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OZET

Bu ¢alismada Erzurum yéresinden toplanan Iris taochia Woronow ex Grossh. bitkisinin toprak tistii
metanol ekstrelerinin bes farkli konsantrasyonu (10; 5; 2,5; 1,25 ve 0,625 mg/mL) kullanilarak iki
farkli alkilleyici ajanin (Siklofosfamid = SF ve Etil metansiilfonat = EMS) indiikledigi genotoksik
etkiye karst antigenotoksik etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla c¢alismamizda
Drosophila melanogaster’de kanat benek testi olarak bilinen SMART (Somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi) teknigi uygulanmistir. Bu test tekniginde D. melanogaster’in genomunda
cekinik flare (flr®) ve ¢oklu kanat kili (mwh) belirleyici genlerini tasiyan iki farkli mutant soyu
kullanilmistir. Bu iki mutant soy arasinda yapilan ¢aprazlamalar sonucu elde edilen 72+4 saatlik
trans-heterozigot larvalar 1. taochia metanol ekstresi ve alkilleyici ajanlarla kronik olarak
beslenmistir. Tiim uygulama gruplarindaki larvalardan yetisen ergin bireylerin kanatlarindan
hazirlanan preparatlar 151k mikroskobunda farkli benek tiplerine gore taranmistir. Caligmamiz
sonucunda metanol ile hazirlanan bitki ekstresinin hi¢bir konsantrasyonda genotoksik etki
gostermedigi buna karsin alkilleyici ajanlarla birlikte uygulandiginda 6zellikle 5 ve 10 mg/mL’lik
konsantrasyonlarda somatik mutasyon ve rekombinasyon oranlarini 6nemli Gl¢lide azalttigi
belirlenmistir. Ozellikle EMS + 1. taochia uygulama grubunun yiiksek konsantrasyona sahip iki
grubunda (2,5 ve 5 mg/mL) normal kanath bireylerde %inhibisyon oraninin %63,46, serrat kanatl
bireylerde ise bu oranin %62,95’e kadar ¢iktig1 gbzlemlenmistir. Elde ettigimiz veriler istatistiksel
olarak degerlendirildiginde sonuglarin anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Yapilacak daha ileri
caligmalarla bitki ekstraktindaki etken maddelerin ve bu maddelerin antigenotoksik etki
mekanizmalarmin agiga ¢ikartilmasi gerekmektedir.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the antigenotoxic effects against the genotoxic effect that is
induced by two different alkylating agents (Cyclophosphamide = SF and Ethyl methanesulfonate =
EMS) of the Iris taochia Woronow ex Grossh, an endemic of Turkey found in Erzurum region, by
using five different concentration levels of overground methanol extracts of it (10; 5; 2,5; 1,25; and
0,625 mg/mL). For this purpose; SMART (Somatic mutation and recombination test), also known
as wing spot test, was applied to Drosophila melanogaster. In this test technique, two different
mutant strains carrying the recessive flare (flr®) and the multidirectional determinant genes (mwh)
in D. melanogaster genome were used. The 72 + 4 hour-trans-heterozygous larvae that are obtained
as a result of the crossings made between these two mutant strains were chronically fed with the 1.
taochia methanol extract and alkylating agents. Preparations obtained from the wings of adults
growing from larvae in all application groups were scanned based on the different types of spots
under a light microscope. In light of all trials, it was observed that plant extract prepared with
methanol showed no genotoxic effect at any concentration level whereas it is also observed that it
significantly decreased the rates of somatic mutation and recombination, especially at
concentrations of 5 and 10 mg/mL when it is applied with alkylating agents. Especially in the two
highest concentrated groups of EMS + I. taochia extract application group (5 and 2,5 mg/mL),
inhibition percentage was observed to be increased up to 63,46% in normal-winged subjects and up
to 62,95% in serrate-winged subjects. Obtained results are observed to be statistically significant
with p<0,05. Further advanced studies should be performed to reveal the active substances in the
plant’s extracts and antigenotoxic action mechanisms of these substances.
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1. GIRIS

Bu ¢alismada kanser tedavilerinde kemoteropatik olarak kullanilan ila¢ gruplarindan birisi
olan alkilleyici ajanlardan bazilarinin genotoksik etkileri ve olast etkilerin bitki ekstraktlari

ile giderilmesi amaglanmastir.

Bakteri, maya, Drosophila, baliklar ve insanlar dahil tiim organizmalar, ¢evresel etkilere
kars1 korunmak igin DNA onarim mekanizmalari igerirler. DNA onarimi hiicre 6liimiini,
mutasyonu, replikasyon hatalarini, DNA hasarinin devamliligini ve genomik kararsizligi
azaltan biitiin hiicresel islemlerde kullanilir. Bu islemlerdeki herhangi bir anormallik

kanser basta olmak iizere bir¢ok hastaliga ve yaslanmaya yol agmaktadir [1].

Kanser, viicut hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde anormal biiylimesi ve ¢ogalmasi yoluyla
hiicresel morfolojide hasar meydana gelmesi ile kendini gdsteren Oliimciil bir hastalik

olarak tanimlanir [2-6].

Glinlimiizde kanser, goriilme sikligi, tani, sagaltim, sosyoekonomik yonii ile tiim diinyada
oldugu gibi iilkemizde de giderek biiyiiyen, genis kitleleri etkileyen 6nemli bir saglik
sorunudur. Kanser diinyada ve iilkemizde 6liime yol agan hastaliklar arasinda kalp—damar

hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer almaktadir [7, 8].

Hiicrenin biyokimyasal siirecini degistiren ve dogrudan ya da dolayli olarak hiicrenin
cogalmasin1 engelleyen kemoterapi; normal hiicrelere zarar vermeden anormal hiicreleri
yok etmek, tiimor gelisimini baskilamak ya da agri gibi belirtileri kontrol altina almak
amactyla neoplastik hastaliklarin tedavisinde cerrahi ve radyoterapi ile birlikte ya da tek

basina kullanilan bir tedavi yontemidir [9].

Kanser vakalarinin artmasi ve tedavi goren hastalarda toksisite kontroliiniin daha iyi
saglanmas1 ile birlikte antineoplastik ilaclar yliksek dozlarda ve daha fazla sayida
kombinasyonlarda kullanilmaya baglanmistir. Bu durum hazirlanan ve uygulanan ilag

miktarinin artmasina neden olmustur [10].



Kanser kemoterapisinde kullanilan ilaglar farkli etki mekanizmalarina sahip olduklari igin
tedavide tek ila¢ kullanmak yerine birkag¢ ila¢ birlikte kullanilarak kanser hiicrelerinin

kontrol altina alimmasi kolaylasmakta ve ilaglarin hasta {izerindeki yan etkilerini

azaltmaktadir [8, 11, 12].

Birbirinden farkli yan etkilere sahip antineoplastik ilaclar etki mekanizmalarina goére 6
grupta incelenir. Bunlar alkilleyici ajanlar, antimetabolitler, antibiyotikler, vinka
alkaloidleri, hormonlar ve diger ilaglar seklindedir [13]. Calismamizda kullanilan Etil
metansiilfonat (EMS) ve Siklofosfamid bu gruplardan alkilleyici ajanlar iginde yer

almaktadir.

Azotlu hardallar grubunda yer alan Siklofosfamid (SF), alkilleyici ilaglardan ¢ogunlukla
kullanilan, dokularda tahris olusturmayan, genis spektrumlu ve giiclii immunosupresif etki
gosteren bir antineoplastik ilactir. En belirgin yan etkisi kanamali mesane enfeksiyonu

olarak bilinen hemorajik sistittir [14].

Etil metansiilfonat (EMS), ayrica bazi memeli canlilarda ve birka¢ balik tiiriinde
klastojenik, mutajenik, teratojenik ve Kkarsinojenik etki gosterdiginden genetik

arastirmalarda pozitif kontrol olarak yogun sekilde kullanilmaktadir [15, 16].

Genetik toksisite, genotoksinlerin kromozom ve DNA yapisinda meydana getirdigi
hasarlar1 kapsayan bir terimdir. Bu tip genetik hasarlar; dogum defektleri, kanser,
yaslanma, infertilite ve bazi genetik ve multifaktoriyel hastaliklara yol agabildigi i¢in,
mutajen ve karsinojenlerin tanimlanmasi ve risklerinin en diisiik seviyeye indirilebilmesi
insan saghiginin korunmasi igin énemlidir. insanlar siirekli gevrelerinde bulunan ¢ok sayida
kimyasal ve fiziksel ajana maruz kaldiklar1 i¢in, bu ajanlarin potansiyel riskleri ve olumsuz
etkilerini degerlendiren genotoksisite calismalar1 gittik¢e artan bir 6nem kazanmaktadir
[17].

DNA veya genomun kopyasinin ¢ikarilmasini saglayan enzimlerle etkilesime giren ve
mutasyona neden olan genotoksik maddelerin DNA’da hasar meydana getirmesi veya bazi

degisimlere yol agmasi ise genotoksik etki olarak tanimlanmaktadir [18-21].



Calismamizin ikinci kisminda antineoplastik ilaglarin olusturdugu genotoksik etkinin Iris
taochia endemik bitki tirtiniin ekstresi ile giderilip giderilemeyecegi Drosophila Kanat

Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) ile arastirilmustir.

Genotoksik ve antigenotoksik aktiviteleri belirlemek i¢in ¢ok ¢esitli testler bulunmaktadir.
Ancak bunlarin arasindan SMART’1n hizlilik ve duyarlilik gibi bir¢ok avantaj, bu, 6zelligi

genotoksik ve antigenotoksik aktiviteleri saptamak i¢in uygun bir test yapmaktadir [22].



2. GENEL BILGILER

2.1. Iris taochia Bitkisinin Genel Ozellikleri

Iris taochia Woronow Ex Grossh. (Iridaceae) Kuzey Dogu Anadolu'da 6zellikle Erzurum-
Tortum civarinda yayilis gosteren endemik bir bitki tirtidiir. Iris taochia rizomlu bir
bitkidir ve uzunlugu 18,5-30 santimetre kadardir. Cigeklerin sayis1 2-5 kadar olup sar1 ve
mor renklidir. Iris taochia, tatli kokulu ve gosterisli ¢igekleri nedeniyle dekoratif bir bitki
olarak da kullanilmaktadir (Resim 2.1) [23, 24].

Iris, Iridaceae familyasindaki en biiyiik cins olup Avrasya, Kuzey Afrika ve Kuzey

Amerika'da yaklasik 210 tiirle temsil edilmektedir [25].

el
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Resim " Iris taochia ron Ex Grossh. bitkisinin ¢i¢ek ve govde kistmlari [26]



Iridaceae ailesi, yaklasik 80 cins ile genis ve c¢esitli bir aile olup Kuzey Yarimkiire'nin
tropikal ve alt tropikal bolgesinde dagilmistir. Bu ailenin en 6nemli cinslerinden biri olan
Iris L., Tiirkiye'de bes alt cinsle temsil edilmektedir [27, 28]. Ulkemizde, ¢icekleriyle ilgili
cok 6nemli bir ekonomik potansiyele sahip 37 tiir Iris L. cinsi vardir. Bu tiiriin on dordii
endemiktir ve endemizm oran1 % 37,8'dir [29, 30]. Iris L. cinsinin tiirleri ¢ok yillik,
rizomatoz veya soganli, yer alti sapl otsu bitkilerdir. Bu bitkilerin dekorasyon ve tipta
kullanilmasindan bu yana ekonomik 6nemi giderek artmistir. Ayrica, yerel halk egzama
tedavisinde bu bitkilerin rizomlarini kullanir. Rizomlarin idrar soktiiriicii etkilerinin oldugu
ve tohumlarin gaz sokiicii olarak kullanildigi bilinmektedir [31, 32]. Ayrica, bahgelerde,
parklarda ve balkonlarda yetisen Iris L. tiirleri de 6ne ¢ikmaktadir [33, 34].

Cesitli Iris tiirlerinin soyulmus ve kurutulmus rizomlarinin, emetik, katartik, ditiretik,
uyarici, antispazmodik ve balgam soktiiriicii Ozelliklerinden dolayr geleneksel tipta
popiilerlik kazandigi bilinmektedir [35]. Bazi iilkelerde Iris tiirleri kanser, inflamasyon,
bakteriyel ve viral enfeksiyonlarin tedavisinde de kullanilir [36]. Ayrica birgok Iris tiirii
antiiilser, anti-inflamatuar, pestisidal, antineoplastik, antioksidan, hipolipidemik ve
antitiiberkiiloz gibi farkli etkilere sahiptir [37-44]. Bununla birlikte, tibbi agidan oldukga
onemli olan Iris tiirlerinden I. germanica koklerinden elde edilen ekstraktlarin spazmodik
ve idrar soktiiriicii Ozelliklerinin olup nezle ve karaciger hastaliklarinda kullanildig:

bilinmektedir [40].

2.2. Antineoplastikler

Gilinlimiizde kanser hastaliginin kimyasal bilesiklerle 6nlenmesi kanser kontrol yontemi
olarak giderek artan bir bi¢imde 6nem kazanmaktadir. Kanser gelisimini dnleyen kimyasal
bilesikler, ilaglar halinde veya diyet igerisinde tabii orjinli bilesikler halinde bulunabilir

[45].

Antikanser ilaglarimin kullanimi, 16semi ve lenfoma gibi kanser tiirlerinin tedavisinde
yaygin olarak kullanilmasina ragmen meme kanseri gibi solid tiimorlerin erken sistemik
yayiliminda modern tedavi protokolleri arasinda yer alir. Antikanser ilaglari, normal
hiicrelerin yenilenmesine ve tamirine izin verirken, tiimorleri ortadan kaldirmak i¢in aktif

olarak boliinen hiicreleri hedef alir [46].



Kemoterapide kullanilan ilaglar farkli etki mekanizmalaria sahip olduklarindan kanser
hiicrelerini yok etmek i¢in tedavide genellikle tek ilag yerine birkag ilag birbiri ile kombine
edilerek uygulanmaktadir. ilaglarin kombine olarak kullanilmas1 kanser hiicrelerinin daha
iyi kontrol altina alinmasini ve hastalarda daha az oranda yan etkinin goriilmesini
saglamaktadir. Birbirinden farkli yan etkilere sahip antineoplastik ilaglar farmakolojik

ozelliklerine ve hiicre dongiisii lizerine etkilerine gore baslica altt grup altinda toplanir

(Cizelge 2.1) [11, 12].

Cizelge 2.1. Kemoterap6tik ajanlarin siniflandirilmasi

Smif/Etki Mekanizmasi

Kemoterapotik Ajanlar

Yan Etkiler

1- ALKILLEYICI AJANLAR

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

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

Hematopoetik
Gasrointestinal
Reproduktif
Renal

2- ANTIMETABOLITLER

Hiicrenin S fazina etkilidirler. DNA
sarmalint kirarak veya prematiir zincirini
sonlandirarak DNA sentezi igin gerekli olan
enzimlerin tiretimini baskilarlar.

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

6 Mercaptopurine,
6-Thiguanine

Hematopoetik
Gastrointestinal
Dermatolojik

3- SITOTOKSIK ANTIBIYOTIKLER

Hiicre siklusuna 6zgii degildirler. Niikleik
asit sentezini ve islevini degistirerek RNA
ve DNA sentezini baskilar.

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

Hematopoetik
Gastrointestinal
Kardiyak
Dermatolojik

4- VINKA ALKOLOIDLERI

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

Hematopoetik
Gastrointestinal

Hiicrenin M fazina etkilidirler. RNA ve Irinotecan, Paclitaxel, Docetaxel ~Reprodiiktif
protein sentezini baskilarlar. Norolojik
5- HORMONLAR Androjonler, Ostrojenler, Endokrin

Tiimori dogrudan etkilerler ya da tiimori
besleyen viicut hormonlarini baskilarlar.

Kortikosteroidler,
Progestinler, Ostrojen
antagonistleri

Hematopoetik
Gastrointestinal
Reprodiiktif

6- SINIFLANDIRILAMAYANLAR

Hiicrenin S fazina etkilidirler. RNA, DNA
ve protein sentezini baskilarlar.

Amsacrine, Hydroxyurea,
L-Asparaginase, Procarbazine

Hematopoetik
Gastrointestinal

Antineoplastik ilaglarin biiyiik bir kismi mukoz membran, gz ve deriye son derece
irritandirlar. Bu ilaclarin pek cok hayvan tiirlinde kanserojenik ve teratojenik etki
gosterdigi ve tedavi dozunda maruziyetlerinde insanlarda kansere neden oldugu

bilinmektedir. Bu tip etkilerin yani sira antineoplastiklerin gerek deney hayvanlarinda ve



gerekse uzun silire kemoterapi uygulanan hastalarda kardiyotoksik etki (6rn; doksorubisin),
pulmoner toksik etki (6rn; bleomisin), nefrotoksik etki (6rn; sisplatin), irotoksik etki (6rn;
siklofosfamid) ve sterilite (6rn; sisplatin) seklinde ortaya ¢ikan organ harabiyetlerine de

neden oldugu iyi bilinmektedir [47].

2.2.1. Alkilleyici ajanlar

Alkilleyici antineoplastik maddeler, kanser tedavisinde kullanilan ve bir alkil grubunu
(CnH2n+1) DNA'ya baglayan maddelerdir. Alkil grubu, DNA'nin guanin bazma piirin

halkasinin 7 numarali azot atomundan baglanir [48].

Bilindigi gibi karsinojenik ve mutajenik bilesikler kuvvetli elektrofilik 6zellikler tasirlar.
Elektrofilik ara tirlinlere doniiserek metabolize olan bilesikler genellikle alkilleyici ajanlar
olarak bilinir. Reaktivitesi yiiksek olan bu bilesikler organizmada niikleofilik 6zellikli,NH>
ya da OH™ gruplarini igeren proteinlerle, RNA ve DNA gibi makromolekiillerle kovalent
bag yapabilirler. Boylesine bir baglanma da mutasyona yol agmaktadir [49-52].

Kanser hiicreleri, genel olarak, saglikli hiicrelerden daha hizli ve daha az hata diizeltme ile
cogaldiklarindan, alkillenme gibi DNA hasarina karsi daha hassastirlar. Alkilleyici ajanlar
bir¢ok kanseri tedavi etmek i¢in kullanilir. Bununla birlikte, normal hiicrelerde, 6zellikle
gastrointestinal sistemde, kemik iliginde, testislerde ve yumurtaliklarda infertiliteye neden
olabilecek hiicreler gibi siklikla boliinen hiicreler i¢in toksiktirler. Alkileyici maddelerin

cogu ayn1 zamanda kanserojendir [53].

Alkilleyici maddeler DNA'ya baglanabilir ve iplik kopmalari, kromozom kopmalar1 veya
mikroniikleus olusumu ile sonuglanabilecek hasara neden olabilir. Bu etkiler biyosentetik
yolaklarin inhibisyonuna, teratojeniteye, hiicre 6liimiine ve hiicre dongiisline hasara neden
olabilir [54, 55]. Alkilleyici ajanlar ise, insanlarin saglikli olmak amaciyla kullandiklar
cesitli ilaclardir. Bu ilaglardan farkli hastaliklarin ve oOzellikle kanserin tedavisinde
kullanilan siklofosfamid ve mitomisin C’nin genotoksik ve hatta karsinojenik olduklari

cesitli test sistemlerinde gosterilmistir [56, 57].



Alkilleyici ajanlar kendi aralarinda bes gruba ayrilarak incelenmektedir (Cizelge 2.2) [58].

Cizelge 2.2. Alkilleyici ajanlarin siniflandirilmast

ALKILLEYICi AJANLAR ORNEKLER

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

Tiotepa (Thiotepa), Trietilenmelamin

Etileniminler

Alkilsulfonatlar Busulfan (Myleran)

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

Triazen ve Hidrazen Tiirevleri Dakarbazin (DTIC), Prokarbazin (Natulan)

Siklofosfamid (SF):

Molekiiler formiilii C7HisCI2N202P olan SF azotlu hardal tiirevi alkilleyici bir

antineoplastik ajandir.

Siklofosfamid, temel olarak kanser tedavisinde kemoterapi ilaci olarak kullanilmakla
birlikte, bagisiklik sistemini baskilayan immiinsupresif bir ilag olarak da romatizma, eklem
yangilari, kronik hepatit gibi malignant olmayan hastaliklarin tedavisinde ve organ
nakillerinde kullanilmaktadir [59]. Metabolik aktivasyonun olmadigi durumlarda
Siklofosfamid DNA’ ya baglanamaz ¢ilinkii kendisi degil metabolitleri (Phosphoramide
mustard ve acrolein) alkilleyici ajandir [59]. Siklofosfamidin DNA replikasyonunun
inhibisyonuna, baz substitlisyonlar1 olugturarak DNA hasarina, kromozamal hatalara,
mikronukleus olusumuna ve somatik mutasyonlara neden olarak genotoksik etkiler

gdsterdigi belirtilmektedir [59, 60].

Karacigerde P450 miks fonksiyonlu oksidazlar tarafindan metabolize edilene kadar
inaktiftir. Lenfositler ilizerinde belirgin bir etkisi vardir ve immiinsiipresan olarak da
kullanilabilir. Genelde oral yoldan veya intravendz enjeksiyon yoluyla verilse de
intramiiskiiler olarak da kullanilabilir. Onemli toksik etkileri, bulant1 ve kusma, kemik iligi
baskilanmas1 ve hemorojik sistittir. Ilacin metaboliti akroleinin neden oldugu fosfamid ile

de goriilen hemorojik sistit yan etkisi, stvi aliminin artrilmasi ve N-asetilsistein ve mesna



gibi siilfidril donoérlerinin uygulanmasi ile diizeltilebilir. Bu ajanlar, 6zellikle akrolein ile

etkileserek toksik olmayan bilesikler olusturur [61].

FEtil metansilfonat (EMS):

EMS genomda rastgele mutasyonlar {iretmek icin kullanilan mutajenik ve karsinojenik bir
maddedir. EMS, DNA replikasyonu sirasinda yanlis bir sekilde timin ile giftlesen,
genellikle bir gen {irtiniinlin fonksiyonuna zarar verebilecek ekleme bdlgelerini tahrip eden
veya kodlama alanlarmi tahrip eden GC'den AT'ye gegisler iireten bir guanin, O°-
metilguanin formu tretir. Bu mutasyonlar rastgele iretilir ve bazilar1 fenotipte gozle
goriiliir, hatta 6liimciil olmalarina ragmen, digerleri belirgin bir degisiklik gdstermez, bu

nedenle fenotipte gbzlenen mutasyonlara neden oldugu bilinmektedir [62].

2.3. Genetik Toksikoloji

Kelime anlami “zehir bilimi” olan toksikoloji, fiziksel veya kimyasal ajanlarin canlilar
iizerindeki olumsuz etkilerini inceler. Baska bir ifadeyle, canlilar {izerinde olumsuz ya da
istenmeyen etkiler birakan ajanlarin yani toksikantlarin ortaya c¢ikisini, dogasini,
tekrarlama oranini, mekanizmasini ve risk faktorlerini deneysel olarak inceleyen bir bilim

dalidir [63].

Toksikoloji immunotoksikoloji, hepatoksikoloji gibi ¢esitli alt dallara ayrilmistir. Bu alt
dallardan biri olan “genotoksikoloji” veya “genetik toksikoloji”, fiziksel ya da kimyasal

ajanlarin DNA ve kromozamlar iizerine etkilerini inceler [64].

Hiicrede DNA ve kromozomlarda hasara neden olan toksik ajanlar genotoksin, DNA
molekiilleri ile genotoksinlerin etkilesmesi sonucu ortaya ¢ikan ve gelecek nesillere taginan
toksisite ise genotoksisite olarak tanimlanmaktadir [65]. Cesitli in vivo ya da in vitro
testlerle belirlenen mutasyonlar, kromozom hatalari, DNA iplik¢iklerinde kirilma ve tamiri

engellenen DNA eklentileri genotoksisitenin varligini gosterir [63].

Genetik toksisite ya da genotoksisite; ¢ekirdek, kromozom ve DNA yapisinda meydana
gelen DNA eklentileri, DNA zincir kiriklari, gen mutasyonlari, kromozom anormallikleri

gibi hasarlar1 kapsayan genel bir terimdir. Bu tip genetik hasarlar; dogum defektleri,
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kanser, yaslanma, infertilite ile baz1 genetik ve multifaktoriyel hastaliklara yol acabildigi
icin, mutajen ve karsinojenlerin tanimlanmasi, risklerinin en diisiik seviyeye indirilebilmesi
halk sagligimin korunmasi i¢in onemlidir. Genotoksisite testleri, kimyasal ve fiziksel
ajanlarin mutajenitelerinin belirlenmesi ve bu ajanlarin karsinojenik potansiyellerinin

tahmin edilebilmesi i¢in kullanilmaktadir [17].

2.3.1. Genetik toksikolojide kullanilan baz test teknikleri

Giliniimiizde yapilan genetik c¢aligmalarin biiylik bir ¢ogunlugu genetik toksikoloji
alanindadir [66]. Genetik toksikoloji hiicre ve organizmada kalitimin mekanizmasi ve
genetik materyal {izerinde radyasyonun ve ¢esitli kimyasallarin etkilerini ortaya ¢ikarmaya
calisir [67].

Genetik toksisite ya da genotoksisite testleri 1970’lerden beri kullanilmaktadir ve
giinlimiize kadar mutajenik ve genotoksik maddelerin karsinojenik potansiyellerini

olgebilmek igin bir¢ok genotoksisite testi gelistirilmistir [68].

In vivo ve in vitro genotoksisite testlerinde, iireme hiicrelerindeki veya somatik
hiicrelerdeki mutasyonlar temel alinmaktadir. Boylece gelecek kusaklara gesitli kalitsal
hastaliklar1 olusturan, iireme yetenegini etkileyen ya da somatik mutasyonlar ile
karsinojenik etkili olan mutasyonlar belirlenebilmektedir. Genetoksisite testleri yalnizca
genotoksik ajanlar1 ve onlarin etki mekanizmalarimi belirlemez ayni zamanda
antigenotoksik ajanlarin ve bu ajanlarin antigenotoksisite mekanizmalarin1 belirlemek

amaciyla da yapilmaktadir [69].

Cok sayida test olmasma ragmen genotoksisite ve antigenotoksisite ¢alismalarinda
cogunlukla kullanilan testler arasinda Salmonella thyhimurium mutant suslarinin
kullanildig1 bakteriyel Ames testi, kromozomal aberasyon testi, kardes kromatid degisimi
(SCE) ve mikroniikleus (MN) frekanslarinin arastirildigr sitogenetik testler, tek hiicre jel
elektroforezi (SCGE) testi ile dominant letalite, halkasal X kromozom kaybi, bitisik X
kromozomu, resesif letalite ve somatik mutasyon ve rekombinasyon (SMART) testlerini

iceren gesitli Drosophila testleri bulunmaktadir [69].
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Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) genetik c¢alismalarinda sik¢a
kullanilan model organizmalardan Drosophila melanogaster’in kullanildig: testler arasinda
son yillarda oldukga popiiler olan testlerden biri olup mitotik rekombinasyon ve gen
konversiyonu gibi kromozom hatalarinin kesin tiplerini, delesyonlar1 ve nokta

mutasyonlari gibi genetik konularin genis bir alanda taninmasina olanak saglar [70, 71].

SMART’mn diger testlere gore hizli, ekonomik ve giivenilirliginin kanitlanmis olmasi, bir
jenerasyonda sonug elde edilmesi, tek bir sinekte kanat ya da gozlerde ¢ok sayida hiicrenin
analizine olanak vermesi ve genotoksik etkinin fenotipte kolaylikla fark edilmesi gibi

avantajlar1 bulunmaktadir [72].

SMART, gbz benek testi ve kanat benek testi olmak {izere iki ¢esittir. Bunlarin her ikisi de
nokta mutasyon, delesyon, kromozom bozukluklar1 ve mitotik rekombinasyonu
belirlememize olanak verir [73]. Uygun isaret genlerinin heterozigotlugunun kaybini temel
alarak gelistirilmis olan bu testler, larvanin imajinal disklerinde mitotik olarak c¢ogalan
biiylik hiicre gruplarint hedef alir. Eger bu imajinal disk hiicrelerinin herhangi birinde
genetik bir degisiklik olursa, bundan sonraki ogul hiicrelere bu degisiklik aktarilarak
mutant hiicre gruplari (klonlar1) olusur. Bu genetik degisiklik fenotipte gozlenebilen bir
degisiklige neden olursa, klonlar ergin sinegin kanatlarinda ve gozlerinde mutant hiicre
benekleri olarak ortaya c¢ikar. Kimyasallara maruz birakilan sineklerde indiiklenmis
klonlarin toplam sayisi, uygulanan kimyasalin toplam genotoksik aktivitesi ile ilgili sayisal
sonuglar verirken, klonlari tipi, klon olusumunda rol oynayan mutasyonal mekanizmalar1
ortaya ¢ikarir [74]. Tekli benekler, nokta mutasyon, delesyon ve iki isaret geni (mwh ve
fir®) arasindaki mitotik rekombinasyonla olusurken, ikili benekler 3. kromozomun

sentromeri ve flr® geni arasindaki somatik rekombinasyon sonucu olusmaktadir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Somatik mutasyon ve rekombinasyonlarin olusum mekanizmalari [75]

Drosophila imajinal disklerinin biyolojik 6zellikleri, kansere hassas birgok memeli hiicresi

ile benzerdir. Imajinal diskler ergin sineklerde birgok yapiy1 olusturan dzellesmis epitel

hiicre keseleridir. Bu diskler tek hiicre tabaka yapisindadir. Larval evrede gogalarak

karakteristik morfolojiye sahip olgun diskleri {iretirler ve ergin bireylerde farklilagirlar

(Sekil 2.2).
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Tukrik bezleri

Sekil 2.2. Drosophila melanogaster’de imajinal diskler [76]

Cogalmaya ve farklilasmaya giden Ozellesmis epitel hiicreleri diploittir ve memeli
hiicrelerindekine benzer hiicre dongiistine sahiptirler yani G1, S, G2 ve M sathalarim
icerirler. Sinek ve memeli hiicre dongiisiindeki benzerlik sadece genel organizasyon
seviyesi ile smirli degildir. Ayrica molekiiler seviyede de korunma vardir. Gelisimsel
siklinler (A-, B- ve E- tip) ve onlarin siklin bagimli kinaz partnerleri sinek ve insan
arasinda olduk¢a korunmustur [77]. Bu amagla Drosophila biyolojisi kanser

arastirmalarinda da 6nemli bir model olmustur.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Drosophila melanogaster Meigen

Bu ¢alismada iki farkli alkilleyici maddenin olusturdugu genotoksik etki {izerine, Iris
taochia bitki ekstraktinin antigenotoksik etkinligi halk arasinda meyve sinegi olarak da

bilinen Drosophila melanogaster model organizmasi ile arastirilmistir.

Daha ¢ok meyve sinegi veya sirke sinegi olarak bilinen D. melanogaster (Resim 3.1), 100
yil1 agkin bir siiredir biyolojik arastirmalar i¢in model organizma olarak kullanilmaktadir.
Drosophila, bugiine kadar biyomedikal bilimlerde kavramsal olarak en iyi anlasilan
hayvan organizmasi olup ayni zamanda okullarda biyolojinin temel kavramlarin1 anlatmak
icin iyi bir dgretim araci olarak da kullanilmaktadir. Bugiine kadar Drosophila'da ¢igir
acan kesifler yapan toplam 10 arastirmaciya “Fizyoloji ya da Tip” dalinda 6 Nobel Odiilii
verilmistir (Resim 3.2) [78].

Resim 3.1. D.melanogaster disi ve erkek bireyleri

Drosophila genom haritasinin yayinlanmasi, Mart 2000'de insan genomundan sadece 11
ay once gergeklesmistir [79]. Bundan sonra yapilan Drosophila ve insan genleri arasindaki
karsilastirmalar, bilinen insan hastaligi genlerinin yaklasik %75'inin meyve sineklerinin
genomunda onemli bir eslesmeye sahip olduklarini ortaya ¢ikarmistir [80]. Bu durum
insan hastaliklarinin gen diizeyinde c¢alisilabilmesi agisindan Drosophila’yt 6nemli bir

model organizma haline getirmistir.
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Resim 3.2. Calismalarinda Drosophila kullanarak Nobel 6diilii alan bilim insanlar1 [81]

D. melanogaster, DNA onarimi veya hiicre bolinmesi gibi Okaryotik hiicre
fonksiyonlarimi1 incelemek icin ideal olan Saccharomyces cerevisiae (maya) ve
Dictyostelium discoideum (bir amip tiirii) gibi tek hiicreli 6karyotik organizmalar arasinda
bir boslugu dolduran miikemmel bir ara model canli olarak hizmet vermektedir. Bu
nedenle, organ sistemlerinin olusumunu veya fonksiyonunu etkileyen hastaliklarda oldugu
gibi hiicreler arasindaki etkilesimi igeren hastaliklar1 da incelemek i¢in D. melanogaster

ideal bir organizma olarak kullanilmaktadir [82].

Insan organlarinin ¢ogu ile sinek organlari arasinda oldukga biiyiik bir eslesme vardir
(Sekil 3.1). Ayrica iki canli organizmanin genomunda bulunan ortak genler bu organlarin
gelisimlerini, organizasyonlarint ve fonksiyonlarini  benzer sekilde diizenleme

egilimindedir [78].

Drosophila'daki ¢alismalar, klasik genetik, gelisim biyolojisi, fizyoloji, beslenme, sinir
sistemi gelisimi ve fonksiyonu, kok hiicre biyolojisi, davranig bilimleri (6rnegin 6grenme,
uyku, saldirganlik dahil) gibi birgok biyoloji alanindaki kavramsal mekanizmalarin
olusturulmasina ve temel mekanizmalarin ¢oziilmesine yardimci olmustur. Ayrica kanser
ve norodejeneratif hastaliklar dahil olmak {izere insan hastaliklarinin altinda yatan

mekanizmalar1 incelemek i¢in de siklikla kullanilmaktadir [83].
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Sekil 3.1. Insan ve sinek organizasyonundaki temel benzerlikler [84]

D. melanogaster, yasami boyunca holometabol ya da tam baskalasim seklinde viicut
planinda ciddi degisiklikler gegirir (Sekil 3.2). Bu sayede bir yumurtadan (embriyo),
larvaya, daha sonra pupa ve nihayet yetiskinlige kadar ilerleyen her asamada, cok cesitli

hastalik ve durumlari incelemek igin benzersiz bir platform saglamaktadir [85].

Drosophila'nin yagsam dongiisii uygun besiyeri ortaminda 25°C'de yaklasik 10 giin siirer.
[k olarak 12-15 saat sonra kiigiik, beyaz yumurtalar géziikiir. Daha sonra ortaya ¢ikan 1.
evre larvalar besiyerinde agtiklar1 galerilerde beslenir ve sirasiyla yumurtlamadan 24 ve 48
saat sonra 2. ve 3. evre larvalar gelisir. Larva safhasindan sonra yaklasik 6-10 giin arasinda
prepupa ve pupa asamalar1 gerceklesir. Son asama pupadan yetiskin bireylerin ¢ikmasidir

(Sekil 3.2). Bu ergin bireyler yaklasik 8 saat i¢inde ¢iftlesebilecek olgunluga ulagirlar [86].
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Pupa

6-10. giin
Sekil 3.2. D. melanogaster'in yasam dongiisii [86]

Calismada kullanilan D. melanogaster mutant soylari

Bu ¢alismada, D. melanogaster’in mwh ve flr® mutant soylar1 kullanilmistir. Bu hatlar
Akdeniz Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinden temin edilmis ve
Amasya Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyolojik Aktivite Laboratuarinda standart
Lewis besin ortaminda [75] yetistirilmistir (Cizelge 3.1). Drosophila i¢in ideal yasama
kosullarinda (25£1°C ve %60 bagil nem) inkiibatorlerde kiiltiire alinmistir. Calismamizin
deneysel kisminda larvalara kimyasallarin uygulanmasinda ise Drosophila hazir besiyeri

(Carolina Formula 4-24 Instant Medium) kullanilmistir.

Normal metabolik aktiviteye sahip bu tiirlerin genetik yapisi kisaca asagidaki gibidir [87].
e mwh/mwh
e fIr¥ In (3LR)TM3, BdS
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Cizelge 3.1. Drosophila Lewis besiyerinin igerigi

MADDE MADDE MIiKTARI
Agar agar 9¢g
Toz seker 60 g
Bira mayasi 199
Misir unu 509
Propionik asit 3,5mL
Saf su 565 mL

3.1.2. Calismada kullanmilan antineoplastik alkilleyici ajanlar

Siklofosfamid (SF):

Calismamizda kullandigimiz Siklofosfamid C-0768-1G koduyla SIGMA firmasindan
temin edilmis olup, molekiiler formiilii C7H15CI2N202P (Sekil 3.3) seklindedir. Molekiiler

agirligl 261,083 g/mol olan siklofosfamid azotlu hardal tiirevi alkilleyici bir antineoplastik

ajandir.
N o c
\ %
o’P N

Sekil 3.3. Siklofosfamid’in molekiiler yapisi

Etil metansiilfonat (EMS):

Calismamizda kullanmis oldugumuz Etil metansiilfonat (EMS) M0880 koduyla SIGMA
firmasindan temin edilmis olup, molekiiler formiilii CH3SOsC2Hs (Sekil 3.4) seklindedir.
Molekiiler agirhigi 124,16 g/mol olan Etil metansiilfonat alkilleme ozelligine sahip

antineoplastik bir ajandir.

O
ch_é_o/\CH(g
O

Sekil 3.4. Etil metansiilfonat’in molekiiler yapisi




19

3.1.3. Iris taochia Woronow Ex Grossh. (Iridaceae)

Iridaceae familyasi tiyesi bitki tiirleri genellikle Kuzey Dogu Anadolu'da yayilis gdsterir.
Calismamizda kullandigimiz Iris taochia Woronow Ex Grossh. bitkisi sadece Tortum
(Erzurum) civarinda yetisen endemik, rizomlu bir bitki olup uzunlugu yaklasik 18,5-30 cm
civarindadir. Halk arasinda “Tortum Siiseni” olarak da bilinen I. taochia tatli kokulu ve
gosterisli ¢igekleri nedeniyle dekoratif bir bitki olarak da kullanilir (Resim 3.3). Bu tiir,
dogal ekolojik alanin diginda yetistirilemez [23, 24].
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3.2. Yontem

3.2.1. Bitkinin toplanmasi ve ekstraktinin hazirlanmasi

Bitki, 2016 Nisan-Haziran aylarinda Erzurum ili Tortum ilgesi kirsalindan toplanmustir.
Bitkinin tiir tespiti Amasya Universitesi, Egitim Fakiiltesi, Ogretim Uyesi Prof. Dr.

Nezahat Kandemir tarafindan yapilmstir.

Toplanan orneklerin toprak tstii kisimlart yedi giin oda sicakliginda kurutulmus ve daha
sonra degirmende toz haline getirilerek analizler i¢in saklanmistir. Bitkinin kurutma islemi
ve kalan tiim calismalar Amasya Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesinde yapilmustir.
Kurutulup toz haline getirilen 6rnekten 100 gr tartilarak soxhlet kartusu igine koyulmus ve
40°C'de soxhlet aparatli bir manto 1sitictda metanol ile ekstre edilmistir. Metanol
ekstraksiyonu Kotan ve arkadaglarinin yontemine uygun bir sekilde yapilmistir [88].

Ekstraksiyon isleminden sonra saf metanoliin biiyiik bir kism1 diisiik basing altinda 40°C

sicaklikta rotary evaporator yardimiyla uzaklastirilmistir (Resim 3.4).

) ' |

Resim 3.4. Bitki ekstraksiyon diizenegi
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3.2.2. Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)

D. melanogaster ile yapilan Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) veya
diger adiyla “Drosophila Kanat Benek Testi” temel olarak potansiyel kanserojenleri
tanimlamak ve mutasyon mekanizmalarini incelemek i¢in olduk¢a kullanish kisa siireli

genotoksisite testlerinden birisidir [89-91].

Kanat benek testi, embriyonik gelisim esnasinda heterozigotluk kaybindan kaynaklanan ve
yetiskin  sinek kanatlarinda fenotipik olarak ifade edilen mutasyonlarin ve
rekombinasyonlarin tespit edilmesine dayanan bir test sistemidir [70,73]. Bir baska
ifadeyle, SMART sineklerin kanatlarinda eksprese edilen mutasyonlarn fenotipleri
belirleyen uygun gen markorlerinin (mwh ve flr®) heterozigozite kaybmi esas alan bir

yontemdir [92].

Kanat benek testi i¢in fenotipte gozlenebilen iki uygun isaret geni kullanilmaktadir. Bu
belirleyici genlerden flare (flr®, 3-38,8) geni, kanatlardaki normal diiz ve uzun killar yerine,
korelmis, nokta seklinde kil olusturmaktadir (Resim 3.5.a). flr® geni homozigot halde iken
embriyonik evrede letal etki gostermektedir. Dolayisiyla ergin bireyler olusamamaktadir.
Hem bireyleri flr* geninin embriyonik letal etkisinden korumak, hem de rekombinasyonu
baskilamak i¢in dengeleyici TM3 kromozomu kullanilmaktadir. Diger bir belirleyici gen
olan mwh (multiple wing hair=¢oklu kanat killari, 3-0,3) geni, kanat killarinin ayni
hiicreden ii¢ veya daha fazla sayida ¢ikmasi seklinde kendini gostermektedir (Resim 3.5.b).
[93].

Resim 3.5. Kanatlardaki a) flare ve b) mwh kil goriintiisii
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Bu calismada, &'& mwh / mwh X fIr¥/In(3LR) TM3, BdS @9 (Resim 3.6) seklinde yapilan
caprazlamalar sonucunda elde edilen trans-heterozigot larvalar (Resim 3.7) kullanilarak
degerlendirmeler yapilmistir. Ayrica elde edilen bu larvalara madde uygulamasi ve geri

kalan tiim islemler Sekil 3.5’de sematize edilmistir.

Resim 3.7.Drosophila trans-heterozigot larvalari
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DROSOPHILAKANAT SOMATIK MUTASYON VE REKOMBINASYON TESTI

mwh + + + i3 +
e . =
@5/\ =l s f—{———1"
mwh + 4 +1 =+ Bds

J

Yumurta toplanmasi (8 saat)

J

72+4 Saatlik Trans-heterozigot Larvalara
Madde Uygulamasi

l

Elde Edilen Ergin Bireylere Ait Kanat
Preparatlarmin Hazirlanmasi

mwh + 23 g mwh =+
: : . =
— = 3=
+ BdS + ﬂr3 +
(Serrat kanat) (Normal kanat)
Kanatlarin Mikroskopta incelenmesi
Nokta mutasyon, delesyon veya Somatik rekombinasyon
somatik rekombinasyon .
v
Kiiciik tek tip Biiyiik tek tip Biiyiik tek tip iz Kionlar
mwh Klonlar mwh Klonlar Jlr3 Klonlar
(1-2 hiicre) (>2hiicre)

Sekil 3.5. Drosophila kanat benek testi (SMART) nin yapiligi [75]
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Caprazlama icin birey secimi

Caprazlamada kullanilacak bireylerin elde edilmesi i¢in pupadan yeni ¢ikmuis flare disi
bireyler ciftlesmeleri 6nlemek i¢in 4’cr saat araliklarla virgin iken toplanmustir. Taze
besiyerine aktarilan yeterli sayidaki virgin flare disi bireyler uygulamalarin yapilacagi
trans-heterozigot larvalarin elde edilebilmesi igin baska siselere, her sisede 40 mwh erkek,
40 flare disi olacak sekilde aktarilmustir. Ciftlesmeleri igin yaklasik 1-2 giin ayni ortamda
birakilan bireyler daha sonra baska siselere aktarilmis ve trans-heterozigot larvalar 3-4 giin

sonra uygulamalar i¢in toplanmaistir.

Cozeltilerin hazirlanmasi ve deney gruplarina uygulanmasi

Oncelikle calismamizda genotoksik etkinligini ortadan kaldirmayr ya da azaltmay:
planladigimiz alkilleyici maddelerin toksik dozlari literatiirden taranarak belirlenmis ve
sulu ¢ozeltileri bu oranda hazirlanmistir. Siklofosfamid ve Etil metansiilfonat i¢in bu oran
1 mM olarak belirlenmistir. Bu maddelere karsi antigenotoksik etkinligini arastirdigimiz
bitki Ornegi i¢in ise 5 farkli konsantrasyon (10; 5; 2,5; 1,25 ve 0,625 mg/mL)
hazirlanmistir. Belirlenen bu konsantrasyonlarda once alkilleyiciler tek basina daha sonra
bitki ekstraktlariyla birlikte muamele edilmistir. Bu sekilde hazirlanan sulu ¢ozeltilerden 5
mL alinarak igerisinde 1,5 g hazir Drosophila besini (Drosophila Instant Medium) bulunan
kiiltiir tiiplerine 100’er larva konulmus ve larvalardan ergine doniisebilen ergin bireyler
toplanmistir. Her bir deney licer kez tekrar edilmistir. Ayrica negatif (distile su) kontrol

grubuna ait deney setleri de hazirlanmistir.

Kanat preparatlarinin hazirlanmasi ve incelenmesi

Tiim uygulama gruplarindan erginleserek toplanan bireyler eterle bayiltilarak toplanmis ve
kanat preparatlart hazirlanmak tizere %70’lik etil alkole konularak +4°C’de buzdolabinda
saklanmistir. Daha sonra bu bireyler kanat morfolojilerine gére normal kanatl (trans-
heterozigot mwh/flr®) ve serrat kanatl (dengelenmis heterozigot mwh/TM3, BdS) olarak iki
gruba ayrilmistir (Resim 3.8). Normal (mwh/flr®) kanatlar, mutasyon ve rekombinasyonlari
beraber barindirabilirken serrat (mwh/TM3, BdS) kanatlar, TM3 dengeleyici
kromozomunun rekombinasyonu baskilamasi nedeniyle sadece mutasyon sonucu olusan

klonlar1 barindirmaktadir [94].
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Resim 3.8. Drosophila kanat tipleri a) Normal kanat b) Serrat kanat

Kanat preparatlarini hazirlamak i¢in kanatlari mekanik darbe ve yirtilmalardan koruyan
taze “Faure soliisyonu” kullanilmistir (Cizelge 3.2). Cukur lam {izerine Faure
soliisyonundan bir iki damla konulduktan sonra her bir sinek buraya aktarilmistir.
Binokiiler mikroskop altinda ince uglu pens ile dikkatice kanatlar viicuda baglandigi
yerden tutularak koparilmis ve baska bir diiz lam tizerine uygun araliklarla (48 adet)
yerlestirilmistir. Preparatlar oda sicakliginda kuruduktan sonra lamlara bir iki damla
entellan damlatilarak {izerleri lamel (24x60mm) ile kapatilmis ve sabit preparatlar
hazirlanmistir. Daha sonra bu preparatlar 10x40 biiylitmede 151k mikroskobunda
incelenmistir. Kanatlarin hem 6n hem de arka yiizeyleri ayr1 ayri incelenmistir. Kanat
yiizeyindeki her bir sektor ayri ayr1 taranmis mwh ve/veya flr® mutant klonlar sayilarak

kayitlar1 tutulmustur.

Cizelge 3.2. Faure soliisyonunun icerigi

MADDE MADDE MIKTARI
Gam arabik 30g
Gliserol 20 mL
Kloral hidrat 50¢g
Distile su 50 mL

Klon indiiksiyvon frekansi ve inhibisyon viizdesinin hesaplanmasi

Kanatlarda meydana gelen genotoksik etkinin hesaplanmasinda klon indiiksiyon frekansi

denen oran kullanilmistir. Bu oran asagidaki formiille hesaplanmaktadir [95];

f= L x 105
NC
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Bu formiile gore; “f” mwh klonlarin indiiksiyon frekansini, “n” gézlenen toplam mwh klon
sayisini, “N” analiz edilen kanat sayisin1 ve “C” sabit bir deger olan bir kanat {izerindeki

incelenebilecek hiicre sayisini (24 400) gostermektedir [96].

Bitki ekstraktinin antigenotoksik etkinligi degerlendirilirken ise inhibisyon yiizdeleri

dikkate alinmistir. Bu oran asagidaki formiille hesaplanmaktadir [97];

: a
% Inhibisyon = x100

[1Pb]

Bu formiilde “a” genotoksik madde (alkilleyici maddeler) uygulamasindaki toplam klon
frekansini, “b” genotoksik madde ile antigenotoksik etkisi arastirilan Iris taochia

ekstraktinin birlikte uygulamasindaki toplam klon frekansini gostermektedir.

SMART ile elde edilen sonuclarin istatistiksel analizi

SMART ile elde edilen sonuglarin istatistiksel analizi bu yontem igin tasarlanmig

bilgisayar programi (MICROSTA) ile yapilmistir [98].
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4. BULGULAR

Bu calismada D. melanogaster somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART)
kullanilarak iki farkli alkilleyici maddenin (Siklofosfamid = SF ve Etil metansiilfonat =
EMS) genotoksik ve mutajenik etkilerine karsi Iris taochia toprakiistii metanol ekstresinin
antigenotoksik ve antimutajenik etkileri arastirilmis ve elde edilen veriler istatistiksel

acidan degerlendirilmistir.

4.1. Larval Mortalite Oranlar

SMART ig¢in 6ncelikle iyilestirici etkinligi arastirilan Iris taochia toprakiistii metanol bitki
ekstresinin D. melanogaster larvalar1 {izerinde toksik etkilerinin olup olmadig:
arastirllmistir. Bu amagla trans-heterozigot larvalar farkli konsantrasyonlarda (10; 5; 2,5;
1,25 ve 0,625 mg/mL) I. taochia ekstreleri ile kronik olarak beslenmistir (Resim 4.1).
Yaptigimiz bu 6n ¢alisma neticesinde I. taochia toprakiistii metanol ekstrelerinin toksik
etki gostermedigi ve hayatta kalis oranlarini diisiirmedigi belirlenmistir (Cizelge 4.1). En

yiiksek I. taochia konsantrasyonunda (10 mg/mL) larval mortalite oraninin kontrol grubu

(distile su) ile ayn1 oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.1).

Resim 4.1. Trans-heterozigot larvalar ve uyglﬁlama gruplari
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Cizelge 4.1. Iris taochia toprakiistii metanol ekstresi ile beslenen trans-heterozigot
larvalarin hayatta kalis ve mortalite oranlari

Uygulama Konsantrasyon Larva Savisi Mortalite Hayatta Kalis
Gruplari (mg/mL) rva Says Orani (%) Oramni (%)

Kontrol (Distile Su) (0 200 4 96
0,625 100 3 97
] . 1,25 100 3 97
Iris taochia o5 100 5 95
5 100 2 98
10 100 4 96

4.2. SMART Sonucu Elde Edilen Bulgular

Yapilan on testler ve literatlir taramasi sonucunda Iris taochia toprakiistii metanol bitki
ekstresinin uygulama dozlart 10; 5; 2,5; 1,25 ve 0,625 mg/mL olarak belirlenmisken
Siklofosfamid=SF ve Etil metansiilfonat=EMS alkilleyici maddelerinin uygulama dozlari
1mM olarak tespit edilmistir. Bundan sonra gergeklestirilen tiim uygulamalar bu dozlara
gore yapilmustir. iki farkli alkilleyici maddenin ve gesitli konsantrasyonlardaki bitki
ekstresinin ayri ayri ve birlikte trans-heterozigot larvalara uygulanmasi sonucunda elde
edilen ergin bireylerden normal (mwh/flr®) ve serrat kanat (mwh/TM3) fenotiplerine

ayrilmis, kanat preparatlari hazirlanmis ve mikroskop altinda incelenmistir (Resim 4.2).

Resim 4.2. Kanat preparatlarinin hazirlanigi
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Hazirlanan kanat preparatlari incelenirken gozlenen kanat benek tipleri 6zelliklerine gore
ayrilarak sayilmis ve distile su negatif kontrol grubundan elde edilen sonuglarla uygulama
gruplarindan elde edilen sonuglar karsilagtirilarak istatistiksel veriler dogrultusunda
tablolar olusturulmustur. Ayrica gozlemlenen tiim kanat benek tiplerine ait fotograflar
cekilmistir (Resim 4.3-7).
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Resim 4.5. Biiytik tekli mwh benege sahip kanat goriintiisii (400X)

Resim 4.6. Biiyiik tekli flr® benege sahip kanat goriintiisii (400X)
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Resim 4.7. 1kiz benege (mwh+ flr®) sahip kanat goriintiileri (400X)

4.2.1. Etil metansiilfonat (EMS) uygulamasi sonucu elde edilen SMART bulgulari

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda kullanilan konsantrasyonlar dogrultusunda c¢alismamizda
kullanilacak Etil metansiilfonat (EMS) dozu 1mM olarak belirlenmistir. Bu konsantrasyon
trans-heterozigot larvalarda imajinal diskleri etkileyip mutasyon olusturmak icin yeterli bir
genotoksik doz olmasiyla birlikte ile inceleme yapabilmek icin yeterli sayida canli birey
elde edilebilecek bir orandir.

1mM EMS uygulanan gruplarin SMART ile elde edilen kanat preparatlar1 incelendiginde
tim kanat benek ya da klon tiplerinde distile su negatif kontrol grubuna oranla 6nemli
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artiglarin oldugu gozlenmistir (Cizelge 4.2). Elde edilen rakamsal veriler incelendiginde;
normal kanat preparatlarinda kiiciik tek tip benek frekansi 0,31, biiyiik tek tip benek
frekans1 0,05, ikiz benek frekansi 0,03, toplam mwh benek frekansi 0,38 ve toplam benek
frekans1 0,39 olarak bulunurken bu oranlarim 1mM EMS uygulamasindan elde edilen
preparatlarda sirasiyla 1,96; 1,31; 0,36; 3,41 ve 3,64 olarak oldukca yiiksek oranlarda artis
gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Serrat kanatlardan olugsmus preparatlar incelendiginde ise bu oranlarin distile su kontrol
grubunda 0,24; 0,03; 0,26 ve 0,26 olarak bulunurken EMS uygulanan gruplarda ise kiigiik
tek tip, bityiik tek tip, toplam mwh ve toplam benek frekanslarinin sirasiyla 1,68; 1,10; 2,78
ve 2,78 oldugu gozlenmistir. Tiim uygulama gruplarinda gozlemlenen bu artiglarin
istatistiksel a¢idan da onemli/anlamli (+) oldugu bulunmustur (p<0,05). Serrat kanath
bireylerde dengeleyici TM3 kromozomunun varhigindan dolayr flr®  benekler

gerceklesmediginden ikiz benekler olusmamistir (Cizelge 4.2).

Tiim tespit edilen mutasyon frekenslarindan hesaplanan klon indiiksiyon frekansi (KiF)
oranlarina bakildiginda normal kanat fenotipinde kontrol grubunda bu degerin 1,54’den
EMS uygulanan grupta 13,98’c, serrat kanatli bireylerde ise 1,08’den 11,37’ye kadar
ylikseldigi tespit edilmistir (Cizelge 4.2).

EMS uygulama gruplarindan elde edilen tim bu veriler ve istatistiksel hesaplamalardan
Etil metansiilfonat alkilleyici maddesinin D. melanogaster larvalari {izerinde oldukga gii¢lii
bir genotoksik etkiye sahip oldugu ve bu tiir ¢aligmalarda pozitif kontrol grubu olarak

kullanilabilecegi sonucuna ulagilmstir.



Cizelge 4.2. EMS uygulamasi sonucu elde edilen SMART verileri

Kontrol (Distile su) 80 25 0,31 4 0,05 2 0,03 30 0,38 31 0,39 1,54
EMS (1mM) 80 (157 19% + 105 131 + 29 036 + 273 341 + 291 364 + 1398
Kontrol (Distile su) 80 19 024 2 0,03 * 21 0,26 21 0,26 1,08
EMS (ImM) 80 (134 168 + 88 110 + 222 2,78 + 222 2,78 + 11,37

EMS: Etil metansiilfonat; No: Benek sayisi, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gésterimi [98], +: pozitif; -: negatif, i: dnemsiz fark, m: carpim faktorii, KIF: Klon
Indiiksiyon Frekansi; : TM3 dengeleyici kromozomundan dolay ikiz benek olusmamaktadir. Olasilik diizeyi: a=B=0,05

€€
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4.2.2. Siklofosfamid (SF) uygulamasi sonucu elde edilen SMART bulgular:

Daha 6nce yapilan calismalarda kullanilan konsantrasyonlar dogrultusunda ¢alismamizda
kullanilacak Siklofosfamid (SF) dozu 1mM olarak belirlenmistir. Bu konsantrasyon trans-
heterozigot larvalarda imajinal diskleri etkileyip mutasyon olusturmak i¢in yeterli bir
genotoksik doz olmasiyla birlikte inceleme yapabilmek icin yeterli sayida canli birey elde

edilebilecek bir konsantrasyondur.

ImM SF uygulanan gruplarin SMART ile elde edilen kanat preparatlari incelendiginde
tim kanat benek ya da klon tiplerinde distile su negatif kontrol grubuna oranla EMS
uygulama grubunda oldugu gibi 6nemli oranda artislarin oldugu gézlenmistir (Cizelge 4.3).
Elde edilen veriler incelendiginde; kontrol grubunun normal kanat preparatlarinda kiigiik
tek tip benek frekansi 0,31, biiyiik tek tip benek frekansi 0,05, ikiz benek frekansi 0,03,
toplam mwh benek frekansi 0,38 ve toplam benek frekansi 0,39 olarak bulunurken bu
oranlarm 1mM SF uygulamasindan elde edilen normal kanat preparatlarinda sirasiyla 2,48;

0,67; 0,15; 2,93 ve 3,29 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.3).

Serrat kanatli bireylerden elde edilen preparatlar incelendiginde ise bu oranlarin distile su
kontrol grubunda 0,24; 0,03; 0,26 ve 0,26 iken 1 mM SF uygulanan gruplarda ise kiiglik
tek tip, biiyiik tek tip, toplam mwh ve toplam benek frekanslarinin sirasiyla 1,76; 0,40; 2,16
ve 2,16 oldugu goézlenmistir. Tim uygulama gruplarinda gozlemlenen bu artiglarin

istatistiksel agidan da 6nemli/anlamli (+) oldugu goriilmiistiir (p<0,05) (Cizelge 4.3).

Klon indiiksiyon frekans: (KIF) oranlarma bakildiginda ise normal kanat fenotipinde
kontrol grubunda bu degerin 1,54’den, SF uygulama grubunda 11,98’e, serrat kanatl
bireylerde ise 1,08’den 8,86’ya ¢ikt1g1 tespit edilmistir (Cizelge 4.3).

SF uygulama gruplarindan elde edilen tiim bu veriler ve istatistiksel hesaplamalardan Etil
metansiilfonat’da oldugu gibi Siklofosfamid alkilleyici ajaninin da D. melanogaster

larvalari iizerinde oldukca giiclii bir genotoksik etkiye sahip oldugu belirlenmistir.



Cizelge 4.3. Siklofosfamid uygulamasi sonucu elde edilen SMART verileri

No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D

Kontrol (Distile su) 25 0,31 4 0,05 2 0,03 30 0,38 0,39 1,54

SF (1 mM) 198 248 + 53 067 + 12 015 + 234 2,93 329 + 11,98

Kontrol (Distile su) 80 19 0,24 2 0,03 * 21 0,26 21 0,26 1,08

SF (ImM) 80 |141 1,76 + 32 040 + 173 2,16 + 173 2,16 + 8,86

SF: Siklofosfamid; No: Benek sayisi, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gosterimi [98], +: pozitif; -: negatif, i: onemsiz fark, m: carpim faktdrii, KIF: Klon
indiiksiyon Frekansi; ": TM3 dengeleyici kromozomundan dolay ikiz benek olusmamaktadir. Olasilik diizeyi: a=p=0,05

Ge
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4.2.3. Iris taochia uygulamasi sonucu elde edilen SMART bulgular

Antigenotoksik etkisini arastirdigimiz Iris taochia toprakiistii metanol ekstraktlarinin
belirlenen dozlarinin Oncelikle D. melanogaster kanatlar1 tizerinde herhangi bir toksik
etkisinin olup olmadigina bakilmistir. Bu amagla farkli konsantrasyonlarda (10; 5; 2,5;
1,25 ve 0,625 mg/mL) I. taochia ekstrakti ile distile su kontrol grubu sonuglari istatistiksel
acidan karsilastirilmistir. Elde edilen verilerden 1. taochia uygulanan higbir grupta kanat
benek sayilarinda artis olmayip genotoksik veya mutajenik bir etkinin olusmadigi
gozlenmistir (Cizelge 4.4). Aksine tiim uygulama gruplarinda negatif kontrol grubundan
daha iyi sonuglarin ¢iktigi tespit edilmistir. Sonuglar istatistiksel agidan incelendiginde
sayisal olarak anlamli diisiisler negatif (-) olarak degerlendirilirken anlamsiz diisiisler ise

onemsiz (i) olarak degerlendirilmistir (p>0,05).

Bu sonuclardan 6rnegin kontrol grubuna ait toplam benek sayilarini frekans degerleri
normal kanatta 0,39, serrat kanatta 0,26 iken ayn1 degerler |. taochia uygulama gruplarinda
konsantrasyon artigina baglh olarak sirasiyla normal kanatta 0,21; 0,21; 0,20; 0,16 ve 0,23
serrat kanatta ise 0,18; 0,16; 0,16; 0,10 ve 0,18 seklinde gerg¢eklesmistir. Son uygulama
grubu olan 10 mg/mL’lik I. taochia grubunda kiigiik de olsa benek sayilarinda artiglar
gozlenirken bu oranlar gene de negatif kontrol grubunun altinda kalmistir. Ayrica Klon
Indiiksiyon Frekansi (KIF) degerlerine bakildiginda da; kontrol grubunda 1,54 olan Klon
deger |. taochia uygulama gruplarinda sirasiyla normal kanat fenotipinde 0,77; 0,72; 0,72;
0,61 ve 0,92 seklinde olusmusken bu oranlar serrat kanat fenotipinde 0,71; 0,67; 0,67; 0,41

ve 0,71 olarak hesaplanmistir.

Elde edilen tiim bu verilerden Iris taochia toprakiistii metanol ekstraktlarinin bu ¢aligmanin
amacina uygun olarak antigenotoksik etkinlikleri arastirilabilinecek 0Ozellikte oldugu

sonucuna ulagilmistir.



Cizelge 4.4. Iris taochia uygulamasi sonucu elde edilen SMART verileri

Uygulama Gruplari
(mg/mL)

Distile su

I. taochia (0,625)
I. taochia (1,25)
I. taochia (2,5)

I. taochia (5)

I. taochia (10)

Distile su

I. taochia (0,625)
I. taochia (1,25)
I. taochia (2,5)

I. taochia (5)

I. taochia (10)

Kanat sayisi

(N)

80
80
80
80
80
80

80
80
80
80
80
80

Kiiciik Tekli Biiyiik Tekli Ikiz Benek Toplam mwh Toplam
Benek Benek (m=5) benek benek
(1-2 benek) (>2 benek) (m=2) (m=2)
(m=2) (m=5)
No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D
NORMAL KANAT (mwhfle’y ]
25 031 4 0,05 2 0,03 30 0,38 31 0,39
13 016 - 4 005 i O 000 - 15 019 - 17 021 -
13 016 - 2 003 - 1 o001 - 214 1018 - 16 0,20 -
1 014 - 3 004 - 2 003 i 14 018 - 16 020 -
11 014 - 1 001 - 1 o001 - 12 015 - 13 0,16 -
12 015 - 4 005 i 2 003 i 14 018 - 18 0,23 -
19 0,24 2 0,03 * 21 0,26 21 0,26
12 015 - 2 0,03 i 14 018 - 14 018 -
10 013 - 3 0,04 i 13 016 - 13 0,16 -
11 014 - 2 0,03 i 13 016 - 13 016 -
8 0,10 - 0 0,00 - 8 0,0 - 8 010 -
13 016 - 1 001 - 14 018 - 14 018 -

KIF
(108
hiicre)

1,54
0,77
0,72
0,72
0,61
0,92

1,08
0,71
0,67
0,67
0,41
0,71

EMS: Etil metansiilfonat, No: Benek sayis1, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gosterimi [98], +: pozitif; -: negatif, i: onemsiz fark, m: ¢arpim faktorii, KIF: Klon
Indiiksiyon Frekanst; “: TM3 dengeleyici kromozomundan dolayi ikiz benek olusmamaktadir. Olasilik diizeyi: 0=B=0,05

LE
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4.2.4. EMS ile I. taochia’nmin birlikte uygulanmasi sonucu elde edilen SMART
bulgular

Genotoksik etkinligini tespit ettigimiz Etil metansiilfonat (EMS)’mn Iris taochia toprakiistii
metanol ekstraktlari ile beraber muamelesinin yapildigi ¢alismamizin bu agamasinda elde
ettigimiz veriler tek basina ImM’lik EMS uygulamasi ile elde edilen verilerle istatistiksel
acidan karsilastirilmistir. Cizelge 4.5 incelendiginde oncelikle tiim birlikte yapilan

1313

uygulama gruplarinda (EMS+IT) “+” olan sonuglarin yone dogru diisiis gosterdigi
goriilmektedir. Bu disiislerin artan ekstrakt konsantrasyonuna bagli olarak tiim benek
tiplerinde sayisal olarak anlamli oldugu istatistiksel olarak da belirlenmistir (p<0,05)

(Cizelge 4.5).

Sadece 1 mM EMS uygulanmis gruplarda normal kanat fenotipli bireylerde kiigiik tek tip,
biiyiik tek tip, ikiz, toplam mwh ve toplam benek sayilarinin frekanslar1 sirasiyla 1,96;
1,31; 0,36; 3,41 ve 3,64 iken; EMS+IT uygulama gruplarinda ise bu oranlarin 6zellikle 1
mM EMS+5 mg/mL IT’lik uygulama grubunda sirasiyla 0,70; 0,49; 0,14; 1,11 ve 1,33
degerlerine kadar distiigii belirlenmistir. Bu konsantrasyondan sonraki en yiiksek
konsantrasyon olan 10 mg/mL IT’lik uygulama grubunda ise diisiisiin azaldig1 hatta bazi
benek sayilarinda artislarin oldugu gézlenmistir (Cizelge 4.5). Ayni ¢izelgede verilen serrat
kanat fenotipindeki uygulama gruplarinda ise bu oranlar 1 mM EMS grubunda 1,68; 1,10;
2,78 ve 2,78 seklinde iken yine en iyi sonuglarin gozlemlendigi 1 mM EMS+5 mg/mL
IT’lik uygulama grubunda bu frekanslar sirasiyla 0,64; 0,39; 1,03 ve 1,03 seklinde
hesaplanmustir (Cizelge 4.5).

Genotoksik oldugu tespit edilen herhangi bir maddenin antigenotoksik baska bir maddeyle
muamelesi sonucu toksik etkinin diisiis miktarmi belirledi§imiz % Inhibisyon oranlari
incelendiginde ise hem normal hem de serrat kanat fenotipli bireylerin tiim uygulama
gruplarinda anlaml diisiislerin oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5). Ornegin normal kanatli
bireylerde en yliksek inhibisyon orani %63,46, serrat kanatli bireylerde ise %62,95 ile 1
mM EMS+5 mg/mL IT uygulama grubunda tespit edilmistir (Cizelge 4.5). Tim bu
sonuclardan Iris taochia toprakiisti metanol ekstraktlarinin EMS’nin indikledigi
genotoksik etkiyi ortadan kaldirict 6nemli etkilerinin oldugu ve bu etkiyi en iyi 5 mg/mL

IT’lik konsantrasyonda gosterdigi belirlenmistir.



Cizelge 4.5. EMS+Iris taochia uygulamasi sonucu elde edilen SMART verileri

Uygulama
Gruplan
(mg/mL)

Distile su

EMS (1mM)
EMS+IT(0,625)
EMS+IT (1,25)
EMS+IT (2,5)
EMS+IT (5)
EMS+IT (10)

Distile su

EMS (1ImM)
EMS+IT(0,625)
EMS+IT (1,25)
EMS+IT (2,5)
EMS+IT (5)
EMS+IT (10)

Kanat
sayisi

(N)

80
80
80
80
80
80
80

80
80
80
80
80
80
80

Kiiciik Tekli ~ Biiyiik Tekli  Ikiz Benek  Toplam mwh Toplam
Benek Benek (m=5) benek benek
(1-2 benek) (>2 benek) (m=2) (m=2)
(m=2) (m=5)
No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D

25 031

157 196 +
134 168 -
121 151 -
88 110 -
56 0,70 -
64 080 -

19 024

134 168 +
130 163 -
9% 1,20 -
88 1,10 -
51 0,64 -
80 100 -

4 0,05

105 1,31 +
92 115 -
93 116 -
71 089 -
39 049 -
58 0,73 -

2 0,03

88 1,10 +
85 1,06 -
77 0,96 -
62 0,78 -
31 039 -
54 0,68 -

2 0,03
29 0,36
28 0,35
31 0,39
27 0,34
11 0,14
10 0,13

+

*

KIiF
(10°
hiicre)

30 0,38 31 0,39 1,54
273 341 + 291 3,64 + 13,98
190 2,38 - 254 318 - 9,73
176 2,20 - 245 3,06 - 09,01
125 15 - 186 233 - 6,40
89 111 - 106 133 - 456
93 116 - 132 165 - 4,76

21 0,26 21 0,26 1,08
222 2,718 + 222 2,78 + 1137
215 2,69 - 215 269 - 1101
173 2,16 - 173 2]16 - 8,86
150 188 - 150 1,88 - 7,68
82 103 - 82 103 - 420
134 168 - 134 168 - 6,86

%
inhibisyon

12,63]
15,93]
35,99
63,46
54,67

3,24]
28,70]
32,37
62,95]
39,56

EMS: Etil metansiilfonat, IT: Iris taochia, No: Benek sayisi, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gdsterimi [98], +: pozitif; -: negatif, i: dnemsiz fark, m: ¢arpim
faktorii, KiF: Klon Indiiksiyon Frekansi; “: TM3 dengeleyici kromozomundan dolayi ikiz benek olusmamaktadir. Olasilik diizeyi: 0=p=0,05

6€
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4.2.5. SF ile I. taochia’nin birlikte uygulanmasi sonucu elde edilen SMART bulgulari

Calismamizin ilk kisminda genotoksik etkinligini tespit ettigimiz bir diger antineoplastik
madde olan Siklofosfamid (SF)’in Iris taochia toprakiistii metanol ekstraktlari ile beraber
muamelesinin yapildigi calismamizin son asamasinda elde ettigimiz veriler tek basina
ImM’lik SF uygulamasi ile elde edilen verilerle istatistiksel acgidan karsilagtirilmistir.
Cizelge 4.6 incelendiginde EMS uygulama gruplarinda oldugu gibi tiim birlikte yapilan

1313

uygulama gruplarinda (SF+IT) “+” olan sonuglarin yone dogru diisiis gosterdigi
goriilmektedir. Bu disiislerin artan ekstrakt konsantrasyonuna bagli olarak tiim benek
tiplerinde sayisal olarak anlamli oldugu istatistiksel olarak da belirlenmistir (p<0,05)

(Cizelge 4.6).

SF’nin tek basina uygulandigi gruplarda normal kanat fenotipli bireylerde kiigiik tek tip,
biiyiik tek tip, ikiz, toplam mwh ve toplam benek sayilarinin frekanslar1 sirasiyla 2,48;
0,67; 3,29; 2,93 ve 0,15 olarak tespit edilmistir. SF+IT uygulama gruplarinda ise bu
oranlarin en iyi 1 mM SF+10 mg/mL IT’lik uygulama grubunda sirastyla 0,53; 0,11; 0,08;
0,58 ve 0,71 seklinde diisiis gosterdigi belirlenmistir. SF+IT uygulamalarinda EMS+ 1T
uygulama gruplarinin aksine konsantrasyon artigina paralel olarak son grupte da diislisiin
devam ettigi gozlenmistir (Cizelge 4.6). Aymi c¢izelgede, serrat kanat fenotipindeki
bireylerde bu oranlar 1 mM SF grubunda 1,76; 0,40; 2,16 ve 2,16 seklinde iken en ¢ok
diistislerin gozlemlendigi 1 mM SF+10 mg/mL IT’lik uygulama grubunda bu frekanslar
sirasiyla 0,50; 0,08; 0,58 ve 0,58 seklinde hesaplanmustir (Cizelge 4.6).

% Inhibisyon oranlari incelendiginde ise EMS uygulama gruplarinda oldugu gibi SF
uygulama gruplarinda da hem normal hem de serrat kanat fenotipli bireylerin tim
uygulama gruplarinda anlamli diisiislerin oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.6). Ornegin
normal kanatli bireylerde en yiiksek inhibisyon oran1 %78,42, serrat kanatl bireylerde ise

%73,15 ile 1 mM SF+10 mg/mL IT uygulama grubunda tespit edilmistir (Cizelge 4.6).

Tim bu sonuglardan Iris taochia toprakiistii metanol ekstraktlariin SF’nin indiikledigi
genotoksik etkiyi ortadan kaldirict énemli etkilerinin oldugu ve bu etkiyi en iyi 10 mg/mL

IT’lik konsantrasyonda gosterdigi belirlenmistir.



Cizelge 4.6. SF+Iris taochia uygulamasi sonucu elde edilen SMART veriler

Kiiciik Tekli Biiyiik Tekli Ikiz Benek Toplam mwh  Toplam benek

Uygulama Kanat Benek Benek (m=5) benek (m=2) Kllol: %
Gruplari sayisi (1-2 benek) (>2 benek) (m=2) hgi cre) inhibisyon
(mg/mL) (N) (m=2) (m=5)

No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D

Distile su 80 25 0,31 4 0,05 2 0,03 30 0,38 31 0,39 1,54

SF (1 mM) 80 198 248 + 53 067 + 12 0,15 + 234 293 + 263 329 + 1198
SF+I1T(0,625) 80 130 163 - 52 065 - 13 016 i 170 212 - 202 253 - 8,70 23,10|
SF+IT (1,25) 80 93 116 - 53 067 i 12 015 i 130 163 - 168 210 - 6,67 36,17
SF+IT (2,5) 80 |77 09 - 41 051 - 9 011 - 98 123 - 127 159 - 502 | 51,67|
SF+IT (5) 80 7 094 - 29 036 - 9 011 - 94 118 - 113 141 - 481 57,14]
SF+IT (10) 80 42 053 - 9 011 - 6 008 - 46 058 - 57 071 - 236 78,42]
Distile su 80 19 0,24 2 0,03 * 21 0,26 21 0,26 1,08

SF (2,5) 80 141 176 + 32 040 + 173 2,16 + 173 216 + 8,86
SF+IT(0,625) 80 120 150 - 33 041 i 153 191 - 153 191 - 7,83 11,57]
SF+IT (1,25) 80 7% 09 - 26 033 - 112 140 - 112 140 - 573 35,19]
SF+IT (2,5) 80 68 08 - 22 028 - %0 113 - 90 113 - 4061 47,69]
SF+IT (5) 80 61 076 - 23 029 - 8 105 - 84 105 - 430 51,39]
SF+IT (10) 80 40 050 - 6 0,08 - 46 058 - 46 058 - 236 73,15]
SF: S!klofosfamid, IT: Iris taochia, No: Benek sayisi, Fr: Frekans, D: Istatistik sonuglarin gdsterimi [98], +: pozitif; -: negatif, i: 6nemsiz fark, m: ¢arpim faktérii, KiF:
Klon Indiiksiyon Frekansi; *: TM3 dengeleyici kromozomundan dolay ikiz benek olusmamaktadir. Olasihik diizeyi: a=3=0,05

14%
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5. TARTISMA ve SONUC

Bitkiler ve bitki tiirevi bilesenler, eski zamanlardan beri, ¢esitli insan hastaliklarini tedavi
etmek i¢in kullanilmistir. laglarla tedavi hizli rahatlama saglasa da, uzun siire tiiketimleri
hiperalerjik reaksiyonlar ve karaciger hasart gibi ciddi saglik sorunlarina neden
olabilmektedir. Bu nedenle, herhangi bir yan etkiye neden olmayan ya da nadir olan tibbi

bitkilerin aragtirilmasi, insan sagligi acisindan oldukca 6nemlidir.

Bitkiler, antioksidan, anti-aging, ndoroprotektif, anti-genotoksik, antimutagenik ve
bioinsektisidal aktivite gibi birgok yararli 6zellik igermektedir [99, 100]. Bu nedenle,
bitkilerin ve bitki icerigindeki bilesenlerin farmakolojik 6zelliklerinin belirlenmesi veya
kesfedilmesi son derece 6nemlidir. Bitki kaynakli ilaglar nemli yan etkileri olmadan insan
sagligimi iyilestirici yonde tesvik etmekte olup halen gelismekte olan {ilkelerin niifusunun

yaklasik % 80’1 bitkilerden elde edilen ilaclar1 kullanmaktadir [101, 102].

Farkli bitkilerin veya aktif bilesenlerin farmakolojik 6zelliklerini tanimlamak i¢in bircok
model organizma kullanilmistir ve Drosophila da bunlardan birisidir. Drosophila
melanogaster veya “meyve sinegi” organizmanin gelisimi ve hastaliklar ile ilgili farkli
biyolojik yonleri incelemek i¢in 110 yildan fazla bir siiredir kullanilmaktadir. Gelisimsel
ve hiicre sinyal yollarinin ¢ogu ve insan hastaliklariyla iligkili genlerin %751, insan ve

Drosophila arasinda olduk¢a benzerlik gostermektedir [103].

Drosophila model organizmasi ile bitkiler arasinda genotoksik ya da antigenotoksik
caligmalarin yani sira immiinositokimya [104, 105], hiicre 6limi [106, 107], biyokimya
[108, 109] , davranis [110], fenotipik bozukluklar [111-113], beslenme [114, 115], hayatta
kalma [115-117], gelisimsel toksisite [118] gibi birgok deneysel ¢aligma yapilabilmektedir.

Ozellikle cagimizin hastalig1 olan kanser ve onun tedavisinde kullanilan antineoplastik
ilaglar ayn1 zamanda birgok saglikli hiicreye ve dokuya zarar vermektedir. Bu nedenle bu
tiir ilaglarin yapabilecekleri yan etkileri azaltmak veya ortadan kaldirmak i¢in bitkilerden
elde edilebilecek destekleyici alternatif gida takviyeleriyle ilgili ¢aligmalar yapmak insan

saglig1 acisindan oldukca 6nemli hale gelmistir [119].
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Calismamizda Etil metansiilfonat (EMS) ve Siklofosfamid (SF) alkilleyici ajanlarinin olast
genotoksik etkilerinin belirlenmesi ve bu etkilerin Iris taochia toprakiisti metanol
ckstraktlari ile giderilmesi amaglanmistir. Bu amagla Drosophila melanogaster ile yapilan
Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) kullanilmistir. Alkilleyici ajanlar
olarak EMS ile Siklofosfamid’in secilmesinin nedeni daha once sik¢a calisiimis ve
genotoksik olduklar1 kanitlanmig ayrica halen tibbi tedavilerde kullanilmakta olmasindan
kaynaklanmistir. Bununla birlikte kullanilan test teknigi benzer bir¢cok c¢alismada
rastladigimiz giivenilir bir test teknigi olmakla beraber antigenotoksik etkinligini
aragtirdigimiz bitki ise bu anlamda hi¢ ¢alisilmamis ender bir bitki tiirtidiir. Bu anlamda

caligmamiz Iris taochia bitkisiyle yapilan ilk antigenotoksik ¢alisma olma 6zelligindedir.

Drosophila melanogaster mutant soylar1 ile yapilan ve kimyasallarin neden oldugu
mutasyon ve rekombinasyonlar1 fenotipte gérmemize imkan saglayan SMART 1n hizl,
giivenilir, ucuz maliyetli, in vivo ¢aligmalara imkan veren ve Okaryotik bir organizmayla
yapilmasi gibi pek ¢ok avantaji vardir [120, 121]. Geleneksel olarak kullanilan bir¢ok
alternatif tip uriinii bitkiler ile bizim de ¢alismamizda tercih ettigimiz gibi SMART’1n
uygulandig1 literatiirde pek ¢ok calisma vardir. Ornegin; Ali¢ yapraginda bulunan bir
flavonoidin doksorubusin ve benzopiren maddelerinin indiikledigi genotoksik etkiyi
azaltarak antigenotoksik etki gosterdigi [122], Kuzey Amerika’da alternatif tipta halk
arasinda halen kullanilmakta olan Peumus boldus ve Cryptocarya alba bitkilerine ait
metanol ekstraktlarmin Etil metansiilfonat (EMS)’a kars1 antigenotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir [123]. Bu sonuclar bizim c¢alismamizda EMS’ye karsi elde ettigimiz

bulgularla paralellik gostermektedir.

Origanum onites L. ve Origanum minutiflorum O. Schwarz seklindeki 2 farkli kekik
tiirtinden elde edilen ugucu yaglar ile yapilan SMART caligsmasi ile bu yaglarin Potasyum
dikromat (K2Cr207) ve Kobalt kloriir (CoCl2) 'ye kars1 antigenotoksik aktivite gosterdikleri
belirlenmistir. Calisma sonucunda, gozlemlenen bu iyilestirici etkilerin, secilen ugucu
yaglarin antioksidan Ozelliklerine baglanabilecegi vurgulanmistir [124]. Biz de
calismamizdan elde ettigimiz antigenotoksik etkilerin Iris taochia ekstraktlarindaki yiiksek

antioksidan aktiviteden kaynaklandigini diistinmekteyiz.
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EMS’nin toksik etkisine karst Bor madeninin iyilestirici etkinliginin arastirildig1 bagka bir
SMART g¢aligsmasi sonucunda tiim bor konsantrasyonlarinin (0,1; 5, 10, 20 ve 40 mg/mL),
indiiklenen genotoksik etkileri ortadan kaldirabildigi gosterilmis yine bu etkinin borun

antioksidan 6zellikleri ile baglantili olabilecegi vurgulanmistir [125].

SMART kullanilarak, rezene bitkisinin (Foeniculum vulgare Mill) meyve o&zlerinin
genotoksisitesi ve antigenotoksisitesi tizerine yapilan ¢alismada ise pozitif kontrol olarak
metil metansiilfonat (MMS) kullanilmis ve sonugta rezenenin MMS’nin olusturdugu
genotoksik etkiyi %41,16'lik bir inhibisyon orani ile disiirdigi gézlemlenmistir [126].
Bizim c¢alismamizda ise |. taochia bitki ekstraktinin EMS’nin genotoksik etkisini en
yiiksek normal kanatli bireylerde %63,46, serrat kanatli bireylerde ise %62,95’lik oranlarla
1 mM EMS+5 mg/mL IT uygulama grubunda gésterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Alternatif tipta kullanilmakta olan bir¢ok tiire sahip Lamiaceae familyasina ait li¢ farkli
bitki tiiriiniin (Stachys annua, Scutellaria salviifolia ve Nepeta nuda) antigenotoksik
etkinliginin SMART ile arastirildigi ¢aligma sonucunda EMS’nin genotoksik etkisini en iyi
S. salviifolia bitki ekstraktlarinin ortadan kaldirdigi belirlenmistir [127].

Prakash ve ark.’nin [128] SMART ile yaptiklar1 c¢alismada Dioscorea pentaphylla
bitkisinin antigenotoksik etkili oldugu belirlenmistir. Aragtirmacilar bu etkinin bitki
ekstraktinin i¢erdigi taninler, flavonoidler, alkoloidler, terpenoidler, fenoller ve saponinler
gibi sekonder metabolitlerin MMS’nin radikal gruplariyla etkilesime girerek olusan
mutajeniteyi etkisiz hale getirmek seklinde olabilecegi vurgusunu yapmislardir. Bizim
caligmamizda kullandigimiz |. taochia bitkisinin de ozellikle toprakiistii kisimlarinda
zengin sekonder metabolitler igerdigine dair ¢alismalar mevcut olup [129] biz de elde
ettigimiz iyilestirici sonuglarin bu maddelerin EMS ve SF alkilleyicilerinin radikal
gruplarim1 baglayarak etkinliklerini azaltmasi seklinde oldugunu diisiinmekteyiz. Benzer
bir bagka calismada ise alternatif tip tedavisinde kullanilan ¢esitli bitki tiirleri (V.
officinalis, U. tomentosa, M. chamomilla, T.cordata, M.pulegium ve M. piperita) ile
yapilan ¢alisma sonucunda, H2Oz (hidrojen peroksit)’nin Drosophila’da meydana getirdigi
mutajenik etkilerin ¢alismada kullanilan bitkilerdeki fenolik bilesiklerin reaktif oksijen

tiirevlerini siipiirme kabiliyeti ile ortadan kaldirilabilecegi SMART ile belirlenmistir [130].
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SMART kullanarak yapilan bagka bir ¢alismada ise 3 farkli tibbi aromatik bitki (Ledum
groenlandicum, Ravensara aromatica ve Helichrysum italicum)’nin kanser tedavisinde
kullanilan “iiretan” kimyasal maddesinin indiikledigi genotoksik etkiye karsi antimutajenik
ve antigenotoksik etkileri arastirilmistir. Calisma sonucunda bu bitkilerin  tiim
konsantrasyonlarda, kanatlarda meydana gelen mutasyon oranlarinda diisiise neden
olduklar1 gosterilmistir. Arastirmacilar tiim bu mutajenitedeki diisiislerin bitkilerdeki ugucu
yag bilesenlerinin sitokrom P450 enzim sistemini etkileyerek oldugu vurgusunu
yapmuglardir [89]. Bizim c¢alismamiza benzer bir diger ¢alismada ise Rosa canina
(Kusburnu) bitkisinin etanol ile hazirlanmig ekstraktlarinin  EMS’nin  indiikledigi

genotoksik etkiyi konsantrasyon artigina paralel olarak azalttigi tespit edilmistir [131].

Drosophila kanat benek testi ya da SMART denilen test teknigi ile bitki ekstraktlari
arasinda yapilan tiim bu g¢aligmalarin sonuglart ve giivenilirlikleri incelendiginde bizim

calismamiz i¢in sectigimiz bu test tekniginin dogru bir se¢im oldugu goriilmektedir.

Calismamizin ilk kisminda alkilleyici ajanlara karsi antigenotoksik etkinligini
arastirdigimiz 1. taochia bitkisinin genotoksik olup olmadigina arastirilmistir. Sonugta
kullandigimiz higbir konsantrasyonda metanol ekstraktlarinin mutajenik, toksik ya da
genotoksik etkinligine rastlanmamistir (Cizelge 4.1) ve (Cizelge 4.4). Literatiir taramasi
yapildiginda bizim bu sonucumuzu destekleyecek ya da farkli sonuglar ortaya konmus bu

bitkiyle yapilmis toksisite ya da mutajenite ¢aligsmalarina rastlanmamaistir.

Calismamizin ikinci kisminda ise alkilleyici ajanlardan Siklofosfamid (SF) ve Etil
metansiilfonat (EMS)’in genotoksik etkileri arastirilmistir. Literatirde SF ve EMS ile
yapilmis bir¢ok genotoksisite c¢aligmasi olup bu maddelerin bitki ekstraktlarinin olast
antigenotoksik etkinliginin arastirilmasi ¢aligsmalar1 i¢in uygun birer materyal olduklari

kanitlanmustir.

Farelerde yapilan bir ¢aligmada; SF’nin glutatyon enzim sisteminin aktivitesini azaltip
SF’yi toksik yan fiiriinlere metabolize eden faz I enzim aktivitesini artirarak toksik etki
olusturdugu bu etkinin Phyllanthus amarus (Amla) bitki ekstresi uygulamasi sonucu
azaltilabilecegi belirlenmistir [132]. SF’nin toksik etkisinin arastirildigi sican bobrek
dokusunda yapilan histopatolojik bir diger ¢alismada tek doz SF uygulamasi sonucu

bobrek hiicre organellerinde ve glomerulusta agir hasarlarin olustugu elektron mikroskobu
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ile gorlntilenmistir [133]. Ayrica SF’nin DNA replikasyonunun inhibisyonuna,
bazsubstitiisyonlar1 (bir baz ¢iftinin baska bir baz ¢ifti ile degismesi) olusturarak DNA
hasarina, kromozamal hatalara, mikronukleus olusumuna ve somatik mutasyonlara neden

olarak genotoksik etkiler gosterdigi yapilan diger ¢alismalarla da tespit edilmistir [59, 60].

Drosophila ile yapilan bir SMART ¢alismasinda, igerisinde SF’nin de bulundugu 4 farkli
bilesigin mutajenik ve rekombinojenik aktivitesi arastirilmistir. Sonugta hem standart hem
de biyoaktivasyonu yiiksek soylarda SF’nin 06zellikle 5mM konsantrasyonda hem
mutajenik hem de rekombinojenik etki gosterdigi belirlenmistir [134]. Dogan ve Yesilada
[135] tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise Resveratrol adi verilen antioksidan
maddenin farkli konsantrasyonlarda Siklofosfamid (SF), Mitomisin C (MMC) ve N-metil-
N-nitrosourea (MNU)’nin olusturdugu genotoksik etki iizerine antigenotoksik etkinligi
Drosophila kanat benek testi (SMART) ile arastirilmistir. Sonugta SF de dahil tiim mutajen
maddelerin genotoksik etki meydana getirdigi ancak Resveratrol ile es zamanl
uygulamalar sonucunda bu genotoksik etkinin yaklasik %16,25 ve %55,25 aralifinda
azaldig1 tespit edilmistir. SF uygulamasi sonucu elde edilen bulgularla bizim ¢alismamizda
elde ettigimiz bulgular paralellik gostermektedir. Ayrica baska bir Drosophila
caligmasinda SF’nin spermatogenezis asamasinda spermatid hiicrelerinde kromozom

kiriklarina neden olarak mutajenik etki gosterdigi vurgulanmistir [136].

Yapilan g¢aligmalar sonucunda SF’nin fosforamid mustard (FAM) ve akrolein (ACR)
olmak iizere iki aktif metabolitinin oldugu belirlenmistir [137]. SF’nin antineoplasik
etkinliginin FAM metaboliti sayesinde oldugu ve FAM’in DNA’ya baglanarak hiicre
boliinmesini baskiladigt ve bu sayede bagisiklik baskilayici ve antitiimor etkinlik
olusturdugu diistiniilmektedir [137]. SF’nin toksik etkisinin ise aktif metaboliti olan
ACR’den kaynaklandigi ve ACR’nin bu etkiyi doku antioksidan savunma sistemine
miidahale ederek yiiksek oranda serbest oksijen radikalleri (SOR) olusumuna yol agmak
seklinde yaptig1 bildirilmektedir. ACR kaynakli olusan SOR’lar ise enzim, reseptdr ve iyon
pompalar1 gibi molekiillerle birleserek onlarin fonksiyonlarin1 bozmakta ve toksik etkiler
olusturmaktadirlar [138]. Biz de calismamizda alkilleyici ajanlarin meydana getirdigi

toksik etkilerin SOR birikimine bagli olarak kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.

Bir diger alkilleyici ajan olan EMS ile yapilan genotoksisite c¢alismalarindan birinde

resveratroliin antigenotoksik etkileri SMART ile arastirilmistir. Sonugta resveratroliin 1, 5
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ve 10 mM dozlarinin EMS’ye karst giliclii antigenotoksik aktiviteye sahip oldugu
gozlenmigstir [139]. Benzer baska bir ¢alismada ise farkli derisimlerdeki Turung (Citrus
aurantium) kabugu yagmn, alkilleyici ajanlara (EMS ve ENU=Etil nitrozoiire) karsi
antigenotoksik etkileri D. melanogaster’de kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon
testi (SMART) kullanilarak aragtirilmis ve sonug olarak, turung kabugu yaginin iki

alkilleyici ajana kars1 genotoksisiteyi dnemli oranda azalttigi gézlenmistir [140].

EMS ile yapilan baska bir SMART c¢alismasinda indiiklenen genotoksik etkinin Echium
amoenum Fisch&C.A. Mey (Boraginaceae) bitkisine ait farkli dozlarda kloroform ekstrakti
ile giderilmesi amaglanmistir. Calismanin sonucunda genotoksik etkilerin bitkiye ait
kloroform ekstrakti ile artan konsantrasyona bagli olarak biiylik olclide giderildigi tespit
edilmistir [141].

Calismamizin son kisminda ise genotoksik etkinligini kanitladigimiz bu iki alkilleyici
ajanin |. taochia toprakiistii metanol ekstrakti ile birlikte uygulanmasi sonucu indiiklenen
mutajenitenin azalip azalmadigina bakilmis ve bir¢ok konsantrasyonda yiiksek inhibisyon
oranlaria rastlanmistir (Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6). EMS uygulama gruplarinda oldugu
gibi SF uygulama gruplarinda da hem normal hem de serrat kanat fenotipli bireylerin tiim
uygulama gruplarinda anlamli diisiislerin oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.5 ve Cizelge

4.6).

Yapilan diger ¢alismalar incelendiginde benzer sekilde tibbi aromatik bitkiler ile mutajen
maddelerin etkinligini azaltict yonde etki gdsteren sonuglarin oldukg¢a fazla oldugu
goriilmistlir. Ancak kullandigimiz bitki ile ilgili ¢cok fazla calismaya rastlanmamistir. Az
sayidaki ¢aligmalardan birinde; gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) metodu
ile Centranthus longiflorus ve Iris taochia bitkilerinde a-amirin ve B-sitosterol’iin es

zamanli tayini ile fitosterollerin varligi tespit edilmistir [129].

Bununla birlikte Iris cinsine ait farkli tilirlerle yapilan cesitli toksisite g¢alismalarina
rastlanmistir. Bitkimizin olas1 etki mekanizmasinin anlasilmasi acisindan bu tiir calismalar
incelenmistir. Ornegin; Iris pseudopumila Tineo ¢icekleri ve rizomlarindan elde edilen
farkl1 ekstraktlarm in vitro antioksidan ve sitotoksik aktivitelerini degerlendirildigi calisma

sonucunda; bitkinin metanolik ekstraktinin lipit peroksidasyonunda en iyi aktiviteyi
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gosterdigi, rizomlardan elde edilen kloroform 6ziitiiniin ise amelanotik melanom kanser

hiicre hattina (C32) kars1 iyi bir sitotoksik aktivite gosterdigi bulunmustur [142].

Farkli Iris tiirlerinin igerdikleri aktif bilesenleriyle yapilan immiinoloji, enfeksiyon
hastaliklari, lilser ve onkoloji gibi ¢esitli arastirma alanlarinda yeni tedavi olasiliklari
bulmay: hedefleyen ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Yapilan kimyasal incelemeler Iris
tirlerinin 250°den fazla bilesen igerdigini gostermektedir. Bu bilesenler; flavonoidler,
izoflavonoidler ve onlarin glikozitleri, benzokininleri ve triterpenoitlerini igermektedirler
[143].

Kanser hiicreleri lizerinde Tiirkiye'de yetisen Iris unguicularis, Iris suaveolens ve Iris
histrio bitkilerinin  DMSO ekstrelerinin antikanser etkilerinin arastirildigi  ¢alisma
sonucunda; bitki ekstraklarinin doza bagimli bir sekilde insan meme kanseri (MCF7)
hiicrelerinin biiylimesi {izerinde azaltici sitotoksik etkilerinin oldugu ancak kanser
kemoterapisi veya onlenmesinde faydali olabilecek giiclii bir anti- tiimdrijenik bilesenlere

sahip olmadiklar1 vurgulanmigtir [143].

Bagka bir Iris tiirii olan Iris junonia bitkisinin farkli kisimlarinin hekzan, diklorometan,
metanol ve su oOziitleri elde edilerek antioksidan, antibakteriyel ve DNA koruyucu
aktivitelerinin arastirildigi ¢alisgma sonucunda su ve metanol Oziitlerinin olduk¢a yiiksek
aktivite gosterdikleri her iki yontemde de saptanmistir. En yiiksek antioksidan aktivitenin
kokiin su oziitlinde oldugu goriilmiistiir. Yine antibakteriyel aktivite agisindan en etkili kok
su Oziitii oldugu gozlenmistir. DNA koruyucu aktivite a¢isindan en fazla koruyucu aktivite
gosteren bitki kisimlar1 yaprak ve ¢igegin su ve metanol 6ziitlerin oldugu belirlenmistir
[144]. Bizim c¢alismamizda ise Iris taochia bitkisinin toprakiistii metanol ekstreleri

caligilmistir.

Mugla yoresinde dogal olarak yayilis gosteren Iridaceae familyasina ait 4 bitki tiiriiniin
(Iris germanica, Iris albicans, Gladiolus illyricus ve Romulea ramiflora) toprak fistii ve
toprak alt1 kisimlarinin etanol ekstraktlarinin antimikrobiyal, antioksidan ve antimutajenik
aktivitelerinin belirlendigi ¢alisma sonucunda ise; |. germanica bitkisinin toprak {istii
kisimlarinin giiglii serbest radikal giderimi sagladig1 ve antioksidan aktiviteye sahip oldugu

tespit edilmistir. Ayrica bitkilerin tamaminin toprak alt1 ve toprak istii kisimlar1 B. subtilis
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tizerinde zayif antimikrobiyal etki gosterdigi G. illyricus ve R. ramiflora’nin ise toprak alti

kisimlariin yiiksek antimutajenik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir [145].

Biitiin bu c¢alismalarla birlikte literatiirde bizim calisma sonucumuzu destekler nitelikte

daha birgok farkli Iris tiiriiyle yapilmig biyolojik aktivite ¢alismast da mevcuttur [146-150].

Sonug olarak, ¢alismamizda kullanilan iki farkli alkilleyici maddenin (EMS ve SF)
Drosophila melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile
somatik hiicrelerde genotoksik etkili olduklari bir kez daha kanitlanmistir. Ozellikle
kemoterapotik olarak halen daha kullanilan Siklofosfamid’in tedavi esnasinda olumsuz
zincir reaksiyonlara neden olup saglikli hiicreleri de etkileyebilecegi ve insan sagligi
acisindan tehlikeli olabilecegi goriilmektedir. Bu acidan bakildiginda bdyle etkiler gosteren
maddelerin indiikledigi genotoksik etkilerin yan etkileri az veya hi¢ olmayan bitkisel

ekstraktlarla gidermek oldukg¢a 6nemlidir.

Calismamizda kullandigimiz tibbi aromatik bir bitki tiirii olan Iris taochia da bu tiir
tedavilerde alternatif gida kaynagi veya takviyesi olarak kullanilabilecek ozellikler
sergilemistir. Bu etkilerinin; igerdikleri zengin metabolitleri sayesinde DNA hasarini
artiracak reaktif oksijen tiirlerini (ROS) temizleyecek yiiksek antioksidan giiciinden,
sitokrom P450 aktivasyon sistemi iizerine etkilerinden, EMS ve SF gibi alkilleyicilerin
radikal gruplarini baglayarak etkinliklerini azaltabilme yeteneklerinden ve igerdikleri anti-

tiimdrijenik bilesenlerden kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

Her gegen giin sentetik iirlinlerden uzaklasip geleneksel tedavi yontemlerinden birisi olan
tibbi bitkilerle uygulanan alternatif tibba olan giiven artmaktadir. Bu ¢aligmayla literatiirde
cok az bilgiye ulasabildigimiz Tirkiye endemigi olan Iris taochia bitkisinin alternatif
tedavilerde kullanilabilecek bir tiir oldugu belirlenmis ve literatiire bu alanda yapilan ilk
caligma olarak ge¢mistir. Bundan dolayr sayis1 giderek azalan ve c¢ok kiigiik bir alanda
varligin1 gosteren endemik bu tiirlin kiiltiirinlin yapilarak ¢ogaltilmast ve korunma altina
alimmast gerektigi sonucuna ulasilmistir. Ayrica bitkinin tiim kisimlariyla ve farkl
coziiciilerle yapilacak alternatif ¢aligsmalarla igerik analizlerinin ¢ikartilip, ileri yontemlerle

antikanserojen, antimikrobiyal ve antimutajen 6zelliklerinin belirlenmesi gerekmektedir.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

50

KAYNAKLAR

Internet: URL: http://www.nih.gov/sigs/dna-rep/whatis.html.

Ringer, D. P., and Schnipper, L. E. (2001). Principles of Cancer Biology. In: Lenhard
RE, Osteen RT, Gansler T; eds. Clinical Oncology Atlanta: American Cancer Society,
21-35.

Karakog, Y. ve Karakus, L. (2005). Onkolojik Hastaliklar ve Hemsirelik Bakimi El
Kitabi. Mavi Ambalaj. Ankara.

Schulz, W. (2005). Molecular biology of human cancers: an advanced student's
textbook. Springer Science & Business Media.

Chen, S. M., Meng, L. H., and Ding, J. (2010). New microtubule-inhibiting anticancer
agents. Expert opinion on investigational drugs, 19(3), 329-343.

Kumar, V., Abbas, A. K., and Aster, J. C. (2017). Robbins basic pathology e-book.
Elsevier Health Sciences.

Tuncer A. M. (2001). Kanser. Yeni Tiirkiye Dergisi;7(39): 964-969.

Durna, Z. ve Aydiner, A. (2003). Kanser Kemoterapi Rehberi ve Uygulamaya Yonelik
Oneriler. Nobel Tip Kitabevleri, Istanbul.

Can, G. (2005). Antineoplastik ilaglarin Yan Etkleri ve Hemsirelik Yaklagimlari.

Miidiirliigii, S. B. T. H. G. (2004). Antineoplastik (Sitotoksik) Iaglarla Giivenli
Calisma Rehberi. Ankara SB yayinlar.

Prensipler, D. K. K. T. (2000). In: Topuz E, Aydmer A, Karadeniz AN; eds. Klinik
Onkoloji. Istanbul Universitesi Onkoloji Enstitisii Yayinlari, 34-47.

Dow, K. H., and Barnicle, M. M. (2004). Nursing care in patient management and
quality of life. JR Harris, ME Lippman, M. Morrow, et CK Osborne (Eds.), Diseases
of the Breast, 1387-1404.

Olgen, S., Bigak, I. ve Nebioglu, D. (2002). Angiogenesis ve Kanser Tedavisinde Yeni
Yaklasimlar. Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Dergisi, 31(3), 193-214.

Aynacioglu, A., Ozkur, M., Nacak, M., Saracaloglu, A. (2014). “Farmabul Kitab: 1.
Baski”, Cukurova Nobel Tip Kitabevi, Adana, 135-150.

Hooftman, R. N. (1981). The induction of chromosome aberrations in Notobranchius
rachowi (Pisces: Cyprinodontidae) after treatment with ethyl methanesulphonate or
benzo [a] pyrene. Mutation Research Letters, 91(4-5), 347-352.



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

51

Guha, B., and Khuda-Bukhsh, A. R. (2002). Efficacy of vitamin-C (L-ascorbic acid) in
reducing genotoxicity in fish (Oreochromis mossambicus) induced by ethyl methane
sulphonate. Chemosphere, 47(1), 49-56.

Sekeroglu, Z. A., ve Sekeroglu, V. (2011). Genetik toksisite testleri. TUBAV Bilim
Dergisi, 4(3), 221-229.

Choy, W. N. (2001). Genetic toxicology and cancer risk assessment. CRC Press.

Young, R. R. (2002). Genetic toxicology: web resources. Toxicology, 173(1-2), 103-
121.

Mortelmans, K., and Rupa, D. S. (2004). Current issues in genetic toxicology testing
for microbiologists. Advances in applied microbiology, 56(3), 379-397.

Zeiger, E. (2004). History and rationale of genetic toxicity testing: an impersonal, and
sometimes personal, view. Environmental and molecular mutagenesis, 44(5), 363-371.

Eroglu Dogan, E. (2008). Bazi Flavonoidlerin Drosophila Melanogaster ’de
Antigenotoksik Aktivitesi ve Antioksidan Etkilerinin Arastiriimast. Doktora tezi, Indni
Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Malatya.

Ekim, T., Koyuncu, M., Vural, M., Duman, H., Aytac, Z. and N. Adigurel, (2000).
Red Data Book of Turkish Plants, Pteridophyta and Sperrnatophyta. The Publication
of Turkish Nature Protection Society. Number: 18.

Kandemir, N. (2006). An investigation on the autecological endemic Iris taochia
Woronow Ex Grossh.(Iridaceae) distributed in the North East Anatolia
region. Pakistan Journal of Biological. Sci, 9, 2753-2760.

Mabberley, D. J. (1997). The plant-book: a portable dictionary of the vascular plants.
Cambridge university press.

Internet: URL: https://public.fotki.com/ngoosen/iridaceae/iris/iris-taochia.html.

Gutter, A., (1980). Observations on the distribution areas of some Iris L. Species in
our country. TBTAK VII. The science congress. Aydin.

Kandemir, N.ve Engin, A. (1998). Iris nectarifera Giiner (Iridaceae) Uzerinde
Morfolojik, Anatomik ve Ekolojik bir arastirma, XIV. Ulusal Biyoloji Kongresi, 1,
283-299.

Koca, F., (1996). The morphological and anatomical investigations on endemic some
Iris L. species (Sect. Iris) in Turkey. Turkish Journal of Botany.20: 43-57.

Kandemir, N., and Engin, A. (2000). An autecological investigation on the endemic
Iris galatica Siehe (Iridaceac). Ondokuz Mayis University, Faculty of Arts and
Science. Journal Science, 1(1), 97-107.

Baytop, T. (1984). Treatment with plants in Turkey. Istanbul Universitesi. Publ, 3255.



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

52

Engin, A., Kandemir, N., Senel, G., and Ozkan, M. (1998). An autecological study on
Iris pseudacorus L.(Iridaceae). Turkish Journal of Botany, 22(5), 335-340.

Kandemir, N.,and Engin, A. (2000). An autecological study on Iris histrioides Foster
(Iridaceae) distributed in the central Black Sea region. Turkish Journal of
Botany, 24(6), 347-354.

Kandemir, N. (2003). An autecological study on the endemic Iris sari Schott ex Baker
(Iridaceae). Herb J. Systematic Botany, 10(2), 31-51.

Alam, M. A. (2014). Isolation characterization of bioactive isoflavone from iris
kashmiriana; and synthesis, modification and biological evaluation of flavone
analogues.

Han, J. (1988). Traditional Chinese medicine and the search for new antineoplastic
drugs. Journal of ethnopharmacology, 24(1), 1-17.

Wong, S. M., Oshima, Y., Pezzuto, J. M., Fong, H. H., and Farnsworth, N. R. (1986).
Plant anticancer agents XXXIX: Triterpenes from Iris  missouriensis
(Iridaceae). Journal of pharmaceutical sciences, 75(3), 317-320.

Bonfils, J. P., Pinguet, F., Culine, S., and Sauvaire, Y. (2001). Cytotoxicity of iridals,
triterpenoids from Iris, on human tumor cell lines A2780 and K562. Planta
medica, 67(01), 79-81.

Takahashi, K., Suzuki, S., Hano, Y., and Nomura, T. (2002). iridal tip triterpenoidlerle
protein kinaz C aktivasyonu. Biyolojik ve Farmasdtik Biilten, 25 (4), 432-436.

Nasim, S., Baig, 1., Jalil, S., Orhan, I., Sener, B., and Choudhary, M. 1. (2003). Anti
inflammatory isoflavonoids from the rhizomes of Iris germanica. Journal of
Ethnopharmacology, 86(2-3), 177-180.

Benoit-Vical, F., Imbert, C., Bonfils, J. P., and Sauvaire, Y. (2003). Antiplasmodial
and antifungal activities of iridal, a plant triterpenoid. Phytochemistry, 62(5), 747-751.

Orhan, 1., Nasim, S., Tener, B., Ayanoglu, F., Ozgiiven, M., and Choudhary, M. 1.
(2003). Two isoflavones and bioactivity spectrum of the crude extracts of Iris
germanica rhizomes. Phytotherapy Research, 17(5), 575-577.

Wollenweber, E., Stevens, J. F., Klimo, K., Knauft, J., Frank, N., and Gerhéauser, C.
(2003). Cancer chemopreventive in vitro activities of isoflavones isolated from Iris
germanica. Planta medica, 69(01), 15-20.

Choudhary, M. 1., Naheed, S., Jalil, S., and Alam, J. M. (2005). Effects of ethanolic
extract of Iris germanica on lipid profile of rats fed on a high-fat diet. Journal of
ethnopharmacology, 98(1-2), 217-220.

Giirbiiz, K. N. (2006). Antimutajenler ve antikarsinojenler (kanser gelisiminin
kimyasal bilesiklerle ©onlenmesi). Turkiye  Klinikleri  Journal of Medical
Sciences, 26(3), 312-318.



46.

47.

48.

49,

50.

o1,

52.

53.

54,

55.

56.

53

Thomson, P. J., Greenwood, M., and Meechan, J. G. (2010). General medicine and
surgery for dental practitioners. Part 6—cancer, radiotherapy and chemotherapy. British
dental journal, 209(2), 65.

American Society of Health-System Pharmacists. (1990). ASHP technical assistance
bulletin on handling cytotoxic and hazardous drugs. American Journal of Health-
System Pharmacy, 47(5), 1033-1049.

Saffhill, R., Margison, G. P., and O'Connor, P. J. (1985). Mechanisms of
carcinogenesis induced by alkylating agents. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-
Reviews on Cancer, 823(2), 111-145.

Arnold, D. L., and Boyes, B. G. (1989). The toxicological effects of saccharin in
short-term  genotoxicity  assays. Mutation  Research/Reviews in  Genetic
Toxicology, 221(2), 69-132.

Henderson, P. T., Leijdekkers, C. M., and Bos, R. P. (1984). Excretion of thioethers in
urine after exposure to electrophilic chemicals. IARCscientific publications, (59), 173-
187.

Lauwerys, R. (1984). Basic concepts of monitoring human exposure. IARC scientific
publications, (59), 31-36.

Van Sittert, N. J.,and De Jong, G. (1985). Biomonitoring of exposure to potential
mutagens and carcinogens in industrial populations. Food and chemical toxicology: an
international journal published for the British Industrial Biological Research
Association, 23(1), 23.

Wiedemann, G. J., Robins, H. I., Gutsche, S., Mentzel, M., Deeken, M., Katschinski,
D. M., and Wagner, T. (1996). Ifosfamide, carboplatin and etoposide (ICE) combined
with 41.8 C whole body hyperthermia in patients with refractory sarcoma. European
Journal of Cancer, 32(5), 888-892.

Brookes, P. (1990). The early history of the biological alkylating agents, 1918-
1968. Mutation  Research/Fundamental and  Molecular  Mechanisms  of
Mutagenesis, 233(1-2), 3-14.

Santos-Mello, R., Deimling, L. 1., Lauer Junior, C., and Carvalho, T. R. D. (2005).
Chemoprotective effect of cysteamine against the induction of micronuclei by methyl
methanesulfonate and cyclophosphamide. Genetics and Molecular Biology, 28(1),
156-160.

Nakamura, Y. K., Kawai, K., Furukawa, H., Matsuo, T., Shimoi, K., Tomita, I., and
Nakamura, Y. (1997). Suppressing effects of S-methyl methanethiosulfonate and
diphenyl disulfide on mitomycin C-induced somatic mutation and recombination in
Drosophila melanogaster and micronuclei in mice. Mutation Research/DNA
Repair, 385(1), 41-46.



S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

54

Schimenti, K. J., Hanneman, W. H., and Schimenti, J. C. (1997). Evidence for
cyclophosphamide-induced gene conversion and mutation in  mouse germ
cells. Toxicology and applied pharmacology, 147(2), 343-350.

Cingi, 1. ve Erol, K. (1996)., Kemoterapétikler. Farmakoloji Ders Kitabi, AOF
Yayinlari, Eskigehir, 121-163s.

Matalon, S. T., Ornoy, A., and Lishner, M. (2004). Review of the potential effects of
three  commonly used antineoplastic and  immunosuppressive  drugs
(cyclophosphamide,  azathioprine,  doxorubicin on the embryo and
placenta). Reproductive toxicology (EImsford, NY), 18(2), 219-230.

Anderson, D., Bishop, J. B., Garner, R. C., Ostrosky-Wegman, P., and Selby, P. B.
(1995). Cyclophosphamide: review of its mutagenicity for an assessment of potential
germ cell risks. Mutation research/fundamental and molecular mechanisms of
mutagenesis, 330(1-2), 115-181.

Humphrey, P. R., Maureen, M. D., and Ritter, J. M. (Eds.). (2012). Rang & Dale's
pharmacology. Elsevier

Bokel, C. (2008). EMS Screens. In Drosophila (pp. 119-138). Humana Press.

Roberts, S. M., James, R. C., and Williams, P. L. (2014). Principles of toxicology:
environmental and industrial applications. John Wiley & Sons.

Derelanko, M. J., and Auletta, C. S. (2014). Handbook of toxicology. CRC press.
Akbaba, G. (2004). Genotoksikoloji. Bilim ve Teknik. Eyliil s.28.
Liileyap, H. U. (2008). Molekiiler Genetigin Esaslari, Nobel Kitabevi. Izmir, 437s.

Hoffman, G. R. (1991). Casaret and Doull’s Toxicology. The Basic Science of
Poisons. Pergamon Pres, New York, 201-217.

Bedir, A., Bilgici, B., Yurdakul, Z., Giirsel, B. S., ve Alvur, M. (2004). DNA Hasar1
Analizinde p-FADU ve COMET Yontemlerinin Karsilastirilmasi. Tiirk Klinik
Biyokimya Dergisi, 2(3), 97-103.

Basaran, A.A. (2002). Farmakognezide tek hiicre jel elektroforezi uygulamalari. 14.
Bitkisel lla¢ Hammaddeleri Toplantisi. Bildiriler.

Graf, U., Abraham, S. K., Guzman-Rincon, J., and Wirgler, F. E. (1998).
Antigenotoxicity studies in Drosophila melanogaster. Mutation
Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, 402(1-2), 203-
209.

Kaya, B., Yanikoglu, A., Creus, A., and Marcos, R. (2000). Genotoxicity testing of
five herbicides in the Drosophila wing spot test. Mutation Research/Genetic
Toxicology and Environmental Mutagenesis, 465(1-2), 77-84.



72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

55

Guzman-Rincon, J., and Graf, U. (1995). Drosophila melanogaster somatic mutation
and recombination test as a biomonitor. Environmental Science Research, 50, 169-
182.

Graf, U., Wiirgler, F. E., Katz, A. J., Frei, H., Juon, H., Hall, C. B., and Kale, P. G.
(1984). Somatic  mutation and  recombination test in  Drosophila
melanogaster. Environmental mutagenesis, 6(2), 153-188.

Henderson, D. S. (2004). Whole-Mount Fluorescence In Situ Hybridization to
Chromosomes of Embryos. In Drosophila Cytogenetics Protocols (pp. 235-247).
Humana Press.

Ayar, A. (2013). Baz: Parabenlerin Genotoksik Etkilerinin in vivo ve in vitro
gartlarda Kisa Siireli Test Teknikleri Ile Belirlenmesi. Doktora tezi, Atatiirk
Universitesi Fen Bilimleri Enstittisii. Erzurum.

Internet: URL: https://www.the-scientist.com/features/instant-messaging-39706.

Potter, C. J., Turenchalk, G. S., and Xu, T. (2000). Drosophila in cancer research: an
expanding role. Trends in Genetics, 16(1), 33-39.

Prokop, A. (2016). Fruit flies in biological research. Biological Sciences
Review, 28(2), 2-5.

Adams, M. D., Celniker, S. E., Holt, R. A., Evans, C. A., Gocayne, J. D., Amanatides,
P. G.,, and George, R. A. (2000). The genome sequence of Drosophila
melanogaster. Science, 287(5461), 2185-2195.

Reiter, L. T., Potocki, L., Chien, S., Gribskov, M., and Bier, E. (2001). A systematic
analysis of human disease-associated gene sequences in  Drosophila
melanogaster. Genome research, 11(6), 1114-1125.

Internet: URL: https://droso4schools.wordpress.com/why-fly.

Bier, E. (2005). Drosophila, the golden bug, emerges as a tool for human
genetics. Nature Reviews Genetics, 6(1), 9.

Mohr, S. E. (2018). First in Fly: Drosophila Research and Biological Discovery.
Harvard University Press.

Internet: URL: https://evrimagaci.org/meyve-sineklerinde-beyin-gelisimi-insan-beyni-
ve-insanlarda-beyin-gelisimi-ile-benzerlikler-414.

Allocca, M., Zola, S., and Bellosta, P. (2018). The Fruit Fly, Drosophila melanogaster:
Modeling of Human Diseases (Part II). In Drosophila melanogaster-Model for Recent
Advances in Genetics and Therapeutics. IntechOpen.

Hales, K. G., Korey, C. A., Larracuente, A. M., and Roberts, D. M. (2015). Genetics
on the fly: a primer on the Drosophila model system. Genetics, 201(3), 815-842.



87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

56

Lindsley, D. L., and Zimm, G. G. (2012). The genome of Drosophila melanogaster.
Academic Press.

Kotan, R., Cakir, A., Dadasoglu, F., Aydin, T., Cakmakci, R., Ozer, H., and Dikbas,
N. (2010). Antibacterial activities of essential oils and extracts of Turkish Achillea,
Satureja and Thymus species against plant pathogenic bacteria. Journal of the Science
of Food and Agriculture, 90(1), 145-160.

Idaomar, M., El Hamss, R., Bakkali, F., Mezzoug, N., Zhiri, A., Baudoux, D., Mufioz-
Serrano, A., Liemans, V. and Alonso-Moraga, A. (2002). Genotoxicity and
antigenotoxicity of some essential oils evaluated by wing spot test of Drosophila
melanogaster. Mutation ~ Research/Genetic ~ Toxicology and  Environmental
Mutagenesis, 513(1-2), 61-68.

Munerato, M. C., Sinigaglia, M., Reguly, M. L., and de Andrade, H. H. R. (2005).
Genotoxic effects of eugenol, isoeugenol and safrole in the wing spot test of
Drosophila melanogaster. Mutation Research/Genetic Toxicology and Environmental
Mutagenesis, 582(1-2), 87-94.

Carmona, E. R., Creus, A., and Marcos, R. (2011). Genotoxicity testing of two lead-
compounds in somatic cells of Drosophila melanogaster. Mutation Research/Genetic
Toxicology and Environmental Mutagenesis, 724(1-2), 35-40.

Negishi, T., Arimoto, S., Nishizaki, C., and Hayatsu, H. (1989). Inhibitory effect of
chlorophyll on the genotoxicity of 3-amino-1-methyl-5 H-pyrido [4, 3-b indole (Trp-P
2). Carcinogenesis, 10(1), 145-149.

Graf, U., and Wiirgler, F. E. (1996). The somatic white-ivory eye spot test does not
detect the same spectrum of genotoxic events as the wing somatic mutation and
recombination test in Drosophila melanogaster. Environmental and molecular
mutagenesis, 27(3), 219-226.

Zordan, M., Osti, M., Pesce, M., and Costa, R. (1994). Chloral hydrate is
recombinogenic in the wing spot test in Drosophila melanogaster. Mutation
Research/Genetic Toxicology, 322(2), 111-116.

Szabad, J., So¢s, 1., Polgar, G., and Héjja, G. (1983). Testing the mutagenicity of
malondialdehyde and formaldehyde by the Drosophila mosaic and the sex-linked
recessive lethal tests. Mutation Research/Environmental Mutagenesis and Related
Subjects, 113(2), 117-133.

Wurgler, F. E. (1986). In vivo mutagenicity testing using somatic cells of Drosophila
melanogaster. Chemical Mutagens, 10, 1-72.

Abraham, S. K. (1994). Antigenotoxicity of coffee in the Drosophila assay for somatic
mutation and recombination. Mutagenesis, 9(4), 383-386.

Frei, H., and Wirgler, F. E. (1988). Statistical methods to decide whether
mutagenicity test data from Drosophila assays indicate a positive, negative, or



99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

57

inconclusive result. Mutation Research/Environmental Mutagenesis and Related
Subjects, 203(4), 297-308.

Petrovska, B. B. (2012). Historical review of medicinal plants’ usage. Pharmacognosy
reviews, 6(11), 1-5.

Rakotoarivelo, N. H., Rakotoarivony, F., Ramarosandratana, A. V., Jeannoda, V. H.,
Kuhlman, A. R., Randrianasolo, A., and Bussmann, R. W. (2015). Medicinal plants
used to treat the most frequent diseases encountered in Ambalabe rural community,
Eastern Madagascar. Journal of ethnobiology and ethnomedicine, 11(1), 68.

Mahmoud, T.,and Gairola, S. (2013). Traditional knowledge and use of medicinal
plants in the Eastern Desert of Egypt: a case study from Wadi EI-Gemal National
Park. Journal of Medicinal Plants, 1(6).

Hosseinzadeh, S., Jafarikukhdan, A., Hosseini, A., and Armand, R. (2015). The
application of medicinal plants in traditional and modern medicine: a review of
Thymus vulgaris. International Journal of Clinical Medicine, 6(09), 635-642.

Panchal, K., and Tiwari, A. K. (2017). Drosophila melanogaster “a potential model
organism” for identification of pharmacological properties of plants/plant-derived
components. Biomedicine & Pharmacotherapy, 89, 1331-1345.

Fulda, S., Gorman, A. M., Hori, O., and Samali, A. (2010). Cellular stress responses:
cell survival and cell death. International journal of cell biology, 1-23.

Shukla, A. K., Pragya, P., Chaouhan, H. S., Tiwari, A. K., Patel, D. K., Abdin, M. Z.,
and Chowdhuri, D. K. (2014). Heat shock protein-70 (Hsp-70) suppresses paraquat-
induced neurodegeneration by inhibiting JNK and caspase-3 activation in Drosophila
model of Parkinson's disease. PLoS One, 9(6).

McCall, K., Peterson, J. S., and Pritchett, T. L. (2009). Detection of cell death in
Drosophila. In Apoptosis. Humana Press, Totowa, NJ, 343-356.

Denton, D., and Kumar, S. (2015). Studying apoptosis in Drosophila. Cold Spring
Harbor Protocols, (7), pdb-top 070433.

Pant, D. C., Dave, M., and Tiwari, A. K. (2013). Wheatgrass (Triticum aestivum L.)
supplementation promotes longevity in Drosophila melanogaster. Annals of plant
sciences, 2(01), 49-54.

Panchal, K., Patel, K., and Tiwari, A. K. (2016). Dietary supplementation of citric acid
(monohydrate) improves health span in Drosophila melanogaster. Journal of Applied
Biology & Biotechnology Vol, 4(02), 060-066.

Nichols, C. D., Becnel, J., and Pandey, U. B. (2012). Methods to assay Drosophila
behavior. Journal of Visualized Experiments, (61).



111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

58

Hirth, F. (2010). Drosophila melanogaster in the study of human neurodegeneration.
CNS & Neurological Disorders-Drug Targets (Formerly Current Drug Targets-CNS
& Neurological Disorders), 9(4), 504-523.

Céspedes, M. A., Galindo, M. 1., and Couso, J. P. (2010). Dioxin toxicity in vivo
results from an increase in the dioxin-independent transcriptional activity of the aryl
hydrocarbon receptor. PLoS One, 5(11).

lyer, J., Wang, Q., Le, T., Pizzo, L., Gronke, S., Ambegaokar, S. S., and Artero, R.
(2016). Quantitative assessment of eye phenotypes for functional genetic studies
using Drosophila melanogaster. G3: Genes, Genomes, Genetics, 6(5), 1427-1437.

Edgecomb, R. S., Harth, C. E., and Schneiderman, A. M. (1994). Regulation of
feeding behavior in adult Drosophila melanogaster varies with feeding regime and
nutritional state. Journal of Experimental Biology, 197(1), 215-235.

Melcher, C., and Pankratz, M. J. (2005). Candidate gustatory interneurons
modulating feeding behavior in the Drosophila brain. PLoS biology, 3(9).

Bauer, J. H., Goupil, S., Garber, G. B., and Helfand, S. L. (2004). An accelerated
assay for the identification of lifespan-extending interventions in Drosophila
melanogaster. Proceedings of the National Academy of Sciences, 101(35), 12980-
12985.

inford, N. J., Bilgir, C., Ro, J., and Pletcher, S. D. (2013). Measurement of lifespan
in Drosophila melanogaster. Journal of Visualized Experiments, (71).

Rand, M. D., Montgomery, S. L., Prince, L., and Vorojeikina, D. (2014).
Developmental toxicity assays using the Drosophila model. Current protocols in
toxicology, 59(1), 1-12.

Cragg, G. M., and Newman, D. J. (2005). Plants as a source of anti-cancer agents.
Journal of ethnopharmacology, 100(1-2), 72-79.

Frolich, A., and Wirgler, F. E. (1990). Drosophila wing-spot test: improved
detectability of genotoxicity of polycyclic aromatic hydrocarbons. Mutation
Research/Environmental Mutagenesis and Related Subjects, 234(2), 71-80.

Sarikaya, R. (2005). Sodyum nitrit, sodyum nitrat, potasyum nitrit ve potasyum
nitrat'in - genotoksik etkisinin somatik mutasyon ve rekombinasyon testi ile
arastirilmasi, Doktora Tezi, Gazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Fernandes, L. M., da Rosa Guterres, Z., Almeida, 1. V., and Vicentini, V. E. P.
(2017). Genotoxicity and Antigenotoxicity Assessments of the Flavonoid Vitexin by
the Drosophila melanogaster Somatic Mutation and Recombination Test. Journal of
medicinal food, 20(6), 601-609.

Carmona, E. R., Reyes-Diaz, M., Parodi, J., and Inostroza-Blancheteau, C. (2017).
Antimutagenic evaluation of traditional medicinal plants from South America



124,

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

59

Peumus boldus and Cryptocarya alba using Drosophila melanogaster. Journal of
Toxicology and Environmental Health, Part A, 80(4), 208-217.

Demir, E., Kaya, B., Marcos, R., Cenkci, S. K., and Cetin, H. (2013). Investigation
of the genotoxic and antigenotoxic properties of essential oils obtained from two
Origanum species by Drosophila wing SMART assay. Turkish Journal of Biology,
37(2), 129-138.

Sarikaya, R., Erciyas, K., Kara, M. |, Sezer, U., Erciyas, A. F., and Ay, S. (2016).
Evaluation of genotoxic and antigenotoxic effects of boron by the somatic mutation
and recombination test (SMART) on Drosophila. Drug and chemical toxicology,
39(4), 400-406.

Amkiss, S., Dallouh, A., Idaomar, M., and Amkiss, B. (2013). Genotoxicity and anti-
genotoxicity of fennel plant (Foeniculum vulgare Mill) fruit extracts using the
somatic mutation and recombination test (SMART). African Journal of Food
Science, 7(8), 193-197.

Ayar, A., Kilic, D. D., Baskan, C., and Yildirim, T. (2018). Genotoxic and
Antigenotoxic Effects of Some Plant Species of Lamiaceae Familyl. European
Journal of Science and Technology, (14), 348-352.

Prakash, G., Hosetti, B. B., and Dhananjaya, B. L. (2014). Antimutagenic effect of
dioscorea pentaphylla on genotoxic effect induced by methyl methanesulfonate in the
Drosophila wing spot test. Toxicology international, 21(3), 258.

Askin, H., Yilmaz, B., Bakirci, S., and Ayar, A. (2018). Simultaneous determination
of a-amyrin and B-sitosterol in Centranthus longiflorus Stev. Subsp. longiflorus Stev
and Iris taochia Woronow ex Grossh by GC-MS method. Progress in Nutrition,
20(1-S), 209-217.

Fernandez-Bedmar, Z., Anter, J., de La Cruz-Ares, S., Muifioz-Serrano, A., Alonso-
Moraga, A., and Pérez-Guisado, J. (2011). Role of citrus juices and distinctive
components in the modulation of degenerative processes: genotoxicity,
antigenotoxicity, cytotoxicity, and longevity in Drosophila. Journal of Toxicology
and Environmental Health, Part A, 74(15-16), 1052-1066.

Kizilet, H., Kasimoglu, C., and Uysal, H. (2013). Can the Rosa canina plant be used
against alkylating agents as a radical scavenger. Polish Journal of Environmental
Studies, 22, 1263-1267.

Kumar, K. B. H., and Kuttan, R. (2005). Chemoprotective activity of an extract of
Phyllanthus amarus against cyclophosphamide induced toxicity in mice.
Phytomedicine, 12(6-7), 494-500.

Abraham, P., and Isaac, B. (2011). Ultrastructural changes in the rat kidney after
single dose of cyclophosphamide-possible roles for peroxisome proliferation and
lysosomal dysfunction in cyclophosphamide-induced renal damage. Human &
experimental toxicology, 30(12), 1924-1930.



134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144,

145.

60

Spanod, M. A., Frei, H., Wiirgler, F. E., and Graf, U. (2001). Recombinagenic activity
of four compounds in the standard and high bioactivation crosses of Drosophila
melanogaster in the wing spot test. Mutagenesis, 16(5), 385-394.

Dogan, E., and Yesilada, E. (2015). Evaluation of genotoxic and antigenotoxic
activities of resveratrol in the wing spot test of Drosophila. International Journal of
Biosciences, 7(2), 86-95.

Zijlstra, J. A., and Vogel, E. W. (1989). Influence of metabolic factors on the
mutagenic effectiveness of cyclophosphamide in Drosophila melanogaster. Mutation
Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis, 210(1), 79-92.

Kawabata, T. T., Chapman, M. Y., Dong-Hyun, K., Stevens, W. D., and Holsapple,
M. P. (1990). Mechanisms of in vitro immunosuppression by hepatocyte-generated
cyclophosphamide metabolites and 4-hydroperoxycyclophosphamide. Biochemical
pharmacology, 40(5), 927-935.

Senthilkumar, S., Devaki, T., Manohar, B. M., and Babu, M. S. (2006). Effect of
squalene on cyclophosphamide-induced toxicity. Clinica Chimica Acta, 364(1-2),
335-342.

Turna, F. (2012). Resveratrol’iin Drosophila Melanogaster'de Antigenotoksik
Etkilerinin Arastiriimasi, Yiksek Lisans Tezi, Akdeniz Universitesi Fen Bilimleri
Entitiisii, Antalya.

Kaya, B., Demir, E., Kocaoglu, S. (2008). Drosophila Kanat Benek Testinde
Alkilleyici Ajanlara Kars1 Turung Kabugu Yagimnin Antigenotoksik Etkisi. 19. Ulusal
Biyoloji Kongresi Ozetler. 23-27 Haziran, Trabzon, (PZ-177), 551.

Uysal H., Kizilet H., Ayar A., Taheri A. (2015). The Use of Endemic Iranian Plant
Echium amoenum Against The Ethyl Methanesulfonate and the Recovery Of
Mutagenic Effects. Toxicology and Industrial Health, 44-51.

Rigano, D., Conforti, F., Formisano, C., Menichini, F., and Senatore, F. (2009).
Comparative free radical scavenging potential and cytotoxicity of different extracts
from Iris pseudopumila Tineo flowers and rhizomes. Natural product research,
23(1), 17-25.

Oguzacan, A.F. (2016). In Vitro Ortamda Iris unguicularis, Iris suaveolens ve Iris
histrio Bitki Ekstraktlarmin MCF7 Meme Kanseri Hiicre Hatti Uzerindeki
Antikanser Aktivitesinin Arastirilmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Gaziantep Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Gaziantep.

Erdem, M. (2014). Endemik Iris junoma’min Biyolojik Aktivitelerinin Arastirilmast,
Yiiksek Lisans Tezi, Gaziantep Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti, Gaziantep.

Basgedik, B. (2013). Iris germanica, lIris albicans, Gladiolus illyricus, Romulea
ramiflora’min Biyolojik Aktivitelerinin Arastirtlmasi, Yiksek Lisans Tezi, Mugla
Sitki1 Kogman Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Mugla.



146.

147.

148.

149.

150.

61

Movaket, S. (2014). Iris sart Schott Ex Baker'in Biyolojik Aktivitelerinin
Arastirilmast, Yiiksek Lisans Tezi, Gaziantep Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii,
Gaziantep.

Hacibekiroglu, 1. (2014). Iris suaveolensten Elde Edilen Bilesiklerin Yapt Tayini Ve
Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Istanbul.

Abed, E. (2014). Iris kirkwoodii' nin Biyolojik Aktivitelerinin Arastirilmast, Yiksek
Lisans Tezi, Gaziantep Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Gaziantep.

Ertirk, O. (2005). Endemik Iris galatica'min Biyolojik Aktivitelerinin Arastiriimast,
Yiiksek Lisans Tezi, Gaziantep Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Gaziantep.

Crisan, I., and Cantor, M. (2016). New perspectives on medicinal properties and uses
of Iris sp. Hop and Medicinal Plants, 24(1-2), 24-36.



Kisisel Bilgiler
Adi-Soyadi

Uyrugu

Dogum tarihi ve yeri
Medeni hali

e-posta

Egitim Derecesi
Lisans

Yiiksek Lisans
Yabanca Dili

Ingilizce

: Ozlem OZCELIK
: Tirkiye Cumhuriyeti
: 17.03.1985- Corum

s Evli

62

OZGECMIS

: bio.ozlem.sahin@gmail.com

Okul/ProgramMezuniyet Yih
Indnii Universitesi 2012

Amasya Universitesi 2019

Bilimsel Faaliyetler (Yaynlar, Bildiriler, Katildig1 Projeler)

1. Ozlem Ozgelik, Arif Ayar. Antigenotoxic potential of Iris taochia Woronow ex
Grossh., an endemic plant from Turkey: In vivo wing somatic test (SMART) on
Drosophila melanogaster. 7th International Molecular Biology and Biotechnology
Congress, Konya, Turkey, 25-27 April 2018.

2. Burak Yazgan, Ozlem Ogzgelik, Giilin Renda, Tuba Yildirim, Sevket Kandemir,
Nezahat Kandemir, Arif Ayar. Effect of Iris taochia (Iridaceae) Plant Extracts on Anti-
Cancer Activity in Breast Cancer Cell Line (MCF-7). International Multidisciplinary
Congress of Eurasia, Barcelona, Spain, July 24-26 2018.

3. MCEF-7 Hiicre Hattinda Iris taochia (Iridaceae) den Elde Edilen Isoflavonlarin Anti-
Kanser Aktivitesi, Yilksekogretim Kurumlari tarafindan destekli bilimsel arastirma
projesi, Aragtirmaci, 07.07.2018 (ULUSAL).



