden iiremeye baslar.

3. Drosophila’nin disi bireyi giinde 40-50 yumurta birakir, bir defada oldukga fazla
sayida dol elde edilebilir. Bir nesilde elde edilen birey sayisinin fazla olmasi, onun
genetiksel Ozellikleriyle ilgili bilginin dogru tespit edilmesi ve sonuglarin giivenilirligi

agisindan énemlidir.

4. Laboratuvar ortaminda kolayca yetistirilebilir ve besinleri ucuzdur. Kolayca temin
edilebilecek malzemeler kullanilarak hazirlanan besi ortamlari, arastirmaciya fazla bir

maddi kiilfet getirmez.



5. Kontrollii ¢aprazlama (arastirmacinin kontrolii altinda belli o6zellikleri tasiyan
organizmalarin ¢aprazlanmasi), genetik denemelerde kullanilan ¢alisma yontemlerinden
biridir. Eger eslesmeler kontrol edilebiliyorsa, bir organizmanin genetiginin
incelenebilmesi ¢ok daha kolaydir. Caprazlamanin 6zelligine bagh olarak 6zel ata soylar
secilip eslesmeleri saglanir ve elde edilen yavru bireylerin ayitlar1 birka¢ nesil dikkatle
kaydedilip, ¢ikan sonuclara gore ilgilenilen O6zelligin kalittmi1 hakkinda bir sonuca

varilabilir. Drosophila, kontrollii caprazlama yapilabilen en uygun canlilardan biridir.

6. Mitotik kromozomlardan kolayca ayirt edilebilen ve 6zellikle larvalarin tiikkriik bezi
hiicrelerinde  goriilebilen dev kromozomlart (=politen kromozom) tasir. Bu
kromozomlar, sitogenetik olarak, kromozom haritalar1 ve kromozom fonksiyon

analizlerinin yapilmasini saglar.

7. Promutajen ve prokarsinojenleri test etmek icin, ayrica metabolik aktivasyona gerek

yoktur.

1.4. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi ile Ilgili Genel Bilgiler

Bu c¢alismada turung meyvesinin genotoksik ve antigenotoksik etkilerinin

arastirtlmasinda D. melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyon testi

(SMART) kullanilmistir. SMART birgok kimyasallarin  genotoksik etkilerinin
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arastirtlmasinda kullanilan bir yontemdir (Kaya vd. , 2004; Gabriel vd. , 2013; Budak ve

Cakir Arica, 2005; Sarikaya vd. , 2016; Cakir Arica vd., 2006) .

G0z ve kanat benek testi olarak iki gruba ayrilan SMART testi, uygun isaret genlerinin
heterozigotlugunun kaybini temel alarak gelistirilmistir. Larvanin imajinal disklerinde
mitotik olarak c¢ogalan hiicrelerde genetik bir degisiklik olmasi durumunda, bundan
sonraki ogul hiicrelere bu degisiklik aktarilarak mutant hiicre gruplari (klonlar1) olusur.
Bu genetik degisiklik fenotipte gozlenebilen bir degisiklige neden olursa, klonlar ergin

sinegin kanatlarinda ve gozlerinde mutant hiicre benekleri olarak ortaya ¢ikar.

Kimyasallara maruz birakilan bireylerde indiiklenmis klonlarin toplam sayisi, uygulanan
kimyasalin toplam genotoksik aktivitesi ile ilgili sayisal sonuglar verirken, klonlarin tipi,

klon olusumunda rol oynayan mutasyonal mekanizmalari ortaya c¢ikarir (Henderson,

2004).

Kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi i¢in fenotipte gozlemlenebilen isaret
genleri coklu kanat kil1 (mwh) ve diizensiz kanat kili (fIr®) dir. mwh, resesif bir gen olup,
tiglincli kromozomun sol kolunun uca yakin bolimiinde lokalize olmustur (3-0.3).
Homozigot olarak bulundugu zaman hiicre basina bir kanat kili yerine ¢oklu kanat
killarinin olusumuna neden olur. Diger isaret geni olan flr® kanat killarmin seklini
etkileyen resesif mutant bir gendir, iigiincli kromozomun sol kolunda fakat sentromere
daha yakin (3-38.8) olarak yer alir. flr® geninin ii¢c mutant aleli bilinmektedir ve hepsi

homozigot letaldir. Fakat kanat imajinal disklerindeki homozigot hiicreler yasayabilir ve
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mutant kanat hiicrelerine gelisir (Taira vd. ,2005; Rincon vd. ,1995) . Homozigot letalite
nedeniyle flr allelleri birgok inversiyonlar ve yine homozigot letal olan dominant isaret
gen tasiyan dengeleyici bir kromozomla birlikte flr¥/TM3, Bd® stok olarak tutulur. Bu
stokta kanat kenarlar: testere disi seklindedir (Dogan, 2002; Ozata, 2006). Kanat somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi igin iki ayr1 ¢aprazlama kullanilmaktadir. Bunlardan
biri standart ¢capraz (ST), digeri de yiiksek biyoaktivasyon ¢aprazi (YB) dir. Standart
capraz icin, @ fIr* / In (3LR), TM3 Bd® X & mwh/mwh, yiiksek biyoaktivasyon
caprazinda ise, § NORR/NORR; flr® /In (3LR), TM3 Bd® X & NORR/NORR;

mwh/mwh ¢aprazlari kullanilir.

Yiiksek biyoaktivasyon c¢aprazinda kullanilan soylar Drosophila melanogaster’in
DDT’ye direngli Oregon-R soyundan gelistirilmistir ve yiiksek sitokrom P450

seviyesine sahiptir (Amaral, 2005).
Her iki capraz sonucunda heterozigot larvalara olasi genotoksin uygulanir. Bu
larvalardan gelisen ergin bireyler fenotipik olarak ayirt edilebilen iki farkli fenotipe

sahiptir.

(a) Trans-heterozigot sinekler (mwh flr+/mwh+flr fenotipik olarak yabanil tip kanatlara

sahiptir).

(b) Dengeleyici-heterozigot sinekler (mwh flr+/ TM3,BdS fenotipik olarak kanat

kenarlar1 testere dislidir). Dengeleyici-heterozigot sineklerde ¢ok sayidaki inversiyonlar

12



nedeniyle rekombinasyonlar engellenmistir ve mutasyonlar nedeniyle sadece mwh tekli

benekleri ortaya ¢ikar (Graf vd. ,1992).

Kanat killarinda beklenen somatik mutasyonlar1 belirlemek amaciyla, ergin sineklerin
kanatlar1 kesilerek mikroskop altinda taranir. Boylece mutasyon ya da mitotik
rekombinasyon sonucu heterozigotlugun kaybedilmesiyle ortaya ¢ikan mutant hiicre
klonlar1 arastirilir (Amaral,2005). Mutant hiicre klonlar1 farkli benek gruplarina ayrilarak

kaydedilir.

Tekli benekler: mwh ya da flr® fenotipinde iken, ikili benekler mwh ve flr® fenotiplerini
birlikte tasimaktadir (Rincon vd. ,1998). Istatistiksel analiz igin benekler; kiiciik tekli

benek, biiylik tekli benek ve ikili benek olarak siniflandirilir.

Tekli benekler: mwh veya flr® fenotipindeki hiicrelerden olusur. Tekli benekler arasinda
1-2 hiicreli olanlar kiiciik tekli benekler olarak isimlendirilirken, 3 ve daha fazla sayida

hiicre gruplarindan olusan beneklere ise biiyiik tekli benekler denir.

ikili benekler: mwh ve flr® fenotipinin her ikisinin yan yana hiicre gruplarinda birlikte

bulundugu beneklerdir (Sarikaya vd. , 2005).

Beneklerin farkli tipleri farkli genetik mekanizmalar nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir. Tekli

benekler nokta mutasyon, delesyon ve iki isaret gen (mwh ve flr®) arasindaki mitotik

rekombinasyon sonucu olusurken, ikili benekler 3. kromozomun sentromeri ve flr® geni

13



arasindaki mitotik rekombinasyon sonucu olusmaktadir (Sarikaya vd. ,2005; Watanace

vd. , 1996; Cakir vd. , 2005). Somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde mutasyon ve

rekombinasyon olusum mekanizmalar1 sekil 1.4. de gosterilmistir.
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Sekil 1.4. Somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde mutasyon ve rekombinasyon

olusum mekanizmalari (Graf vd. , 1984)



1.5.  Yaslanma Biyolojisi ve Omiir Uzunlugu ile Ilgili Genel Bilgiler

Yaslanma insanlarda her seye ragmen asla durmayan, devam eden biyolojik bir siirectir.
Bir¢ok arastirict ve bilim adami tarafindan cesitli yaslanma tanmimlar1 yapilmistir.
Fizyolojik tanima gore yaslanma, Onarimin ve durumun artan yasla birlikte
gerilemesidir. Istatistiki tanima gore yaslanma, artan yasla birlikte mortalite (8liim)
hizinin artmasidir. Evrimsel tanima gore ise yaslanma, artan yasla birlikte uyum (fitness)
bilesenlerinin (hayatta kalma ve iireme hizlarinin) devamli azalmasidir. (Mangel,
2001).Kisaca yaslanma, strese uyum cevabinda azalmaya yol agan ve yasla iliskili
hastaliklarin riskinin arttigi, fonksiyonlarda ilerleyici ve yaygm bir bozukluk olarak

tanimlanabilir.

Kesin olarak sebebi bilinmemekle beraber, yapilan arastirmalar sonucunda,
yaslanmanin nedenlerini agiklamaya yonelik pek ¢ok teori gelistirilmistir. Bu teorilerin
hepsi, zaman i¢inde viicut hiicrelerimize ne oldugu konusunda odaklanmistir. Zaman
icinde, hiicrelerin fonksiyonlarinda ya da disaridan gelen stress ve enfeksiyonlara cevap
verme yeteneginde degisiklikler olmaktadir. Son yillarda evrimsel genetigin daha fazla
gelismesiyle yaslanma olayimnin daha ¢ok genlerle ve mutasyonlarin birikimi ile ilgili

oldugu fikri egemen olmaya baslamis ve bu konudaki calismalara agirlik verilmistir.
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1.5.1. Omiir Uzunlugunu Etkileyen Faktorler

A. i¢ Faktorler

1- Genetik Yap1

2- Soy Farklar1

3- Esey

4- Metabolik Hiz ve Metabolik Olaylar
5- Anasal Yasin Omiir Uzunluguna Etkisi
6- Yumurtlama

7- Genetik Yapida Melez Dingligi

B. Di1s Faktorler

1- Sicaklik

2- Iyonize Edici Radyasyonun Omiir Uzunluguna Etkisi
3- Nem

4- Isik

5- Beslenme

6- Popiilasyon yogunlugu
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1.5.2. Yaslanma Teorileri

Yaslanmanin temel prensip ve ozelliklerini agiklamaya ¢alisan biyolojik mekanizmalar
genellikle teori seviyesindedir ve hi¢ biri tek basina yaslanmay1 agiklamak i¢in yeterli
degildir. Bu nedenle bu teorilerin 68renim kolayligin1 da saptamak icin cesitli

siniflamalar yapilmistir.

1. Somatik mutasyon teorisi: Somatik mutasyon teorisinde, DNA hasarma hiicresel

cevap kapasitesinin, yaglanma olayinda 6nemli bir belirleyici oldugu bildirilmistir. DNA
hasarina cevap, DNA’da meydana gelen hasarlarin tespiti, tamiri ve apoptoz ile hiicre

siklusunun kontrolii asamalarindan olusmaktadir (Slijepcevic vd.,2008).

2. Serbest radikal teorisi: En ¢ok kabul goren ve incelenen teoridir (Harman, 1956).

Bu teori, yaslanmaya serbest radikallerin sebep oldugunu savunmaktadir. Bu kimyasallar
oksijen kullanan tiim hayvanlarda dogal olarak olusmaktadir. Viicut hiicreleri iginde
olusarak, hiicre zarini, hayati proteinleri, yaglart ve DNA’y1 hasara ugratirlar. Serbest
radikaller en dis elektron zarfinda bir elektron kaybetmis ve dolayisiyla bu elektron

acigin1 kapatabilmek i¢in baska atomlarin elektronlarini paylagsmaya ¢alisan atomlardir.

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller oksijen, siiperoksit, hidrojen

peroksit, gecis metallerinin iyonlar1 ve hidroksil radikalleridir.
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Bu teoriye gore, viicudumuzda oksidanlar ve antioksidanlar arasinda bir denge soz
konusudur, yasla birlikte bu denge hasar yapicilarin lehine degismekte ve viicut
sistemlerimiz hasara ugramaktadir. Bu teoriye gore bazi insanlar yasam siiresini uzatmak
icin, antioksidan maddeleri disaridan fazla miktarda almanin faydali olabilecegini
diistinmektedirler. Bugiin i¢in bu diisiinceyi kesin olarak kanitlayacak insan iizerinde
yapilmis ¢alisma yoktur, fakat hayvan deneyleri diyete antioksidan eklenmesinin faydali

oldugunu gostermektedir.

Dogal olarak, viicudun ihtiyaci olan antioksidanlar farkli besin maddelerinin dengeli
olarak alinmasi ile karsilanabilir. Kald1 ki, antioksidan olarak gérev yapan C vitamini,
fazla miktarda alindig1 takdirde, kendisi oksidasyon olayini tetiklemektedir. Bu teoriye
gore, yasam boyu siirekli serbest radikallere maruziyet sonucunda hiicre hasari
olusturmakta, hiicrelerin biliylime, gelisme ve farklilagma fonksiyonlarinda bozulma,
kanser, ateroskleroz gibi hastaliklar veya 6liim olmaktadir. Serbest radikaller DNA hasar
teorisinde belirtilen hasarin en énemli nedenidir. Tim bu sonuglar viicudun antioksidan
sisteminin ¢ok Onemli oldugunu ve yeterli diizeyde tutulmasi gerektigini ortaya
koymaktadir. Viicudumuz dogal metabolizmamiz esnasinda da olusan, disaridan da
alabildigimiz bu hasar yapict maddelere (serbest radikallere) kars1 kendisini
koruyabilmek i¢in "antioksidanlar" olarak tanimlanan yapilar1 kullanir, bu sayede serbest
radikal hasarinin ¢ogunu bloke eder. Bazi antioksidanlar (SOD, GSH, katalaz) viicut
tarafindan tretilir, bazilar1 da (vitamin A, C, E) besinlerle disaridan alinir (Ames vd.,

1993).

18



3- Genetik yaslanma teorisi: Kisilerin yasam siiresini soy, cins ve irktan gelen DNA

programlarina dayandiran bir teoridir. Ornegin, diinya ¢apinda kadinlarin erkeklere gore
beklenen yasam siiresi daha uzundur. Yaslanmanin genetik teorisi (yaslanmanin
molekiiler saat teorisi) yaslanma prosesini, gittikce ilerleyen arterioskleroz
(artheriosclerosis=damar sertlesmesi) gibi bozukluklara neden olan genetik on karakter
degisimlerine baglamaktadir. Bu teoriyi savunan bilim adamlari, yaglanmanin nedeninin
genetik sifremizde yazili oldugunu, yani bizim ne zaman yaslanacagimizin belli
oldugunu ileri siirmektedirler. Bu bilim adamlarina gore, erken donemdeki biiylime ve
gelismenin bir program izlemesi gibi, olgunluk, yaslanma ve 6liim de bir program

izlemektedir (Jazwinski 1996).

4- Endokrin teorisi: Endokrin bezlerin hormon salgilamalarindaki diizensizlik veya

yetersizlik yaslanmayr baslatmaktadir. Yaslanmanin nedeni olarak pineal bezden
salgilanan uyku-uyaniklik donem regiilasyonunda oOnemli rolii olan melatonin
hormonunu (Reiter 1994) ya da bobrek iistii bezinden salgilanan dehidroepiandrosteron
(DHEA)'un azalmasi (Barrou vd.,1997) gosterilmektedir. Geng insanlarda kan diizeyi,
yaslilardakinden daha fazladir ve hayvanlarda yapilan ¢alismalarda DHEA takviyesinin

saglikli kalmak ve daha uzun siire yasamak konusunda etkili oldugu gosterilmistir.

5- Immiinolojik teori: Bu teoriye gdre yaslanmanin nedeni, yas ile birlikte bazi

hormonlarin diizeyindeki azalma ya da bagisiklik sistemindeki zayiflamadir. Hiicresel
bagisiklik icin ¢ok oOnemli bir gorevi olan timus bezinin ergenlikten sonra

fonksiyonlarinda 6nemli oranda azalma olmasi, yaslanmada timus bezinin énemli bir

19



rolii oldugunu disiindiirmektedir. Yaslanma ile birlikte viicudumuzun hastaliklarla
savagan silah1 olan bagisiklik sisteminin fonksiyonlar1 azalmakta, viral, bakteriyel ya da
diger hastalik yapici etkenlere giris yolu agilmaktadir. Ayrica viicudun yaslanma ile
beraber yabanci ile kendi viicut elemanlarin1 tanima (yabanciyr ayirma) yetenegi
azalmaktadir. Yani, immum sistem yaslaninca, viicudun kendi dokular1 ile yabanci
maddeler arasindaki farki tanima yetenegini kaybetmeye baslar ve sonug olarak da,
eskiden istila eden organizma ile savasirken, simdi kendi viicuduna saldirir ve hastalik

olusturur (Walford, 1974).

6- Noroendokrin teori: Bu teoriye gore yaslanma, viicudun kimyasallar1 engelleme

ve disar1 atma (negative feedback mechanism) mekanizmasinin hassasiyetinin azalmasi
neticesinde olugsmaktadir. Bu sistem sayesinde, hayat boyu hormonal denge sistemimiz
hipotalamus tarafindan ydnetilmektedir. Bu teorinin en 6nemli dayanagi, hipotalamo-
hipofizer aksin bilylimenin diizenlenmesinde ve yaslanmanin temel mekanizmalarinda
yer aliyor olmasidir. Ozellikle kadinlarda {iretkenlik sona erince bu aksm
fonksiyonlarinda da hizli bir azalma olmaktadir. Bu teori hipofizektomi (hipofiz bezinin

cikartilmasi) yapilmig farelerde de test edilmis ve dogrulanmistir (Mobbs, 1996).

7- Antagonistik pleiotropi teorisi: Bu teori, viabilite (= yasayabilirlik, canlilik) ve

fekunditeyi (= yumurta iliretimi) diizenleyen allellerin ilerleyen yaslarda dmiir uzunlugu
tizerinde negatif bir etkiye sahip olduklarini ileri siirmektedir (Williams 1957; Rose
1985). Diger bir ifadeyle, 6miir uzunlugunun gen allellerinin geng ve ileri yaslardaki

pleiotropik etkisi dolayisiyla ortaya c¢ikabilecegi, erken yaslarda yararli etkisi olan
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genlerin sonraki donemlerde zararli etkilerinin goriilebilecegi ileri siiriilmektedir.
Partridge (2001)’e gore, antagonistik pleiotropinin yaslanma iizerine etkisi mutasyon
birikiminden daha fazladir. Yukarida aciklanan teorilerin hi¢ birisi, tek basina
yaslanmay1 agiklamak i¢in yeterli degildir. Tiim bu teorilerin yaninda, yaslanmay1 ve

Omiir uzunlugunu etkileyecek baska faktorler de mevcuttur.

Bu c¢alismada, Citrus aurantium (turung) meyve suyunun Drosophila melanogaster
tizerine gerontolojik ve SMART testi ile genotoksik, anti-genotoksik etkilerinin olup

olmadig1 arastirilmistir.

1.6. Kaynak Ozetleri

1.6.1. Drosophila melanogaster ile Yapilan Anti-genotoksite Calismalari

Drosophila melanogaster bugiine kadar ¢esitli kimyasal ve fiziksel etkenlerin

genotoksik etkilerinin arastirilmasinda kullanilmastir.

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

sinensis) zayif genotoksik oldugunu belirlemislerdir.
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Abraham vd. (1996), kahvenin siklofosfamid, mitomisin C ve iiretanin indiikledigi
somatik mutasyon ve mitotik rekombinasyona kars1 koruyucu etkisini arastirmiglardir.
Calismada standart capraz ve promutajenlere daha duyarli yiiksek biyoaktivasyon
caprazi kullanilmis ve genotoksinler degisik dozlarda ayr1 ayr1 ve/veya kahveyle birlikte
besiyerine eklenerek uygulanmistir. Calisma sonucunda her iki ¢aprazda da artan kahve
dozuna bagh olarak genotoksinlerin indiikledigi somatik mutasyon ve mitotik

rekombinasyonun azaldigi belirtilmistir.

Yesilada vd. (1999) zeytinyagi fabrikasi atik suyunun genotoksik etkisini Drosophila
kanat benek testi ile arastirmislardir. Bu arastiricilar, zeytinyag: fabrikasi atik suyunun
yiiksek konsantrasyonlarda letaliteyi arttirdigin1 ve tiim dozlarda genotoksik etki

gosterdigini saptamislardir.

Kaya vd. (2002) yaptiklar1 bir calismada, antioksidan 6zellige sahip olan askorbik asitin
(vitamin C) mutajenlerin  genotoksiksisitesi  iizerindeki  hafifletici  etkisini
arastirmiglardir. Calismada mwh ve flr ¢aprazi sonucu olusan transheterozigot 3 giinlitk
larvalar, kobalt klorid (CoCl), 4-nitroquinoline 1-oxide (4-NQQO) ve potasyum di kromat
referans mutajen bilesenleriyle muamele edilmistir. Larvalara uygulanan askorbik asidin
ti¢ farkli dozunun ( 25, 75 ve 250 mM) mutant kolonilerin frekansinda 6nemli bir artiga
neden olmadigi gozlenmistir. Mutajen bilesenlerle askorbik asitin  beraber
uygulanmasinda ise farkli sonuglar elde edilmistir. Askorbik asit KoCr.O’nin genotoksik
etkisini azaltict Ozellik gosterirken, 4-NQO mutajenik bileseninin genotoksisitesi

tizerinde higbir antigenotoksik etki gdstermemistir. Askorbik asidin, CoCly ile birlikte
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uygulanmasinda ise, CoCl’'nin tek basina uygulanmasi sonucu gozlenen mutant
kolonilerin frekansindan daha yiliksek degerde mutant koloni frekansi goézlenmistir.
Aragtiricilar bunu antioksidan 6zellige sahip olan vitamin C’nin, aktif oksijenin etkisini
azaltmasima ragmen, Cu*?, Mn*?, Fe*?, Fe*3 gibi metalerin askorbik asit varliginda daha
tehlikeli hale gelmeleriyle agiklamislardir. Yapilan ¢alisma sonucunda arastiricilar, in
vivo modellerde askorbik asitin genotoksik goriilmemesine ragmen, bazi sartlar altinda

genotoksik etkiye sahip oldugunu rapor etmislerdir.

El Hamss vd. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada, kirmizibiber (Capsicum annuum) ve
karabiberin (Piper nigrum) metil metan sulfonata (MMS) ve bir promutajen olan etil
karbamata kars1 antigenotoksik etkileri arastirilmistir. Caligmada biberlerin esit
miktarlar1 suda bekletilmis ve siiziildiikkten sonra ayri1 ayr1 ve genotoksinlerle 6n
uygulama ve birlikte uygulama olmak tizere verilmistir. Kirmizibiberin her iki
genotoksinin de neden oldugu benek tiplerini azalttigi, karabiberin ise sadece etil
karbamatin indiikledigi benek tipleri iizerine inhibitor etki gosterdigi ancak metil metan
sulfonatin genotoksik etkisini Onleyemedigi belirtilmektedir. Her iki tiirlinde
antimutajenik etkilerinin metabolik aktivasyonu baskilamalarindan veya mutajenlerin

aktif gruplariyla etkilesime girmelerinden kaynaklanmis olabilecegi rapor edilmistir.

Romero vd. (2005) yaptiklar1 ¢alismada yaygin olarak kullanilan alt1 bitkisel igecegin
Matricaria chamomilla (papatya), Tilia cordata (thlamur), Mentha piperita (nane),
Menthapulegium (yarpuz, yabani nane), Uncaria tomentosa (kedi pencesi) ve Valeriana

officinalis (kedi otu) genotoksik ve oksidatif bir madde olan hidrojen peroksite karsi
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antigenotoksik etkileri arastirilmistir. Bu amagla insanlarin genellikle giinliik aldiklar
miktar olacak sekilde hazirlanmis ve standart capraz larvalarina degisik dozlarda ayri
ayr1 ve tek doz hidrojen peroksitle birlikte verilmistir. Test edilen bitkilerden thlamurun
en yiiksek dozu toplam benek sayisinda pozitif sonu¢ vermis ancak digerlerinin higbir
dozu genotoksik ¢ikmamistir. Hidrojen peroksitin indiikledigi tiim benek tiplerini ise
tiim iceceklerin azalttig1 yani hidrojen peroksite karsi antigenotoksik etkilerinin oldugu
ve bu durumun igeceklerin igerigindeki fenolik bilesiklerin hidrojen peroksit kaynakli

reaktif oksijen tiirlerini siiplirmelerinden kaynaklandigi belirtilmektedir.

Sarikaya vd. (2005) Drosophila SMART testi ile dort gida koruyucusunun (sodyum
nitrat, sodyum nitrit, potasyum nitrat ve potasyum nitrit) genotoksisitesini ve bu
maddelerin letal dozlarini belirlemislerdir. Uygulama gruplarinda toplam mutasyon ve
mutasyona sahip kanat sayisi arasinda pozitif bir korelasyon goriilmiistiir. Ayrica, her iki
kanatta g0zlenen mutasyonlar mutasyonun tipine ve boyutuna gbére de
siniflandirmislardir. Kullanilan kimyasallari toksik ve genotoksik etkilerine gore sodyum
nitrit, potasyum nitrit, sodyum nitrat ve potasyum nitrat olarak siralamislardir. Dahasi,
ozellikle dort kimyasal karistirildiginda, toksik ve genotoksik etkinin 6nemli dlglide

arttigini tespit etmislerdir.

Cakir vd. (2005), baz1 organofosfat insektisitlerinin (methyl parathion, azamethiphos,
dichlorvos ve diazinon) farkli dozlarmin Drosophila kanat SMART testi ile
genotoksisitelerini degerlendirmisler ve toplam mutasyon ile mutasyona sahip kanat

sayis1 arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu gozlemislerdir. Ayrica, kullanilan
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kimyasallarin genotoksik etkilerine gore diazinon, dichlorvos, methyl parathion,

azamethiphos olarak siralandigini belirlemislerdir.

Costa vd. (2006) yaptiklari bir ¢alismada, vitamin (vitamin C, E ve B-karoten) ve
mineral (bakir, selenyum ve ¢inko) karisimlarinin, serbest radikallerin olusuma neden
olan kanserojen oOzellikte doksorubisin’e karsi olan antigenotoksik etkisini
arastirmiglardir. Bu ¢alismada Drosophila melanogaster’in kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testini kullanmislardir. Calismada hem standart hem de yiiksek
biyoaktivasyon c¢aprazi kurulmustur. Her iki g¢apraz sonucu olusan larvalar,
vitamin/mineral karisimlarinin ¢esitli dozlariyla beslenmislerdir. Bunun sonucunda
karisimlarin = herhangi  bir genotoksik etkiye sahip olmadigi saptanmistir.
Multivitamin/mineral (MV) karisimmin 0.125 mg/ml doksorubisin ile beraber ya da 6n
uygulama ile verildiginde ise doksorubisin’nin genotoksisitesinde onemli bir azalma
gozlenmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda MV karisiminin herhangi bir genotoksik etkiye
sahip olmadig1 ancak doksorubisin’nin genotoksik etkisine karsi antigenotoksik etkili

oldugu rapor edilmistir.

Fragiorge vd. (2007) Drosophila melanogaster iizerinde yapmis olduklari bir ¢alismada,
antioksidan 6zellige sahip olan askorbik asidin, antitiimor etki gosteren doksorubisin’in
genotoksisitesi tizerindeki hafifletici etkisini arastirmislardir. Calismada hem standart
hem de yiiksek biyoaktivasyon ¢aprazi kurulmustur. 50 ve 100mM’lik 2 farkh
konsantrasyonda uygulanan askorbik asidin tek bagina benek frekansi tizerinde herhangi

bir etkiye sahip olmadig: saptanmistir. Calisma sonucunda askorbik asidin doksorubisin
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tarafindan olusturulan serbest radikalleri ve muhtemel diger reaktif metabolitleri
engelledigi belirtilmistir. Askorbik asidin Drosophila melanogaster’in somatik hiicreleri
tizerindeki doksorubisin’e karsi olan bu koruyucu etkinin direkt olarak sitokrom P450

enzimlerinin aktivitesiyle iliskili oldugu rapor edilmistir.

Valaderes vd. (2008) antitiimor bir ajan olan doksorobisine karsi propolisin (arilarin
recinelerden dogal olarak yaptigi, kovanlarinin catlaklarini kapattiklari, peteklerin igini
kapladiklari, dis saldirilara karsi savunmada ve kovani steril etmede kullandiklari
yapigkan bir madde) antigenotoksik etkisini arastirmislardir. Propolis suda 12,5, 25,0 ve

50.0 mg/mL dozlarinda olacak sekilde c¢oziilerek ortalama 48 saatlik larvalara her doz
ayrt ayrt ve doksorobisinin 0.125 mg/mL dozuyla birlikte verilmis ve sonuglar
degerlendirildiginde; higbir propolis dozu genotoksik etki gdstermemis ve hatta negatif

kontrolde beklenen mutasyonlari bile engelledigi rapor edilmistir.

Bitkilerden elde edilen antioksidan maddelerin mutajenik, karsinojenik ve

rekombinojenik aktiviteleri engelledigi bilinmektedir.

Patenkovic vd. (2009) yapmis olduklar1 calismada adagayinin (Salvia officinalis)

kuvvetli bir genotoksik madde olan metil metansiilfonatin (MMS) indiiksiyonu ile

olusan genotoksisiteyi giderdigini gostermislerdir.

Mendanha vd. (2010) yaptiklar1 ¢alismada brezilyada murci diye bilinen Byrsonima

verbascifolia’nin  SMART ile Drosophila melanogaster’in somatik hiicrelerinde
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antineoplastik bilesik doksorubisinin hasarin1 azaltabilecek etkisinin olup olmadigini
belirlemek i¢in genotoksik etkisini arastirmiglardir. Calisma sonucunda istatiksel olarak

anlamli bir azalma meydana gelmistir.

Passos vd. (2010) yaptiklar1 ¢alismada Brezilyada halk arasinda bilinen adiyla
“douradinha”, bir sifali bitki olan Palicourea coriacea’nin SMART ile Drosophila
melanogaster’in somatik hiicrelerinde P. coriacea sulu sitotoksik, genotoksik ve olasi
antigenotosik etkisini arastirmislardir. Calisma sonucunda P. coriacea sulu 6zii
belirlenen dozlarda sitotoksik veya genotoksik olmadigi sonucuna, ancak doksorubisin

genotoksik etkisine kars1 koruyucu oldugu tespit edilmistir.

Felicio vd. (2011) yaptiklar1 ¢alismada Luehea divaricata "agoita-Cavalo™ olarak bilinen
Brezilya da yetisen bir bitki kullanilmistir. Bu dizanteri, kanama, tiimorler, tlserler ve
kangren yaralarinin tedavisinde popiiler bir bitkisel ila¢ olarak kullanilir. Bitkisel ilaglar
bazen tiimdrlerin yok olmasina ve / veya mutasyon olaylar1 onleyebildigi diisiiniiliirse,
DNA iizerindeki bu dogal ilaglarin etkisini incelenmistir. L. divaricata kabugunun sulu
ekstresi, ti¢ farkli konsantrasyonda (0.10, 0.30, 0.50 mg / ml), tek tek ve SMART ile
neoplastik ilag, doksorubisin ile Drosophila melanogaster’ de SMART testi ile

degerlendirildi. Sonug olarak noktalarin sikliginda azalmalar goriilmiistiir.

Demir vd. (2011) yaptiklari calismada aygicegi ve soya yaglarinin, Drosophila

melonagaster’in kanat somatik mutasyon testi (SMART) ile genotoksik etkisi test

edilmistir.
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1.6.2. Drosophila Melonagaster ile Yapilan Gerontolojik Calismalar

Drosophila melonagaster genotoksisite ¢alismalarinda oldugu kadar gerontolojik

arastirmalarda da kullanim1 tercih edilen bir model organizmadir.

Economus (1986) Drosophila’da ergin donemdeki sicaklik degisimlerinin Omiir
uzunlugunu etkiledigi ve yiiksek sicakliklarda daha kisa Omiir uzunluguna sahip

olduklar1 bildirmistir.

Pearl vd. (1923) D. melanogaster’de melez genotipin émiir uzunlugunun denetiminde
cok etkili oldugu ve melezlerin ar1 dol ebeveynlerden daha uzun yasadiklari
gostermislerdir. Yapilan diger bir ¢aismada D. melanogaster’de yiiksek yumurta tiretimi
olan ¢iftlesmis disilerin, virjin (dollenmemis) disilerden daha kisa Omiirlii olduklar

gozlemlenmistir (Gowen vd., 1946).

Siirekli karanlik ortamda yasatilan D. melanogaster erkeklerinde %20, disilerinde ise

%43’e varan omiir uzunlugu artis1 gézlenmistir (Allemand vd., 1973; Bagc1 vd., 1991).

Omiir uzunlugunun stres direngliligine bagl oldugu ve strese cevap veren genlerin

yaslanma hizina biiylik bir etkisinin oldugu belirtilmistir (Lithgow vd., 1995; Lin vd.,

1998; Harshman vd., 1999; Tatar 1999; Arking vd., 2000; Le Bourg vd 2001).
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Setsini (1991), yiiksek sicakligin metabolik aktiviteyi ve bu baglamda solunum hizini ve
serbest radikal olusumunu arttirarak hiicresel hasara ve omiir uzunlugunda azalmaya

neden oldugunu gostermistir.

Ames vd. (1993) canlilarin viicutlarinda oksidan-antioksidan oranlarmi iyi
ayarlanmasinin saghikli yasam ve verim fonksiyonlar1 agisindan son derece Onemli
oldugunu savunmaktadir. Bu teoriye gore, yasam boyu siirekli serbest radikallere maruz
kalinmas1 sonucunda hiicre hasar1 olugsmakta, hiicrelerin biiylime, gelisme ve farklilagsma

fonksiyonlarinda bozulma, kanser veya 6liim meydana gelmektedir.

Lithgow vd. (1995) tarafindan, dmiir uzunlugunun stres direngliligine bagh oldugu ve

strese cevap veren genlerin yaslanma hizina biiyiik bir etkisinin oldugu bildirilmektedir.

Cook vd. (1996), antioksidan aktivitenin yasam i¢in c¢ok Onemli oldugunu ve
antimutajenite, antikarsinojenite, antiaging gibi biyolojik fonksiyonlarin birgogunun bu

ozellikten kaynaklandigini belirtmiglerdir.

Drosophila melanogaster’in normalden daha uzun yasayan soylarinda Omiir
uzunlugundaki artigin antioksidan sisteme ait genlerin ekspresyonu, Cu/Zn-SOD protein
tretimi ve ADS (antioksidan savunma sistemi) enzim aktivitelerinde meydana gelen
artistan kaynaklandigi ve bu sebeple oksidatif strese karsi direng gdosterdikleri

belirtilmistir (Arking vd., 2000).
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Yesilada vd. (2000) yaptiklari ¢alismada Kadmiyum nitratin  Drosophila
melanogaster’in omiir uzunlugu iizerine etkisi arastirmiglardir. Ergin yasamda siirekli
olarak verilen kadmiyum nitrat biitiin gruplarda ortalama 6miir uzunlugunun kisalmasina
neden oldugu tespit edildi. Ayrica kadmiyum nitratin gen¢ ve yasli populasyonlar
tizerine etkileri karsilastirmiglardir. Geng¢ populasyonlar kadmiyumlu besiyerinde

yaslilara gore daha uzun yasadigini tespit etmislerdir.

Uysal vd. (2002) yaptiklart ¢alismada halk arasinda sakal likeni (Old men’s beard)
olarak bilinen Usnea longissima Ach. (Ascomycota, Parmeliaceae) likeninin Drosophila
melonagaster in omiir uzunlugu fiizerine etkileri arastirma yapmuglardir. Calisma
sonucunda Ule uygulanan hem disi hem de erkek bireylerde ilk ti¢ konsantrasyonda (0,5-
1,5) ortalama 6miir kontrole gore artarken, son iki konsantrasyonda (2,0- 2,5) ortalama

Omiir kontrol ve diger uygulama gruplarina gore kisaldig: bildirilmistir.

Yilmaz (2006) yaptigi ¢alismada anasal yasin yavru dol omiir uzunlugu iizerine olan
etkisi populasyon ve esey bazinda incelemistir. Calisma sonucunda yapilan analiz de
anasal yas gruplarina gére yaslandirilan bireylerin yaslanma Oriintiisiiniin populasyon ve

eseye gore farklilik gosterdigini ortaya koymuslardir.

Ayar (2008) yaptigi ¢alismada Drosophila melanogaster’in oregon R yabanil ve
vestigial mutantsoylarinda ekstrem sicaklik sartlarinin 6miir uzunlugu tizerine etkilerini
incelemistir. Bu amagla deney gruplarina farkli siirelerde (1, 2 ve 3 saat) 39°C sicak

soku ve -3°C soguk soku uygulamistir. Calisma sonucunda kontrol ve deney
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gruplarindan elde edilen verilere gore, hem Oregon R yabanil, hem de Vestigial mutant
soylarin disi ve erkek gruplarinda artan uygulama siirelerine paralel olarak ortalama

Oomiir uzunluklarinin kisaldigi rapor edilmistir.

Sarikaya (2003) yaptigi c¢alismada sodyum nitrit, sodyum nitrat, potasyum nitrit ve
potasyum nitrat igeren ¢esitli katki maddelerinin de D. melanogaster’in Omiir

uzunlugunu kisalttig1 belirtilmistir.

Dumlupmar vd. (2008) tarafindan yiiksek sicakliga maruz birakilan D. melanogaster’in
ergin bireylerinde, Si, Cu, Al, Ca gibi cesitli elementlerin miktarlar1 Ol¢lilmiis ve
uygulama siiresine bagli olarak bu elementlerin miktarlarinda degismeler oldugunu

bildirmistir.

Zahira Fernandez-Bedmar vd. (2011) yaptiklar1 ¢aligmada limon ve portakal sularinimn
Drosophila melonagaster’in 6miir uzunlugu {izerine etkilerini arastirmiglardir. Sonug

olarak her ikisininde olumlu yonde bir etkisi oldugunu belirtmislerdir.

Shilpa Rawal vd. (2014) yaptiklar1 caligmalarinda bektasi iziimii ve zerdagal {izerine
yaptiklar1 ¢alismada Drosophila melonagaster’in  omriinii  uzattigi  goriilmiistiir.
Zerdacgalin etksinin bektasi liztimiinden fazla oldugu gézlemlenmistir. Her iki bitki tiirevi
de yiiksek reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak yaslanmanin serbest radikal teorisini

destekler faaliyet gostermistir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Bitki materyali

Omiir uzunlugu ve anti-genotoksisite arastirmalarinda kullanilan Citrus auratium
(turung) meyvesi Hatay ilinin Iskenderun ilgesi Giizelkdy smirlari icinde tarimsal ilag ve
zirai giibre kullanilmayan tarim alnindan temin edilmistir. Meyveler taze olarak, suyu

sikilmak suretiyle kullanilmistir.

2.2. Yontem

2.2.1 Somatik Mutasyon Ve Rekombinasyon Testi

2.2.1.1.Drosophila Stoklar:

SMART i¢in Drosopila melanogaster’in sik kanat killigi ( multiple wing hair, mwh
Imwh ) ve diizensiz kanat killigi (flair, flr¥/TM3, Bd®) genlerine sahip 2 mutant 1k
kullanilacaktir. mwh geni 9.kromozom {izerinde 0,3 bélgesinde bulunur, homozigot
¢ekinik bir mutasyondur. Kanat hiicrelerinde normalde tek hiicreden tek kil cikarken,
mwh geni tasryan bireylerde her bir kanat hiicresinden birden fazla kil cikar. flr3geni
3.kromozomda 38,8 bolgesinde bulunur. Fenotipte korelmis kil seklinde goriiliir ve

homozigot oldugunda oldugundan da lethal olup TM3 geni ile dengededir.
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2.2.1.2.Doksorubisin

Turuncun antigenotoksik etkisinin degerlendirilmesinde doksorubisin (Santa Cruz

Biotechnology, Dallas, Texas, USA) kullanilmistir.

2.2.2.Calismada Kullanilan Capraz

Calismada normal diizeyde sitokrom P-450 aktivitesine sahip standart ¢apraz (ST)
kuruldu. Standart ¢aprazi kurmak i¢in mwh erkekleri ve yumurta verimi daha fazla olan

flr3/TM3, Bd® soyunun bakire disileri kullanildi.

2.2.3.Deney Kosullar

2.2.3.1. Cevre Kosullari

Drosophila stok kiiltiirleri, %40-60 bagil nem, 25+1°C sicaklik ile siirekli karanlik
kosullarini tagiyan 1sitmali-sogutmali sicaklik kabinlerinde, Standart Drosophila Besi
yeri (SDB) igeren siselerde yasatilmaktadir. Kiiltiir siseleri 250 mI’lik siit siseleri olup
dip kismindan 2-3 cm yiiksekline kadar besin maddesi icermektedir. Stoklarin
yenilenmesi, taze hazirlanmis besin igeren siselerin her birine 5 99 X 5 &J& birey
caprazlamasi yapilarak saglanmistir. Stoklarin yenilenme islemi, ortalama her 15 giinde
bir tekrarlanmistir. Sinekler sadece taze besin ortamina aktarilmalar1 sirasinda aydinliga

cikarilmistir.
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2.2.4. Besiyerinin Hazirlanisi

Calismalarimiz ~ sirasinda Drosophila kiiltiirlerinin ~ saklanmasi,  ¢ogaltilmas1  ve
caprazlanmas1 asamalarinda standart besi yeri kullanildi. SMART testinin bir
boliimiinde ise hazir Drosophila besiyeri kullanildi. Standart besiyeri misir unu, toz
seker, bira mayasi, agar agar ve asit karisimindan olusmaktadir. Besiyerinde kullanilan
asit karisiminda propiyonik asit, ortofosforik asit ve distile sudan olugmaktadir. Bu asit
karisim1  besiyerinin kontaminasyonunu engellemek amaciyla antifungal olarak
kullanilmaktadir. Bu karisim kullanilmadigi takdirde besi yeri fungus ile kontamine
oldugundan, bireylerin gelisimi olumsuz yonde etkilenmekte ve disilerde yumurta
verimi diismektedir. Asit karigimi stok olarak hazirlanir ve besiyeri pisirildikten sonra
stok iyice calkalanarak yeterli miktar1 besin ortamina eklenir. Besiyeri hazirlamak i¢in
asit karistmi hari¢ gerekli tiim kati maddeler ve distile su yeterli biiytlikliikkte ve atese
dayanikli bir kap i¢ine konulur ve karigtirilarak kaynatilir. Karisim kaynamaya

baslayinca 10 dakika daha kisik ateste karistirilarak pisirilir.

Atesten indirilen besiyerine gerekli miktarda asit karigimi ilave edilerek asidin esit
olarak dagilmasi icin iyice karistirilir. Bu sekilde hazirlanan besi yeri sogumadan steril
olarak bekletilen 250 ml lik kiiltiir siselerine 1-2 cm yiiksekliginde dokiiliir. Siselerin
tizerleri temiz kurutma kagidi ile kapatilarak besiyerleri sogutularak katilagsmaya
birakilir. Besiyeri katilasinca siselerin agz1 hidrofob pamuk ve gazli bezden yapilmis
steril tampon ile kapatilir. Hazirlanan besi yeri {i¢ giin igerisinde kullanilmadig: takdirde

bozulur. Bu nedenle larva toplama asamasina kadar yapilan deneyler i¢in, her seferinde
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taze besiyerleri hazirlandi. Calismalarimizin bir boliimiinde Instant Drosophila Medium,
Carolina Biological Supply Company, Burlington, N.C’den temin edilen hazir besiyeri
kullanildi. Bunun i¢in 7.5 cm yiiksekliginde 2.5 cm ¢apinda steril olarak bekletilen
tiiplere 0.5’er gram hazir besiyeri konuldu. Bu besi yerine daha sonra distile su, turung

suyu ve/veya doksorubisin ¢ozeltileri ¢alisma gruplarina uygun olarak eklendi.

2.2.5. Bayiltma Yontemi

Calismalarin ¢esitli asamalarinda, calismayi olasi kilmak amaciyla ergin bireyler
bayiltildi. Bu amagla eter kullanildi. Bayiltma islemi su sekilde gerceklestirildi:

Kapali bir kap igerisindeki siingere bir kag damla eter damlatildi. Sinekler kapali kap
icerisine alindi. Eterli tampon ile kapatilmis bayiltma sisesinde bir iki dakika kalan

sinekler baygin halde gerekli alana alinarak ¢aligmalar yapildi.

2.2.6. SMART ‘i Uygulanisi

Uygulamalarin yapilacagi trans-heterozigot larvalar1 elde etmek igin, erkek mwh
bireyleri ile virgin flr® disi bireyleri kullanilarak caprazlamalar yapilmistir. Disilerin
dollenmesi igin bilinen bir genotipten spermlerin kullanilmasi Drosophila somatik
mutasyon ve rekombinasyon test sisteminde temeldir. Bakire disi bireylerin

toplanabilmesi icin, flr® stokunun bulundugu kiiltiir sisesindeki ergin bireyler ortamdan
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uzaklastirilmistir. Hi¢ ergin bireyin birakilmadigr flr kiiltiir sisesinden 4’er saat
araliklarla pupadan c¢ikan disi bireyler toplanarak yeni besiyerine aktarilmistir.
Bireylerin yasi tireme verimi tizerine etkili oldugundan benzer sekilde mwh stokundan
geng erkek bireyler secildi ve farkli bir besiyerine aktarilmistir. Yeterince birey
toplandiktan sonra taze besiyeri kullanilarak standart ¢apraz yapilmistir. Déllenmenin ve
embriyogenezin ger¢eklesebilmesi i¢in bireyler bir giin siire ile caprazlama sisesinde
birakilmigtir. Caprazlanan bireyler yeni bir besi yerinde sekiz saat bekletilerek yumurta
birakmalar1 saglanmistir. Bu siire sonunda erginler yumurta biraktiklar1 besiyerinden
uzaklastirilarak farkli bir kiiltiir sisesine alinmistir. Besiyerine birakilan dollenmis
yumurtalardan ¢ikan larvalarin {igiincii larva evresine (li¢lincii instar) erigsmesi igin 72
saat sonra larva toplama islemi yapilmistir. Ardindan, 100’erli gruplar halinde
ayrilmistir. 1,5 gram hazir Drosophila ortama (Instant Drosophila Medium, Carolina
Biological Supply Company, Burlington, N.C.) turung suyuyla islatilarak, larvalar
ortama gdmiilmiistiir. On denemelerle belirlenen farkli dozlarda almarak Drosophila’nin

besiyerine katilmigtir. Her bir konsantrasyon i¢in uygulama en az {i¢ kez tekrarlanmistir.

Ayrica su ve doksorubisin ile kontrol grubu deneyleri yapilmistir. Meyve sulari,
doksorubisin ve su igeren standart besi ortamina alinan larvalar gelisimlerini
tamamlamaya birakilmistir. Pupadan ¢ikan ergin bireyler eterle bayiltilarak cinsiyet ve
fenotiplerine gore normal kanatli disi, normal kanatli erkek, kirik kanath disi ve kirik
kanath erkek seklinde gruplandirilmistir. Her doz i¢in pupadan ¢ikan birey sayilari tespit
edildikten sonra normal kanat sekline sahip bireylerden sadece disiler ayrilarak digerleri

atilmistir. Segilen bu disi bireyler kanat preparatlar1 hazirlanana kadar bekletilmek {izere
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%70’lik etanol iceren tiiplere alinip +4°C de saklanmistir. Bu calismada uygulanan

SMART testinin uygulanma bi¢imi Sekil 2.1 de gosterilmistir.

¥ it 4

Jir3/TM3.Bds  mwh/mwh

!

% Saat Yurmurta Toplama

!

L3 larvalannin elde edilmesi

N

TURUNG TUEUNG + DXE EONTROL

1l

MNommal fenotipteld kanatlann mikroskopta meelenmesi

1l

SOMATIE MUTASYON wve REKOMBINASYON

e A

KUGUK ELON BUYUK KLON IKIZ KLONLAER

(1 -1 Hiicre) (>1 Hiicre) (mwh ve F1+ fenotipinin
birlikte gézlendid kiimeler)

Sekil 2.1. Uygulanacak Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinin sematik

gosterimi (Demir, 2011° den degistirilerek)
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2.2.7. Kanat preparatlarimin Hazirlanmasi

Normal fenotipli disi bireyler igerisinde distile su bulunan petriye alinmistir. Sterio
mikroskop altinda pens yardimiyla kanatlara goévdelerinden ayrilarak lam tizerine
yerlestirilmistir. Preparatlar kuruduktan sonar faure soliisyonu kullanilarak kanatlar lam
tizerine tespit edilmistir. Lamel ile kapatilan preparatlar petri kaplarinin iginde kurumaya
birakilmistir. Daha sonra kenarlar1 tirnak cilasi ile kapatilarak uzun siireli preparatlar

elde edilmistir. (Graf vd., 1984).

2.2.8. Kanatlarin Mikroskobik Analizleri

Hazirlanan kanat preparatlart mikroskop altinda 10x40 biiyiitme ile incelenerek
uygulanan turun¢ suyu ve doksorubisin’nin genotoksik ve antigenotoksik etkiler
belirlenmistir. Incelemenin kolay olabilmesi igin kanatlar A,B,C,C’,D,D’,E sektorlerine

ayrilarak incelenmistir.(Sekil 2.2. , Graf vd., 1984).

Sekil: 2.2. Kanat sektorlerinin sematik goriiniimii (Graf vd., 1984)
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flr fenotipinde kanat killar1 nokta, kisa, ince killar sekillerinde gézlemlenirken; mwh
fenotipinde tek hiicreden 1-2 kil ¢iktig1 goriilmektedir. Mutasyonlar olusum sekillerine
gbre, mutasyon tasiyan hiicre kiime( S 1-2, small single spot) , 3-4 hiicre oldugunda
biiyiik kiime ( S>2 ,large spot ) ve twin ( mwh ve flr fenotipinin her ikisinin de birlikte

gozlendigi kiimeler) seklinde simiflandirilir (Sekil 2.3. , Browder vd., 1991).

Tek benekler, nokta mutasyon , delesyon, ayrilmama ve iki belirleyici gen ( mwh ve flr
arasindaki mitotik rekombinasyonla olusurken ikili benekler {igiincii kromozomun
sentromeri ile flr geni arasindaki mitotik rekombinasyon sonucu olusmaktadir (Graf vd.,

1984).

-a)/J b) (M
/4 %M 4 Ly /\/

v, \M b v‘A” ,‘A’ :A/ MA
144 4 4 / Y

A /a(;f /

Sekil 2.3. Kanat yiizeyindeki killar: a) normal kanat kili, b) mwh ya da flr olarak
sayillmayacak bozuk kanat killari, ¢) mwh tipinde trikomlar, d) tipik flr killar

(Graf vd., 1984).
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2.2.9. istatiksel Analizler

Kullanilan turung suyunun genotoksik etkileri ile doksorubisin’nin antigenotoksik
etkilerinin belirlenmesi i¢in, uygulama gruplarindaki kanat basma diisen mutasyon
frekansa su kontrol grubundaki ile Kkarsilagtirnlmistir. Somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi i¢in hazirlanmis olan MICROSTA adli bilgisayar programi
kullanarak elde edilen veriler degerlendirilmistir. Degerlendirmenin yapilabilmesi i¢in
oncelikle iki farkli hipotez kuruldu. Kurulan hipotezlerden biri Ho (null, orjinal) da
uygulamalarla kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak fark olup olmadig:
varsayilirken; Ha (alternatif) da ise uygulama grubundaki indiiklenen mutasyon oraninin
kontrol grubundan ‘m’ defa daha fazla oldugu varsayildi. Kurulan hipotezlerin
hesaplanmasi binomial sarth test ile yapilmaktadir. Kurulan Ho ve Ha hipotezlerinin
kabul ya da reddine Kastenbaum ve Bowman (1970) cizelgesine gore karar verilmistir
(Cizelge 2.1.). Hesaplamalar yapildiktan sonra uygulama grubundaki mutant klon sayisi
(nt), ¢izelgedeki degere esit veya bu degerden biiyiikse Ho, kontrol grubundaki mutant
klon sayis1 (nc) cizelgedeki degere esit veya bu degerden biiyilkse Ha reddedilmistir.
Sonuglar kabul ya da reddedilen hipoteze bagli olarak pozitif (+), zayif pozitif (z),

onemsiz fark (i) ve negatif (-) olarak degerlendirilmistir (Frei vd., 1988).
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Cizelge 2.1. Ho ve Ha hipotez degerlendirme tablosu (Kastenbaum vd., 1970)

Hp
HIPOTEZLER AL S
(1-B) (B}
ONEMSIZ FARK NEGATIF
KABUL
P=QQ-a)Q-8l=1-a—-B+af P=p1-al=8—af

(1-a)

Hp
POZITIF ZAYIF POZITIF
RED
P=all-g)=a—af P=qap
(@)

2.2.9.1. Verilerin degerlendirilmesi

2.2.9.2. Klon Indiiksiyon Frekansinin Hesaplanmasi

Bu calismadaki her bir uygulama grubu igin her hiicre boliinmesindeki indiiksiyon

frekans1 asagidaki formiile gére hesaplanmistir (Szabad vd., 1983).

f==—x10°
NC

f: mwh klonlarin indiiksiyonunun ortalama frekansini.
n: toplam mwh klon sayisini

N: incelenen kanat sayisini,

C: bir kanatta incelenebilecek hiicre sayisini gostermektedir.

41



Yapilan ¢alismalarda Drosophila melanogaster’in bir kanadindaki incelenebilecek hiicre

sayisinin 24400 oldugu belirlenmistir (Garcia-Bellido vd., 1971).

Antigenotoksik  etkinin  degerlendirilmesinde  kullanilan  inhibisyon/indiiksiyon

yiizdelerinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanilmistir (Abraham, 1994).

Inhibisyon/indiiksiyon = (a-b)/a x 100

[IP%2)

Bu formiilde “a” genotoksik madde uygulamasindaki toplam klon frekansini, “b”
genotoksik madde ile birlikte ekstrakt uygulamasindaki toplam klon frekansini

gostermektedir.

2.3. Omiir Uzunlugu

2.3.1. Drosophila Stoklara

Bu ¢aligmada 6miir uzunlugu i¢in Drosophila melonagasterin Oregon (R) yabanil tipi

ikt kullanilmigtir. Drosophila melonagaster Oregon R soyu normal yuvarlak, kirmizi

g0zIli ve herhangi bir mutant karakter tagimayan yabanil tip soydur.
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2.3.2. Kullanilan Maddeler

Omiir uzunlugu deneylerinde turung suyu ve kontrol grubu i¢in su kullanildi.

2.3.3. Deneyde Kullanilan Capraz

Standart ¢aprazda Oregon irkinin erkek ve bakire disileri kullanildi.

2.3.4. Deney Kosullarn

Drosophila stok kiiltiirleri %40-%60 bagil nem, 25+£1°C sicaklik ile siirekli karanlik

kosullarini tasiyan, 1sitmali ve sogutmali sicak kabinlerde, standart Drosophila besiyeri

(SDB) iceren siselerde yasatilmaktadir.

2.3.5. Besiyerinin Hazirlanisi

Calismalarimiz  sirasinda  Drosophila  kiiltiirlerinin ~ saklanmasi, ¢ogaltilmasi  ve

caprazlanmasi asamalarinda hazir besi yeri kullanildi. Instant Drosophila Medium,

Carolina Biological Supply Company, Burlington N.C’den temin edilen hazir besiyeri

kullanildi. Bunun i¢in 7.5 cm yiiksekliginde 2.5 cm capinda steril olarak bekletilen

tiiplere 0.5’er gram hazir besiyeri konuldu. Bu besiyerine daha sonra distile su, turung

suyu calisma gruplarina uygun olarak eklendi.
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2.3.6. Bayiltma Yontemi

Drosophila negatif geotropik (yercekimini tersine ) ve pozitif fototropik (1s18a) yonelim

(davranis) gosterdiklerinden eterize edilirler (Doone, 1967).

Deneylerimizde ekonomik olusu ve calisma kolaylig1 nedeniyle dietil eter kullanilmistir.
Bayiltma islemi su sekilde gergeklestirilir. Kapali kap icerisindeki siingere birka¢ damla
eter damlatilir, sinekler kapali kap icerisine alinir ve eterli tamponla kapatilir. Bu sekilde
bayiltilmis olur. Bayiltma islemi, ana—baba stoklarinin kurulmasi ve uygulama
gruplarinm olusturulmasi igin kullanilmigtir. Omiir uzunlugu deneylerindeki transfer

islemleri sirasinda eterizasyon yapilmamustir.

2.3.7.0miir Uzunlugunun Uygulansi

D. melonogaster ‘in Oregon R yabanil soyunda turung suyunun 6émiir uzunlugu iizerine
etkileri disi ve erkek popiilasyonlarinda ayr1 ayri ¢alisilmigtir. Oregon 1rkina ait stoklar
bosaltildiktan sonra ortalama 4 saat iginde virgin (ciftlesmemis) disiler ve erkekler
toplanir. Aymi yastaki disiler ve erkeklerin gaprazlanmasindan 72 saat sonra larva
toplama islemi yapilir. Larvalar standart besiyeri ortamina alinir ve 100° erli gruplar
halinde ayrilir. 1,2 gr hazir Drosophila ortama (Instant Drosophila Medium, Carolina
Biological Supply Company, Burlington, N.C) turung suyuna 1slatilarak larvalar ortama
gomiiliir. 9. ve 10. Giiniinde pupadan ¢ikmaya baglayan bireyler 6 saat sonra ¢iftlesme

yetenegini kazandiklar1 icin, disi ve erkeler ayr1 ayr1 her 5 saatlik periyotlarla
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toplanmistir. Bu sekilde ayn1 yash ve ¢iftlesmemis erkek ve disiler sineklerden bir deney
grubu i¢in 100 birey toplanmustir. Bireyler daha sonra 25’erli gruplar halinde hazir
Drosophila ortami bulunan kiiltiir siselerine aktarilmistir. Kontrol ve deney gruplara i¢in
calismalar es zamanli baslatilmistir. Deney siiresince besinler 3 giinde bir (Pazartesi-
Persembe) tazelenmistir. Bu tazeleme islemlerinde bireyler bayiltilmadan direkt olarak
aktarilmistir. Birey sayilar1 her uygulama giinii basinda ve sonunda kontrol edilmis ve
Olen bireyler kaydedilerek ortamdan uzaklastirilmistir. Her bir deney ve kontrol

grubunda en son birey 6lene kadar uygulamaya devam edilmistir.

2.3.7. lstatiksel analizler

Deneylerimizde kullandigimiz biitiin grafikler Microsoft Windows Office — Excel

programi kullanilarak ¢izildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Turun¢ Suyunun Genotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

Turung suyunun genotoksik etkisinin degerlendirilmesi i¢in 100ml/100ml ve
50mI/100ml dozlar1 72 saatlik 3. Evre transheterozigot Drosophila melanogaster

larvalarina uygulanmastir.

Turung suyu ekstratt uygulamalarinin her iki dozunda hem mwh hemde flr fenotipinde

biiytik tek tip ve kiigiik tek tip klonlar gozlenirken, ikiz klona rastlanilmamistir (Sekil

3.1.).

Negatif kontrol grubu olan distile su ile turung suyuna ait uygulamalar
karsilastirildiginda, 50ml/100ml ve 100 ml/200ml dozlarinda tiim klon tipleri i¢in farklar

gozlenmistir (Sekil 3.2.).

100mI/100ml lik dozunda kiigiik tek tip klonlar ve biiyiik tek tip klonlarda istatiksel

olarak onemli bir fark gézlenmezken toplam mwh klonlarinda negatif etki gostermistir

(Sekil 3.1).

50ml/100ml lik dozunda kiiglik tek tip klonunda istatiksel olarak onemli bir fark

gbzlenmezken toplam mwh ve biiyiik tek tip klonunda negatif etki gostermistir.
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Elde edilen verilere gore turung suyu ekstratinin uygulanan dozlarinin genotoksik etkiye

sahip olmadig1 goriildii.

251 =
20 m
15 - — W
P - - ® %100 turunc

10 1 | I ® %50 turung

— = La i ® %50 turung + Dxr

i -I I
o I _
kicik tek buyuk ikizklon toplam toplam
tip tek tip mwh klon
klonlar  klonlar

Sekil 3.1. Turung suyu uygulamasinda klon tiplerine gére klon sayilarinin dagilimi

200 -+
180 -
160 7
140
120 - = su kontrol
100 - B doksorubisin
80 = %100 turung
e M %50 turung
40
20 - B %50 turung +DXR
0 -
kiguk buytik ikizklon toplam toplam
tek tip tek tip mwh kion
klonlar  klonlar

Sekil 3.2. Tiim uygulamarin klon tiplerine gore klon sayilarinin dagilimi
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3.2. Turun¢ Suyunun Antigenotoksik Etkisinin Degerlendirilmesi

Turung suyunun antigenotoksik etkilerinin degerlendirilmesi i¢in ekstraktin tek dozu
0,125 mg/ml doksorubisin ile kombine olarak, 50ml/100ml (turung+Dxr) dozunda, 72

saatlik 3. Evre transheterozigot Drosophila melanogaster larvalarina uygulanmustir.

Turung suyunun doksorubisinle kombine uygulandigi denemenin sonucuna bakildiginda
tim klon tiplerinde pozitif kontrole gore istatistiksel olarak 6nemli fark gdzlenmistir
(Cizelge 3.1). ikiz klon sayisinda doza bagl olarak bir azalma gdzlenirken diger tipteki
klonlarda da sayica azalma oldugu gdzlenmistir (Sekil 3.1). Toplam klon frekanslarina

bakildiginda doz arttik¢a frekansin azaldig goriilmektedir (Sekil 3.2)
Elde edilen sonuglara goére turung ekstratinin uygulanan dozunda doksorubisinin
genotoksik etkisine karsi antigenotoksik etki gdstermistir. Inhibisyon / indiiksiyon

yiizdesi incelendiginde inhibisyon oldugu %88 oraninda engelledigi goriilmiistiir.

Cizelge 3.1. SMART bulgular ve istatiksel degerlendirmeler

SR | LSS By p

Kt Koula) Honlz) TS (kizkol) | Toplammwholn | ToplamHon  Kon
TtMaddesi | sy | (1-hicee) (+2 bicee) (=) (=) (=) ndlkson
M L 0F) =) feka
Yo [Fr D[N [k D |% [k D% [k [D N [ D | (Fhis)
Digtlz s 07 |00 I(0M 1|00 IR R(IAE) 11|01 0.38
Doksorubsm@Dxe) | 80 | L2 [ (L33) |+ | 52 [(O85) [+ | 19 [ (020 +| 183 [ (229 |+ |19 | Q40| + 038
%0000 Turume N3] 3 (M of @] 3 (0)-]8]00 - 084
%430 Turung D42 imyi] 600 0| {1 12001 |@00 08

48



Cizelge 3.1. (devam)

§88(Hick tektp | LSS (Biiyidk tek tip . T
Kt | Ko Koer) | TS (izKlonlar Eﬂ:ﬁ“ Tophmkon | Hon
TestMaddesl | saysst (1-] i) Plhﬂ?e) (re3) oF) (1F2) mff?}]\-ﬁ::n .
{'\D [m:z) [‘m:}) T . bl ]
16
NE Im[E IN[E [IW[E 0% E 5] ﬁ:‘ﬁ
Diless | g 009 | | 3| Qo4 | [T{on| || W] || 036 '
[D]f)ﬁ;”mm 0ol 5+ 08) |+ 10] 02|+ 18] 1) |+ [153] g <] 938
0, 1 T
WODRE | gy 1) {10 012) #] 2 0|+ 4| @a6)| # |25 029)| | 0gt | a0

No: klon sayisi, Fr: frekans, D:istatistiksel degerlendirme sonucu (Frei ve Wiirgler

1988), +: pozitif fark, -: negatif fark, i: 6nemsiz fark, m:¢arpim faktorii; olasilik diizeyi:

a=p=0.05

3.3. Omiir Uzunlugu Deneyi Sonuglar

Turung suyunun 30ml/100ml’lik konsantrasyonuna maruz birakilan Drosophila
melanogaster’in disi ve erkek bireylerinde maksimum hayatta kalig siireleri Cizelge 3.2.

de verilmistir.

30 ml/100ml konsantrasyonuna maruz birakilan Drosophila melanogaster’ in disi ve

erkek bireylerindeki hayatta kalis egrileri sekil 3.3.’de ve kontrol grubu igin ise sekil

3.4.°de verildi.
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30mI/100mI’lik turung suyuna maruz birakilan disi bireylerin ve kontrol grubu disi

bireylerinin hayatta kalis egrisi Sekil 3.5.” de verilmistir.

Cizelge 3.2. 30ml/100ml lik konsantrasyona

maruz birakilan  Drosophila

melanogaster’in disi ve erkek bireylerinde belirlenen maksimum

hayatta kalis siiresi

Uygulanan meyve suyu
(Konsantrasyon: 30mi/100ml)

Maksimum Hayatta Kahs (Giin)

DiSi ERKEK
TURUNC 113 104
SU KONTROL 107 100

120

100

80

60 -

40

% HAYATTAKALIS

20

0 20 40

60

80

Yag (Gun)

100

~—=4=Di5i BIREYLER
—®—ERKEK BIREYLER

120

Sekil 3.3. 30ml/100ml lik konsantrasyona maruz birakilan Drosophila melanogaster

erkek ve disi bireylerindeki maksimum hayatta kalis egrileri
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0 20 wa§ (Gﬂr?f’ 80 100 120

Sekil 3.4, Kontrol grubundaki Drosophila melanogaster erkek ve disi bireylerindeki

maksimum hayatta kalis egrisi

120

—4=TURUNC
—®=—KONTROL

% HAYATTAKALIS

o 20 40 60 80 100 120
Yas (Gun)

Sekil 3.5. 30ml/100ml lik Turun¢ suyuna maruz birakilan disi bireylerin ve kontrol

grubu disi bireylerinin hayatta kalis egrisi
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Sekil 3.6. 30 ml/ml lik Turung suyuna maruz birakilan erkek bireylerin ve

kontrol grubu  erkek bireylerinin hayatta kalis egrisi

Hayat tablosu verileri degerlendirilerek  turung  suyunun  30ml/100ml’lik
konsantrasyonuna maruz birakilan Drosophila melanogaster’in disi ve erkek bireyleri ile
kontrol grubundaki disi ve erkek bireyler (Sekil 3.2) i¢in ayri ayri ortalama Omiir
uzunlugu degerleri bulunmustur. Tiim Omiir uzunlugu deneyleri dikkate alindiginda

Drosophila melanogaster i¢in 6miir uzunlugu en fazla turung suyunda bulunmustur.

Ayrica turung suyu ve kontrol gruplarinda disi bireylerin erkeklere gore daha uzun

yasadiklar1 saptanmastir.
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4. TARTISMA

Anavatan1 Giineydogu Asya olarak tahmin edilen turung, kendiliginden yabani olarak
yetisebilen, giiclii koklere sahip, Portakal ve Mandalina tiirlerinin asilanmasinda anag
olarak kullanilan bir bitkidir. (Mugla Ili Narenciye Yatirrm Raporu,2012). Beslenme
acisindan zengin bir C vitamini kaynagi olmasinin yani sira igeriginde niasin, folik asit,
diyet lif, pektin, potasyum, kalsiyum, magnezyum gibi gida bilesenleri oldugu da
bilinmektedir. Ayrica, igermis oldugu limonoidler, C vitamini, fenolik bilesikler, pektin,
diyet lif gibi bilesenler ile de saglik iizerindeki olumlu etkileri olduk¢a Snemlidirler

(Baker, 1994, Rouseff vd., 1994, Farnworth, 2001, Yilmaz, 2002).

Turun¢ meyve suyunun kullanildigr bu calisma iki asamada gergeklestirildi. Birinci
kisimda, genetik analizlerde yaygin olarak kullanilan bir model hayvan olan D.
melanogaster’de genotoksik ve antigenotoksik etkisinin olup olmadigina Somatik
Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile bakildi. Kontrol deneylerinde
kemoterapide kullanilan ve genotoksik etkisi oldugu bilinen doksorubisin ile su

kullanild1. Ikinci kisimda ise, aymi canlida émiir uzunlugu iizerine etkisine bakildi.

4.1. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART):

Kullanim kolaylig1 sunmasi, ayrintili veriler vermesi ve uygulama esnekligi saglamasi

nedeniyle SMART, pestisitler (Kaya vd., 2000); insektisitler (Osaba vd., 1999),
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antidepresan ilaglar (Van Schaik vd., 1991), gida katkilar1 (Wakabayashi vd., 1990), ve
tekstil boyalar1 (Dogan, 2002) gibi maddelerin genotoksisitelerinin arastirilmasinda
kullanilmistir.  Ozellikle halk arasinda sik¢a kullanilan ve igerigi bilinen ya da
bilinmeyen pek ¢ok dogal karisimin; 6rnegin, ucucu yaglar (Idoamar vd., 2002), bitki
caylar (Santana-Rios vd., 2001), bitki 6zsular1 (Iciek, 2009) ve daha birgok maddenin

antigenotoksik etkilerinin 6l¢lilmesinde kullanilmstir.

Bitkilerden elde edilen antioksidan maddelerin mutajenik, Kkarsinojenik ve
rekombinojenik aktiviteleri engelledigi bilinmektedir. Patenkovic vd. (2009) yapmis
olduklar1 calismada adagayinin (Salvia officinalis) kuvvetli bir genotoksik madde olan
metil metansiilfonatin (MMS) indiiksiyonu ile olusan genotoksisiteyi giderdigini
gostermislerdir. Yapilan arastirmalarda bircok bitki ve bitki bileseninin, genotoksik
maddelerin olumsuz etkilerini onleyebilecek ya da azaltabilecek antigenotoksik etki
potansiyeline sahip oldugu benzer metodlarla oldugu gosterilmistir(Robson vd.,2016 ;

Munari vd.,2014 ; Guterres vd., 2015; Amkiss vd., 2013; Khalil vd., 2015).

Halk arasinda tiiketilen birgok bitkinin anti genotoksik etkisi bu ¢alismada basvurulan
SMART testi ile ssnanmis ve bu konuda zengin bir literatiir mavcuttur. Ornegin, Noni
diye bilinen, Morinda citrifolia L. meyvesi arterit, diyabet, astim, hipertansiyon ve
kanser dahil olmak {izere bir ¢cok hastaligin tedavisinde kullanilan geleneksel tibbi bir
bitkidir. Noni suyu ( TNJ ) ile mitomisin C ( MMC) ve doksorubisin ( DXR ) nin

mutajenik rekombinojenik etkileri bu test ile sinanmis ve bu meyvenin MMC ve
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doksorubisinin  genotoksik  etkilerinde bir azalmaya neden oldugu rapor

edilmistir(Franchi vd. ,2016).

Turunggiller basta C vitamini olmak {izere bir¢ok zengin igerige sahip meyvelerdir.
(Y1lmaz,2002). Bu galismada zengin icerigi nedeniyle saglik tlizerine olumlu etkisi
bilinen ve narenciye tlirii meyvelerin atasi olarak kabul edilen turuncun suyunun giiclii
icerigi ile, doksorubisinin genotoksik etkilerine karsi antigenotoksik etkisinin olup
olmayacag arastirilmis ve antimutajenik etki gostererek, doksorubisinin neden oldugu
mutajenik etkileri azalttigi tespit edilmistir. Uygulanan dozlarda Drosophila
melanogaster {iizerinde genotoksik etkiye neden olmamustir. Doksorubisinin klon
indiiksiyon frekansi iizerine etkilerinin arastirildigi 6n uygulama ve birlikte uygulama
gruplart karsilastirildiginda, turung suyu uygulamasinin daha giiclii antigenotoksik etki
gosterdigi, yani mutasyona karsi diren¢ sagladigi diisiiniilmektedir. Turung suyunun
doksorubisinin  genotoksik etkisine karsi antigenotoksik etkilerinin Drosophila
melanogaster iizerinde degerlendirmesi sonucunda test edilen dozda doksorubisin
tarafindan indiiklenen genotoksik etkiyi inhibe edici etki gosterdigi belirlenmistir.
Antigenotoksik etkinin gostergesi olan inhibisyon orani incelendiginde turun¢ suyunun

inhibisyon degerinin yiiksek oldugu goériilmektedir.

Literatiir de turung basta olmak {iizere diger turunggiller ve meyvelerin antigenotoksik

etkisinin oldugu(Alexandre vd.,2009; Wang vd.,2016; Penga vd.,2012) bir¢ok meyvede

gbzlenmistir.
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4.2. Omiir Uzunlugu

Yasam Oykiisii karakterleri teorisine gore; uyum bilesenleri ve birbirleriyle olan
uzlagilari, dogal secilim etkisiyle canlinin uyum siireci boyunca farkli dengeler
icindedirler (Roff, 2000; Sterns,1992). Yaslanma, temelde uyum bilesenlerinin giliciiniin
azalmasi olarak tanimlanmaktadir. Bu ylizdende organizmanin hayatta kalma ve uyum

basarisindaki diisilislin en temel nedenlerinden biri yaslanmadir.

Omiir uzunlugu temel yasam oykiisii karakterlerinden biridir ve canlinin uyum siireci
boyunca yaslanmaya iligkin genetik altyapi, epistasi ve cevresel etkilere bagli olarak
varyasyon gostermektedir. Omiir uzunlugunda gozlenen varyasyon gelisimsel siireglerin
belirledigi sinirlara yani organizmanin sahip oldugu fenotipik esneklige gore sekillenir

(Sterns, 2005).

Drosophila’da 6miir uzunlugu, farkl tiirlerde, ayni tiiriin farkli eseylerinde ve mutantlar
arasinda farklilik gosterdigi gibi ayni genotipe sahip popiilasyonlar farkli cevresel

kosullarda farkl1 dmiir uzunluklarina sahip olabilirler (Unlii vd.,1979).

Yapilan deneylerde, yiiksek yumurta iiretimi olan ¢iftlesmis disilerin, yumurta tiretimi
diisiik bakire (virjin) disilerden daha kisa Omiirlii olduklar1 goériilmiistiir (Tatar vd.,
1997). Calismamizda, tiim disi bireylerin virgin olmasi i¢in pupadan c¢ikan bireyler

ciftlesme yetenegi kazanmadan disi ve erkek olmak {izere ayr1 ayr siselerde
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toplanmislardir. Boylece hem erkek hem de disilerin ayni yasli, ¢iftlesmemis bireyler
olmasi saglanmis ve anasal yasin Omiir uzunlugunu etkileyici bir faktér olmasi da

Onlenmistir (Lansing,1952).

Omiir uzunlugu dimorfizm gosteren bir ozelliktir. Omiir uzunlugu calismalarma
bakildiginda, disilerin erkeklere gore daha uzun omiirlii oldugu goriilmektedir. Yumurta
verimi ve Omiir uzunlugu arasindaki wuzlasi iliskisinden dolayi, disilerin Omiir
uzunlugunun goérece kisalmasi ile erkek ve disilerin dmiir uzunlugunun benzer olmasi

miimkiindiir (Komitopoulou, 1983; Partridge ,1992).

Yaptigimiz c¢alismada disi bireyler de yapilan incelemeler sonucunda turun¢ suyuna
maruz birakilan gruplarin kontrol grubuna gore Omirlerinin arttigi tespit edilmistir
(Sekil 3.5.). Erkek bireyler igin yapilan incelemelerde de disi bireylerde oldugu gibi
kontrol grubuna gore Omriin arttigi gézlenmistir (Sekil 3.6). Turung suyuna maruz
birakilan bireyler kendi aralarinda karsilagtirildiginda Sekil 3.3. ‘de goriildiigii gibi disi
bireyler erkeklere oranla daha uzun yasamistir. Ayni sekilde kontrol grubunda da disi ve
erkek bireyler birbiriyle karsilastirildiginda disilerin erkeklere gore daha uzun yasadigi

gozlenmistir (Sekil 3.4.).

Beslenmenin omiir uzunlugu iizerine dogrudan etkisinin oldugu bilinmektedir (Can
vd.,2014; Giler, 2014; Giines,2015). Bu c¢alismada da, standart Drosophila besin
ortamina zengin igerigi bilinen turung suyunun uygulanan dozda ilavesinin, D.

melanogaster’in omiir uzunlugu iizerine pozitif etkisinin oldugu tespit edilmistir. Bu
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veriler, birgok meyva Oziiti ilavesi ile Drosophila’da yapilan omiir uzunlugu
calismalarinin (Uysal vd., 2009 ; Cheng vd., 2014; Zahira vd.,2011 ;Rawal vd. ,2014;

Balasubramani vd., 2014;Lijun vd.,2015) sonuglari ile paralellik arz etmektedir.
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