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Kanser, genetik ve cevresel kosullarin etkisiyle hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi ve
¢ogalmasi ile ortaya ¢ikan kompleks bir hastaliktir. Standart olarak uygulanan kanser tedavi
yontemlerinden kemoterapide, kanser hiicrelerini 6ldiirmek igin kullanilan sitotoksik
antineoplastik ajanlar basroldedir. Bununla birlikte, antikonviilsan kullanan hastalar
antineoplastik bir ajan1 da kullanmay1 gerektiren kanser tedavi siirecine girebilmektedir.
Antineoplastiklerin toksik etkisinin, birlikte uzun siireli kullanilan antiepileptiklerle daha
cok arttig1 bilinmektedir. Kanser gibi bircok hastaligin tedavisinde ¢esitli bitkilere ait etken
maddeler kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin ilk asamasinda, 0,05 mM sisplatin (CP) ve
valproik asit (VPA) ile 1,25; 2,5 ve 5 mg/mL dozlarinda kudret nar1 (Momordica charantia,
MC) bitkisine ait g¢ekirdek ve meyve ekstreleri uygulanan Drosophila melanogaster
bireylerinin hayatta kalis oranlar1 belirlenmistir. ikinci asamada ise, ayn1 dozlarda
antineoplastik ve antikonviilsan ile MC bitkisine ait ekstrelere maruz kalan 72+4 saatlik
transheterozigot larvalarda Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile
genotoksik/antigenotoksik etkiler saptanmistir. Sonu¢ olarak, yalnizca kimyasal ajan
uygulanan gruplar ile kimyasal ajanlarla birlikte bitki ekstrelerinin uygulandigi deney
gruplart arasinda gozlenen somatik mutasyon ve rekombinasyon oranlarinin istatistiksel
olarak anlaml1 oldugu goriilmiistiir (p< 0,05).
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Cancer is a complex disease that is caused by uncontrolled division and proliferation of cells
under the influence of genetic and environmental conditions. Cytotoxic antineoplastic agents
are the mainstay in order to kill cancer cells in chemotherapy methods used as a standard in
cancer treatment. However, patients taking anticonvulsants may also undergo cancer
treatment which requires the use of an antineoplastic agent. It is known that the toxic effect of
antineoplastics increases during a long time with using antiepileptics. The active substances
of various plants have been used in the treatment of many diseases especially cancer. In the
first stage of this study, survival rates were determined in Drosophila melanogaster
individuals treated with 0,05 mM cisplatin (CP) and valproic acid (VPA), and 1,25; 2,5 and 5
mg/mL doses of bitter melon (Momordica charantia, MC) seed and fruit extracts. In the
second stage, genotoxic/antigenotoxic effects were determined by Somatic Mutation and
Recombination Test (SMART) on 72+4 hours of transheterozygote larvae exposed to the
same doses of antineoplastic, anticonvulsant and MC plant extracts. As a result, it was
observed that the rates of somatic mutation and recombination between the groups treated
with only chemical agents and experimental groups with plant extracts plus chemical agents
were statistically significant (p< 0,05).
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrol edilemeden biiyiimesi ve diizensiz bir sekilde yayilimi ile
karakterize edilmis hastalik gruplar1 igerisinde yer almakta ve tiim diinyada saglik
sorunlart arasinda onemli bir yer kaplamaktadir (Platin, 1996). Giinliimiizde kanser
tanis1 konulmus kisilere hastalik durumuna gore kanser tedavi yontemlerinden cerrahi,
immiinoterapi, kemoterapi, radyoterapi segencklerinden bir veya birkag1 Dbirlikte
uygulanmaktadir. Mevcut tedavi yontemleri ile hastalarin 6miir uzunluklarinin artmasi
ve daha kaliteli yasam siirmeleri amaglanmakla birlikte kullanilan yonteme bagli olarak
tedavinin zorluklar: ve toksik hasarlari da olabilmektedir. Ozellikle radyoterapi ve
kemoterapi, uygulama esnasinda saglikli hiicrelerde de hasar meydana getirebilmektedir
(Kazilei, 1999; Cetik, 2014).

Giiniimiizde ruhsal durumlardan hem etkilenen hem de ruhsal durumu etkileyen bir sinir
sistemi hastalig1 olarak epilepsi bir¢ok ¢alismada yerini almaktadir. Epilepsi, kronik ve
ani kriz halinde seyreden, geng¢ yaslardan baslayip belli kisilik bozukluklarina neden
oldugu diisiiniilen ve hastalarin tiim yasamlarin1 negatif yonde etkileyen bir hastaliktir
(Cetin, 1991). Cogu hastanin uzun siireli, bazi hastalarin ise 6miir boyu kullanmasi
gereken antiepileptik bir ilag (AEI) bulunmaktadir. AEI kullanan hastalarin bu ilaglarin
mevcut olumsuz etkilerinin yaninda uzun siireli kullanimlarda ortaya cikabilen toksik

etkilerinden de miizdarip olduklar1 belirlenmistir. (Ozemir ve Yalgin, 2017).

Kanser hastalarinda antineoplastiklerle gergeklestirilen kemoterapinin gelismesi ile 6liim ve
hasta olma oranlarinin 6nemli 6lgiide azaltilmis olmasina ragmen yiiksek dozda sitotoksik
ilaglarin kullanimi1 ve hastalarin daha uzun siire hayatta kalmasi antineoplastiklerin yan
etkilerini de arttirmistir (Meister ve Meadows, 1993; Cetik, 2014). Kanser tedavisinde
kullanilan ilaglarin temel ¢alisma mekanizmasindaki amag, hastanin saglikli hiicrelerine
zarar vermeden kanserli hiicrelerin gelisip yayilmasint durdurmak veya miimkiinse
tamamen ortadan kaldirmaktir (Kayaalp, 2000). Antineoplastikler, alkilleyici ajanlar,
antimetabolitler, antiepileptikler ve antrasiklinler basta olmak iizere birgok ilag
sitotoksisiteye neden olmaktadir (Eren wvd., 2012). Antineoplastik ilaglar etki
mekanizmalar1 sebebiyle, hasta {izerinde rahatsiz edici derecede bir¢ok yan etkiye sebep

olabilmektedir (Thompson vd., 1997; White, 2000).



Oliime yaklasma, yogun agr1 dénemi ve agir aci ¢ekme ile nitelendirilen kanser,
hastanin sikintilt bir basa ¢ikma siirecine girmesine neden olan agir kriz donemidir.
Yapilan ¢alismalar, kanser hastalar1 igerisinde sinir sistemi hastaliklarina yakalanma
riskinin oldukca sik oldugunu gostermektedir. Hastalarin biiyiik bir kisminda psikiyatrik
degisiklikler, hastaliga gosterdikleri tepki seklinde ortaya ¢ikabilecegi gibi kanser tanisi
oncesi kisilik bozukluklar1 Onceden kisilerde var olan sinirsel bozukluklarin
belirginlesmesi de s6z konusu olabilmektedir (Giile¢ ve Biiyiikkinaci, 2011). Bununla
beraber, epigenetik ilkeler icerisinde, Alzheimer, bipolar bozukluk, meme ve prostat
kanserine sebep olan hastalik genleri kromozom 13’iin akrosentrik bolgesinde birlikte
bulunmaktadir. Literatiirde, bipolar bozuklugu olan bir hastada kanser riskinin de artmis

olabilecegi tespit edilmistir (Kesebir ve Bayrak, 2012).

Antioksidanlarin, antineoplastiklerin ve pek ¢ok ilacin olusturdugu toksik etkileri
azaltabilecegi hatta yok edebilecegi cesitli ¢alismalarla gosterilmistir (Ladas vd., 2004).
Hatta pek c¢ok calismada antioksidanlarin kemoterapik toksisitenin siddet ve sikliginda
azalma meydana getirdigi bildirilmektedir (Christen vd., 2000). Antioksidanlarin etki
mekanizmalari sayesinde, toksik etkili ilaglarin toksisitesini azaltmak suretiyle bu ilaglarin
tedavi sirasinda daha yiiksek ve etkin dozlarmm kullanilabilecegi tespit edilmistir
(Blumenthal vd., 2000; Borek, 2004; Block vd., 2007; Simone vd., 2007; Cetik, 2014).
Antioksidanlar, direkt ya da dolayl olarak ilaglarin, karsinojenlerin ve ksenobiyotiklerin
istenmeyen etkilerine kars1 hiicreleri koruyabilen maddelerdir. Vitamin A, C, E, s-
adenozil-L-metionin betakaroten, tioredoksin rediiktaz, metallotionin, adenozin,
poliaminler, melatonin, NADPH, koenzim Q-10, iirat, ubikuinol, flavonoidler,
polifenoller, fitodstrojenler, sistein, homosistein, taurin, metionin, glutasyon peroksidaz,
resveratrol, nitroksidler, GSH, katalaz, siiperoksid dismutaz, nitrikoksid sintaz, hem
oksijenaz-L ve eozinofil peroksidaz koruyucu ve iyilestirici olan antioksidanlar arasinda

yer almaktadir (Akkus, 1995; Matés, 2000; Giiltekin vd., 2001; Mercan, 2004).

Antioksidan maddelerin, kanser ve epilepsi gibi birbirlerini tetikleyebilen hastaliklarda
kullanildiginda olusturdugu toksisite mekanizmasinin aydinlatilmasi ve bu sebeple daha
ileri diizey arastirmalarin yapilmas1 gerekmektedir. Kudret nari olarak bilinen
Momordica charantia (MC) bitkisinin yapilan g¢alismalarla kuvvetli bir antioksidan
oldugu bilinmektedir (Semiz ve Sen, 2007; Budrat ve Shotipruk, 2008). Kudret narinin



bitkisel tedavide antidiyabetik, antiinflamasyon, antikanser, antiviral ve kolestrol
diisliriicti gibi tibbi 6zellikleri gosterilerek bu etkilerin bitkinin sahip oldugu antioksidan

ve antimutajen potansiyel gosteren bir¢cok fenolik bilesikten kaynaklandigi belirtilmistir

(Budrat ve Shotipruk, 2008; Jagessar vd., 2008; Haque vd., 2011; Top, 2018).

Tez calisgmamizda, antikanser ilact olan sisplatin (CP) ve antiepileptik bir ilag olan
valproik asitin (VPA) birlikte kullanimiyla olusacak toksik etkilere kars1 6nemi giderek
artan kudret narmin koruyucu rolii toksisite ¢caligmalarinda model bir organizma olan
D.melanogaster’de SMART teknigi ile arastirilmistir. Bu ¢alisma, CP ve VPA’nin
birlikte kullanildigi tedaviler sirasinda olusacak toksisiteye karsi kudret nari
kullanimimin olumlu ya da olumsuz ydnlerinin ortaya konulacagi, ayrica tedavilerde
antineoplastik ve antiepileptik kullaniminin diizenlenmesi yoniinden yeni bir bakis agisi

getirecegi diisliniilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1.  Sisplatin

Sisplatin (CP), agir bir metal olan platin (Pt) igeren genis kapsamli kemoterapide
kullanilan gii¢lii kemoterapotik ilaglar sinifina girmektedir (Florea ve Biisselberg, 2011;
Becit vd., 2017). CP’nin etkisi, genel olarak hiicrede DNA tizerindeki piirin bazlari ile
capraz yani kovalent baglanma Kkabiliyetiyle ger¢eklesmektedir (Kelland, 2007;
Giltekin, 2013). DNA’nin tamir mekanizmalarina miidahale ederek, DNA hasaria
neden olup apaptozu tetiklemektedir (Giirbiiz vd., 2011) CP’nin etkileri, 1965’de
biyofizik uzmani Barnett Rosenberg tarafindan tesadiifi bir sekilde tespit edilmistir.
Platin elektrotlar ile olusturulan elektriksel alanin, siv1 ortamda, E. coli populasyonunun
artist  lizerindeki etkilerini arastirmak {izere yapilan ¢alismalar sirasinda, Pt
elektrotlarindan ortaya ¢ikan elektroliz iiriinlerinin antibakteriyel ve antineoplastik bir
etki yarattig1 tespit edilmistir (Rosenberg vd., 1965). Tespit edilen bu CP bulgularindan
sonra yapilan ¢aligmalarda karsinojenik ve antitiimér etkisi belirlenerek CP’nin hem
genotoksik hem de mutajenik 6zellige sahip oldugu gosterilmistir (Kelland, 2007).
Sisplatin, IARC tarafindan siif IIA olarak siniflandirilmistir (IARC, 1987).

CP tedavisi tizerine yapilan ¢alismalar 1971 yilinda baslamis olup Pt grubu tasiyan
kemoterapdtiklerin - kanser tedavisinde kullanimi 1978 yilinda FDA tarafindan
onaylanmistir (Boulikas ve Vougiouka, 2003). Antineoplastik bir ilag olan CP tek
basina veya farkli antineoplastik ajanlarla ya da radyoterapi ile birlikte yumurtalik,
serviks, testis, mesane, akciger, prostat ve Ozafagus gibi germ hiicreli tiimorler,
karsinomlar ve sarkomlar gibi gesitli kanser tiirlerine kars1 siklikla bagvurulan bir ilagtir
(Boulikas ve Vougiouka, 2003; Frezza vd., 2010; Giirbiiz vd., 2011; Becit vd., 2017).
Hiicre tipine ve igerigine bagl olarak CP, DNA ile etkilesime girerek sitotoksisiteyi
tetiklemektedir (Tiifekci, 2009). CP, apoptoz indiiksiyon yoluyla tiimérleri, kalsiyum
sinyallemesi, 6lim reseptor sinyallemesi ve mitokondriyal yolaklarin aktivasyonu
gibi gesitli sinyal transdiiksiyon yollarinin aktivasyonuna aracilik etmesi ile hasara
sebep olmaktadir. CP’nin antikanser etki mekanizmasi sonucu olusan apoptozun
indiiksiyonunun, ayni zamanda toksisite mekanizmasinin ana hattin1 olusturdugu tespit

edilmistir (Florea ve Biisselberg, 2011). Sitotoksisite yalnizca kanser hiicrelerinde
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indiiklenmediginden, bu antineoplastik ilag, bobrek sorunlari, alerjik reaksiyonlar,
gastrointestinal bozukluklar, renal toksisite veya kemik iligi baskilanmas1 gibi farkli
yan etkilere de sebep olabilmektedir (Giirbiiz vd., 2011). CP’nin tiimor hiicrelerinde
biyokimyasal mekanizmalar1 tetiklemesinin bilimsel olarak arastirilmasinin, daha
etkili platinyum tiirevlerinin ya da farkli ilaglarin bulunmasina olanak saglayarak
yeni terapdtik gelismeler saglayabilecegi ve yan etkileri azaltabilecegi ifade

edilmistir (Florea ve Biisselberg, 2011).

CP, sar1 veya beyaz renkli kristal bir toz olup suda daha az, fakat dimetilpirimidin ve N,
N-dimetilformidte tam olarak ¢6ziinebilen bir molekiildiir (Yilmaz, 2018). Molekiil
301,1 g/mol agirliga; 3,74 g/cm?® yogunluga ve 270 °C kaynama noktasina sahip olan,
kare bir sekil olusturacak bi¢imde Pt iyonuna bagli 2 amin grubu ve 2 klor grubundan
olusan notr bir organik molekiildiir. Amin gruplarinin tasiyict ligandlari, klor
iyonlarinin ise ayrilan gruplari gosterdigi, ayrilan gruplarin varliginin ise CP’nin
aktivitesi bakimidan esansiyel oldugu gosterilmistir (Horacek ve Drobnik, 1971). CP
(cis-diaminodikloroplatinyum,  (PtlI(NH3)2.Cl2), CDDP) yatay diizlemde cis
pozisyonunda Pt atomuna baglh klor ve amonyum igeren inorganik suda ¢oziiniir bir
molekiil oldugu ve yalnizca Cis izomerinin sitotoksik ozellik gosterdigi bulunmustur

(Frezza vd., 2010; Cetintas ve Eroglu, 2013).

2.1.1. Sisplatinin farmakolojik 6zellikleri

CP, gastrointestinal kanaldan absorbe olmadigi icin sadece paranteral olarak
uygulanabilmektedir (Crom, 1987). CP’in plazma proteininine yiiksek baglanma
yeteneginden dolay1r yaklasik %90 oraninda plazma proteinlerine baglandigi
belirlenmistir. Antineoplastik bir ilag olan sisplatinin toksisitesinden serbest Pt
bilesikleri sorumlu tutulmustur (O'Dwyer vd., 2000; Ruggiero vd., 2013). Giiniimiize
kadar, kanserli hiicre hatlari {izerinde yapilan ¢alismalarda CP’nin bir kisminin plazma
zarlarindan pasif difiizyon ile kalan kismimin ise belirlenemeyen tasiyicilarla alindig:
belirlenmistir (Gately ve Howel, 1993; Yilmaz, 2018). CP’nin genel metabolizasyonun
karmasik oldugu bununla birlikte, plazma proteinlerine enzimatik olmayan yollarla

baglanan inaktif metabolitlerine doniistiiriildiigi tespit edilmistir (Crom vd., 1987).
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CP viicut sivilarina ve dokulara hizli dagilim saglamaktadir (Ruggiero vd., 2013).
CP’nin ana eliminasyon organi bdbrekler olup, insan ve hayvanlar iizerinde
gerceklestirilen calismalarda, bobreklerde glomeriiler filtrasyon ve tiibiiler sekresyona
ugrayan ilacin yaklasik %90’indan fazlasinin idrarla, %10’unun ise safra yoluyla
elimine edildigi gosterilmistir. CP etkilesimi sonucu olusan Pt kalintilarinin dokularda
birikerek on yil siiresince atiliminin yapilmadig: ifade edilmistir (Go ve Adjei, 1999;
Ruggiero vd., 2013). Bobrekle beraber over, femur, mesane, karaciger, bobrekiistii bezi
ve ince barsaklarda plazmadan daha yiiksek seviyede CP tespit edilmistir (O'Dwyer vd.,
2010).

2.1.2. Sisplatinin toksik etki mekanizmalari

Etkin bir kemoterapitik ajan olmasma ragmen Ssisplatinin  bulanti, kusma,
trombositopeni, sitotoksisite, nefrotoksisite, 10kopeni, hepatotoksisite, norotoksisite,
miyelosupresif etki, ototoksisite, seyrek olarak okiiler toksisite ve anemi gibi doza
bagiml birgok yan etkisi gozlenebilir (Pabla ve Dong, 2008; Kizmazoglu, 2011). Sekil
2.1°de CP’nin hedef etkileri (Florea ve Biisselberg, 2011) gosterilmistir. CP tam olarak
aydinlatilamayan ve karmasik bir toksik etki mekanizmasma sahiptir. Yapilan
calismalardan elde edilen sonuglara gore sisplatinin olast etki mekanizmalar1 soyledir

(Siddik, 2003; Kelland, 2007; Dugbartey vd., 2016).
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Sekil 2.1. Sisplatin hedefleri

Oksidatif Stres; CP’nin en Onemli sitotoksik mekanizmasini olusturmaktadir.
Toksisitenin sebebi, CP’nin lipit peroksidasyonunu serbest oksijen radikal olusumundan
dolayr arttirmast ve indiikklenmis olan DNA hasaridir (Dugbertay vd., 2016;
Sabuncuoglu vd., 2008). CP’nin konsantrasyonlarina ve kullanim sikligina bagli olarak
reaktif oksijen tiirlerinin, ekstrinsik ve intrinsik yolaklar ile apoptozu indiikledigi tespit

edilmistir (Brozovik vd., 2010; Florea ve Bussekberg, 2011).

Kalsiyum Sinyal Yolaklarinin Degistirilmesi; CP’nin hidrolize olmus formlarinin,
CP’den daha fazla miktarda reaktif oldugu ve mitokondriyal solunumu inhibe ettigi
belirtilmistir. Bu sebeple kalsiyumun, mitokondriden sizmasi ve hiicresel kalsiyum
diizeylerinin artis1 gibi sonuglar gozlenmistir. Kalsiyum dengesinin degismesiyle
beraber lipid peroksidasyonu ve enzim inhibisyonu gergeklesmektedir. Bu etkilerin
hepsinin  sonucunda mitokondriyal hasar, mitokondriyal inhibisyon, ATP ve
kofaktorlerin tilkenmesi sebebiyle hiicrelerin zarar gordiigii tespit edilmistir (Aggarwal,
1993; Al-Majed vd., 2006).



Apoptoz Aktivasyonu; Fizyolojik ya da programlanmis hiicre 6liimii olarak tanimlanan
apoptozis, Yunanca’da apo (=ayr1) ve ptozis (=dligen) kelimelerinden olusup,
sonbaharda yaprak dokiimii anlamini tagimaktadir. Apoptozis, “fizyolojik hiicre 6limii”
olarak literatiire girmistir (Kerr ve Searle, 1972). Sitokinler, hiicre i¢i kalsiyum
miktarindaki artig, doniistiiricii bliylime faktorii (TGF-B), biiylime faktorlerinin geri
¢ekilmesi, tiimor nekroz faktdr (TNF), Fas/FasL sisteminin aktive olmasi, DNA hasari
nedeniyle bir tiimor siipresdr gen olan p53'lin aktive olmasi, virus, bakteri, parazit ve
mantar gibi patojenler ile glukokortikoidler apoptozu tetikleyen uyaranlar igerisinde

gdsterilmistir (Inci vd., 2009).

Sisplatin, apoptoz ile hiicre oliimiinii tetiklemektedir ve apoptoz sinyalindeki olusan
hasar sisplatine kars1 diren¢ olusumuna sebep olmaktadir. CP ile olusan apoptoz iki yol
takip etmektedir. Birinci yol tiimor baskilayict p53°i kapsarken; ikinci yol p53-iligkili
olan p73 proteinini kapsamaktadir (Jordan ve Carmo-Fonseca, 2000). CP ile indiiklenen
apoptozun en etkili sebebinin p53 oldugu gosterilmistir. p53 timor baskilayicisi, hiicre
dongiistinii durdurma veya DNA hasari, onkogen aktivasyonu ve hipoksiye cevaben

apoptozu indiikleyerek etkilerini géstermektedir (Bassett vd., 2008).

DNA Kalitim Uriinii Olusturma; Sisplatin, hiicresel DNA ile fonksiyonu kaybolmus
cesitli eklentilerle DNA hasarina sebep olan bir antineoplastik olarak bilinmektedir
(Wang vd., 2004). CP reaktivitesini, ¢evresindeki klor konsantrasyonlar1 etkilemektedir.
Hiicre igerisinde klor miktarinin birkag milimolara diismesiyle CP aktivitesi
yiikselmektedir. CP yapisindaki klor iyonlar1 sulu soliisyonlarda, sulu tiirlerin
olusumuna olanak saglayarak ayrilmaktadir. Bundan dolayi, ciftlesmemis elektronlu
oksijen, nitrojen ve siilfiir i¢eren niikleofilik gruplar, klor iyonlari yerine platine
baglanmaktadir. Baglanan niikleofilik gruplara amino asit zincirlerinde, DNA veya
RNA’nin piirin bazlarinda rastlanmaktadir. Glutatyon da yine CP ile reaksiyona giren
diger niikleofildir. Glutatyonun CP ile etkilesimi sonrast ATP bagimli disa atim
pompast ile atilmasi kolaylagsmis bir bilesik meydana gelmektedir. Bunun sonucunda
glutatyon, CP’nin DNA’ya ulagsmadan reaktif Pt igeriklerini engelleyerek CP direncine
sebep olmaktadir (Chu, 1994).

Inflamatuvar Yamit; Son zamanlarda vyapilan calismalarda, CP toksisitesinde

inflamatuvar yanit 6nemli yer edinmistir. CP’nin, inflamatuvar sitokin ve kemokini,



proinflamatuvar sitokin olan TNF-a iiretiminden sorumlu NF-«B translokasyonunu
arttirdigr belirtilmistir (Yilmaz, 2018). Sitokinler ve kemokinler, serbest oksijen
radikalleri, CP sitotoksisitesini arttirarak ciddi bir etkiye sebep olmaktadir (Ramesh vd.,
2007; Dugbartey vd., 2016).

2.2.  Valproik Asit

Valproik asit (VPA, 2-propilpentanoik asit veya di-n-propilaketik asit), valerik asit
tiirevi olan kisa zincirli yag asitlerininkine fazlasiyla benzeyen yapisiyla dallanmis
zincirli  karboksilik asittir  (Lheureux vd., 2005). VPA, c¢esitli sinir sistemi
rahatsizliklarinda, her yas bireyde tercih edilen antikonviilsan ve duygudurum
diizenleyicisi olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde kullanilan genis spektrumlu bu
antiepileptik ilaci gesitli nobet tiplerinde monoterapi ya da terapiye ek tedavi olarak
uygulandigr belirtilmistir (Saygi, 2008; Apa vd., 2018). VPA’nin ilk sentezi 1881
yilinda Amerikal1 bir kimyaci olan Burton tarafindan yapilarak organik ¢dziicii sinifina
dahil edilmistir. Ilk tanitim1 1978 yilinda yapilan VPA, antiepileptik ila¢ sinifinda yerini
almistir (Pinkston ve Walker, 1997; Davis vd., 2000).

Norolojide VPA, noropatik agri, epilepsi, tiimor ve migren tedavilerinde sik¢a tavsiye
edilmektedir. Akut mani tedavisi ve etkilerinin dnlenmesinde VPA’nin kullanimi T.C.
Saglik Bakanligi ve FDA tarafindan onaylanmistir. Bipolar bozukluk, travma sonrasi
stres bozuklugu, kontrol bozukluklari, epilepsi, depresyon ve sizofreni tedavisinde sik¢a
kullanilmaktadir. Etkinliginin yani sira, kusma, bulanti, ishal, istah ve kilo artisi
trombosit ve 16kosit sayisinin azalmasi gibi hematolojik, regl diizensizligi, polikistik
over, hiperandrojenizm, obezite ve insiilin direnci gibi olumsuz ydnde ortaya ¢ikan
etkilerinin de oldugu tespit edilmistir (Ozerdem vd., 2010, Apa vd., 2018). Yasam boyu
kullanilmas: gereken VPA’nin siireklilige bagl olarak gergeklesebilecek yan etkilerin
bilinmesi ve takip edilmesi 6nem arz etmektedir. VPA kullaniminda karsilasilan yan
etkilerin genellikle benign 0Ozellik tasimasina ragmen teratojenite, Sitotoksisite,
hepatotoksisite ve pankreatit gibi etkilerinin de varoldugu bildirilmistir (Levin vd.,
1997; Herzog ve Schacter, 2001). Epilepsi haricinde affektif bozukluklar, yogun migren
ve Syndenham koresi gibi degisik hastaliklarda basvurulan bir ila¢ olma o6zelligi
gostermektedir (Incecik vd., 2007).



VPA, plazma proteinlerinden alblimin basta olmak iizere bircoguna %90-95 oraninda
baglanma saglamaktadir. Proteine bagli olmayan VPA’nin terapétik etki ve toksisiteden
sorumlu oldugu tespit edilmistir (Callenbach vd., 2003). Albiimin disiikliigiinde
proteine bagli olmayan VPA seviyesinin, artisindan dolayi toksisite riskinin de arttig1 ve
bu sebeple immiin sistem bozukluklari, enfeksiyon, otoimmun ve neoplastik
hastaliklarin olustugu bildirilmistir (incecik vd., 2007). Tedavide antiepileptik ilag
smifinda olan VPA’nin uzun siireli kullanimi stirecinde meydana gelebilecek yan etkiler
g6z ard1 edilmemelidir. Bas agris1, hepatotoksisite, deri dokiintiisii, nétropeni, hormonal
degisiklikler, aplastik anemi, trombositopeni, istah artmasi veya azalmasi gibi yan

etkilerinin oldugu bulunmustur (Cascino vd., 1995; Giiven vd., 2003)

VPA'nin konsantrasyon artisina bagli olarak gelisen olumsuz etkilerinin igerisinde
meydana getirdigi uyusukluklar da yer almaktadir. Farmakokinetik ve protein
doygunluk o6zelliklerinin, yan etkilerin ve bagli olmayan ilacin orantisi diginda
artmasina sebep olabilecegi bildirilmistir. (Haroldson vd., 2000). VPA’nin
metabolitlerinin belli bir kism1 epilepsiyi iyilestirici yonde etkisini gosterirken, diger
kismi ise toksik etki yaratmaktadir ve kalan %30 ila 40’inin metabolize edilmeden
viicut digina atihmi gergeklesmektedir. Metabolize olan VPA, suda ¢oziinerek idrar ile

viicut digina atilmaktadir (Udall vd., 2006).

2.2.1. Valproik asitin etki mekanizmasi

Biitiin antikonviilsan ilaglarinda oldugu gibi VPA'nin etki mekanizmasi da tam
anlamiyla tespit edilememistir. Gama amino biitirik asidin (GABA) etkilerinin voltaja
duyarli sodyum kanallar1 tizerinde artmasi genel etki mekanizmasi olarak bildirilmistir.
Ayrica sinyal transdiiksiyon ara basamaklar1 iizerinde diizenleyici etkisi oldugu ve
voltaj kapili sodyum kanallarindan iyonlarin gegisini yavaglatarak noéronal sinyalleri
hafiflettigi yapilan ¢aligmalarla desteklenmistir. Glutamat salinimini, Ssodyumun
noronlara ulagsmasini azaltarak gergeklestirdigi ve eksitator néronlarin inhibe edilmesine
sebep oldugu; GABA'nin salinimi arttirarak, geri alimmini azaltip veya yikimini
yavaglatmak suretiyle inhibitor etkiyi ylikselttigi bilidirilmistir. Gergeklestirdigi bu
etkilerden kaginin terapotik etkiye neden oldugu tam anlamiyla agiklanamamaktadir
(Ozerdem vd., 2010; Apa vd., 2018).
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Mitokondriyal beta-oksidasyon, VPA tarafindan inhibe edilmektedir. Siirekli VPA
kullaniminin yag asitleri beta-oksidasyonunu omega-oksidasyonu yoniine g¢evirdigi ve
bu esnada serbest karnitinin tiikendigi tespit edilmistir. Yine VPA’nin kisa zincirli yag
asidi olmasindan dolay1r ve beta veya omega oksidasyonuna dahil olarak karnitin
tiketimine sebep oldugu ortaya atilan diger bir goriistir (Masaoka, 1990). VPA
tedavisinin, sekonder karnitin eksikligine neden oldugu yapilan bircok caligmayla
gosterilmistir.  Karnitin - biyosentezindeki diisiis, mitokondride beta oksidasyonla
yikimini azaltarak toksik madde olusuma sebep olmaktadir (Triggs vd., 1990; Verrotti
vd., 2001; Wadzinski vd., 2007). Twilla ve Pierce (2014), VPA ve topiramatin beraber
kullanim1 sonucu gelisen amonyak seviyesindeki artisin nedenini arastirdiklart bir
calismada, coklu ila¢g kullaniminin var olan riski arttirarak daha fazla toksik etki

gosterdigini tespit etmislerdir (Murphy, 1982; Kugoh vd., 1986; Verrotti vd., 2001).

VPA’nin, karacigerde glukuronidasyon yoluyla metabolize olarak, aktif metabolitine
cevrildigi, metabolitlerin ise karacigerde iire sisteminde var olan ornitin karbamoil
transferaz ve karbamoil fosfat sentetaz enzimlerini indiikledigi bilinmektedir.
Transferaz ve sentetaz enzimlerinin engellenmesinin karacigerde iire sentezine kismi
olarak engel oldugu ve kanda toksik madde olarak bulunan amonyak seviyesini artirdig
yapilan ¢aligmalarda belirtilmistir (Laub, 1986; Oechsner vd., 1998; Segura-Bruna vd.,
2006)

Psikiyatrik bozukluklarda akut VPA zehirlenmesi, asir1 doz alimi neticesinde daha sik
goriilmektedir (Sztajnkrycer, 2002; Watson vd., 2005). Kismi merkezi sinir sistemi
depresyonu ile sonuglanan bu durumun ise beraberinde ileri boyutta toksisite ve

oliimlere sebep oldugu belirtilmistir (Ellenhorn vd., 1997; Lheureux vd., 2005).

2.3.  Kudret Nar1 (Momordica charantia L.)

Kudret nart (Momordica charantia L.) (MC) kabakgiller (Cucurbitaceae) familyasina
ait tek yillik tirmanici bir bitkidir (Kumar vd., 2010). Sarmasik pozisyonunda agagta
biiyliyen tropikal meyveleri 10-20 cm boyunda, genis bir mekik seklinde, {izeri girintili
cikintili, kabarcikli ve piiriizliidiir (Stizen, 2009). Aci kavun (bitter melon), aci1 kabak
(bitter gourd), Afrika salataligi (African cucumber), papilla, karela, balsam armudu
(balsam pear) ve balsam elmasi (balsam apple) isimleriyle bilinen bu bitki Tayvan,
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Hindistan, Pakistan ve Cin ile Asya, Giiney Amerika, Dogu Afrika gibi tropikal
bolgelerde yetismektedir (Hekim vd., 2004; Nerurkar vd., 2006; Akihisa vd., 2007).
Ulkemizde Marmara Bélgesi’nin batis1 ile Ege Bolgesi’ne ait bahgelerde siis bitkisi
olarak yetistirilmektedir (Giirbliz vd., 2000; Mahomoodally vd., 2004; Khattak vd.,
2005; Alam vd., 2009; Demirezer, 2011). Kudret narini, Momordica bitki cinslerinin
diger tiirlerinden ayiran 6zellikleri; ince govdesi, narin yapraklari ve sade filizleridir.
Olgunlasmis meyveleri turuncu bir renk alirken ham hali yesil veya beyaz renge sahiptir
ve yaz aylarinda ¢igek agmaktadir. Sar1 ve kirmizi renkli ¢ok bliyiik olmayan ¢icekleri,
erkek ya da disi olarak ayr1 saplar iistiinde bulunmaktadir. Yapraklari insan eli seklinde,
uzun sapli, loplu ve loplar uzun oval sekilli, kenarlar1 disli, sivri uglu goziikkmektedir.
Cigekler Temmuz ve Agustos aylarinda agmaktadir. Meyve olgunluga ulastiginda,
kabuk {i¢ ayr1 par¢a halinde, geriye agilarak bir¢cok sayida, kirmizi ve kahverengi
tohumlarinin goziikkmesine olanak saglamaktadir. 7- 15 mm boyundaki tohumlar, yassi
ve pitirlic bir yapiya sahip olup kirmizi renkli tohum zan ile etraflar1 sarilmistir
(Taylor, 2002; Rangahau, 2002; Thompson, 2003; Ozbakis ve Giirsan, 2005). Hafif
Killi, tinli, kumlu topraklarda, 5,5-6,5 pH’da diizenli bir sekilde sulayarak yetisen MC,
tliman ve nemli iklime sahip bolgelerine daha fazla uyum gostermektedir. Tohumlarinin
cimlenebilmesi i¢in gereken sicaklik 30-35°C arasinda degismektedir, meyvelerinin
olusabilmesi i¢in sicaklik degerinin ortalama 25°C oldugu bilinmektedir. Diisiik
sicakliklarda yetisemezken 1g1k almayan ortamlardan olumsuz yonde etkilenmekte ve
yiiksek 1s18a ihtiyag duyan bir bitki 6zelligi gostermektedir. Meyvelerinin toplanmasi,
¢imlenmesini takiben 15-20 giin igerisinde yapilmalidir (Rangahau, 2002; Thompson,
2003).

Meyvesinden elde edilen sulu ekstrakti ve yine meyvesinden hazirlanan enjekte
edilebilir preparatlar, kan sekerini diisiirmesi sebebiyle pek c¢ok iilkede seker
hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir (Manabe vd, 2003). Farkli ilkelerde de
hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan MC’nin kullanim alanlar1 Tablo 2.1 ‘de verilmistir.
Yapilan bir ¢alismayla meyvelerlerinden hazirlanmig zeytinyagi ekstraktinin, balla
karistirtlmis kuru meyve ve etanol ekstrelerinin, ratlarda gastrik mukozada koruyucu
etki gosterdigi belirtilmistir. Bu etkisinin yaninda, mide ve duodenum iilserini tetikleyen
Helicobacter pylori’nin, c¢ogalip gelismesini engelledigi tespit edilmistir (Alam vd.,

2009). Yapilan farkli bir calismada H. pylori ig¢in en diisiik inhibe edici
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konstantrasyonlarin 1.95 ve 250 ug/mL oldugu gosterilmistir (Grover ve Yadav, 2004).
Baz1 iilkelerde MC’nin kullanim alanlar1 (Kumar ve Bhowmik, 2010) Tablo 2.1°de

verilmistir.

Tablo 2.1. Farkli tilkelerde hastaliklarin tedavisine MC’nin kullanimi

Ulke Hastahklar

Kolit, yaniklar, kabizlik, dermatoz, diyabet, ishal, egzema, ates, grip,
basur, hepatit, kurdesen, kasinti, cinsel iktidarsizlik, lepra, 16semi,

Brezilya karaciger enfeksiyonlari, malarya, menstrual sorunlar, agri, romatizma,

vajinit

Gogiis kanseri, diyabet, ates, cinsel iktidarsizlik, bobrek problemleri, agiz
Cin kokusu, renal yetmezlik

Anemi, kolit, diyabet, seker, hiperglisemi, barsak parazitleri, bobrek tasi,
Kiiba karaciger problemleri, menstrual problemler

Anemi, kabizlik, dermatoz, g6z enfeksiyonlari, ates, karaciger hastaliklari,
Haiti deri problemleri, burun iltihabu, istah arttirici, insektisit

2.3.1. Kudret nari bilesenleri

Bitki, %83,2 nem, %0,76 yag, %2,9 protein, %8,1 kiil, %9,8 karbon, %1,7 fibril ile
%1,4 kalsiyum, fosfor, demir, karoten, tiyamin, nikotinik asit, riboflavin, askorbik asit,
bakir ve potasyum gibi mineral maddeler icermektedir. Meyvenin yapraklar1 ve kirmizi
tohum zar1 ise sirastyla %89,25 ve %94 oraninda su, %3,3 ve %30,7 oraninda
karbonhidrat ihtiva etmektedir (Yuwai vd., 1991; Patel vd., 2010). Bol miktarda mineral
ve vitamin icerigine sahip olan bitki p-karoten, magnezyum ve c¢inko da
bulundurmaktadir (Braga vd., 2007; Patel vd., 2010; Tan vd., 2016). Olgun
meyvelerinin tohum zarlarinda yiiksek oranda likopen bulunmaktadir. Olgunlagsmamis
meyveleri ise vitamin A, C, f-karoten, demir, fosfor ve potasyum agisindan oldukca
zengindir (Demirezer, 2011). MC meyvesinin asil etken bilesenleri glikositler
(momordicoside E, F, G, H, I, J), steroid glikositler ve alkaloidler (momordicine,
momordin) olarak tespit edilirken bitkinin momordin, karatinoidler, flavinoidler ve
polifenoller gibi glikozitleri igerdigi belirtilmistir (Ray vd., 2010). Meyve igeriginde
ayrica Sistin, lizin, ve metionin disinda kalan diger amino asitlerin bulundugu
belirtilmistir. Protein yapisinda olan alfa ve beta-momorcharin, momordin ve
cucurbitacin B sebebiyle bitkinin antikarsinojenik bir yap1 gosterdigi (Donya vd., 2007),
tokoferol igerigi ile ise antioksidan bir yapi gosterdigi belirlenmistir (Elibal, 2009).

Bitki iceriginde bulunan charantinin, insiilin benzeri peptid (p-peptid), cucurbitenoid,
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momordicin ve olenealik asitin ise hipoglisemik durumdan sorumlu bilesenler oldugu
gosterilmigtir. MC’nin yag ve protein agisindan oldukc¢a zengin olan tohumlarinda,
recine ve gesitli polisakkaritler de bulunmaktadir. Olgunlasma evresinde 14 farkl
karotenoid igerdigi gézlemlenen MC, tokoferol igerigi sayesinde antioksidan 6zellik
tasimaktadir (Ozbakis ve Giirsan, 2005; Liu vd., 2008). Yiiksek yag icerdiginden dolayi
yag endiistrisinde degerlendirilen tohumlari, ticari olarak biiyiik bir paya sahiptir (Ozgiil
Yiicel, 2005; Kumar vd., 2010).

2.3.2. Kudret narmin etki mekanizmasi

Eski tarihlerden bu tarafa hastaliklarin tedavisi, ¢ok sayida bitki destekli devam etmistir.
Giinlimiizde bitkisel kaynakli ilaglar i¢in tamamlayici tedavi ifadesi kullanilmaktadir.
Son yillarda artan dogal kaynaklarin tedavi edici Ozelliklerinin kullanildigi birgok
calismada yer almaktair (Goktas ve Gidik, 2019). Sentetik ilaglarin hastaliklarin tedavisi
icin yeterli olmamasi ve birgok yan etkisinin farkedilmesi bu durumu tetiklemistir.
llaglarin tek bir bolgede etkisini gosterirken, bitkisel kaynakli tedavide kullanilan
ilaglarin ise zengin ve degisik icerikleri sayesinde bir¢ok bolgede etkindir. Bu durum bu
ilaglarin tercih edilmesine olanak saglamis ve ayrica diisiik maliyetli olmasi daha genis
kitlelerce kullanilmasina sebep olmustur (Jayasooriya vd., 2000; Vermani ve Grag,
2002; Sahin, 2007). MC igerdigi sagliga yararli bilesenleri ve viicudun birgcok farkli
bolgesinde gosterdigi etkileri sebebiyle bitkisel tedavi kaynaklar1 arasinda kendisine
onemli bir yer saglamistir (Jayasooriya vd., 2000). Tibbi tedavi igin bitkinin meyvesi,
pulpu, tohumlar1 ve yapraklarindan faydalanilmaktadir (Vermani ve Grag, 2002).
MC’nin seker absorbsiyonunu engelledigi, bagirsaklarda seker emilimini diistirdiigii ve
insiilin salgilanma oranini yiikselttigi yapilan ¢aligmalarla tespit edilmistir (Jayasooriya
vd., 2000; Joseph ve Jini; 2013).

Serbest radikaller kanser, kalp hastaliklari, doku zedelenmesi, diyabet, sitotoksisite ve
genotoksisite gibi farkli bircok alanda olumsuz etki yaratmaktadir. Viicudun kendi
igerisinde Ttretilen veya dis kaynakli olusan serbest radikaller, doku ve organlarda
oksidatif stres yaratarak ciddi zararlara sebep olmaktadir. Beslenme ile viicuda giren
antioksidanlar, oksidasyonun vyarattigit yan etki ve =zararlari Onleyebilmektedir.

Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler antioksidan aktiviteleri sayesinde serbest
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radikallerin yarattig1 etkileri yok ederek hastaliklara neden olabilecek zincir
reaksiyonlarin1 durdurabilmektedir (Kubola ve Siriamornpun, 2008; Semiz ve Sen,
2007).

MC’nin toprak istii kisimlarinin, etanol ve metanol ile yapilan ekstraktlar1 birgok
mikroorganizmada antimikrobiyal etkiye sebep olmaktadir. MC’nin igerigindeki fenolik
bilesiklerin mikroorganizmalardaki enzimleri inhibe ederek zararli etkilerini yok ettigi
tespit edilmistir (Sahin, 2007; Kiiltiir, 2007) MC, bir¢cok faydasinin yaninda igerdigi
proteinler sayesinde kanser hiicrelerinin olusumunu ve gelisimini durdurarak
antikanserojenik etki de gostermektedir (Taylor, 2002; Grover ve Yadav, 2004). Aktif
bilesenleri sayesinde gesitli patojenlerin olusturdugu cinsel yolla bulasan hastaliklarin
iyilesmesi i¢in MC’nin kullanildigi belirtilmigtir. Tohum, meyve ve yapraklarinda
bulunan alfa ve beta-momorcharin proteinleri sayesinde HIV viriisiiniin aktiflesmesini
engelleyerek AIDS hastaligi tedavisinde kullanilabilecegi tespit edilmistir (Taylor,
2002; Vermani ve Garg, 2002).

Yapilan farkli caligmalarda, MC ekstraktlarinin karacigerde glukozun kullanimini
arttirdigi, glukoneojenezi azalttigi ve glukozun hiicre i¢ine alimimi kolaylastirarak,
insiilin salinimint artirip pankreastaki insiilin iireten B hiicrelerinin sayisinin artmasina
da olanak sagladigi belirtilmistir (Gao vd., 2018; Elangovan vd., 2019). MC’nin
antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasindan dolayi, farkli bakteri, parazit, viriis ve
mantarlar tarafindan olusan infeksiyonlarda koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir.
Meyve ekstresinin, kanserli hiicrelerde kaspaz aktivitesini yiikselterek apoptozu
indiikledigi ve hiicre biiyiimesini durdurdugu bildirilmistir. Igerigindeki siklin B1 ve D1
proteinlerinin  hiicre dongiisiinde regiilator gorevi tstlenerek ekspresyonu ciddi
boyutlarda azaltmak suretiyle bozulan hiicre dongiisiinii diizenledigi ve G2/M fazini

bloke ettigi tespit edilmistir (Nerurkar ve Ray, 2010).

2.4. Genotoksisite Testleri

Genotoksisite, fiziksel, kimyasal veya biyolojik ajanlarin kromozomlarda meydana
getirdigi hasarlar olarak ifade edilmektedir (Zeiger, 2004; Vural, 2005). Genotoksisite
testleri, toksik etki yaratacak her tiirli ilag, katki maddeleri, fiziksel etkenler ve
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cevredeki kirleticiler gibi giinliik hayatimizda sik¢a karsilastigimiz etmenlerin (Sekil
2.2) genotoksik ve kanserojenik etkilerinin tespit edilebilmesi ve riskinin tahmin
edilebilmesi i¢in yapilan test teknikleri olarak tanimlanmaktadir (Tucker ve Preston,

1996; Yilmaz, 2008).

GENOTOKSINLEER

¥
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et oma g DNA

13 Iplklen - Kontrol MNoktalan

~.[

DNA Onanm Hatalan
Mutasyonlar

Apoptoz

!

Genetile Eararsizlid;

—/ \ T

- - Genetik ve Multifalctoryal
| Yaglanma| | Infertilite|  |[Kanser | Hastaliiciar

Sekil 2.2. Genotoksinlerin etki mekanizmasi
Genotoksisite testleri;

Tek hiicre jel elektroforezi (Comet Assay, SCGE); Kuyruklu yildiz anlamina gelen
““‘comet assay’’ hizli, basit, duyarli, degisik hiicre tiplerinde ve DNA hasarlarinda
uygulanabilir olmasi1 ve radyoaktif isaretleme gerektirmeyen 6zelliklerinden 6tiirii DNA
hasar dl¢limleri icerisinde kullanilmaktadir (Collins vd., 2008). Siiperkoil yapinin, alkali
ortamda kendini birakarak agilmasi ve kiriklarin meydana gelmesiyle kirllmig DNA
zincirleri anoda dogru hareket ederek elektroforezde kuyruklu yildiz goriintiisii

olusturmaktadir (Green vd., 1996; Collins, 2004).
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Mikroniikleus (MN), Mitoz boliinme esnasinda meydana gelen, kromozom veya
asentrik kromozom fragmanlarindan koken alan, cekirdege dahil olmayan kiigiik
cekirdekeik yapisindaki olusumdur (Kirsch-Volders vd., 1997). MN olusumu, kinetokor
ya da mitotik aygitin diger parcalarindan, mitotik ig ipligi hatalarindan, hiicre
dongiistinii kontrol eden gen eksikliklerinden ve kromozomal hasarlardan meydana
gelmekte olup sayisinin artig1 degisik ajanlarin hiicrelerde olusturdugu yapisal ve sayisal
kromozom diizensizliklerinden kaynaklanmaktadir (Vanparys vd., 1990). Anéploidiyi
uyaran ajanlar, sentromerde boliinme hatalarina sebep olmakta, klastojenler ise
kromozom kirig1 olugturmaktadir. Bu sebeple MN sayisindaki artis somatik hiicrelerde
genomik diizensizligin gostergesidir (Stopper ve Miiler, 1997; Sekeroglu ve Ath
Sekeroglu, 2011). Genotoksisite testleri igerisinde MN testi; farkli hiicrelerde
uygulanabilen, klastojenik bilesikler tarafindan gergeklestirilen, in vivo ve in vitro
sekilde uygulanabilen, kromozomal hasarlarin belirlenmesinde oldukga basarili olan bir

sistem olarak tanimlanmaktadir (Krishna ve Hayashi, 2000; Choy, 2001).

Kardes Kromatit Degisimi (KKD); Kromozom morfolojisi degismeden, metafaz
kromozomlarmin kardes iki kromatidinin kirillan parcalarinin simetrik olarak yer
degistirdikten sonra yeniden birlesmesi ile ger¢eklesmektedir (Wilson III ve Thompson,
2007). DNA kiriklarinin goriiniir sekle gelebilmesi i¢in hiicre kiiltiirlerinde timin
analogu olarak kullanilan Bromodeoksiiiridin (BrdU) ilave edilmektedir (Gebhart,
1981). KKD, sitotoksisite, nokta mutasyonlarin indiiksiyonu ve gen amplifikasyonu ile
yakindan iligkilidir (Latt and Schreck, 1980). Kardes kromotid testi, mikroskobik
boyutlarda kromozomal hatalarin1 gésterirken homolog kromozomlarinin lokuslarindaki

DNA kopyalanmasinin iirlinlerinin degisimini baz almaktadir (Bayel, 2006).

Kromozomal Anormallik (KA); Kromozom anormallikleri, DNA seviyesindeki
kromozomal hasarin ve genomik kararsizligin bir sonucu olarak ortaya c¢ikan
koromozomal anormalliklerin tespiti i¢in kullanilan bir test sistemidir (Yiizbasioglu vd.,
2006). Kromozom kiriklart DNA’daki onarilmayan ¢ift zincir kiriklarindan, yeni yapiya
sahip kromozomlar ise DNA’daki zincir kiriklariin dogru onarilmamasindan
olusmaktadir (Sekeroglu ve Sekeroglu, 2011). In vitro KA testi ile memeli hiicre
kiiltiirlerinde, in vivo KA testi ile ise kemik iligi hiicrelerinde ¢aligilabilmekte ve in vivo

test ile, mutajen kaynakli hasarlarin tespitinde tiir ve dokuya 0zgii metabolizma,
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farmakokinetik ve DNA onarim mekanizmalarmin belirlenmesine imkan sunulmaktadir
(Choy, 2001).

Bakteriyel Geri Mutasyon Testi (AMES); Dr. Bruce Ames 1972 yilinda kesfedilten
sonra, eksojen ajanlarin mutajenitesini tepit etmek i¢in Salmonella typhimurium veya
Escherichia coli mutant suglar1 izerinde tarama testi olarak giivenilir bir sekilde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Oguz vd., 2013). AMES, cerceve kaymasi, baskilanmig
transkripsiyon, radyasyon, endojen kaynaklar, reaktif oksijen tiirevleri (ROT), hidroliz,
hatal1 ya da baz ¢ifti degisimleri, replikasyon hatalari, yaslanma, ultraviyole, mutasyon,
hiicre dongiisiindeki gecikmeler, apoptoz, kimyasallar ve kanser gibi farkli bir¢ok
nedenden olusan mutajenitenin DNA molekiilinde nokta mutasyonu olusturup

olusturmadiginin tespiti ve boyutunun Ol¢iilebilmesi i¢in kullanilan kolay ve ucuz bir

test sistemidir (Mortelmans, 2019; Zeiger, 2019).

Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART); Drosophila kanat benek testi
adiyla da bilinen Drosophila irklari iizerinde galisilan genotoksik ve antigenotoksik
etkileri tespit etmek amaciyla sik¢a kullanilan, in vivo giivenli, ¢ok yonlii, ucuz ve kolay
uygulanabilir bir mutajenite test teknigidir (Idaomar vd., 2002; Altun Colak, 2013).
Mutasyonu fenotipte gdstermesi (Zimmering vd., 1997), mitotik rekombinasyon
gozlenmesi, heterozigotluk kaybinin uygun gen isaretleriyle sineklerde taninmasi ve
kullanilabiliyor olmasi1 (Wiirgler, 1986), tek bir nesilde sonuca ulasilabilmesi, tek bir
sinekte bircok hiicrenin analizinin yapilmast SMART tekniginin diger avantajlari
arasindadir (Sarikaya, 2005).

Drosophila bireylerinin embriyonik gelisiminde larvalarda gézlenen ve mitozla ¢ogalan
degisik imajinal disk hiicrelerine test maddelerinin uygulanmasi temeline dayanan
SMART tekniginde, nokta mutasyon, delesyon ve kromozom bozukluklarinin
belirlenebildigi gbz benek testi ve kanat benek testi olmak tizere iki farkli yontem

bulunmaktadir (Graf vd., 1984; Kaya, 2000).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Drosophila melanogaster

Calismamizda, model organizma olarak halk arasinda meyve sinegi ya da sirke sinegi
olarak da bilinen Drosophila melanogaster kullanilmistir (Sekil 3.1). 1909 yilinda
Thomas Morgan tarafindan ilk defa kullanilan D. melanogaster’den 100 yildan fazla bir
stiredir genetik calismalarda yararlanilmaktadir. Drosophila, mekanizmas: en iyi
anlasilan model organizma olarak bugiin halen daha biyolojinin temel konusu olarak
anlatilmaktadir (Graf vd., 1992; Prokop, 2016). 2000 yilinin Mart ayinda genom haritasi
paylasilan D. melanogaster ile memeli genleri arasindaki benzerlik olmasi, insan
hastalik genlerinin yaklasik %75’inden fazlasina sahip olmasi, tek seferde ¢ok sayida
yavru birey elde edilmesi, igilincii evre larvalarmin tiikiirik bezlerinde dev
kromozomlara sahip olmasi, pek ¢ok mutant karekterin bulunmasi, hayat dongiisiiniin
kisa olmasi, kiiltiir ortaminda kolay, ekonomik ve cgalisilabilir bir canli olmasi bu
canliin ¢ok tercih edilen bir model organizma olmasmi saglamistir (Valencia vd.,

1984; Falakal1, 1990; Adams vd., 2000; Reiter vd., 2000; Tiburi vd., 2002).

Sekil 3.1. Drosophila melanogaster

3.1.1.1. Drosophila melanogaster’ in sistematikteki yeri

D. melanogaster, larvalarinin eksimeye baslayan meyvelere taksi gdstermesinden dolay1
meyve sinegi adiyla bilinen, hayvanlar aleminde Insecta sinifinin diptera takiminin

Drosophilidae familyasina dahil olan ve tam baskalasim (holometabol) gosteren, dort
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¢ift kromozoma sahip omurgasiz bir organizmadir (Wheeler, 1981; Ozata, 2006;
Dayanikli, 2014). D. melanogaster’in sistematikteki yeri soyledir:

Alem: Animalia

Sube: Arthropoda (eklembacaklilar)

Altsube: Mandibulata-Antennata

Sinif: Insecta- Hexapoda (bocekler-altibacaklilar)
Alt simif: Pterygota (kanatlilar)

Ust takim: Mecopteroidea (uzun kanatlilar)
Takim: Diptera (¢ift kanatlilar)

Alt takim: Brachycera (kisa antenliler)

Aile: Drosophilidae (sirke sinekleri)

Cins: Drosophila

Tiir: Drosophila melanogaster

3.1.1.2. Drosophila melanogaster’ in yasam dongiisii

Okaryotik bir canli olan D. melanogaster’, embriyonik gelisimini optimum kosullarda
devam ettirmektedir. Sekil 3.2’de goriildiigii gibi meyve sineklerinin yagam dongiisii
dort farkli evreden olugmaktadir (Dayanikli, 2014). Tam metamorfoz yapisindan dolay:
yumurta, larva, pupa ve ergin birey olarak dipterlerin hepsinde gozlenen sirada yasam
dongiistinii tamamlamaktadir. D. melanogaster yumurtalari, 25°C’de yaklasik 9-11 giin
igerisinde ergin bireye doniismektedir (Flecknell, 2002; Jennings, 2011; Mohr vd.,
2018).
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Embriyo

1. Larvaevresi
(1gin)

Prepupa
evresi
(4 saat)

Sekil 3.2. Drosophila melanogaster yasam dongiisii

D. melanogaster’in hayat siklusundaki evreleri ve dmiir uzunluklari; ¢ok az miktarda
degismekle beraber 151k, beslenme, sicaklik, populasyon miktari, giftlesme, radyasyon
ve nem degiskenleriyle baglantili olarak farklilik gosterebilmektedir. Tiire ait
erginlesmis disi yasadigi siirece ortalama 350 yumurta birakabilmektedir (Serensen ve
Loeschcke, 2002; Sinclair ve Roberts 2005; Ayar vd., 2009; Ayar, 2013). Drosophila
melanogaster’de gelisim iki asamada tamamlanmaktadir (Sekil 3.2). Yumurtanin
dollenmesi ile baslayip birinci evre larvalarin ¢gikisina kadar gegen siire embriyonik evre
adin1 almaktadir. Postembriyonik evre adi verilen donem ise birinci evre larvalarin
yumurtadan c¢iktigi andan baslayarak ergin birey oldugu ana kadar gecen siireci
kapsamaktadir (Schneider, 2000; Ozata, 2006).

Drosophila melanogaster yumurtast; arterior tarafinda yumurtanin besiyerine batmasini
ve oksijen alimini saglayan flamentleri bulunan, oval goriinlimde, ortalama 0,5 mm

boyunda yapilardir (Graf, 1992).

Drosophila melanogaster larvasi; yumurtadan sonraki siiregte besiyerinde beslenerek
gelisen bir yapiya sahiptir. Gomlek degistirme denilen asamada iki kez kiitikula
tabakasii atarken bu iki evrenin arasina instar adi verilmektedir. Gelisim evrelerine

gore larvalar; birinci evre larva, ikinci evre larva ve fgiincii evre larva olarak
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tanimlanmaktadir. Larval siiregteki en dikkat ¢ekici nokta, imajinal disk hiicresi olarak
bilinen, larva evresinden pupa olusuncaya kadar gecen siire igerisinde mitoz bdliinme
ile ¢ogalarak pupa evresinde meyve sineginin farkli organlarimi olusturan yapilardir

(Ashburner, 1989; Bier, 2005; Marsh ve Thompson, 2006; Allocca vd., 2018).

Drosophila melanogaster pupasi; besiyerine gomiilii olarak beslenen tiglincii evre
larvalarin nemli besiyerinden kuru ortama ge¢mesinden sonra dis zarin kahvemsi bir
sar1 renk alarak sertlesip sabitlesmesi ile prepupa evresi adini alarak olusmaya baglar ve
24 saat kadar devam eder (Sekil 3.3). Pupa, puparyum denen kiitikula yapisi1 igerisinde
olgunlagincaya kadar hareket etmemektedir. D. melanogasterin erginlestiginde
gozlenen kanat ve goz yapist pupadan ¢ikmadan yaklasik 1 giin 6nce Sekil 3.3’de
gosterildigi gibi farkedilmeye baslar (Falakali, 1990; Rubin ve Lewis, 2000; Dayanikli,
2014).

Sekil 3.3. Drosophila melanogaster pupasi

Drosophila melanogaster ergin bireyi; pupanin gelisimini tamamlamasiyla anterior
(Sekil 3.4) kismin1 delerek, beyazimsi, kanatlar1 acilmamis sekilde ve uzun abdomen

bolgesiyle kendisini gostermeye baslar (Hales vd., 2015).
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Sekil 3.4. D. melanogaster’e ait viicudun anterior ve posterior kisimlari

Pupadan ¢iktiktan 1-2 saat sonra kanatlar acilip viicut koyu rengini alir. Ergin bireylerin
disileri 8-9 saat ciftlesmeye hazir olgunluga ulasirken erkekler zaten pupadan g¢ikar
¢ikmaz olgunlasmis haldedir. Disiler erginliklerinin ikinci ya da tgilincii giinlinde
yumurtlarken, yumurta birakma islemi ¢iftlesmesinden bagimsiz gerceklesir ve
déllenmeyen yumurtalar agilmaz. Ergin bireylerin Sekil 3.5’de gosterildigi gibi olan dis
genital organlari, kanat, agiz parcalari, bacak, anten, géz ve halterleri imaginal disklerin
gelismesiyle olusmaktadir. Spesifik olan biitiin imaginal diskler olgunlagacagi pargaya
gore programlanmis yapilardir. Birinci larva evresinde sayilari yiizii bulmayan imajinal
disk hiicreleri mitoz boliinme gegirerek pupa evresine ulasmadan sayisini birkag bine

ulagtirmaktadir (Graf vd., 1992; Bozcuk, 2000; Lloyd ve Taylor, 2010).
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Sekil 3.5. D. melanogaster’in imajinal disklerden olusan yapilari

Drosophila bireylerinin disi ve erkegi arasinda belirgin farklar mevcuttur (Sekil 3.6).
Disi bireylerde esey taragi goriilmezken, erkeklerde birinci ¢ift bacagin ilk tarsalinda
esey taragi bulunmaktadir. Erkeklerde 5 agik renkli ve dar abdominal segment varken,
disilerde koyu renkli, daha genis 7 segment oldugu belirtilmistir. Son olarak, disilerde
abdomeninin son kisminda agik renk goze carparken erkeklerde bu kisim daha
siyahims1 bir renktedir (Falakali, 1990; Wixon ve O’Kane, 2000; Caliskan ve Kocaman
2002).

Digi- Erkek Ayrums Disi Erkek
Disi Bk Genital plak ve anis apibklif vardir Genital kemer ve aniis agklf vardir.
N\ \ A A
ﬁ F") Ahdoment 7 segmenttir. Abdoment 5 segmenttir
T - iy -
ﬁ@‘? j" '}mv; Abdoment yumurtlamaya uygun sekilde | Abdomenin sonu yuvarlaktir.
/lj v AQ s .. ” Cf' keontk bigtmlidir
Xlmomozemu | Egey taradt yoltur Esey tarads vardir.
” Vemezom . . —— ———
LU, U Abdomentn ucu imnce bantlar geklinde [ Abdomenin ucu siyah renkli birlegmig
| | beyaz aguliklidir, bantlardan olugur.
Esey momozomlan

Sekil 3.6. Drosophila melanogaster’e ait disi ve erkek ayrimi
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3.1.1.3. Cahsmada kullanilan D. melanogaster mutant soylari

Calismamiz, D. melanogaster’in mutant soylarindan multiple wing hair (mwh) ve flare®
(fIr3; fIr¥/In (BLR) TM3 Bd®) hatlari ile gereklestirilmistir. Normal metabolik aktivitesi
olan bu iki tiirlin genetik yapis1 asagidaki gibidir (Lindsley ve Zimm, 2012)

v" Multiple wing hair (mwh/mwh)
v' Flare® (flr¥/In (3LR) TM3, ri p® sep | (3) 89Aa bx®* e%). Bu soyun genotipik
olarak kisaca gosterimi flr¥/TM3, Bd® seklindedir.

Multiple wing hair (mwh/mwh): Calismamizda kullanilan bu mutant soy ti¢lincii
kromozomun sol kolunun ucunda bulunan, ¢oklu kanat kil mutasyonuna sahip resesif
bir gendir. Sekil 3.7°de gosterildigi gibi belirleyici genler olan TM3 ve Bd® genleri de
ticiincli  kromozomun iizerinde bulunmakta ve aralarindaki mesafenin uzaklig
rekombinasyon ve mutasyonlarin genis bir aralikta gézlenmesi avantajin1 sunmaktadir

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

Imwh it Sentromer "
| | |
e ] ) S e |
| | | |
03 88 417 919

Sekil 3.7. Drosophila’da belirleyici genlerin ti¢iincii kromozom iizerinde konumlari

Mutasyona ugramis D. melanogaster bireylerinde kanat sekli, biiyiikligii ve fenotipte
farkliliklar gdzlenmektedir (Dayanikli, 2014). Imajinal disklerde gergeklesen genetik
farkliligin, fenotipe ergin sinek kanadinda mutasyon olarak yansidigi goriilmektedir
(Sekil 3.8). Homozigot durumda mwh soyu olarak yasamina devam edebilen bireylerin
kanatlarinda hiicre basina bir kanat kil (trikom) olmas1 gerekirken coklu kanat kili

gozlenmektedir (Wurgler, 1986; Rubin ve Lewis, 2000).

Flare® (flr¥/In (3LR) TM3, ri p® sep | (3) 89Aa bx3* e%): Bu soy, flare (fIr®)

mutasyonunu tasiyan resesif gene sahiptir. flr® geni, homozigot halde letal olan ii¢ adet
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mutant allele sahiptir (Sekil 3.8). Mutant kanat hiicrelerin olusmasini saglayan
kanatlardaki imaginal disklerde varolan homozigot hiicrelerinin gelisimidir. Homozigot
letaliteyle kanat kenarlarinin testere disi goriiniimiinii (Sekil 3.8 ve Sekil 3.9) almasina
sebep olan Bd® (beaded serrat), heterozigot durumda varligin1 devam ettiren dominant
bir mutasyondur. Dominant Bd® geni, TM3 dengeleyici kromozomunun iistiinde
bulunmasindan ve bu geni tasimasindan dolay1 testere sekilli kanat kenarlar1 sayesinde
diger sineklerden ayrilmaktadir (Graf vd., 1984; Graf vd., 1992). flr® fenotipinde kanat
killar1 uzun, normal ve diiz goriiniirken, Bd>’de diizgiin goriinmeyen, kisa, kalin, nokta

veya koyu renkli bir balon gibi goriinen kil yapis1t mevcuttur (Graf and Bentsen, 1985).

Norual Kanat ' Sertat knnat '

“multiple wing hair” me——

| mwiy mwh |
“flare”
[ #r% TIA3, B |
s

“Oregon-flare”
[ oRRO):ORRARE): A7 TM3, 8~ |
Rsi(Z2)DDT (2-65)

Sekil 3.8. D. melanogaster’de normal ve serrat kanat fenotipleri
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Sekil 3.9. flr3/TM3,Bd® bireylerindeki homozigot letal etkiler

Normal kanada sahip Drosophila bireylerinde mutasyon ve rekombinasyon sonucunda
meydana gelen klonlar gozlemlenirken testere kenarli kanada sahip olanlarda
(mwh/TM3,BdS) dengeleyici kromozomun rekombinasyonu baskilamasindan dolay1
yalnizca mutasyonla olusan klonlar incelenebilmektedir. Bu sebeple, SMART
tekniginde hem normal hem de serrat kanatlar incelenerek  sonuglar

degerlendirilmektedir.

3.1.2. Cahismada kullanilan bitkisel organizma ve kimyasal ajanlar
3.1.2.1. Kudret narn

Kudret nart (Momordica charantia L.) bitki, meyve ve tohum Oziitlerinin (Sekil 3.10)
bircok tibbi 6neme sahip oldugu ve siklikla alternatif tip sisteminde kullanildig:
bilinmektedir (Jayasooriya vd., 2000). Calismamizda kudret narinin c¢ekirdek ve

meyvesine ait metanol ekstraktlari kullanilmistir.
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Sekil 3.10. Momordica charantia L.

3.1.2.2. Sisplatin

Giiglii antineoplastik aktiviteye sahip bir platin koordinasyon kompleksi olan sisplatin
(Dasari ve Tchounwou, 2014; Petrovi¢ ve Todorovi¢, 2016) CAS 15663-27-1 koduyla
Sigma firmasindan temin edilmis olup molekiiler yapist Pt (NH3)2Cl2 seklindedir (Sekil
3.11).

N ¢
e S
NN

Sekil 3.11. Sisplatinin molekiiler yapisi

3.1.2.3. Valproik asit

Antikonviilsanlar igerisinde bulunan valproik asit CAS 99-66-1 koduyla Sigma
firmasindan temin edilmis olup molekiiler yapisi (CH3CH2 ,CH2).CHCO2H seklindedir
(Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Valproik asitin molekiiler yapisi

3.1.2.4. Etil metansiilfonat

Alkilleme 6zelligine sahip antineoplastik bir ajan olan etil metansiilfonat (EMS) M0880
koduyla Sigma firmasindan temin edilmis olup, molekiiler formiilii CH3SO3CH2CHj3
seklindedir (Sekil 3.13).

o\\s//o
H3C/\O/ \CH3 >

J

Sekil 3.13. Etil metansiilfonatin molekiiler yapisi

3.2. Yontem
3.2.1. Kudret narmin temini ve ekstraksiyonu

Calistigimiz bitki 2018 yilinda ticari olarak Eskisehir halk pazarindan satin alinarak
bitkinin tiir teshisi yaptirilmistir. Kudret nari bitkisine ait ¢ekirdek ve meyveler bir hafta
oda sicakliginda kurutulma isleminden gecirilerek mikser yardimiyla toz haline
getirilmistir. Toz haline getirilen bitki kisimlar1 sivi azot yardimiyla ekstraksiyona hazir
hale getirilmistir. Calismamizin tamami, Erzincan Binali Yildirim Universitesi Temel
Bilimler Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvari’'nda gergeklestirilmistir.
Kurutulan bitki kisimlar1 hassas terazide her bir ekstrakt icin 50 g tartilmis ve kudret

narma ait meyve ve ¢ekirdekler ayr1 ayr1 metanol ile 250 mL’ye tamamlamistir.
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Ekstrakte edilen kisimlarin igerdigi saf metanolin biyik bir kismi diisiik basing ve
40°C sicaklikta rotary evaporator yardimiyla 3 saat siireyle uzaklastirilmistir. Metanol
ekstraksiyonu Kotan ve arkadaslarinin belirledigi yontem dahilinde tamamlanmistir
(Kotan vd., 2010). Elde edilen bu ekstraktlardan stok ¢6zeltiler hazirlanmis ve farkli
konsantrasyonlarda (1,25; 2,5 ve 5 mg/mL) uygulama gruplarina ilave edilmistir. Stok
¢ozelti +4°C’de buzdolabinda saklanmistir (Sekil 3.14- 3.22) .

Sekil 3.15. Kudret narinin ¢ekirdeklerinin meyveden ayrilmasi
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Sekil 3.18. Kudret narinin meyve ve ¢ekirdeklerine metanol eklenmesi
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Sekil 3.19. Evaporasyon islemi

B
82138, oy,
Medde 5192, 0890

Sekil 3.20. Stok c¢ozeltiler

3.2.2. Yasama yiizdesi (larval mortalite) deneyleri

D. melanogaster’in mwh erkek ve flr® disi bireylerine ait 3. evre (72+4 saat)
transheterozigot larvalar kullanilarak yasama yiizdesi deneyleri yapilmistir. Bu amagla,

onceden stok halinde elde edilmis 1-3 giinliik ¢iftlesmemis Drosophila bireylerinin

32



409 9X408 3 olacak sekilde taze besiyerlerine aktarilarak 3 giin boyunca 25+1°C ve
%40- 60 bagil neme sahip etiivde beslenmesi saglanmistir. 3. giiniin sonunda kontrol ve
uygulama gruplari i¢in toplanan herbir 100 larva 0,05 mM dozlarinda CP ve VPA ile
farkli konsantrasyonlarda (1,25; 2,5 ve Smg/mL) Momordica charantia meyve (MCF)
ve Momordica charantia ¢ekirdek (MCS) ekstrakti iceren Standart Drosophila
Besiyerine (SDB) aktarilmistir. Deneylerin 3 tekrari yapilarak kontrol ve tim deney
gruplar1 her giin kontrol edilerek ilk ergin birey ¢ikisindan itibaren 7 giin boyunca

sayllmak suretiyle bireyler cinsiyetine gore kaydedilmistir.

3.2.3. Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)
3.2.3.1. Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi

SMART teknigi, Drosophila melonogaster’e ait flare (flr®) disi ve multiple wing hair
(mwh) erkek mutant bireylerinin caprazlanmasiyla elde edilen igiincii evre (72+4
saatlik) transheterozigot larvalarin kanat imajinal disk hiicrelerindeki heterozigotlugun
herhangi bir mutasyonla kaybedilmesi yani ergin birey fenotipinde yabanil fenotip
yerine mutant fenotipin izlenmesi esasina dayanmaktadir. (Graf vd., 1984). Somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi; goz benek testi ve kanat benek testi olmak iizere iki
farkli sekilde incelenmektedir (Kaya, 2000). Bu testlerle nokta mutasyon, delesyon,

ayrilmama, kromozom bozukluklar1 ve rekombinasyon belirlenmektedir(Sekil 3.21).
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Sekil 3.21. D. melanogaster’de SMART tekniginin sematik olarak gosterilmesi

SMART tekniginde birinci larva evresinde 50-100 civarinda olan ve artarak tgiincii
larva evresinde 24.000 sayisina ulasan imajinal disklerin, test maddelerine maruz
birakilmasi prensibine dayanmaktadir (Wurgler, 1986; Graf, 1992). Kontrolleri
yapilacak test maddelerinin larvalara ikinci evreden iiglincii evreye gegmeden

uygulanmis olmasi gerekmektedir. Cilinkli ikinci evre larvalarda imajinal diskler
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olusturacaklar1 yapilara doniismemis ancak sayilart maksimum seviyededir (Wurgler,
1986; Zimmering vd., 1997).

SMART teknigine gore, tek tip klon (tekli benekler), mwh ya da flr® fenotipindeki
hiicrelerden olusurken; ikiz klon (ikili benekler) mwh ve flr® fenotiplerini beraber
bulundurmaktadir. Kiigiik tek tip klon yalnizca 1-2 adet mwh hiicresi bulundururken,
biiyiik tek tip klon 3 ya da daha fazla mwh veya flr® klonu bulundurmaktadir (Szabad
vd., 1983). Preparatlarin mikroskop analizinde ikiz klonlar yan yana goziikiiyorsa bu
durum, mwh hiicre klonlar1 ile flr® hiicre klonlarinin olmasi ya da komsu iki klonun
varligindan kaynaklanabilir (Sekil 3.22). Birinci durum ikiz klonu simgelerken,
klonlarmn ikinci pozisyonu ise farkli iki klon olarak degerlendirilmelidir (Graf vd., 1984;
Henderson, 1998).

A o
2,7 o 44 A
d 424 0 e o~ I

a) normal b) farklilasmus fakat ne flr® ne de mwh olarak simflandirilmayacak trikomlar

d,
J JM \ i Jb' ;A' :M uA Z ’i/ /j‘;/ joﬁg /

¢) mwh trikomlar d) flr® genotipine ait trikomlar

Sekil 3.22. Kanat trikomlarinin goriiniimii

Kanatlardaki mutant klonlar farkli genetik mekanizmalar sebebiyle farkli sekillerde
olusurlar (Sekil 3.23). Tekli mwh klonlarin olusmasi, mwh ve flr® isaret genleri
arasindaki nokta mutasyon, delesyon, ayrilmama ve rekombinasyon kaynakli ortaya
cikarken; flr® ve ikiz klonlar 3. kromozomun sentromeri ve flr® geni arasinda somatik
rekombinasyon ger¢eklesmesinin sonucu meydana gelmektedir. Serrat kanath
(mwh/TM3) bireylerde TM3 kromozomunun baskilanmasi sonucu mitotik krossing over

meydana gelmemektedir (Frei ve Wiirgler, 1996; Sarikaya, 2005).
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Sekil 3.23. mwh/flr® bireylerine ait farkli klon tiirleri
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3.2.3.2. Caprazlama icin birey temini ve secimi

Stoklarimiz Erzincan Binali Yildinm Universitesi Temel Bilimler Uygulama ve

Arastirma Merkezi Laboratuari’nda, 25+1°C ve %60 bagil neme ayarli etiivlerde,

Standart Drosophila Besiyerinde (SDB) kiiltiire alinarak yetistirilmistir (Ayar, 2013).
SMART tekniginde, 3. donem (72+4 saatlik) transheterozigot larvalarin elde
edilebilmesi elde amaciyla D. melanogaster ‘in multiple wing hair (mwh) erkek bireyleri
ile flare (flr®) disi bireylerin bulundugu kiiltiir ortamindan 4’er saat araliklarla disiler
virgin iken toplanip farkli bir kiiltiir ortamina alinmistir. Her sisede 40 mwh erkek, 40
fIr® disi olacak sekilde 3 giin boyunca 8 saat araliklarla ¢aprazlamalar devam etmistir.
Yumurta olusumunun saglanabilmesi icin disi ve erkek bireyler bir giin boyunca ayn
kiiltiirde bekletilmistir. Transheterozigot larvalarin ayn1 evrede olmalar1 i¢in oogenezi
gerceklesmis olan bireylerin 8 saat aralikli caprazlamalarin her birinde yumurta

birakmalar1 gergeklestirilmistir.

3.2.3.3. Deney gruplarina bitki ekstreleri ve kimyasallarin uygulanmasi

Kudret nar1 bitkisine ait ¢ekirdek ve meyve metanol ekstreleri ile sisplatin ve valproik
asit’in D. melanogaster larvalari iizerinde LDsp dozunu belirlemek amaciyla gesitli
konsantrasyon araliklarinda 24 saatlik uygulamalar yapilmistir. Uygulamalar sonucunda
tespit edilen LDsp dozlarina gore ¢alisma konsantrasyonlari bitki ekstreleri i¢in 1,25; 2,5
ve 5 mg/mL olarak; sisplatin ve valproik asit i¢in ise 0,05 mM olarak belirlenmistir. 8
saat siiresince ¢iftlestirilen ebeveynlerin biraktigi déllenmis yumurtalardan ¢ikan
bireyler, liclincii larva evresine eristiginde, musluk suyu altinda yikanmis ve elekten
gecirilerek ayrilmistir. 72+4 saatlik larvalarin uygulama ortami olarak kullanilan cam
tiipler igerisine yaklasik 1,5 g kadar hazir Drosophila besini (Drosophila Instant
Medium, Carolina Formula 4-24) konulmus ve besinler uygulamadan hemen Once
hazirlanarak kimyasallarin 5 mL’si ile nemlendirilmistir. Toplanan larvalar her bir cam
tiip icerisine 1-2 spatiil dolusu (yaklasik 100 larva) konularak uygulama ortamina
almmistir. Larvalarin uygulama ortamina konulmasindan sonra tiiplerin agizlar
tikaglarla kapatilmigtir. Deney gruplart sicaklik kabinlerine konularak larvalar ergin
birey olusumuna kadar kronik olarak bitki ekstreleri ve kimyasal ajanlara maruz

birakilmstir.
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3.2.3.4. Ergin bireylerin toplanmasi ve kanat preparatlarinin hazirlanmasi

Bitki ekstreleri ve kimyasallara maruz birakilan transheterozigot larvalardan gelisen
ergin bireyler bayiltilarak toplanmistir. Serrat kanathi (dengelenmis heterozigot;
mwh/TM3, Bd®) ve normal kanatli (transheterozigot; mwh/flr®) olmak iizere ayrilan
kanatlar, preparatlari hazirlanmak iizere %70’lik etil alkole alindiktan sonra +4'C’de
buzdolabinda bekletilmistir. Kanatlarin ayrilmasinda Faure soliisyonu kullanilmistir.
(Negishi vd., 1988). Preparatlarin hazirlanmasi i¢in Leica marka EZ4 model stereo
mikroskobu kullanilmis, ¢ukur lam {izerine 1- 2 damla faure soliisyonu damlatilarak
%70’1ik alkolden alinan sineklerin soliisyon igerisinde ince uc¢lu pens yardimiyla
viicuda baglandig1 yerden tutularak iizerindeki killara ve kanada zarar gelmeyecek
sekilde kanatlarinin ayrilmasi saglanmistir. Kanat ayirma isleminden sonra her c¢ift
kanat lam ftzerine belli araliklarla 96 adet olmak iizere dizilmistir. Preparatlar
kurutulmak tizere iistiine hafif bir agilik konularak tozsuz bir ortamda 1 giin siireyle

bekletilerek sayim ve inceleme icin hazir hale getirilmistir.

3.2.3.5. Kanat preparatlarinin mikroskoptaki analizi

Incelenmeye hazir olan preparatlar Leica marka DM 500 model 151k mikroskobunda ve
10X40 biiyiitmede, A, B, C, C', D, D' ve E sektorlerine ayrilarak kanatlarin gézlemleri
gerceklestirilmistir. Sektorlerde gergeklestirilen incelemelerde, kanatlarin dorsal ve
ventral yiiziindeki hiicre yiizeylerinde mutant klonlarin varolup olmadig: belirlenmistir.
Mikroskop incelemelerinde mikro vida yardimiyla herbir kanat sektorii taranip mwh

velveya flr® mutant fenotipler tespit edilerek kayit altma alinmustir.

3.2.3.6. Klon indiiksiyon frekansi ve inhibisyon yiizdesinin hesaplanmasi

Kronik uygulamalarda her hiicredeki ortalama indiiksiyon frekansi asagidaki formiilde

gosterildigi sekilde hesaplanmistir (Szabad vd., 1983).

_n 5
f—ch10

Eger sadece flr® klonlar gdz oniine almirsa, denklemdeki "f' flr® klonlarmin

indiiksiyonunun ortalama frekansimi, "n" gozlenmis olan toplam flr® klon sayisini, "N"
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analiz edilmis olan kanat sayisini ve "C" bir kanat iizerindeki incelenebilecek hiicre

sayisini belirtmektedir.

Momordica charantia ekstraktlarinin antigenotoksik etkisi degerlendirilirken inhibisyon

yiizdeleri hesaplanmistir. Asagidaki formiil kullanilarak hesaplamalar yapilmstir.

% Inhibisyon = a — b/ax 100

Formiilde “a” ayr1 ayr1 CP ve VPA uygulamasindaki toplam klon frekansini, “b”
genotoksik madde ile antigenotoksik etkisi arastirtlan Momordica charantia bitkisinin
¢ekirdek ve meyve ekstraktlarinin birlikte uygulamasi sonucu gozlenen toplam klon

frekansini gostermektedir.

3.2.3.7. Kanat benek testi sonu¢larinin istatistiksel analizi

Farkli konsantrasyonlarda bitki ekstreleri ile CP ve VPA ajanlarinin uygulandigi
SMART sonuglarinin degerlendirilmesinde, Drosophila kanat somatik mutasyon ve

rekombinasyon testi i¢cin hazirlanmis bilgisayar programi olan Microsta kullanilmistir.

3.2.3.8. Mikrofotografi

Caligmalarda, ergin birey kanatlarindan hazirlanan preparatlarda gozlenen kiigiik tek tip,
bliytik tek tip ve ikiz klonlara ait fotograf ¢ekimleri Olympus marka DX63 model 151k
mikroskobunda gergeklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Yasama Yiizdesi (Larval Mortalite) Deneylerine Ait Bulgular

Calismada, CP ve VPA toksisitesine karsi kudret narmin koruyucu etkisi D.
melanogaster’de yasama yiizdesi deneyleri ile aragtirilmistir. Bu amagla, 72+4 saatlik
100’er adet transheterozigot larva, kontrol grubuyla birlikte hem CP ve VPA igeren,
hem de farkli konsantrasyonlarda MCF ve MCS iceren uygulama gruplarina ait
besiyerlerine konulmustur. Tiim gruplarda larvadan ergine gelisebilen bireyler sayilarak

hesaplanan hayatta kalis oranlar1 Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. CP, VPA, MCS ve MCF uygulanan D. melanogaster’in 72+4 saatlik
transheterozigot larvalarinda yasama yiizdesi (larval mortalite) oranlari

Uygulama Gruplar Larva Sayis1 Hayatta Kalis Oram (%)
Kontrol 100 91
0,05 mM CP 100 36
0,05 mM VPA 100 40
CP+VPA 100 28
1,25 mg/mL MCS 100 92
2,5 mg/mL MCS 100 95
5,0 mg/mL MCS 100 97
1,25 mg/mL MCF 100 93
2,5 mg/mL MCF 100 96
5,0 mg/mL MCF 100 98
CP+MCS+ 100 47
CP+MCF~ 100 51
VPA+MCS+ 100 59
VPA+MCF+ 100 65
CP+VPA+MCS+ 100 43
CP+VPA+MCF~+ 100 46

CP: Sisplatin, VPA: Valproik asit, MCS: Momordica charantia ¢ekirdek ekstresi, MCF: Momordica charantia meyve
ekstresi, *:MCS ve MCF’ye ait en yiiksek konsantrasyonlar (5,0 mg/mL) kullanilmistir.

Yasama ylizdesi deneylerinden elde edilen sonuglara gore, CP ve VPA’nin D.

melanogaster-e ait larvalarin yasama yiizdesi iizerinde toksik etki gosterdigi ve yasama
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yiizdesinde kontrole gore azalmaya sebep oldugu belirlenmistir. Koruyucu olarak
kullanilan MC’nin ise tiim konsantrasyonlarda larval mortalite oranlarint CP ve VPA’ya

gore azalttigr gézlenmistir (Tablo 4.1 ve Sekil 4.1).

uLarva i Ergin Disi L Ergin Erkek
100 ‘

(o2 o]
o O

N
o

Yasama Yiizdesi
N
o
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» < \ad > & & © < < L & L & L &
& & ¢ @4“ Q"A * S S S xﬁ& @& \S\C > "@Q > x@o >
& & ¢© @& ¢ & @ & & & &
« > ¥ &@ & & ® & ¢ @ << Qﬁ
& F TP N F ¢
Konsantrasyon

Sekil 4.1. D. melanogaster’de larval mortalite oranlari

4.2. Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi Bulgulari

Calismamizin ikinci agsamasinda, SMART ile CP ve VPA’nin genotoksik etkisi ve bu
etkiye karst MC’nin koruyucu etkisinin olup olmadigr arastirilmistir. Negatif kontrol
grubu olarak distile su tercih edilirken, pozitif kontrol grubu igin etil metansiilfonat
(EMS) kullanilmigtir. Her uygulama grubu igin segilen 80 kanatta, benek sayisini
belirlemek iizere, Kkanatlar 1s1tk mikroskobunda 400x biylitmeyle incelenmistir.
Incelenen preparatlardaki kanat benekleri istatistiki analizlerde kullanilmak igin tekli
benek (mwh veya flr® fenotipinde), ikiz benek (mwh ve flr® fenotipinde), kiigiik tekli
benek (1-2 klon) ve biiyiik tekli benek (3< klon) olmak iizere fotograflanmistir (Sekil
4.2-Sekil 4.7).
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Sekil 4.2. Normal bireydeki kanat killarinin 151k mikroskobundaki goriintiisi

Sekil 4.3. mwh/mwh hattina ait kanat killarinin 151k mikroskobundaki goriintiisii
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Sekil 4.4. Kiigiik tek tip mwh mutant klonlarin 11k mikroskobundaki goriintiisii

Sekil 4.5. Biiyiik tek tip mwh klonlarin 11k mikroskobundaki goriintiisti
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Sekil 4.6. Biiyiik tek tip flr®> mutant klonlarin 151k mikroskobundaki goriintiisii

Sekil 4.7. ikiz klonlarin 151k mikroskobundaki goriintiisii

4.2.1. Distile su ve EMS’nin genotoksik etkilerinin arastirilmasi

Distile su negatif kontrol, EMS ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Literatiire gore,
caligmamizda pozitif kontrol olarak kullanilan EMS’nin dozu 1 mM olarak

belirlenmistir. F1 neslinden elde edilmis olan normal ve serrat kanatli bireylerden
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hazirlanan kanat preparatlari mikroskopta analiz edilmistir. Uygulama gruplarindan elde
edilen bireylerin kanatlarindan hazirlanan preparatlarda gozledigimiz kiictik tek tip,
blyiik tek tip, ikiz klon ve toplam klon frekanslar1 Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da

gosterilmistir.

*KTB: Kiigiik tek tip benek, BTB: Biiyiik tek tip benek, IB: Tkiz benek, TB: Toplam benek

4,5
4 X

3,5 /
3 / ——KTB
2,5 / —m—5TB

: / .

- /S = iB
'1 ///' —>=TB
0,5 //

0 .\ T 1
Distile su EMS

Kanat Basina Diisen Benek Sayisi

Kontrol Gruplan

Sekil 4.8. Kontrol grubu (mwh/flr®) larvalardan gelisen ergin bireylerin kanatlarinda
gbzlenen cesitli benek tiplarine ait klon frekanslari

| *KTB: Kiiciik tek tip benek, BTB: Biiviik tek tip benek, TB: Toplam benek |

3,5

3

2,5

——
) KTB

/ BTB
1,5
/ 8
1 /
0,5

7

0 \

Distile su EMS
Kontrol Gruplan

Kanat Basina Diisen Benek Sayisi

Sekil 4.9. Kontrol grubu (mwh/TM3) larvalardan gelisen ergin bireylerin kanatlarinda
gozlenen cesitli benek tiplarine ait klon frekanslari

Negatif (distile su) ve pozitif (EMS) kontrol gruplarinin olas1 toksik etkilerinin, hem

mwh/flr® genotipli normal bireyler hem de mwh/TM3 genotipli serrat kanatl bireylerde
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tespit edilebilmesi i¢in ulasilan sonuclarin istatistiksek analizleri Tablo 4.2°de
verilmistir. 7244 saatlik transheterozigot larvalara, distile su uygulamasi sonucunda elde
edilen normal fenaotipli bireylere ait incelenen 80 adet kanatta, 24 adet kiigiik tek tip
klon, 2 adet biiyiik tek tip klon, 1 adet ikiz klon olmak {izere toplam klon sayisinin 27
adet oldugu gozlenmistir. Distile su uygulamasinda klon indiiksiyon frekansi ise 1,33
olarak hesaplanmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan 1 mM EMS’nin 72+4 saatlik
transheterozigot larvalarina uygulamasi sonucunda incelenen D. melanogaster mwh/flr®
bireylerine ait 80 adet kanatta 181 adet kiigiik tek tip klon, 119 adet biiyiik tek tip klon,
29 adet ikiz klon olmak tizere 329 adet toplam klon belirlenmistir. EMS uygulamasinda
klon indiiksiyon frekansi ise 9,84 olarak hesaplanmistir. 1 mM EMS uygulanmis
gruplarin preparatlart incelendiginde, biitiin kanat benek veya klon degerlerinde negatif

kontrol degerlerine gore artis oldugu tespit edilmistir (Tablo 4.2).

Serrat kanatli bireylere ait preparatlardan elde edilen sonuglar, normal kanatl
bireylerden hazirlanan preparatlarda belirlenen sonuglara paralellik gostermektedir.
Tiim gruplarda belirlenen artislarin istatistiksel agidan anlamli (+) oldugu gézlenmistir
(p<0,05). Serrat kanatli bireylerde dengeleyici TM3 kromozomunun varligi sebebiyle
ikiz klona rastlanilmamistir. Distile su uygulamasi ile elde edilen sonuglara gore,
normal kanat preparatlarinda kiigiik tek tip benek frekansi 0,25, biiylik tek tip benek
frekans1 0,01 ve toplam mwh benek frekansi 0,01 iken EMS maruziyeti sonrasinda elde
edilen frekanslar sirasiyla 190; 1,21 ve 3,11 olup ciddi 6l¢iide artis oldugu goriilmiistiir
(Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Distile su ve EMS’nin D. melanogaster’in normal kanat (mwh/flr®) ve serrat kanat (mwh/TM3) hatlar1 iizerine etkileri

Kiigiik tek tip klon Biiyiik tek tip klon Klon
ikiz klon Toplam mwh klon Toplam Kklon
= " " indiiksiyon
Z (1-2 hiicre) (>2 hiicre)
z frek
Uygulama Gruplari = (m=5) (m=2) m=2) re 'ZIIISI
<
% (m=2) (m=5) (KIF)
g
<
X (10° hiicre)
No Fr. D No Fr. D No Fr. No Fr. D No Fr. D
Distile
- 80 24 (0,30) 2 (0,03) 1 (0,01) 26 (0,33) 27 (0,34) 1,33
g~ u
S &
X =
g = EMS
s E 80 181 (2,26) + 119 (1,49) + 29 (0,36) 192 (2,40) + 329 (4,11) + 9,84
S (ImMm)
Distile
80 20 (0,25) 1 (0,01) 21 (0,01) 21 (0,01) 1,08
- su
c < EMS
s E 80 152 (1,90) + 97 (1,21) + 249 (3,11) + 249 (3,11) + 12,76
o (ImM)

No: Klon sayisi, Fr.: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gésterimi (Frei ve Wiirgler, 1988), +: pozitif, -: negatif, i: onemsiz fark, m: carpim faktorii, *: TM3 dengeleyici kromozomunun
varliginda flr® mutasyonu olusmadigindan ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasilik diizeyi:o=p=0,05
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4.2.2. MCS ve MCF’nin antigenotoksik etkilerinin arastirilmasi

Antigenotoksik etkisini arastirdigimiz MCS ve MCF’nin belirlenen dozlarinin 6ncelikle
D. melanogaster kanatlari tizerinde herhangi bir genotoksik etkisinin olup olmadigina
bakilmistir. Bu amagla farkli konsantrasyonlarda (1,25; 2,5 ve 5 mg/mL) MCS ve MCF
ile distile su negatif kontrol grubu sonuglar istatistiksel agidan karsilastirilmistir. Elde
edilen verilerden, MCS ve MCF uygulanan hi¢bir grupta kanat benek sayilarinda artis
olmayip genotoksik veya mutajenik bir etkinin olugsmadig1 gozlenmistir (Tablo 4.3).
Aksine tiim uygulama gruplarinda negatif kontrol grubundan daha iyi sonuclarin ¢iktig
tespit edilmistir. Sonuglar istatistiksel agidan incelendiginde, sayisal olarak anlamli
diisiisler negatif (-) olarak degerlendirilirken anlamsiz diisiisler ise 6nemsiz (i) olarak

degerlendirilmistir (p>0,05)
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Tablo 4.3. MCS ve MCF’nin D. melanogaster’in normal kanat (mwh/flr®) ve serrat kanat (mwh/TM3) hatlar1 iizerine etkileri

- Kiiciik tek tip Biiyiik tek tip |
2 klon klon ikiz klon Toplam mwh klon Toplam klon . K Of‘
& =] (12 hiicre) (>2 hiicre) (m = 5) (m=2) (m=2) indiiksiyon
Uygulama Gruplar - £ =2 5 frekansi
5 < (m=2) (m=5) (KiF)
<
. No Fr. | D] No Fr. | D lc\)l Fr. | D] No Fr. D] No Fr. | D| (10° hiicre)
- Distile su 80 | 24 (0,30) 2 (0,03) 1 (0,01) 26 (0,33) 27 (0,34) 1,33
® | MCs(1,25mg/mL) 80 15 (0419 -} 2 (003 iJ1 (01 i] 16 (0,200 -] 18 (0,23) - 0,82
v ‘:s_: MCS (2,5mg/mL) 80 13 (0,16) -] 2 (03 iJ1 (©01) i| 14 (0,8 -] 16 (0,20) - 0,72
= ; MCS (5mg/mL) 80 12 (0415 -} 1 (01 -J0 (00 i} 13 (0,6) -] 13 (0,16) - 0,67
£ E ] MCF (1,25mg/mL) 80 13 (0,16 -} 2 (003 iJ1 (01 -] 13 (0,6) -] 16 (0,20) - 0,67
3 MCF (2,5mg/mL) 80 100 (0,13 -] 1 (01 -J0 (000 -] 10 0,13 -] 112 (014) - 0,51
MCF (5mg/mL) 80 8 (0100 -1 1 (001 -10 (000 -1 9 011) -1 9 (011) - 0,46
Distile su 80 | 20 (0,25) 1 (0,01) 21 (0,02) 21 (0,01) 1,08
§ & MCS (1,25mg/mL) 80 14 (0,18 -] 2 (0,03) i 16 (0,200 -] 16 (0,20) - 0,82
2 MCS (2,5mg/mL) 80 13 (0,16) -] 1 (0,01) i 14 (0,8 -] 14 (0,18) - 0,72
- 'E MCS (5mg/mL) 80 1 (014 -} 1 (©01) i|* 12 (0,5) -] 12 (0,15) - 0,61
= MCF (1,25mg/mL) 80 12 (0,15 -] 1 (0,01) i 13 (0,6) -] 13 (0,16) - 0,67
B~ MCF (2,5mg/mL) 80 8 (0100 -] 0 (0,000 - 8 (0,0 -] 8 (0,10) - 0,41
MCF (5mg/mL) 80 6 (008 -|J 0O (0,00) - 6 (008 -] 6 (0,08 - 0,31

No: Klon sayis, Fr.: Frekans, D: Istatistik sonuclarmn gosterimi (Frei ve Wiirgler, 1988), +: pozitif, -: negatif, i: énemsiz fark, m: carpim faktorii, *: TM3 dengeleyici kromozomunun varhgimda
fIr® mutasyonu olusmadigindan ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasilik diizeyi:a=B=0,05
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4.2.3. CP ve VPA’min MCS ve MCF ile uygulanmasi sonucu elde edilen bulgular

Literatiirde arastirilan diger calismalar incelendigi zaman calismamizda CP ve VPA
dozu, transheterozigot larvalarda mutasyon gozlenmesi i¢in yeterli genotoksik doz
olmakla beraber gerekli sayida canli elde edilebilmesi iginde 0,05mM olarak
belirlenmistir. Koruyucu olarak kullanilan MCS ve MCF’nin CP ve VPA’nin olasi
genotoksik etkisine karsi antigenotoksik etkisini belirlemek amaciyla bitki ekstrelerine

ait en yiiksek doz olan 5 mg/mL konsantrasyonu kullanilmistir.

0,05 mM CP ve VPA uygulanan gruplarin SMART ile elde edilen kanat preparatlar
incelendigi zaman normal ve serrat kanatli bireylerde biitiin benek ve toplam klonlarda
negatif kontrol grubuna oranla artis gézlenmis ve belirlenen degerler Tablo 4.4 ve Tablo
4.5’de verilmistir. Sonuclar incelendigi zaman, CP toksisitesinin VPA’ya oranla daha
fazla oldugu ve CP wuygulanan gruplardaki mutasyon oranlarinin VPA ile
kiyaslandiginda EMS degerlerine daha yakin oldugu gozlenmistir. Buradan yola ¢ikarak
VPA’ya kiyasla CP’nin daha fazla toksik olmakla birlikte her iki kimyasal ajanin da D.
melanogaster larvalari tizerinde genotoksik etkili oldugundan soz edebiliriz (Sekil 4.10-
Sekil 4.13).

7 *K TB: Kiigiik tek tip benek, BTB: Biiyiik tek tip benek, IB: Ikiz benek, TB: Toplam benek
9
< s }s X
: Y 7\
)
M 6 / \
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£ .
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< 3 4
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Sekil 4.10. MCS kullamlan uygulama grubu (mwh/flr®) larvalardan gelisen ergin
bireylerin kanatlarinda gézlenen ¢esitli benek tiplarine ait klon frekanslari
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z *KTB: Kii¢iik tek tip benek, BTB: Biiyiik tek tip benek, TB: Toplam benek
)
S 8
< 7
g
P~ 6
5 5 TB
-W
& 4 A —=—BTB
< N
g 3 —+—KTB
Iz
g2
= 1 o
=
g 0 T T T T T 1
S 3 s s & & &
<</® C N\ . XQQ . )Sy ?3<® ?5@
C C K\ xAQ
Uygulama Gruplari &

Sekil 4.11. MCS kullanilan uygulama grubu (mwh/TM3) larvalardan gelisen ergin
bireylerin kanatlarinda gézlenen ¢esitli benek tiplarine ait klon frekanslari

z | *KTB: Kiigiik tek tip benek, BTB: Biiyiik tek tip benek, IB: Ikiz benek, TB: Toplam benek
>
S 9
g N / \
2 \
g —<T8
e 5
= .
(= IB
S 3 - ~—BTB
% 5 |
£ == KTB
- 14
E 0 g .
M NY &) Q v~ o < < <

IR S S

& & & & &
Qx
Uygulama Gruplari C

Sekil 4.12. MCF kullamlan uygulama grubu (mwh/flr®) larvalardan gelisen ergin
bireylerin kanatlarinda gézlenen ¢esitli benek tiplarine ait klon frekanslari
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a *KTB: Kiigiik tek tip benek, BTB: Biiyiik tek tip benek, TB: Toplam benek
@ 8
g
D
/M 6
=
& 2 T8
A 4 ——BTB
g 3
s —+—KTB
o 2
]
s 1
= K
g O T T T T T T I 1
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B QX Q¥ X X
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Sekil 4.13. MCF kullanilan uygulama grubu (mwh/TM3) larvalardan gelisen ergin
bireylerin kanatlarinda gozlenen ¢esitli benek tiplarine ait klon frekanslari
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Tablo 4.4. CP, VPA ve MCS’nin D. melanogaster’in normal kanat (mwh/flr®) ve serrat kanat (mwh/TM3) hatlar1 iizerine etkileri

] Kiigiik tek tip Biiyiik tek tip
= Z klon klon ikiz klon Toplam mwh klon Toplam klon . I"<Io.n
Uygulama Gruplari S 2 (1-2 hiicre) (>2 hiicre) (m=5) (m=2) (m=2) indiiksiyon %
X (m=2) (m =5) frel{g;mﬂ(KIF ) inhibisyon
“I'No | Fr. 10l Mo | Fr. 10|l No | Fr. 10|l No 1 _Fr. 10| No | Fr. 1] (0 hiiero

Distile su 80 | 24  (0:30) 2 (0,03 1 (0,01) 26 (0,33) 27 (0,34) 1,33

- EMS (1ImM) 80 | 181 (226) +] 119 (149 +]| 29 (036 +| 192 (2400 +| 329 (a11) + 9,84

& CP (0,05mM) 80 | 215 (269) +| 62 (078 +| 30 (038 +| 241 (301) +| 307 (384) + 12,35

< VPA (0,05mM) go | 87 (@o9) +| 41 (051 +| 17 21 +| 92 @15 +| 145 (@8 + 471

E CP+VPA 80 | 227 (284) +| 71 (088 +| 33 (041) +| 258 (323 +| 331 (414) + 13,22
& | cP+MCs (1,25mg/mL) 80 | 155 (1949 -] 60 (075 i] 25 (031 -|167 (209 -] 240 300 - 8,56 21,88
s | cp+mcs (2,5mgimt) 80 | 115 (144 -] 50 (063 -] 20 (025 -|126 (@58 -] 185 (231 - 6,45 39,84
= | cP+MCs (5mg/mL) 8o | 5 (@19 -] 39 (049 -] 16 (020 -] 102 @28 -] 150 (@8 - 5,23 51,04]
£ | vPA+MCS (1,25mg/mL) go | 66 (083 -] 28 (035 -l 11 ©14 -| 75 ©9) -|105 @31 - 3,84 27,62
S | vPA+MCS (2,5mg/mL) 8o | 38 (045 -| 17 20 -| 8 ©w0) -] 43 (054 -] 61 (076 - 2,20 58,01
VPA+MCS (5mg/mL) 80 | 28 (035 -] 12 (0155 -] 6 (08 -] 3¢ 043 -| 46 (058 - 1,74 67,96]
cP+VvPA+MCS 5mg/mL) | 80 | 74 (093 -] 29 (036 -] 15 (019 -] 93 @16 -] 118 (@48 - 4,76 64,25]

Distile su 80 | 20 (0,25 1 (0,01) 21 (0,01) 21 (0,01) 1,08

- EMS (1mM) 8o | 152 (90 +| 97 (121) + 249 (311) +| 249 (311 + 12,76

2 CP (0,05mM) 80 | 203 (254) +| 51 (064) + 254 (318) +| 254 (3,18) + 13,01

S VPA (0,05mM) go | 8 (098 +| 35 (044) + 13 (141) +| 113 (41 + 5,79

= CP+VPA 80 | 219 (274) +| 68 (085 + 287  (359) +| 287 (359) + 14,70
= | CP+MCS (1,25mg/mL) 80 | 131 (164 -| 51 (064) i 182 (228) -| 182 (228) - 9,32 40,63
£ | cp+mcs (25mgimL) g0 | 100 (@25 -| 43 (54 - * 143 (1,790 - | 143 (1,79) - 7,33 53,39]
¢ | cP+McCs (5mg/mL) 8o | 82 (103 -] 32 (040) - 114 (143) - | 114 (143 - 5,84 62,76]
& | VPA+MCS (1,25mg/mL) 80 | 53 (066) -] 20 (025 - 73 09) -| 73 (091) - 3,74 49,72|
s | vPA+MCS (2,5mgimL) 80 | 24 (030 -] 11 (014 - 35 044 -| 35 (044 - 1,80 75,69]
| VPA+MCS (5mg/mL) go | 7 ©2) -] 8 (10 - 25 (031 -| 25 (031 - 1,28 82,87
cP+VvPA+MCS 5mg/mL) | 80 | 61 (076) -] 21 (026) - 82 (103 -| 82 (103 - 4,20 75,12]

No: Klon sayisi, Fr.: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gosterimi (Frei ve Wiirgler, 1988), +: pozitif, -: negatif, i: onemsiz fark, m: carpim faktorii, *: TM3 dengeleyici kromozomunun varliginda flr* mutasyonu
olusmadigindan ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasilik diizeyi:o=p=0,05

53



Tablo 4.5. CP, VPA ve MCF’nin D. melanogaster’in normal kanat (mwh/flr®) ve serrat kanat (mwh/TM3) hatlar1 iizerine etkileri

4 Kiiciik tek tip Biiyiik tek tip
= Z klon klon ikiz klon Toplam mwh klon Toplam klon . *f'OP
Uygulama Gruplar1 S 2 (1-2 hiicre) (>2 hiicre) (m=5) (m=2) (m=2) indiiksiyon %
¥z (m=2) (m=5) frelfggl::"(KIF) inhibisyon
"o | Fr. 1ol N | Fr. 1ol Mo 1 Fr. 1ol o 1 _Fr. 1ol No | Fr. 1p] (0 hicro)

Distile su 80 | 24  (0:30) 2 (0,03) 1 (0,01) 26 (0,33) 27 (0,34) 1,33

_ EMS (1ImM) 8o | 181 (226 +| 129 (149 +| 29 (036 +| 192 (2400 +| 320 (@11) + 9,84

= CP (0,05mM) 8o | 215 (269 +| 62 (078 +| 30 (038 +| 241 @01 +] 307 (384 + 12,35

= VPA (0,05mM) go | 87 (@o9) +] 41 (051 +| 17 (021) +| 92 (115 +| 145 (181) + 471

E CP+VPA 80 | 227 (284) +] 71 (088 +| 33 (041) +| 258 (323) +| 331 (414) + 13,22
g | cP+MCF (1,25mg/mL) 80 | 149 @se) -| 57 7)) il 2t 020 -|163 (04 -] 227 (284) - 8,35 26,04
S | cP+MCF (2 5mg/mL) 80 | 100 (@36 -| 46 (058 -| 17 ©21) -|124 @55 -|1i2 (@15 - 6,35 44.01]
= | cP+MCF (5mg/mL) 80 | 9o @123 -] 35 (044 -] 14 (18 -| 97 @2 -|139 @74 - 4,96 54,69]
£ | vPA+MCF (1,25mg/mL) o | 2 (©7) -] 23 (020 -] 9 (©14) -| 74 (09 -] 93 @i - 3,79 38,34]
S | vPA+MCF (25mgimL) 8o | 32 (40 -] 14 (©17) -] 6 (©11) -| 39 (049 -] 52 (065 - 2,00 64,09]
VPA+MCF (5mg/mL) g0 | 26 ©33 -l 10 @©13) -] 3 (©04 -| 31 (039 -] 39 049 - 1,59 72,93]
cP+vPA+MCFGmg/mL) | 80 | 73 (091) -| 22 (©28) -] 11 (014 -| 89 @i) -1 (133 - 4,56 67,87]

Distile su 80 | 20 (0.25) 1 (0,01) 21 (0,00) 21 (0,01) 1,08

. EMS (ImM) go | 152 (@90) +| 97 (121 + 249 (311 +| 249 (311 + 12,76

2 CP (0,05mM) g0 | 203 (254) +| 51 (064) + * 254  (318) +| 254 (318) + 13,01

E VPA (0,05mM) 8o | 78 (098 +| 35 (044 + 113 (1,41) +] 113 (141) + 5,79

s CP+VPA go | 219 (274) +| 68 (085 + 287  (359) +| 287 (359) + 14,70
= | cp+mcF (1,25mg/mL) 80 | 127 @s9) -| 48 (060) i 175 (220) - | 175 (220) - 8,97 42,71
£ | cP+MCF (2,5mg/mL) 8o | 96 (@20 -] 40 (050 - 136 (1,700 - | 136 (170) - 6,97 55,73]
< | cP+MCF (5mg/mL) go | 77 09 -| 28 (035 - 105 (1,31 -] 105 (@31 - 5,38 65,89]
% | VPA+MCF (1,25mg/mL) go | st (064 -| 16 (020 - * 67 (084 -| 67 (084) - 3,43 53,59]
S | VPA+MCF (2,5mg/mL) 80 | 23 (020 -] 7 (009 - 30 (038 -] 30 (038 - 1,54 79,01}
| VPA+MCF (5mg/mL) o | 14 (18 -] 5 (006 - 19 (024) -] 19 (024) - 0,97 86,74
cP+VPA+MCF Gmg/mL) | 80 | 58 ©73) -| 16 (020 - 74 (093 -| 74 (093 - 3,79 77,54]

No: Klon sayis1, Fr.: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gésterimi (Frei ve Wiirgler, 1988), +: pozitif, -: negatif, i: onemsiz fark, m: carpim faktorii, *: TM3 dengeleyici kromozomunun varliginda flr® mutasyonu
olusmadigindan ikiz klon meydana gelmemektedir. Olasilik diizeyi:a=B=0,05
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Antigenotoksik etki goteren MCS ve MCF ile kimyasal ajanlar beraber uygulandiginda
konsantrasyon artisina bagli olarak tim klon frekanslarinda diisiis oldugu,
konsantrasyonlar yiikseldikce mutasyon oraninin azalarak negatif kontrol degerlerine
yaklastig1 gorilmiistiir (Sekil 4.10- Sekil 4.13; Tablo 4.4 ve Tablo 4.5). MCS ve MCF
ekstraktlarina ait tiim konsantrasyonlar antigenotoksik etkileri bakimindan kendi
aralarinda karsilastirildiginda, meyve ekstresinin (MCF) ¢ok az da olsa ¢ekirdek
ekstresine (MCS) oranla daha fazla koruyucu etki gosterdigi saptanmustir (Tablo 4.3-
Tablo 4.5).

Elde edilen verilere gére, Momordica charantia bitkisinin ¢ekirdek ve meyvelerine ait
metanol ekstrelerinin ¢alismanin amacina uygun olarak koruyucu etki gostererek
kimyasal ajan olarak kullanilan CP ve VPA’nin genotoksisitesini azalttigi tespit

edilmistir.
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5. SONUC ve TARTISMA

Bitkiler gegmis zamanlardan itibaren, geleneksel tipta ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesi ve
tedavisi amaciyla koruyucu ve iyilestirici olarak kullanilmustir. Tlach tedavi yontemleri
hizl1 rahatlama saglasa bile uzun stireli kullanimlar1 karaciger ve bobrek hasari, alerjik
reaksiyonlar, sitotoksik ya da genotoksik etki gibi ciddi saglik sorunlarmna neden
olabilmektedir (Maimoona vd., 2011). Bitkiler igerdikleri farkli bilesenlerle antioksidan,
antimutagenik, noroprotektif, antikanser, antigenotoksik ve biyoinsektisidal aktivite gibi
birgok tibbi 6zellige sahiptir (Petrovska, 2012; Rakotoarivelo vd., 2015; Hamdiken vd.,
2018). Sentezlenemeyen veya iretilemeyen flavonoidler, bitkilerin %90’ mda bulunan
proaktif polifenolik bilesiklerdir (McCullough vd., 2012; Liu vd., 2014). Bundan dolayz,
bitki bilesenlerinin farmakolojik 6zelliklerinin tespit edilmesi ¢ok onemlidir. Tedavi
amaclh kullanilan bitkisel kaynaklar, herhangi bir yan etkisi olmaksizin hastaliklar
iyilestirici yonde etki etmekte olup gelismekte olan itilkelerdeki ortalama %75°lik bir
niifus bitkisel ilaglar1 tercih etmektedir (Mahmoud ve Gairola, 2013, Hosseinzadeh vd.,
2015). Bu sebeple, yan etkiye neden olmayan, giivenilir, dogal ve ekonomik olan,
bitkisel tedavi i¢in kullanilan bitkilerin antioksidan 6zelliklerinin tespit edilmesi ve
antigenotoksik aktivitelerinin arastirilmasi insan sagligi agisindan 6nem arz etmektedir

(Osawa vd., 1992, Giirbiiz, 2006).

Degisik bitkilerin igerdikleri bilesenlerin farmakolojik 6zelliklerini belirlemek icin
model organizmalar kullanilmaktadir (Leeuw vd., 2007; Posgai vd., 2009). Meyve
sinegi veya sirke sinegi olarak da bilinen D. melanogaster, gelisimi ve sahip oldugu
hastalik genleri ile ilgili farkli biyolojik yonlerinin incelemesi amaciyla toksisite ve
genotoksisite ¢aligmalarinda in vivo model organizma olarak yillardir kullanilmaktadir
(Schneider, 2000; Marsh ve Thompson, 2006). Insanlardaki hastaliklarla iliskili genlerin
%751, hiicrelerdeki sinyal yollarinin bircogu ve gelisimsel yakinlik gibi farkh
ozellikleriyle Drosophila ile insan 1rki biiyiik bir benzerlik gostermektedir (Panchal ve
Tiwari, 2017)

Bitkilerle yapilan ve D. melanogaster’in model organizma olarak kullanildig:

antigenotoksik ya da genotoksik calismalara ek olarak, hiicre 6liimii (Denton ve Kumar,

2015; McCall, 2009), fenotipik bozukluklar (Hirth, 2010; Ilyer vd., 2016),
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immiinositokimya (Fulda vd., 2010; Shukla vd., 2014), biyokimya (Altun, 2013; Pant
vd., 2013; Panchal vd., 2016), davranis (Nichols vd., 2012), beslenme (Edgecomb vd.,
1994; Altun, 2013), gelisimsel toksisite (Rand vd., 2014), hayatta kalma (Melcher ve
Pankratz, 2005; Inford vd., 2013; Altun, 2013) gibi pek ¢ok deneysel c¢alisma
gerceklestirilmektedir.

Cagimizin hastaliklar1 arasinda yer alan kanser tedavisinde kullanilan antineoplastik
ajanlar iyilestirme etkisinin yam1 sira saglikli hiicrelere ve dokulara zarar
verebilmektedir (Cragg ve Newman, 2005). Son yillarda kanser gibi etkisi giderek artan
bir diger hastalik grubu ise sinir sistemi hastaliklaridir (Cetin, 1991). Norobilime ait
bilgiler arttik¢a, sinir sistemi hastaliklar1 igin antikonviilsan ajanlarmn kullanimi da
artmistir (Ceyhan vd. 2008). Antineoplastikler ve antikonviilsanlar gibi uzun siireli
kullanim gerektiren ve buna bagl olarak da toksik etkili olan ilaglarin
olusturabilecekleri sitotoksisite ve genotoksisite gibi yan etkilerini azaltmak igin
bitkilerden saglanabilecek destekleyici alternatif gida takviyelerini igeren ¢alismalarin
yapilmas: insan sagligi acgisindan olduk¢a Onem arz etmeye baslamistir (Cragg ve
Newman, 2005). fla¢ kullanan hastanin kendilerinden sonraki nesillerde fertilite {izerine
etkili olan bu tiir ilag ve kimyasal maddelerin saglik degerlendirmelerinin ¢aligilmasi

i¢in gereken alan genotoksikoloji olmalidir (Singh vd., 2009).

Calismamizda, sisplatin (CP) ve valproik asit (VPA) ajanlarinin olast genotoksik
etkilerinin belirlenmesi ve bu etkilerin Momordica charantia (MC) meyve (MCF) ve
¢ekirdek (MCS) metanol ekstraktlari ile giderilmesi amaglanmistir. Kimyasal ajanlardan
sisplatin ve valproik asitin genotoksik etkileri SMART ile onceki ¢alismalarda
arastiritlmistir. Literatiirde CP ve VPA ile yapilmis bircok genotoksisite calismasi
bulunmaktadir. Bu maddelere kars1 bitki ekstraktlarinin antigenotoksik etkinliginin
arastirilmasi bakimindan ¢alismalar i¢in uygun birer model (pozitif kontrol) olduklari
saptanmustir (Danesi vd., 2012; Apa vd., 2018). Bu amagla, D. melanogaster ‘de somatik
mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) kullanilarak bitkilerin antigenotoksik etkisi

belirlenmistir.

Son yillarda toksikolojide gelisen pek ¢ok test yontemi bulunmaktadir. Genotoksisite
testlerinin kullanilabilir olmasi i¢in kullanilan yontem, gerekli malzemelerin temininin

kolay ve ucuz olmasi, kullanilan denegin tek seferde ¢ok yavru vermesi, yontemin
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uygulanabilir olmasi ve organizmanin kisa 6miirlii olmasi gibi pek ¢ok avantaja sahip
olmalidir. D. melanogaster mutant soylari ile yapilan ve kimyasallarin neden oldugu
mutasyon ve rekombinasyonlarin fenotipte goriilmesine imkan veren en verimli test
tekniginin SMART oldugu belirlenmistir (Frélich ve Wiirgler, 1990, Sarikaya, 2005).
Bu 6zelliklerinden dolay1r kullanmis oldugumuz test teknigi, farkli ¢aligmalarda sikca
rastlanan, giivenilir, hizli, in vivo ¢alismalara imkan veren, ucuz maliyetli ve okaryotik

bir organizmayla yapilabilme kolaylig1 sunan bir test teknigi olarak gosterilmektedir.

SMART tekniginin kullanildigi bu ¢alisma, antineoplastik ve antiepileptik ajanlarin
birlikte olusturduklart toksik etkilere karsi MC’nin antigenotoksik etkisinin
degerlendirildigi ilk calisma olma &zelligi tasimaktadir. Antineoplastik ajan olarak CP
ile antiepileptik olarak kullanilan VPA secilmesinin en 6nemli nedeni daha Onceki
calismalar ile genotoksik etkili olduklarinin tespit edilmis olmasidir. Koruyucu olarak
secilen MCF ve MSC ise tibbi tedavilerde kullanimina sikga rastlanan bir bitki olmasi

sebebiyle tercih edilmistir.

Yumurtalik, bas, boyun, akciger, gégiis ve testis gibi pek ¢ok solid tiimoriin tedavisinde
kullanilmakta olan antineoplastik ajan olan sisplatinin gosterdigi toksik hasarlarindan
oksidatif stres mekanizmalarinin uyarilmasinin = sorumlu oldugu Dbelirtilmistir
(Rosenberg vd., 1983; Dugbartey vd., 2016). VPA ise agilikli olarak epilepsi olmak
tizere migren, bipolar bozukluk, sizofreni ve noropatik agri gibi sinir sistemi
hastaliklarinin tedavisinde kullanilan antiepileptik bir ajandir (Da Silva vd., 1997,
Nakken vd., 2003; Shona vd., 2018). Epilepsi, beyinde yavaglama etkisi gosterek
dengesizlik olusturan, kontrol edilemeyen nobetlere sebep olan ve biitiin yas
araliklarinda karsilagilan norolojik bir hastaliktir. Ergenlige kadar olan dénemde
agirhikli olarak genetik etkenler sebebiyle goriilmekte, eriskinlerde ise enfeksiyon,
metabolik bozukluklar, alkol ve asir1 doz ilag kullanimindan kaynaklanan bir tablo
sergilemektedir (Dekker, 2002; Rajput vd., 2017). Asir1 doz alim1 ve uzun siireli tedavi
sonras1 Kuvvetli toksik etki géstermesinden dolay1 viicutta pek ¢ok yan etkiye sebep
olabilmektedir (Chateauvieux vd., 2010; Hackett vd., 2019; Zorlu vd., 2017). Son
zamanlarda, artan niifus yogunluguyla beraber, stres, zorlasan hayat sartlar1 gibi
etkenlerden kaynaklanan kanser ve norolojik hastaliklar bu iki ilacin iilkemiz de dahil

olmak iizere birgok iilkede kullanim sikliginin arttig bildirilmistir (Becit vd., 2017).
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Kanser tedavisinde bir¢ok farkli tedavi yontemine bagvurulmaktadir. Son yapilan
caligmalarda bitkilerin fenolik bilesiklerinden faydalanarak antineoplastik ilacin
tyilestirici ~ etkisinin  arttirilmasi, bununla beraber toksisitesinin  azaltilmasi
hedeflenmistir (Bacanli vd., 2015; Di Maio vd., 2015; Chen vd., 2016; Adahoun vd.,
2017). Sisplatinin diger antineoplastikler, kombine ilaglar ve antioksidanlar ile birlikte
uygulandiginda olumlu yanitlar alinarak kemoterapi de etkisinin arttig1 ve olusan toksik
etkiyi azalttigi birgok arastirmaci tarafindan gosterilmistir. Buna ragmen, sisplatinin
antikanser tedavisinin etkinligini artirmak ve yan etkilerinin azaltilmasi i¢in daha fazla

calisma yapilmasi gerekmektedir (Florea ve Busselberg, 2011; Becit vd., 2017).

Becit (2017), yaptig1 ¢alismada Cin hamster akciger fibroblast (V79), insan karaciger
kanser (HepG2) ve insan serviks kanser (HeLa) hiicrelerinde, MTT yontemi ile sisplatin
toksisitesine kars1 piknogenol ve kurkuminin fenolik bilesiklerinin antikanser ve hiicre
canliligi etkisini degerlendirmistir. 500 uM olarak tek doz ¢alisilan piknogenol ve
kurkuminin HepG2, V79 ve HeLa hiicrelerinde sisplatinin olusturdugu toksik etki

degerlerini diisiirdiigii gosterilmistir.

Sisplatinin olusturdugu toksik etkileri tespit etmek i¢in gegmis yillardan bugiine bir¢ok
calisma yapilmis ve yan etkileri yok edebilmek i¢in doz azaltimina gidilmesi ya da tek
ilag yerine kombinasyonlarinin kullanilmasi tavsiye edilmistir (Laurell ve Borg, 1988).
Sisplatin ototoksisitesi ile ilgili yapilan bir ¢alismada antibakteriyel ajan olan
fosfomisinin, CP’nin olusturdugu toksiksiteyi giderici etki yarattigi belirlenmistir
(Schwatzer vd., 1986). Otto ve arkadaslar1 (1988) kobaylar {izerinde yaptiklar1 farkl
caligmalarda sisplatin kaynakli isitme kaybina karst sodyum tiosiilfat kullanmis ve

olumlu sonuglar elde etmistir.

Corek otu tohumunun yagindan elde edilen, antioksidan ozelligi ve glutatyon
mekanizmasindaki etkisinden dolayi iyilestirici 6zellik gosteren timokinon, sisplatinle
birlikte rahim agz1 kanseri hiicrelerinde (HeLa) MTT yontemi kullanilarak ¢alisilmustir.
Genis bir doz araliginda timokinonun, sisplatinin ICsp degerleri iizerindeki etkileri
arastirtlmis ve c¢alisma sonucunda timokininin sisplatin ICso degerleri ile toksik etkisi
istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttigi tespit edilmistir (Yilmaz, 2018).
Kandemir’in (2018), sisplatin tarafindan olusturulan hepatotoksisite iizerine zingeronun

etkilerini arastirmak amaciyla yaptig1 bir ¢calismada, 35 adet Sprague Dawley erkek rat
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kullanilmig ve ratlar 7 mg/kg sisplatine maruz birakilmistir. 25 ve 50 mg/kg/giin
dozunda oral zingeron tedavisi uygulanan ratlarda karaciger aktivitelerinin sisplatin
uygulamas ile arttigi, bununla birlikte antioksidan enzim aktiviteleri ile antioksidan
olan rediikte glutatyon (GSH) seviyelerinin sisplatin grubunda diistiigii, zingeronun ise
antioksidan sistemi destekledigi tespit edilmis ve sisplatin kaynakli karaciger toksisitesi
lizerine antioksidan, antiinflamatorik, antiapoptotik 6zelliklerinden dolay1 zingeronon

etkili oldugu belirlenmistir.

Danesi vd., (2012) yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, sisplatin ile eszamanli olarak
bleomisin ve florourasil kullanarak bas ve boyun bolgesi karsinomlarinin tedavisi
esnasinda olusturduklart genotoksisiteyi D. melanogaster’de SMART yontemiyle
belirlemeye ¢alismiglardir. 0,003 ve 0,006 mM sisplatin ve 0,005 ve 0,01 mM bleomisin
kombinasyonunda rekombinasyon indiiklenirken kanat mutasyonlarinin sayisinin fazla
oldugunu, 0,025 ve 0,05 mM dozlarinda kullanilan 5-florourasilin konsantrasyon
artisina bagh olarak sinerjik ve antagonistik genotoksik etkiler meydana getirdikleri
belirlenmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler, bizim calismamizla

paralellik gostermekte ve sisplatinin toksik etkisinin varligin1 desteklemektedir.

Calismamizda kullandigimiz diger kimyasal ajan olan valproik asit kullanimi1 sonucu
sitotoksisite ve genotoksisite gibi birgok etkisinin goriildiigii yapilan arastirmalarda
bildirilmistir (Apa vd., 2018). Twilla ve Pierce (2014), VPA ve topiramatin birlikte
kullanim1 ile gelisen amonyak yiiksekligi i¢in ila¢ kombinasyonlarimin kullanimi
sonucunda riskin artacagini ifade ederek psikiyatri alaninda VPA kullanimina bagh
olarak yan etkinin gériilmesi bakimindan ¢ok sayida vaka olduguna dikkat gekmislerdir.
Yapilan ¢alismalarda, VPA diizeyi normal sinirdayken, hiperamonyemik ensefalopati
gorildigic (Bega vd., 2012); 11 wyildir VPA tedavisi alan bir hastada akut
hiperamonyemi ise deliryum gozlendigi (Stewart, 2008) ve bipolar bozukluk sebebi ile
VPA kullanan bir hastanin {i¢ kez hipoaktif deliryum geg¢irdigi (Kugoh vd., 1986)
belirtilmistir.  Valproik asit, glukuronidasyon yoluyla karacigerde metabolize
edilmektedir ve karacigerde iire metabolizmasindaki karbamoil fosfat sentetaz ve ornitin
karbamoil transferaz enzimlerini durduran aktif metabolite doniistiriilmektedir. Bu
enzimlerin engellenmesi ile karaciger iire sentezinde yavaslama yasanmakta ve kandaki

toksik madde etkisi gosteren amonyagin seviyesi artmaktadir (Laub, 1986; Oechsner
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vd., 1998; Lheureux vd., 2005; Segura-Bruna vd., 2006). VPA tedavisinin, yag asitleri
ve VPA beta oksidasyonunda rol gosteren kofaktdr olan karnitinin sekonder eksikligine
sebep olacagr tespit edilmistir. Karnitin biyosentezindeki diisiisiin, VPA'nin
mitokondrideki yikimini azaltarak toksik madde olusumuna neden olacagi belirtilmistir
(Wadzinski vd., 2007). Apa vd., (2018) yapmis olduklar1 bir ¢aligmada, valproik asitin
yiiksek dozlar1 ve ¢oklu ilag kullanimi1 esnasinda olusturdugu yan etkiler arastirilmis ve
neticesinde psikolojik tedavide kullanilan ilaglarin yiiksek dozlarda ve birlikte
kullaniminin toksik etkisiyle beraber bir¢ok risk faktorii olusturdugu tespit edilmistir.
VPA’nmm tek basma ya da antipsikotiklerle veya antineoplastiklerle beraber kullanimi
esnasinda geligebilecek olumsuz etkiler bircok ¢alismayla aydinlatilmaya c¢aligilmistir

(Chopra vd., 2012; Tseng vd., 2014)

Noérolojik hastaliklarda, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA)
tarafindan 1995 yilinda VPA kullanimmin onaylanmasiyla, toksisite vakalarinin
sayisinin 1995 ile 2000 yillar1 arasinda %129, 1990 ve 2000 yillar1 arasinda %707 artis
gosterdigi  Amerikan Zehir Kontrol Merkezleri Birligi (AAPCC) tarafindan
kaydedilmistir (Litovitz vd., 1990; Litovitz vd., 1996). VPA metabolizmasi viicutta ¢ok
basamakli islemlerden gectikten sonra dokuz adet metabolit meydana getirmektedir. En
temel olanlari, yiiksek toksisiteye neden olan 2-en-VPA, 4-en-VPA ve propiyonik asit
tirevleridir (Dupuis vd., 1990). Metobolitlerin ¢esitli sistemlerde meydana getirdigi
bozulmalar ve artan amonyak seviyelerinin ciddi boyutlarda toksisiteye sebep oldugu

belirtilmistir (Tennison vd., 1988).

Sicanlar lizerinde dogum 6ncesi VPA ile yapilan ¢aligmalarda, Purkinje hiicrelerinde ve
beyincigin tamaminda dejeneratif hasarlara sebep olarak néronal gelisim hiicrelerinde
VPA’nin toksik hasarlarinin var oldugunu tespit edilmistir (Ingram vd., 2000; Sobaniec-
Lotowska, 2001; Sandhya vd., 2012). VPA, fetiis beyinciginde de oksidatif strese ve
serbest radikallerin artisiyla toksisiteye sebep olmaktadir (Danielsson vd., 2007; Banji
vd., 2011). Devi vd., (2008) VPA’nin glutamat birikmesine sebep olan glutamin sentaz
ve glutamat dekarboksilazi inhibe ederek viicutta konviilsiyon olusumuna neden

oldugunu gostermislerdir.

Literatiirde tedavi amagli kullanilan pek ¢ok bitki, bizim de test teknigi olarak

kullandigimiz SMART ile degerlendirilmistir. Alig bitkisinin yapraklarinda varolan
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flavonoidlerin doksorubusin ve benzopirenin indiikledigi genotoksik hasar seviyesini
diisiirerek antigenotoksik 6zellik gosterdigi, benzer sekilde Kuzey Amerika’da bitkisel
tedavide kullanilan Peumus boldus ve Cryptocarya alba bitkilerinin metanol
ekstrelerinin de kimyasal ajanlara cevap olarak antigenotoksik etki gosterdikleri tespit
edilmistir (Carmona vd., 2017). Origanum onites (L.) ve Origanum minutiflorum (O.)
olmak tizere iki farkli kekik tiiriinden elde edilen ugucu yaglarla gergeklestirilen bir
calismada, bu yaglarin potasyum dikromat (K2Cr2O7) ve Kkobalt kloriir (CoCly)
karsisinda antigenotoksik etkiye sahip olduklart SMART ile belirlenerek gozlenen bu
iyilestirici etkinin secilen ugucu yaglarin antioksidan ozelliklerinden kaynaklandig
vurgulanmigtir (Demir vd., 2013). Calismamizdan elde ettigimiz antigenotoksik
etkilerin MC ekstraktlarindaki yiliksek antioksidan aktiviteden kaynaklandigini

diisiinmekteyiz.

Rezene bitkisine ait meyve Oziitlerinin genotoksisitesi ve antigenotoksisitesini
belirlemek igin SMART yontemiyle yapilan ¢aligmada pozitif kontrol olarak metil
metansiilfonat (MMS) kullanilmis ve rezenenin MMS’nin sebep oldugu genotoksik
etkide %41,16'lik inhibisyon oraniyla diislis sagladigi kaydedilmistir (Amkiss vd.,
2013). Bizim c¢alismamizda ise Momordica charantia bitkisinin meyve ve
¢ekirdeklerinin metanol ekstraktinin CP ve VPA genotoksik etkisini azalttigi tespit
edilmistir. (Cizelge 4). SMART yontemi kullanilarak alternatif tip tedavisinde
kullanilan gesitli bitki tiirleri ile yapilan ¢alisma sonucunda, H2O2’nin Drosophila’da
yarattig1 mutajenik etkisini, bitkilerin fenolik bilesiklerinin reaktif oksijen tiirevlerini
ortadan kaldirmak suretiyle azalttigi belirtilmistir (Fernandez-Bedmar vd., 2011).
Kanser tedavisinde kullanilan iiretan antineoplastiginin indiikledigi genotoksik etkiye
kars1 3 farkli aromatik bitkinin antimutajenik ve antigenotoksik etkileri SMART ile
belirlenmistir. Sonug olarak, bu bitkilerin tiim konsantrasyonlarda kanatlarda meydana
gelen mutasyon oraninda diistis sagladig1 gosterilmistir. Literatiirde, mutajenitedeki
diistislerin  sebebi bitkilerdeki ugucu yaglarin sitokrom p450 enzim sistemini
tetiklemesine baglanmistir (Idaomar vd., 2002). Bizim ¢aligmamiza benzer bir diger
calismada ise Rosa canina (Kusburnu) bitkisinin etanol ile hazirlanmis ekstraktlarinin
genotoksik etkiyi konsantrasyon artigina paralel olarak azalttig1 tespit edilmistir (Kizilet

vd., 2013).
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Tiim ¢alismalarin temelinde antimutajen veya antikanserojen etkili bitkiler kullanilarak
genotoksik ya da sitotoksik mekanizmalarin yavaslatilabilecegi, boylece kanser gibi
hastaliklarin veya genetik hastaliklarin iyilestirilebilecegi yatmaktadir (Morse ve Stoner,
1993; Kelloff vd., 1994; Ozgiil, 2014). Bu tez ¢alismasinda, kullanilan kudret narinimn
antiinflamatuvar, antioksidan, antibakteriyal, antiseptik, antiviral, analjezik, antifungal,
antikanser gibi farkli malign hastaliklar, agri, diyabet, alerji gibi diger hastaliklara kars1
etkili oldugu ve sitotoksik etki gosterdigi bilinmektedir (Jilka vd., 1983; Guterres vd.,
2015). Kudret narinin antioksidan ve antimutajen potansiyeline sahip bir¢cok fenolik
bilesigi blinyesinde barindirdig: belirtilmistir (Budrat ve Shotipruk, 2008; Jagessar vd.,
2008). Kudret narmin meyveleri, saplari, yapraklar1 ve kokleri geleneksel tipta
hiperlipidemi, sindirim bozukluklari, mikrobiyal enfeksiyonlar ve menstural sorunlar

gibi hastaliklarin tedavisinde kullanildigi bildirilmistir (Haque vd., 2011).

Ray vd. (2010) yapmis olduklart bir calismayla kudret nar1 Oziitiiniin, meme kanseri
hiicre serisinde antiproliferatif etki gosterdigini rapor etmistir. Arastirmacilar bu
sonuclar dogrultusunda kudret narinin gogiis kanserinin Onlenmesi i¢in bir diyet
takviyesi olarak kullanilabilecegini ifade etmektedir. Top (2018), kudret nar1, pepino ve
altin ¢ilek bitkilerinin etanol ekstreleriyle insan yumurtalik ve meme kanseri hiicre
hatlar1 (A-2780 ve MCF-7) tlizerinde MTT yontemini kullanarak yaptiklari ¢alismayla,
Momordica’nin MCF-7 ve A2780 kanser hiicre hatlarinda kuvvetli sitotoksik etki
gosterdigini ve bu antikanser mekanizmanin olugsmasinda bitki 6zlerinin igerigindeki

polifenol ve sekonder metabolitlerin olabilecegini belirtmistir.

Semiz ve Sen (2007), kudret narmin antioksidan etkisini tespit etmek icin fareler
tizerinde yaptiklart calismalarinda, meyvenin hekzan ile su ve etanol ekstrelerini
modeller lizerinde test etmislerdir. Calisma sonucunda, tiim ekstrelerin antioksidan etki
gosterdigi belirtilmistir. Farkli in vitro ve in vivo calismalarda, kudret nar1 bitkisinin
biitiin kisimlari ile igerisinde bulunan momordin I, MAP 30 ve alfa-momorcharin gibi
degisik bilesenlerinin kanseri giderici etkileri bulunmustur (Basch vd., 2003; Ray vd.,
2010). Farkli bir in vivo c¢alismada, MC tohumlar1 metanol ile ekstre edilmis ve
konsantrasyon artisina bagli olarak ekstrelerin ¢ok kisa siireli ve hizli bir analjezik (agr1
kesici) etki gosterdigi bildirilmistir (Biswas vd., 1991). Yine, yapilan bir¢ok ¢alisma ile

Momordica’nin zedelenmis beta hiicrelerinin tamirini sagladigi, hipoglisemik aktiviteyi
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diislirdiigli, indiikklenmis yiizeysel sinir anomalilerini diizelttigi, pankreastaki beta
hiicrelerinin yenilenmesini hizlandirdigi, bagirsaktaki glukoz alimini stimiile ettigi,
HSV-1, Epstein-Barr, polio, Coxsacki virus B3 ve HIV viruslerine karsi antiviral etki
gosterdigi vurgulanmistir (Bourinbaiar ve Lee-Huang, 1996; Ahmed vd., 1998; Sun vd.,
2001; Grover ve Yadav, 2004; Beloin vd., 2005).

Calisgmamizda kimyasal ajanlara karst antigenotoksik etkinligini arastirdigimiz
Momordica charantia bitkisinin Drosophila bireylerinin yasama yiizdesi lizerindeki
etkileri incelenmistir. Kullanilan higbir konsantrasyonda, MCF ve MCS ekstraktlarinin
toksik etkisine rastlanilmamistir (Tablo 4.3 ve Tablo 4.4). Literatiir taramasi
yapildiginda bizim bu sonucumuzu destekleyecek ya da farkli sonuglar ortaya konulmus
olan bu bitkiye ait toksisite ya da mutajenite ¢alismalarinin ¢ok az oldugu tespit

edilmistir.

Ikinci asamada ise kimyasal ajanlardan sisplatin (CP) ve valproik asit (VPA)’in
genotoksik etkileri D. melanogaster’in transheterozigot larvalar1 tizerinde SMART ile
arastirilmistir. Literatiirde CP ve VPA ile yapilmis birgok genotoksisite ¢alismasi olup
bu maddelerin bitki ekstraktlarinin olas1 antigenotoksik etkinliginin arastirilmasi
calismalar1 i¢in uygun birer materyal olduklar1 kanitlanmistir. Drosophila kanat benek
testi ya da SMART teknigi ile bitki ekstraktlarinin degerlendirilmesinden elde edilen
sonuglar ve testin giivenilirligi incelendiginde bizim ¢alismamiz i¢in segtigimiz bu test
tekniginin dogru bir se¢im oldugu gériilmektedir. Caligmamizda, ayrica antigenotoksik
etkinligi farkli organizma ya da hiicre kiiltiirleri lizerinde gézlenmis olan MCF ve MCS
metanol ekstraktlarinin bu iki kimyasal ajanin birlikte uygulanmasi sonucu indiiklenen
mutajeniteyi azalttigi tespit edilmis ve konsantrasyon artisina bagli olarak yliksek
inhibisyon oranlarina rastlanilmistir. MCF uygulama gruplarinda oldugu gibi MCS
uygulama gruplarinda hem normal hem de serrat kanat fenotipine sahip bireylerin tiim

deney setlerinde anlamli diisiisler gosterdigi belirlenmistir (Tablo 4.3 ve Tablo 4.4).

Bununla birlikte literatiirde bizim ¢alisma sonucumuzu destekler nitelikte Momordica
tiirliyle yapilmis biyolojik aktivite caligmalar1 da mevcuttur. 2,5; 5; 10 ve 20 mg/mL
konsantrasyonlarda kudret nar1 toprak iistii kisimlar1 0,125 mg/mL doksorubisin (DXR)

ile muamele edilmis ve SMART yontemiyle arastirilmistir Calismanin sonucunda DXR
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mutasyonuna karsi kullanilan Momordica ekstrelerinin konsantrasyon artigina bagl

olarak iyilegsme gosterdigi belirtilmistir (Guterres vd., 2015).

Sonug olarak, tez c¢alismamizda kullanilan kimyasal maddelerin meyve sine8i D.
melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile somatik
hiicreler iizerinde genotoksik etkiye neden olduklar tespit edilmistir. Antineoplastik
olarak kullanilan sisplatinin olumsuz zincir reaksiyonlarina sebebiyet vererek saglikli
hiicreleri etkileyecegi, yine ayni sekilde VPA’nin da birgok yan etkisiyle pek gok toksik
etki gosterebilecegi belirlenmistir. Igerdikleri dogal bilesenlerden kaynakli herhangi bir
yan etkiye sebep olmadan ilag tedavileriyle kombine olarak kullanilabilen bitkilerden
faydalanmak ve olusabilecek genetik hasarlar1 en aza indirmek saglik sektorii agisindan

oldukc¢a 6nemlidir.

Calismamizda kullanilan, etnobotanik alanda kendine 6nemli bir yer edinmis olan
Momordica charantia nin bu tiir tedavilerde tamamlayici, koruyucu ve iyilestirici gida
kaynagi olarak kullanilabilecek ozellikler gosterdigi soylenebilir. Kudret narinda
gbzlenen bu iyilestirici etkilerin, i¢erdikleri zengin metabolitleri sayesinde sahip oldugu
yiiksek antioksidan kapasitesinden ve radikal gruplarin etkinliklerini azaltabilen

baglayici 6zelliklerinden dolay1 oldugu kanaatindeyiz.

Bu ¢alismada literatiirde yeterli veriye rastlanilmayan Momordica charantia bitkisinin
alternatif tibbi tedavilerde kullanilabilecek bir tiir oldugu tespit edilmis ve literatiire bu
kimyasal ila¢g kombiniyle yapilan ilk ¢aligma olarak ge¢mistir. CP ve VPA’nin sebep
oldugu toksik etki mekanizmasinin aydinlatilmasi yoniinde diger genotoksisite testleri
ile bu c¢alisma sonuclar1 desteklenebilir. Tez g¢alismamiz, insan sagligin1 yakindan
ilgilendiren bu ve benzeri maddelerin kullanimi hakkinda dikkat ¢ekmek ve

bilgilendirmek acisindan faydali olacaktir.
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