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OZET Biyoloji

Trimetilolpropan triakrilat (TMPTA), miirekkepler, plastikler, ahsap

ve metal kaplamalar gibi farkli malzeme ve formillerde yaygin Aragtirma Makalesi
olarak kullanilan bir kimyasaldir. Bir¢ok alanda yaygin olarak

kullanilmasina ragmen bu maddenin genotoksik potansiyeli cesitli in Makale Tarihcesi

vivo ve In vitro yaklasimlarla net olarak ortaya konmamistir. Gelig Tarihi  :27.08.2021

TMPTA'nin olas1 riskleri hakkinda literatiirdeki in vitro ve in vivo Kabul Tarihi :19.11.2021
verilerin g¢eligkili olmasi nedeniyle, bu kimyasal toksisite ve

genotoksisite analizleri i¢in kullanilmaya devam etmektedir. Bu Anahtar Kelimeler
baglamda calismanin amaci, in vivo bir model olan Drosophila Trimetilolpropan triakrilat
melanogaster ile TMPTAmin potansiyel toksik ve genotoksik Drosophila melanogaster
etkilerini ortaya cikarmaktir. Bu amag¢ dogrultusunda Drosophila Genetik hasar

Comet, kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon (SMART) testleri Somatik mutasyon

uygulanmig ve fenotipik degisiklik belirlenmigtir. SMART Hemosit
yonteminde kromozom Kkirilmasi, nokta mutasyonu ve mitotik
rekombinasyon tek tip klonlara neden olurken; mitotik
rekombinasyon ise ikiz klonlarin olugsmasina neden olmaktadir.
Drosophila hemosit hiicrelerinde DNA hasarini tespit etmek igin
Comet testi uygulanmistir. Deneme konsantrasyonu olarak 10 mM
konsantrasyon canlilik acgisindan toksik etki gosterdiginden,
Drosophila'da genotoksisite ve mutajenite ¢alismalari i¢in 10 mM'nin
altindaki konsantrasyonlarda testler yapilmigtir. Ozellikle test
edilen tiim toksik olmayan konsantrasyonlarda (0.5, 1, 2.5 ve 5 mM)
TMPTA, Drosophila SMART testinde mutajenik etkiler ve Comet
testinde genotoksik etkiler gostermistir. Ancak, TMPTA'min toksik
olmayan konsantrasyonlarinda kanatlar, gogus kili ve gozler
acisindan fenotipik degisiklikler tespit edilmemigtir. Bu calisma,
TMPTA'min Drosophila’daki toksik ve genotoksik etkilerinin
degerlendirildigi literatirdeki ilk ¢aligmadir.

Investigation of Potential Toxic, Genotoxic and Mutagenic Effects of Trimethylolpropane Triacrylate
Using Drosophila melanogaster

ABSTRACT Biology
Trimethylolpropane triacrylate (TMPTA) is a chemical which is

commonly used in different materials and formulas such as inks, Research Article

plastics, wood and metal coatings. Although it is widely used in . .

many fields, the genotoxic potential of this substance has not been AI‘th.l e Hlstory‘

clearly demonstrated. Because of the conflictive in vitro and in vivo Recoived 27.08.2021
data in the literature about possible risks of TMPTA, this chemical Accepted +19.11.2021
remains to be used for toxicity and genotoxicity analyses. In this Keywords

context, the aim of this study is to reveal the potential toxic and
genotoxic effects of TMPTA in Drosophila melanogaster as an in vivo
model. In accordance with this aim, Drosophila Comet, wing somatic
mutation and recombination test (SMART) were performed and
phenotypic alterations were determined. In SMART method,
chromosome breakage, point mutation and mitotic recombination
cause single spots while mitotic recombination causes twin spots.
Comet assay applied to detect DNA damage in Drosophila hemocyte
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cells. Since the trial concentration of 10 mM showed toxic effect in
terms of viability, tests were carried out at concentrations below 10
mM. All the tested non-toxic concentrations (0.5, 1, 2.5, and 5 mM) of
TMPTA showed mutagenic effects in the Drosophila Comet Assay,
and genotoxic effects were observed by SMART Assay. However,
phenotipic alterations were not detected in non-toxic concentrations
of TMPTA in terms of wings, thorax bristle, and eyes. This is the
first study in the literature to evaluate the toxic and genotoxic effects

of TMPTA in Drosophila.
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GIRIS bir akrilat monomerdir ve serbest radikal

Son yuzyilda, endustriyel, ticari ve tarimsal
kullanimlardan evsel ve kigsisel kullamimlara kadar
cesitli bicimlerde ¢ok sayida kimyasal madde ile
cevrili durumdayiz. Bu kimyasallarin insanlar da
dahil olmak tizere ¢evredeki farkli canli organizmalar
tuzerinde etkisi vardir. Yapilan c¢alismalar, bu
etkilerin o6nemli bir konsantrasyon seviyesinde
istenmeyen maruziyet durumunda ¢ogunlukla
tehlikeli olabildigini dogrulamistir (van Leeuwen ve
Vermeire, 2007; Konduracka, 2019). Yapilan
caligmalar, istenmeyen kimyasal maruziyetinin doza
bagh olarak insanlarda 6liimcil zehirlenmelere neden
oldugunu  gostermistir  (Karunarathne, 2021).
Bununla birlikte kimyasallarin ve agir metallerin
disik konsantrasyonlarda ekosistemde yer alan
diger canli organizmalarda ve cansiz ortamda
birikime ve uzun vadede olumsuz etkilere neden
oldugu bildirilmistir (Turna Demir ve Yavuz, 2020;
Naidu ve ark., 2021). Genetik toksikolojinin temel
amaci, pek cok yontem kullanilarak cesitli cevresel
etkenlerin neden oldugu DNA hasarinin tespit
edilmesidir. Kansere yol acan ¢ok asamali olaylarda
yer alan bircok gendeki mutasyonlar, genetik
materyalin ¢esitli mekanizmalar ile etkilesimleri ve
modifikasyonlar1 tarafindan iretilebilir. Ornegin,
Feron ve Vogelstein (1996) tarafindan tanimlanan
kolorektal kanser oOrneginde gosterildigi  gibi
DNA'daki molekiler degisiklikler bu hastaligin
olusumunda 6nem tasimaktadir (Feron ve Vogelstein,
1996). Genotoksik  kanserojen ifadesi, hedef
hiicrelerin genetik materyalini dogrudan degistirerek
kansere neden olan kimyasallar i¢in kullanilirken,
genotoksik olmayan kanserojenler dogrudan genetik
hasar ile ilgili olmayan bazi ikincil mekanizmalarla
kansere neden olan kimyasallar1 ifade etmek igin
kullanilmaktadir (Hayashi, 1992). Mutajen test
sistemlerinin genotoksik kanserojen bilegikleri tespit
etme potansiyeli, c¢evresel mutagenez ve genetik
toksikoloji biliminin gelistirilmesi ve uygulanmasi
icin 6nemli bir uyarici olmustur (Parry ve Parry,
2012). Trimetilolpropan triakrilat (TMPTA), ii¢ islevli
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kaynaklarina maruz kaldiginda hizlica polimerlegir.
TMPTAnin kimyasal yapis1 Sekil 1’de gésterilmigtir.

O 0
cha\\)ko 5 J_cH;

o

O\n/‘*CH2
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Sekil 1. TMPTA’nin agik formili
Figure 1. Open formula of TMPTA

TMPTA reaktif bir seyreltici ve polimer yapi tasi
olarak yaygin olarak kullamilir. Ust baski vernikleri
ve mirekkepleri ile cesitli ahsap, plastik ve metal
kaplamalarin formilasyonlart TMPTA icermektedir.
Son yillarda ¢esitli alanlarda kullanilan bu maddenin
neden oldugu genotoksik ve kanserojenik etkiler
simirhh sayida calisma ile farkli test yodntemleri
kullanilarak in wivo ve in vwvitro olarak
degerlendirilmigtir. Tg.AC hemizigos farelerde
yapilan 6 aylik bir dermal ¢calismada TMPTA'nin hem
erkek hem de disi farelerde dermal uygulama
bélgesinde deri papillomlarinin gérilme sikligini ve
¢esitliligini 6nemli 6lgiide artirdigi sonucuna varilmig
olup ayrica disi farelerde TMPTA uygulamasina bagh
skuamé6z  hiicreli  karsinomlarin  ve  kronik
inflamasyonun ~ TMPTA  uygulama  bélgesinde
meydana geldigi saptanmistir (Anonim, 2005). Ayrica
2 wyillikk  bir dermal kanserojenite c¢alismasi
sonuglarina gore, TMPTA uygulamasinin erkek
F344/N sicanlarda marjinal olarak artmis malign
mezotelyoma goriilme sikligina neden oldugu ve disi
farelerde 1ise nadir goérilen malign hepatik
neoplazmalar (hepatoblastoma ve
hepatokolanjiyokarsinom) ve uterusun stromal polip
veya stromal sarkomu gériillme sikliklarinin arttigim
gosteren baz1 kanmitlar tespit edilmistir (Anonim,
2012). Bu calismalarda F344/N sicanlar ve B6C3F1/N
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fareler olmak ftzere farkli iki tlre ait o6rneklere
TMPTA topikal olarak uygulanmigtir. Bu ¢aligmada
uygulama bolgesinde tumor gorilme sikliginda artig
olmamasina karsin inflamasyon dahil olmak tizere
cesitli cilt deformasyonlarinin (epidermal hiperplazi,
hyperkeratozis, nekroz ve kronik inflamasyon
gozlendigi bildirilmistir (Anonim, 2012). Bu nedenle
son yillarda, TMPTA'nin genotoksisitesinin olasi
roliniin  tespit edilmesinin  bu timorlerin
etiyolojisinin  anlagilmasinda  6nemli  bulgular
icerebilecegi belirtilmektedir (Kirkland ve Fowler,
2018).

Son yillarda Drosophila melanogaster farklh
molekiiler ve genetik  toksikoloji  alanindaki
calismalarda cesitli avantajlar1 nedeniyle uygun bir
model organizma olarak kullamlmaktadir. Ozellikle
kisa yasam dongilisine sahip olmasi, kulture
alinmasinin kolay olmasi ve turetilmesinin oldukca
diisik masrafa neden olmasi ile kisa yasam donglsi
nedeniyle ¢ok sayida nesli kisa stirede ¢calisma imkani
sunmas1 ve insan DNA’s1 ile yaklasik %60, insan
hastaliklarindan (otizm, diyabet ve kanser gibi)
sorumlu genetik materyallerin yaklasik %75 nin
Drosophila’da fonksiyonel bir homologa sahip olmas:
sebepleri bu canlinin ilgi ¢eken bir model olarak
kullanilmasina neden olmustur (Lloyd ve Taylor
2010; Ong ve ark., 2016).

Somatik  Mutasyon ve Rekombinasyon Testi
(SMART), Drosophila’da larval evrede kimyasal
maruziyetinden sonra yetigkin (ergin) sineklerin
somatik hiicrelerindeki genetik hasar tetiklenmesini
degerlendirmeyl amaclayan in vivo hassas bir
yontemdir (Graf ve ark., 1984).

Comet testi, Ostling ve Johanson (1984) tarafindan
tasarlandiktan ve daha sonra Singh ve arkadaslar
(1988) tarafindan modifiye edilmesinin ardindan
bugiine kadar c¢ok faydali bir genotoksisite analizi
haline gelmistir (Speit ve Hartmann, 1999; Tice ve
ark., 2000; Hartmann ve ark., 2003; Collins, 2004).
Cesitli 6karyotik canlilarda kullanilabilen bu yontem,
Drosophila hemositlerinde genotoksisite ve
antigenotoksisitenin tespit edilmesi i¢in son yillarda
yaygin olarak kullanilmaktadir (Turna ve ark., 2014;
Liman ve ark., 2020).

Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde TMPTA’nin
toksik ve genotoksik etkilerinin bir model organizma
olan D. melanogaster kullanilarak yapilan Dbir
c¢alismanin olmadig tespit edilmigtir. Bu baglamda,
yapilan bu calismada D. melangoster kullanilarak
TMPA'nin toksik ve genotoksik etkileri
degerlendirilmigtir Bu amaglar  kapsaminda
TMPTA’min olas1 toksik etkileri canlhilik testi ve
fenotipik degisiklik tespiti ile degerlendirilirken,
genotoksik etkileri hemosit hiicrelerinde Comet Testi
ve mutajenik, rekombinojenik etkileri ise SMART ile
degerlendirilmigtir. TMPTA’nin olas1 toksik etkileri
ve fenotipik degisiklik olusturma potansiyelinin
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tespiti ve genotoksisite testlerinden olan Comet testi
icin yabanil tip Oregon-R* hatti kullanilmis olup,
TMPTA'nin olas1 mutajenik ve rekombinojenik
etkilerinin degerlendirilmesi i¢in uygulanan Somatik
Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART) icin
mwh ve fIrd hatlar1 kullanilmigtir.

MATERYAL ve METOD

Kullanilan Drosophila hatlari, toksisite ve kimyasal
uygulamalar

TMPTAnin (Trimethylolpropane Triacrylate, Saflik:
>%75.0, Cas Numarasi: 15625-89-5, TCI Chemicals,
UK) olas1 toksik etkileri ve fenotipik degisiklik
olusturma potansiyelinin tespiti ve genotoksisite
testlerinden olan Comet testi i¢cin yabanil tip Oregon-
R* hatt1 kullanilmig olup, TMPTAnin olas1 mutajenik
ve rekombinojenik etkilerinin degerlendirilmesi ig¢in
uygulanan SMART icin mwh (mwhmwh) ve fIrs
(flare-3 hatlar1 #r% /In(BLR) TM3, Bds genetik
yapisina sahiptir) hatlar: kullamilmistir. SMART icin
kullanilan mwh ve fIr® hatlarimin genetik markorleri
ve fenotipleri i¢in daha detayl bilgilere Lindsley ve
Zimm (1992)'in yayinindan ulasilabilir. Calismalarda
kullanilan  Drosophila hatlarinin  kiltiirasyonu
standart sartlarda (25+1 °C’de, ~ %60 nem) misir unu,
maya, agar, seker ve asit (ortofosforik asit ve
propiyonik asit) karisgtmindan hazirlanan besi yerleri

ile literatiirde yer alan c¢alismalarda detayh
anlatildigr bicimde yapilmigtir (Demir ve ark., 2014;
Turna ve ark., 2014). TMPTA'nin  D.

melanogasterdeki toksik etkileri canlihk testi ile
degerlendirilmigtir. Yumurta verimliligi acisinda 3—7
ginlik bireyler tercih edilmistir. Bu Drosophila
bireyleri yeni bir besin sigesine alinarak 8 saat
boyunca yumurta birakmalari igin bekletilmis ve
ardindan bu bireyler uzaklastirilmigtir. Oregon-R*
erkek ve disi bireylerinden bahsedilen bicimde 8
saatlik yumurtalar toplanmis ve bu canhlar 72 +4
saatlik olduklarinda Drosophila hazir besi yeri
(Carolina Biological Supply Co., Burlington, NC,
USA) TMPTA’n1in farkli konsantrasyonlarimin 9 mL’si
ile 1slatilmig ve ardindan TMPTA konsantrasyonlari
coziicli kontrol olarak %0.5 Dimetilsiilfoksit (DMSO)
distile su ile hazirlanmig olup, her bir deney igin
negatif kontrol olarak ¢éziicii kontrol (%0.5 DMSO) ve
ayrica distile su, Drosophila Comet testi i¢in 4 mM,
SMART i¢in 1 mM Etil metan siilfonat (EMS) pozitif
kontrol olarak kullamilmigtir. EMS, genotoksik
etkileri literatiirdeki mevcut caligmalarda tespit
edilmesi nedeniyle pozitif kontrol olarak
kullanilmistir (Turna ve ark., 2014; Demir ve Marcos,
2017). Literatiirdeki calismalar incelendiginde
TMPTAnmin ¢6ziiciisit olarak DMSO kullanildig:
belirlenmis olup (Willems, 1976; Cameron ve ark.,
1991; Moore ve Doerr, 1990; Haddouk, 2005) %0.5 ve
%0.3 DMSO’nun sirasiyla SMART (Demir ve ark.,
20100 ve  Drosophila ~ Comet  yénteminde
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(Mukhopadhyay ve ark., 2004) ¢éziicii kontrol olarak
kullanilabildigi belirlenmistir. Ergin bireylerdeki
fenotipik degisiklik tespiti i¢cin her bir konsantrasyon
icin literatirdeki benzer c¢alismalarda belirtildigi
sekilde 50 birey kanat, toraks killar1 ve g6z yapilari
acisindan degerlendirilmistir (Mishra ve ark., 2017).
Tum deneyler ti¢ tekrarh olarak yapilmistir.

Drosophila Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon
Testi (SMART)

Bu test, kimyasal ajanlara maruz birakilan
Drosophila larvalarinin somatik hiicrelerindeki
heterozigotluk kaybina dayanmaktadir (Graf ve ark.,
1984). Transheterozigot bireyler elde etmek amaciyla,
pupadan ergin evreye gecen déllenmemis £r9 disi (her
bir siseye 40) ergin bireyleri mwh (her bir siseye 40)
erkek bireyler ile caprazlanmistir. Bu deney igin
dollenmemis disi bireylere ihtiya¢ duyuldugundan 4
saatlik zaman dilimlerinde pupadan cikan disi fr?
bireyler erkek bireylerden ayrilarak temiz bir besin
sisesine alinmistir. Deneyler i¢in yeterli larva elde
edilebilmesi i¢in c¢aprazlanan bireylerden 8 saatlik
yumurtalar taze besinlere bu bireyler koyularak
toplanmistar. qu giin sonunda (72 + 4 saat sonra)
larvalar toplanmis ve bu larvalar daha once toksik
etki gostermedigi tespit edilmis olan TMPTA
konsantrasyonlar1 (0.5, 1, 2.5 ve 5 mM), coziici

kontrol, distile su ve EMS (1 mM) konsantrasyonlari
ile 1slatilmig hazir besi yerlerine aktarilmigtir.
Larvalar kimyasal uygulanmig bu besi yerleri ile
pupa evresine geginceye kadar beslenmistir. Pupa
evresinden sonra ergin evreye gegcen bireyler
toplanarak %70 etanol iceren tuplere aktarilarak
4°C’de buzdolabinda saklanmistir. Mikroskobik analiz
icin Faure soliisyonu igeresinde ergin bireylerin
kanatlar: ince u¢lu pens yardimiyla Stereo mikroskop
altinda kesilerek preparatlara yapistirilmis ve tespit
edilmistir. Ardindan 1s1k mikroskobu altinda (400X
biiyiitmede) ii¢c tip klon sayilmistir (Demir ve ark.,
2011; Demir ve ark., 2014). Her bir konsantrasyon
icin 40 bireye ait 80 kanat degerlendirilmigtir.
Mutant klonlarin sayimi esnasinda g6z o6nlnde
bulundurulan klonlar literatiirde belirtildigi tzere;
kiicuk tek tip klon, biyuk tek tip klon ve ikiz klon
olmak ftizere ii¢ tiptir (Graf ve ark.,, 1984). Bu
siniflandirmaya gore kigiik tek tip klonlar; 1 veya 2
tane mwh hiicrelerinden (Sekil 2a), biiyiik tek tip
klonlar; 3 veya daha fazla mwh (Sekil 2b) ya da 4
veya daha fazla flare mutant hiicrelerinden (Sekil 2c),
ikiz klonlar ise mwh ve flr hlcrelerinin ayni klon
icerisinde beraber bulundugu klonlardan
olusmaktadir. Bahsi gecen klonlarin bazilarina ait
mikroskobik goriintiiler Sekil 2°de gésterilmigtir.

Sekil 2. Mutant klonlarin mikroskop gériintiileri a) Kiiciik tek tip klon (mwh 1-2)
b) Biiyiik tek tip mwh klon (mwh >2) ¢) Biiyiik tek tip flr2 klon (flr3 > 4) (Orijinal)
Figure 2. Microscopic views of mutant clones a) small single spot (mwh 1-2)
b) large single spot mwh clone (mwh >2) ¢) large single spot fIr? clone (fIr? > 4) (Original)

Bahsi gegcen fIr¥ geni homozigot durumda
embriyolarda &liimciil (letal etki) gdsterdigi icin bu
etkiden bireylerin korunmasi amaciyla TMS3
dengeleyici kromozomu kullanilmaktadir. Bunun yani
sira dengeleyici kromozom rekombinasyonu
baskilamak suretiyle mutasyon ve rekombinasyonun
birbirinden ayirt edilebilmesine olanak

saglamaktadir (Graf ve ark., 1984; Graf ve ark.,
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1992). Normal fenotipe sahip kanatlar incelendiginde
bu kanatlarin kenarlar: dizgiin bir yapiya sahipken
(Sekil 3a), BdS (Beaded Serrat) genini tasiyan
bireylerin kanatlar1 incelendiginde bu bireylerin
kanat kenarlarinin diizgiin olmadigi (Sekil 3b)
gozlenmektedir. Normal kanat ve serrat kanat
fenotiplerinin 1g1k mikroskobu altindaki goriintileri
Sekil 3’te gosterilmigtir.
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Sekil 3. Hazirlanan kanat preparatlar: ve kanat fenotiplerinin gériintiisii a) Normal Kanat b) Serrat Kanat (Orijinal)
Figure 3. Image of prepared wing slides and wing phenotypes a) Normal wing b) Serrate wing (Original)

Homozigot halde letal etki gésteren dominant Bd®
geni, TM3 dengeleyici kromozomunun tizerinde yer
alir ve boylelikle TM3 dengeleyici kromozomuna
sahip bireyler kanat fenotiplerinin incelenmesiyle
diger bireylerden kolaylikla ayrilabilmektedir (Graf
ve ark., 1984; Graf ve ark., 1992). Ayrica TM3
dengeleyici kromozomu rekombinasyonlarin
baskilanmas1 acisindan énem tasimaktadir (Graf ve
ark., 1984; Graf ve ark., 1992). Rekombinasyonun
dengeleyici kromozomun (TM3) tarafindan
baskilamasi sebebiyle serrat kanat fenotipi gosteren
bireylerde tespit edilen mutant klonlar yalnizca
mutasyon sonucu meydana gelmektedir. Bu nedenle
serrat kanat fenotipine sahip bireylerden elde edilen
sonuglar ile normal kanat fenotipine sahip
bireylerden elde edilen sonuclar karsilagtirilarak
etkisi saptanmaya calisilan kimyasalin mutajenik
velveya rekombinojenik etkileri tespit
edilebilmektedir (Frei ve ark., 1985; Vogel, 1992;
Gonzales-Cezar ve Ramos-Morales, 1997; Demir ve
ark., 2013).

Drosophila Hemositlerinde Comet Testi

Drosophila hemosit hiicrelerindeki DNA hasarinin
tespit edilmesi igin Comet testi uygulanmigtir. Bu
amagcla literatirde Drosophila hemositlerinde Comet
testi protokolii (Demir ve ark., 2014; Turna ve ark.,
2014) takip edilmistir. Oregon-R+ hatt1 72+4 saatlik
larvalar toplanmistir ve ardindan bu larvalar
calismadaki kimyasal konsantrasyonlari, c¢oziici
kontrol ve distile su ile uygulanan hazir besi yeri ile
24+2 saat beslenmigtir. Bu siirenin sonunda larvalar
musluk suyu altindan nazikc¢e toplanmigtir ve stereo
mikroskop altinda hemosit izolasyonu Carmona ve
arkadaslar1 (2011) tarafindan belirtilen basamaklar
izlenerek tamamlanmigtir. Hemolenfteki hemositler,
stereo mikroskop altinda larvalarin kutikilleri ince
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uclu pensler ile kaldirilarak %0.07 Feniltiyotlire iceren
soguk Fosfat Tamponu igerisine aktarilmigtir ve
ardindan mikrosantrifiij tiplerine alinarak santrifiyj
(300 g, 10 dakika) edilmistir. Stipernatant atilmis ve
pelet 20 pL soguk Fosfat Tampon Solusyonu (PBS)
icinde yeniden siispanse edilmistir. Hemosit
izolasyonundan sonra tripan mavisi kullanilarak
canlilik degerlendirilmesi yapilmistir (Pool-Zobel ve
ark. 1993). Comet testi uygulamalari yapilmadan
once 1izole edilen hicrelerde canhiligin  kontrol
edilmesi ve kimyasal uygulamasinin akabinde izole
edilen hiicrelerdeki canlilik sonug¢larinin canli hayvan
deneylerindeki hedef doku ve hiicreler igin %70-80'in
altinda olmasi durumunun “agirilik” belirttigi
literatiurdeki calismalarda belirtilmektedir
(Henderson, 1998; Tice ve ark., 2000; Azqueta ve
Collins, 2013). Tim konsantrasyonlarda tripan
mavisi ile yapilan canlilik testi sonucglarinin %70’in
uzerinde oldugu tespit edilmistir. Hemosit izolasyon
basamaginin ardindan Comet y6ntemi uygulamalari
Singh ve arkadaslar1 (1988) tarafindan belirtilen
basamaklar takip edilerek Demir ve arkadaslarinin
(2014) detaylandirdigr sekilde uygulanmistir. Bu
basamaklar kisaca géyledir: 20 pL. hemosit 6érnegi 140
pL %0.75’lik dusik erime sicakligina sahip agaroz ile
karigtirilarak, daha oOnceden %1°lik normal erime
sicakligina sahip agaroz ile kaplanmis preparata
yayillmig ve Uzeri lamelle kapatilarak 10 dakika +4
°C'de bekletilmigtir. Stire bitiminde lameller
kaldirilmis ve preparatlar taze hazirlanmig DMSO
icermeyen soguk lizis (2.5 M NaCl, 100 mM
Na:EDTA, 10 mM Tris, %1 Triton X-100 ve %1 N-
lauroylsarcosinate, pH 10) soliisyonunda +4°C’de 2
saat 151k almayacak bigimde bekletilmigtir. Ardindan
takip edilen tim basamaklar ek genetik hasar
olusmamasi i¢in log 1s1k altinda gerceklestirilmistir.
DMSO izole edilen Drosophila hiicreleri lizis
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basamagi i¢in sitotoksik etki gisterebilme potansiyeli
nedeniyle, bu olas1 etkiden kacinilmasi1 amaciyla lizis
soliisyonu hazirlanirken kullanilmamasgtir
(Mukhopadhyay ve ark., 2004; Siddique ve ark.,
2005). Preparatlar soguk elektroforez tamponu (1 mM
Na:EDTA ve 300 mM NaOH, pH >13) iceren yatay
elektroforez tankina yerlestirilmistir ve DNA acilma-
¢ozme iglemi igin 25 dakika bekletilmigtir.
Elektroforez iglemi ayni tampon ¢ozelti igerisinde gii¢
kaynagi 25 V ve 300 mA olarak ayarlanarak 20
dakika  boyunca  c¢aligtirilmistir. Elektroforez
basamagindan sonra preparatlar no6tralizasyon
tamponu (0.4 M Tris, pH 7.5) icerisinde 5er dakika 3
kez bekletilmigtir. DNA hasarini floresans mikroskop
altinda tespit etmek amaciyla Etidyim Bromur
(EtBr) soliisyonu (60 pg mL) ile boyama yapilip 10

dakika Dbekletilmigtir ve ardindan goérintiler
floresans mikroskopta 400X Dbiiyiitmede elde
edilmigtir. Hemositlerdeki DNA hasarinin

skorlanmasi i¢in CaspLab Yazilimi kullanilmis ve
ylizde olarak kuyruk DNA (% DNA kuyruk
yogunlugu) parametresi degerlendirilmistir. Bu
parametre Comet testinde yaygin olarak onerilen ve
kullanilan bir parametredir (Kumaravel ve dJha,
2006). Her bir konsantrasyon icin 100 hemosit
secilmig ve degerlendirilmistir.

Istatiksel Analizler

Comet testinin istatistiksel analizi i¢in SPSS 20
(SPSS, Chicago, IL) kullamlmis ve t-testi
uygulanmigtir. SMART i¢in ise MICROSTA Paket
Programi1 kullamlmistir. Istatistiksel anlamhlik
degeri olarak p<0.05 alinmigtir. Tim yontemlerde,
istatistiksel acidan degerlendirmeler yapilirken
TMPTAnin uygulama konsantrasyonlarindan (0.5, 1,
2.5 ve 5 mM) elde edilen sonuclar c¢éziicii kontrol ile
kargilagtirilmig olup, ¢oziici kontrol ise distile su ile
kargilagtirilmigtir.

BULGULAR ve TARTISMA

TMPTA’nin  toksik konsantrasyonlarinin tespiti
amaciyla, TMPTA'min 0.5, 1, 2.5, 5 ve 10 mM
konsantrasyonlarina maruz birakilan Oregon-R+
yabanil tip 3. evre (72+4 saat) D. melanogaster
larvalarimin geliserek ergin birey olusturma (canlhlik)
yiizdeleri %70’in {izerinde olan konsantrasyonlar (0.5,
1, 25 ve 5 mM) tespit edilmis olup bu
konsantrasyonlar SMART ve Comet testi ile fenotipik
degisiklik tespiti i¢in uygulanmistir. Yapilan bu
calismanin sonu¢larina gére TMPTAnin 0.5, 1, 2.5 ve
5 mM konsantrasyonlarimin D). melanogaster ergin
fenotipinde kanat, toraks killarn ve g6z yapisi
agisindan herhangi bir degisiklige neden olmadig:
gozlenmigtir. Fakat, SMART ve Comet testlerinin
sonuglar1 g6z 6nunde bulundurulduguna her iki test
icin de sirasiyla mutajenik etkinin (Cizelge 1) ve DNA
hasarinin  tetiklendigi  gozlenmistir  (Sekil 4).
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Drosophila SMART testinden elde edilen sonuclar
Cizelge 1'de gosterilmistir. TMPTA'nin hem normal
kanat fenotipine sahip bireylerden elde edilen hem de
serrat kanat (mwh/TM3) fenotipine sahip bireylerden
elde edilen kanatlarda uygulanan TMPTA
derisimlerinde (0.5, 1, 2.5 ve 5 mM) ikiz klon
gozlenmemig olup, biyik tek tip, kigik tek tip,
toplam mwh klonlar ve toplam klonlarda istatistiksel
anlamda o6nemli pozitif sonuclar elde edilmistir
(Cizelge 1).

Bu Dbaglamda, wuygulanan konsantrasyonlarin
hepsinin Drosophila SMART yo6nteminde mutajenik
etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica pozitif kontrol
olarak kullanilan EMS (1 mM) giiclii rekombinojenik
ve mutajenik etkisi ile tum klon tiplerinde pozitif
sonu¢ géstermistir. Drosophila Comet testinden elde
edilen sonuglar Sekil 4’te gésterilmigtir.

Sonucglar ortalama + standart hata seklinde
hesaplanmistir. Pozitif kontrol olarak 4 mM EMS,
¢ozlici kontrol olarak %0.5 DMSO uygulanmigtir.
TMPTA konsantrasyonlari ve pozitif kontrol c¢oziicii
kontrol 1ile, c¢oziici kontrol distile su ile
karsilastirilmis ve t testi uygulanmistir (*= p<0.001;
*¥*= p<0.001; ***= p<0.001).

Gergeklestirilen istatistiksel analizler sonucunda,
TMPTA konsantrasyonlarmin (0.5, 1, 2.5 ve 5 mM)
Drosophila hemositlerinde % kuyruk yogunlugu
parametresi agisindan ¢oziicii kontrol ile istatistiksel
acidan (p<0.05) onemli  fark  oldugu ve
konsantrasyona baglhi bir bicimde DNA hasan
olusumunu arttirdig1 tespit edilmistir. Coéziici kontrol
(%0.5 DMSO)un distile su ile karsilastirilmas:
sonucu c¢oziici kontrol ile distile su arasinda
istatistiksel bir fark olmadig: tespit edilmistir.

Literatiirdeki in wvitro c¢alismalarin sonugclari
incelendiginde, TMPTA’nin bakteriyel mutasyon testi
Ames testi 1le mutajenitesi hakkinda farkh
arastirmacilar tarafindan yapilmig ¢cok sayida ¢alisma
mevcuttur (Ames ve ark.,, 1975, Gelbk, 1989;
Cameron ve ark., 1991; Anonim, 2018; Anonim, 2021).
Bu caligmalarin sonuglar1 géz o6nlinde alindiginda
gogunlukla TMPTAnin c¢alisilan suglarda ve
konsantrasyonlarda mutajenite olusturma bakiminda
negatif (Anonim, 2018) ve baz1 suslarda ve
konsantrasyonlarda ise zayif pozitif etkiler (Gelbk,
1989) gosterdigi tespit edilmistir. Memeli hiicre
kiltiri mutajenite testlerinden biri olan Fare
Lenfoma testinde (Mouse Lymphoma Assay-MLA)
testi kullanmilarak TMPTA’'min mutajenik etkileri
farkli arastirmacilar tarafindan arastirilmis (Myhr,
1979; Dearfield ve ark., 1989; Moore ve ark., 1989;
Cameron, ve ark., 1991) ve sonuc olarak £k mutasyon
sonuclari elde edilmistir. Moore ve arkadaslar: (1989)
tarafindan  yapilan ¢alismada, fare lenfoma
hicrelerinde TMPTA uygulamasimin MLA’da kiigik
koloni ¢tk mutantlarinin sikhiginin  kontrole gére
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Cizelge 1. Drosophila SMART testinde TMPTAmin genotoksik (mutajenik) etkisi
Table 1. Genotoxic (mutagenic) eftect of TMPTA in the Drosophila SMART test

TMPTA IS{:;ZT Ku(ﬁk tlek tip Bﬁ}ﬁk tlek tip 1kiz( klon)lar To%an’i mwh Toplam Klon
(mM) onlar onlar m=5 onlari indiiksi
N (Q-2celly) (m=2) 2 cells) (m=2) klonlar Crekans:
(m=5) (m=2) (105 hiicre)

No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D

Marker heterozigot kanatlar (mwh/flr3) - Normal Kanat

Distile Su 80 9 (0.11) 2 (0.03) 0  (0.00) 11 (0.14) 11 (0.14) 0.56
Goztict 80 11 (.14 i 2  (0.03) i 0 (0.00) i 13 (0.16) i 13 (0.16) i 0.67
Kontrol

1 mM EMS 80 59 (0.74) + 71 (0.89) + 8 (0100 + 118 (1.48) + 138 (1.73) + 6.05

0.5 80 34 (0.43) + 9 (0.11) + 0 (.00 i 43  (0.54) + 43 (0.54) + 2.20
1 80 38 (0.48 + 16 (0.200 + 0 (0.000 i 54 (0.68) + 54 (0.68) + 2.77
2.5 80 49 (0.61) + 20 (0.25) + 0 (000 i 65 (0.81) + 69 (0.86) + 3.33
5 80 42  (0.53) + 21 (0.26) + 0 (.00 i 62 (0.78) + 63  (0.79 + 3.18

Balancer (Dengeleyici) heterozigot kanat (mwh/TM3) - Serrat Kanat

Distile Su 80 12 (0.15) 2 (0.03) 14 (0.18) 14  (0.18) 0.72
Coziict 80 15 (0.19) i 4  (0.05 i 19 (0.24) i 19 (024 i 0.97
Kontrol

1 mM EMS 80 78 (0.98) + 43 (0.549) + 121 (151D + 121 (.51 + 6.20

0.5 80 88 (1.100 + 16 (0.200 + 104 (1.30) + 104 (1.300 + 5.33
1 80 77 (0.96) + 21 (0.26) + 98 (1.23) + 98 (1.23) + 5.02
2.5 80 96 (1.200 + 15 (0.19) + 111 (1.39) + 111 (1.39) + 5.69
5 80 89 (1.11) + 34  (0.43) + 121 (1.51) + 123 (1549 + 6.20

No: degerlendirilen kanat sayisi; Fr: frekans; D: istatistik sonuclarinin gosterimi (Frei ve Wiirgler 1988): +: pozitif; -: negatif; i* 6nemsiz fark; m:carpim
faktori; olasilik dizeyi: 0.05.
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Sekil 4. Comet testinde TMPTA maruziyet sonuglar:
Figure 4. TMPTA exposure results in the Comet test

anlamli olarak arttigi ve ayrica hem Cin hamster
yumurtalik hiicrelerinde (Chinese hamster ovary cell-
CHO) hem de fare lenfoma hiicrelerinde kromozom
aberasyonunu arttigr gosterilmistir ve bu sonuclarin
klastojenik etki ile iligkili olabilecegi belirtilmigstir.
TMPTA’nin klastojenik potansiyeli L5178Y fare
lenfoma hiicreleri ve insan lenfositleri kullanilarak
yapilan kromozom aberasyon testlerinden ve L5178Y
hiicreleri kullanilarak yapilan mikroniikleus (MN)
testlerinden elde edilen pozitif sonuclar ile
dogrulanmistir (Dearfield ve ark., 1989; Haddouk,
2005). TMPTA nin genotoksik etkilerinin
degerlendirildigi  bir derlemede literatiirdeki
calismalar 6zetlenmistir (Kirkland ve Fowler, 2018).

Literatiirde yer alan ¢alismalarda TMPTAmin in vivo
klastojenitesi, farelerde kemik iligi ve periferal kan
orneklerinde MN c¢aligmalar1 1ile arastirilmigtir
(Haddouk, 2006; Anonim, 2012). Ayrica, 3 ve 6 ay
boyunca B6C3F1 or Tg.AC hemizigos farelerde
yapilan cilt maruziyeti (cilt boyama) calismalarinda,
uygulama boélgesinde tahrige ve iltihaplanmaya neden
olan dozlarda TMPTAnmin MNli eritrositlerin
sikhiginda artisa neden olmadigr goézlenmistir
(Anonim, 2012). Bunun yam sira oral yoldan TMPTA
uygulanan farelerde kemik 1iligi polikromotik
eritrositlerinde MN artis1 olmamistir (Haddouk,
2006). Intravensz TMPTA uygulanan CD-1 farelerde
kemik iligi ve karaciger orneklerinde Comet testi
gerceklestirilmistir (Keig-Shevlin, 2017). Yapilan
deneylerin birinde dusik ve orta dozlarda kemik
iliginde Comet kuyruk yogunlugunda 6nemli artiglar
goériilmesine ragmen, diger deneyde sonuglar benzer
dozlarda tekrarlanmamistir ve karacigerde Comet
kuyruk yogunlugunda artis gozlenmemistir (Keig-
Shevlin, 2017). Literatiirde TMPTAmin in vitro diisiik
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konsantrasyonlarda klastojenik etki gosterdigi halde
in vivo olarak ¢ok daha ylksek konsantrasyonlarda
DNA zincir kirilmalarinmi tetikleyememesinin nedenin
acik olmadigi ve bu hususun aciklanmasinda maruz
kalma suresinin kritik bir faktér olabilecegi
belirtilmistir (Kirkland ve Fowler, 2018). In vitro
calismalarda duragan 34 saatlik  TMPTA
uygulamalarinin  DNA  hasar1 ve  kromozom
kiriklarinin tetiklenmesi i¢in yeterli oldugu fakat bu
sonuglarin  olugsmasi1 i¢in dinamik in  wvivo
maruziyetlerin yeterli olmadig1 belirtilmistir. Bunun
en 6nemli bir diger nedeni olarak da memeli saglikli
dokulardaki dogal antioksidan ve detoksifikasyon
yeteneklerinin, sitotoksisite ve DNA hasarina karsi
hiicreleri korumada in vitro kiltirlenmig hiicrelere
gore daha etkili olabilmesi gosterilmektedir (Kirkland
ve  Fowler, 2018). Literatiirdeki calismalar
incelendiginde, bu c¢alismanin sonuglar: ile uyumlu
bir sekilde TMPTA'nin insan lenfositlerinde ve Cin
hamster yumurtali hiicrelerinde (CHO) kromozom
anomalilerini ve muhtemel olarak L5178Y fare
lenfoma hiicrelerinde bir klastojenik etki yolu ile
mutajenik  yanitlarn  tetikledigi  gosterilmigtir
(Dearfield ve ark., 1989; Haddouk, 2005; Anses,
2019). Yapilan bu calismanin SMART sonuclar
TMPTA uygulamasinin D). melanogasterde mutajenik
etkilere neden oldugunu goéstermistir. TMPTAnin
genotoksik ve mutajenik potansiyelinin
degerlendirilmesinde géz o6niinde bulundurulan bir
diger husus deneylerde kullanilan ¢6zlctdir.
TMPTA'nin ¢oéziucu kontroli olarak sirasiyla DMSO
ve Polietilenglikol 400 (PEG-400) kullanmilarak
yapilan bir in vitro ¢alismada, PEG-400’de ¢6ziinen
TMPTA uygulamasi sonuglarimin DMSO’da ¢6ziinen
TMPTA uygulamasina gore 4 kat daha az genotoksik
oldugu tespit edilmistir (Hegarat ve ark., 2020).
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Ozellikle in vivo calismalarda coziicillerin sadece
kimyasal bilesigin kendisini modifiye etmesinin yani
sira ayni zamanda kimyasal bilesigin
toksikokinetigini ve dolayisiyla toksisitesini de
etkileyebilme potansiyeli oldugu belirtilmektedir.
Coziici madde antioksidan ve anti-enflamatuvar
ozellik gostererek kimyasalin tetikledigi biyolojik
yanit1 engelleyebilme potansiyeline sahiptir. Ornegin
PEG-400 ilag formulasyonlarinda kullanilan ve etken
maddelerin gastrointestinal emilimlerini etkileyen
inaktif yapida bir bilesiktir (Ma ve ark., 2017).

SONUC

Yapilan bu ¢alismadan elde edilen sonuglar literatir
ile karsilastirildiginda, cesitli in vitro ¢alismalarda
tetiklenen mutajenik ve genotoksik etki ile benzer
sekilde D. melanogasterde mutajenik ve genotoksik
etkiler gozlenmigtir. Yapilan bu in vivo SMART
calismasinda deneysel maruziyet modeli gz 6niinde
bulunduruldugunda bu maruziyet tipinin Graf
(1995)'1n belirtmis oldugu iizere larvalarda akut degil
kronik maruziyet bigimi oldugu bilinmektedir. Bu
baglamda, literatiiredeki in wvivo c¢alismalarda
maruziyet bicimlerindeki ve canli tlrtndeki
farkliliklardan kaynakli olarak hem genotoksik etki
gbzlenen hem de gézlenmeyen sonuclar gorilmis ve
bu calismada Drosophila SMART ile elde edilen
sonucun aciklanmasinda kronik bir maruziyetin s6z
konusu olmasi nedeniyle maruz kalma siiresinin
kritik bir faktor olabilecegi diisiintilmektedir.

Ilerleyen calismalarda, mekanistik acidan
degerlendirmeler ile TMPTAnin olas1 genotoksik ve
mutajenik etkilerinin farkli test sistemleri ve canli
turleri ile incelenerek aydinlatilmasi gerektigi
disinulmektedir. Ayrica son yillarda TMPTAnin
nanoteknolojik  yontemlerle modifikasyonunu ve
farkli  formlarinin  biyomedikal = malzemelerin
iiretimlerini konu alan calismalarin (Forghani ve
ark., 2018) olmas1 nedeniyle, iiretilen bu modifiye
urinlerin olasi biyolojik etkilerinin degerlendirilmesi
onem tasiyacaktir.

Aragtirmacilarin Katk: Oran1 Beyan Ozeti

Aragtirmanin  tasarimi, verilerin  toplanmasi,
kaynaklarin arastirilmasi, analizlerin yapilmasi ve
makalenin yazimi1 makale yazar1 tarafindan
yapilmigtir.

Cikar Catigmasi1 Beyani

Makale yazar1 herhangi bir ¢ikar c¢atismas:

olmadigini beyan eder.
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