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OZET Genetik

Sekonder metabolitlerin triterpenler grubuna ait olan ve bitkiler

tarafindan  sentezlenen skualen (SKU) terpeni, antioksidan, Aragtirma Makalesi
antienflamatuar, antibakteriyel ve antikanserojen 6zellikleri nedeniyle

kozmetik, ilag ve gida endustrisi gibi farklh alanlarda siklikla Makale Tarihgesi
kullanilmaktadir. SKU, alternatif tip yontemlerinde de sahip olduklar: Gelig Tarihi  :14.04.2022
bioaktiviteler nedeniyle tercih edilmektedir. Bu ¢alismada, farkl bircok Kabul Tarihi :20.10.2022

alanda kullanilan ve temas ya da oral yollarla viicuda alinan SKUnun

doz-stiire etkilesimine baghh olarak olast genotoksik etkileri Anahtar Kelimeler

arastirilmistir. Genetik alaninda yapilan arastirmalarda onemli bir

Drosophila melanogaster

model organizma olan Drosophila melanogasterin yabanil ve mutant Genotoksisite
soylar1 kullamilmaktadir. SKUnun genotoksik etkisi somatik mutasyon Somatik mutasyonlar
ve rekombinasyon testi (SMART) ile belirlenmis ve Drosophila Terpenler

melanogasterin multiple wing hair (mwh) ve flare (fIr) mutant soylar:
kullamilmistir. Bu amagla SKU’nun farkli konsantrasyonlarim (50, 100,
200 ve 400 ppm) iceren uygulama gruplarina ait verilerin analizi
dimetilsiilfoksit (DMSO) negatif kontrol grubu ile karsilastirilarak
istatistiki olarak degerlendirilmistir. SMART sonucundan elde edilen
verilere gore; klon indiiksiyon frekansi DMSO kontrol grubunda 0.57
iken bu deger doz artigina bagh olarak 50 ppm i¢in 0.41; 100 ppm i¢in
0.52; 200 ppm i¢in 0.93 ve 400 ppm i¢inde 1.30 olarak belirlenmistir. Klon
induksiyon frekansindaki bu artis SKUnun somatik mutasyonlari
uyardigr ve genotoksik etki sergilediginin gostergesi olarak kabul
edilebilir.

Investigation of the Effect of ‘Squalene’ Triterpene on Somatic Mutations in Drosophila melanogaster
by In vivo Wing Spot Test

ABSTRACT

Squalene (SKU) terpene, which belongs to the triterpenes group of
secondary metabolites and is synthesized by plants, is frequently used in
different fields such as cosmetics, medicine and food industry due to its
antioxidant, anti-inflammatory, antibacterial and anticarcinogenic
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properties. SKU, are also preferred in alternative medicine methods ‘I‘iecentz:e(; ;3?3383;
because of their bioactivity. In this study, the possible genotoxic effects of cecepte et it
SKU, which is used in many different areas and taken into the body by

1 . . 44 & he dose-ti Keywords
?ontact or oral route, were 1nvest?gate epending on the dose-time Drosophila melanogaster
interaction. Wild and mutant strains of Drosophila melanogaster, an e
important model organism, are used in research in the field of genetics. Somatic mutation
The genotoxic effect of SKU was determined by somatic mutation and e

recombination test (SMART) and multiple wing hair (mwh) and flare
(fIr’) mutant strains of Drosophila melanogaster were used. For this
purpose, the analysis of the data of the application groups containing
different concentrations of SKU (50, 100, 200 and 400 ppm) was
statistically evaluated by comparing them with the dimethylsulfoxide
(DMSO) negative control group. According to the data obtained from the
SMART result; while the clone induction frequency was 0.57 in the
DMSO control group, this value was 0.41 for 50 ppm depending on the
dose increase; 0.52 for 100 ppm; 0.93 for 200 ppm and 1.30 for 400 ppm.
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This increase in clone induction frequency can be considered as an
indication that SKU induces somatic mutations and exhibits genotoxic

effects.
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GIRIS Sekonder  metabolitler igerisinde  tanimlanan

Bitkiler, canlilar i¢gin temel besin ve oksijen kaynagi
olmasinin yan sira tarihin ¢ok eski devirlerinden beri
cesitli hastaliklara karsi tedavi edici olarak da
kullanilmaktadar. Bitkilerin  tedavi amach
kullanimlarimin  antik c¢aglara dayandigi, Cin,
Hindistan, Mezopotamya, Amerika, Afrika ve Roma
gibi farkli cografyadaki kiiltirlerin, kendi tarihsel
gelisimleri  icerisinde endemik bitkileri farkl
sekillerde uyguladiklar: bilinmektedir (Eichorn &
Evert, 2016). Eski Misir, Yunan ve Roma’da temelleri
atilmis olan Dbitkilerle tedavi yontemleri yuzyillar
boyunca kullanilmis ve gelistirilmistir. 19. ve 20.
yuzyilda bitkisel tedaviye yonelime bagh olarak bitki
bilegsenlerinin sahip olduklari aktiviteler detayli bir
sekilde arastirilmaya baslanmistir (Erdogan, 2012).
Cesitli arastirmacilara gore, sifali bitkiler ya da tibbi
bitkiler olarak da tanimlanan bu tir bitkiler sahip
olduklari bilegenler ile antienflamatuar, antioksidan,
antimutajen gibi farkli bioaktiviteler sergilerler
(Dorman ve ark, 2004; Clark, 2009; Moon ve ark., 2011;
Erdogan, 2012). Etkinlikleri belirlenmis bitki
bilegenlerinin yararh etkilerinden faydalanmak igin
hangi dozlarda kullanilmas:1 gerektigine dair bilgiler
de yapilan bu c¢alismalarda sunulmaktadir. Yine
yapilan incelemeler, tibbi bitkilerde bulunan
fonksiyonel Dbilegenlerin sentetik yollarla elde
edilenlere gore daha etkili oldugunu da gostermistir
(Oztiirk ve ark., 2012).

Ozellikle son yillarda sentetik urtunlerin
kullanimindan uzaklagsmak isteyen kisilerin bioaktif
bilesenlere sahip olan bitkilere ilgilerinin arttig:
goriilmektedir (Dager & Digrak, 2005; Ahiskalioglu,
2007). Bu bitki bilesenleri bitkilerin kok, cicek, yaprak
gibi kisimlarindan elde edilen sekonder
metabolitlerdir ve bulunduklari canlinin yasamsal
iglevleri igin birincil derece iligkili olmamakla birlikte
(Erdem & Eren, 2009) tuzluluk, UV 1sinlari, kuraklik
gibi cevresel stres sartlarina uyum saglamasinda
(Sokmen & Giirel, 2001), yabanci tiirlere kars:
miicadelesinde (Verpoorte ve ark., 1999), bakteriyel ya
da fungal patojenlere kargi gelistirilen savunma
mekanizmalarinda (Osbourn, 1996), tozlasma ve
simbiyotik iligkilerin kurulmasinda rol almaktadirlar
(Briksin, 2000). Bu metabolitler alternatif tip diginda
gida, ilag, kozmetik sanayi gibi farkli endistriyel
alanlarda da kullanilmaktadirlar.
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bilegenlerin en yaygin olanlarindan birisi terpenlerdir.
Terpenler izopren birimlerinden olusurlar (Sekil 1) ve
icerdikleri izopren birim sayisina gére monoterpen,
seskiterpen, diterpen, triterpen tetraterpen ve
politerpen olarak siniflandirilirlar.

CH,

CH.,

H

Sekil 1. Izopren biriminin yapisi
Figure 1. Structure of the isoprene unit

Sekonder metabolitlerin bu grubu antialerjik,
antioksidan, antienflamatuar, antimikrobiyal,
antikanser ve antidiyare gibi aktiviteleri ile solunum,
sinir, Uriner ve 6zellikle karaciger ile ilgili sindirim

sistemi  hastaliklarinda, viral enfeksiyonlarda,
onkoloji alaninda ve Immun sistemin
gliclendirilmesinde farkh terpenler tercih

edilmektedir (Giicli & Yiiksel, 2017). Hem tibbi olarak
hem de farkli endustriyel alanlarda kullanmilan
Skualen (SKU) metaboliti alt1 izopren biriminden
(C30Hs0) olusan bir triterpendir (Sekil 2). SKU,
amarant ¢icegi, zeytin, bugday tohumu, pirin¢ kepegi
gibi farkl urin gruplarindan bitkisel kokenli olarak
elde edilebildigi gibi kopekbalig1 karaciger yaginda da
bulunmaktadir. Farkli arastirmacilara gore, SKU
antibakteriyel (Gupta ve ark., 2009),
antihiperglisemik (Edwin ve ark., 2006), antifungal
(Alanis-Garza ve ark., 2007), analjezik,
antienflamatuar (Elumalai ve ark., 2012), antioksidan
ve noéroprotektif (Rani ve ark., 2012) etkilere sahiptir.
Ancak terpenlerin bu aktivitelerinden
faydalanilabilmesi amaciyla hazirlanan tibbi ¢ay,
standardize edilmis surup, tablet, kapsiil draje,
pomad, krem, sampuan, sabun olarak piyasada
bulunan drinlerin bilingli ve uygun dozlarda
kullanilmasi gerekmektedir.

Aksi takdirde istenmeyen durumlarla
karsilagilabilecegi de gesitli aragtirmacilar tarafindan
bildirilmistir (Calixto, 2000; Valerio & Gonzales,
2005). Uriinlerin iceriginde bulunan farkl bitkisel
bilegsenlerin alerjik reaksiyon, mide rahatsizliklar1 ve
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bag agris1 gibi bir takim yan etkilere sebep olabilecegi,
kigiler tarafindan kullanilan ilaglarla etkilegebilecegi,
ayrica surekli kullanim durumunda doz agimina baglh
olarak terpenlerin toksik hatta genotoksik etkili
oldugu da daha o6nce yapilan g¢alismalarla ortaya
konulmustur (Morton ve ark., 1995; Shah ve ark.,
1996; Saltan, 2012). Benzeri olumsuz etkiler SKU
triterpeni  i¢gin de = gozlenmig ve  ylksek
konsantrasyonlarda akut toksisiteye sebep oldugu
Huang ve ark. (2009) tarafindan gézlenmistir.

Sekil 2. Skualenin kimyasal yapisi
Figure 2. Chemical structure of squalene

Oldukga genis bir sgekilde endiistriyel alanda ve
alternatif tip yontemlerinde tercih edilen terpenlerin
olumsuz  bioaktivitelerinin  bulunduguna  dair
bilgilerden yola ¢ikilarak, model bir organizma olan D.
melanogasterde SKUnun genotoksik etkili
olup/olmadigi Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon
Testi (SMART) ile arastirilmigtir.

MATERYAL ve METOD
Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismada genotoksik etkilerinin belirlenmesi icin
kullanilan SKU triterpeni (2,6,10,15,19,23
hekzametil-2,6,10,14,18,22-tetrakosaheksaen, Cas No:
111-02-4), SKU’'nun c¢oziiciisii olan dimetil siilfoksit
(DMSO: % 99.5, CAS No. 67-68-5) ile mutajenik etkili
olan ve genotoksisite calismalarinda pozitif kontrol
olarak tercih edilen etil metansiilfonat (EMS: CAS
No0.62-50-0) Sigma-Aldrich Sirketimden (St Louis,
Missouri, ABD), Drosophila Instant Medium (DIM,
Formiil 4-24) ise Carolina Biyolojik Tedarik
Sirketi'nden (2700 York Road, Burlington, ABD) satin
alinmigtir. Calisma kapsaminda Standart Drosophila
besiyeri (SDB) ile kanat preparatlarinin hazirlanmasi
ve ergin bireylerin eterizasyonu i¢in kullanilan agar
agar, dietil eter, propionik asit, gliserol, kloral hidrat,
arap zamki, entellan, etil alkol gibi kimyasal maddeler
de yine Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)
sirketinden temin edilmigtir.

Kullanilan Drosophila Soylar

Mendel genetigi alaninda siirdiiriilen genotoksisite
calismalari, farkli model organizmalar ile
yapilmaktadir. Bu organizmalarin en 6nemlilerinden
birisi olan D. melanogaster Meigen, 1830 (meyve/sirke
sinegi) Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji
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Bolimiu, Genetik Arastirma Laboratuvari’nda uzun
yillardan beri kendilestirilmis genetik olarak
homozigot, hi¢cbir mutant karakter tagimayan yabanil
bir laboratuvar stogudur. Bu calismada kullanilan
mutant soylar ise D). melanogasterin normal
metabolik aktiviteye sahip multiple wing hair (mwh)
ile flare (fIr9) soylaridir ve diger yabanil soylar gibi
Genetik Arastirma Laboratuvarinda uzun yillardan
beri kendilestirilerek yasatilmaktadir. mwh mutant
soyunda bulunan mwh resesif geni, III. kromozomun
telomere yakin kisminda (3-0.3) bulunmaktadir. 7r?
geni de yine III. kromozomda sentromere yakin (3-
38.8) yer almaktadir ve bu gen homozigot resesif
durumda embriyoda letaliteye sebep oldugu i¢in ergin
bireyler olusamamaktadir. f7r¥ geninin embriyonik
letal etkisinden dengeleyici bir kromozom olan TM3
kromozomu ile heterozigotluk saglanarak
korunulmakta ve embriyonun kanat imajinal
disklerinden mutant kanat hiicrelerinin gelisimi
saglanmaktadir. Ayrica dengeleyici T™3
kromozomunda bulunan BdS geni, mutant bireyin
kanat kenarlarinin testere disi seklinde fenotip
gostermesine neden olmaktadir. Fenotipik olarak
yuvarlak-kirmizi gézli, uzun kanatli ve kahverengi
viicutlu olan mutant soylarda (Sekil 3a ve 3b) resesif
belirleyici genler kanat killarimin (trikom) seklinde
degisiklige sebep olmaktadir. mwh geni, fenotipte
normal kanat (Sekil 3a) ve hiicre basina bir kanat kil
yerine coklu kanat killarini olustururken (Sekil 4a) fr?
geni sineklerin testere disi seklinde kanatlara (Sekil
3b) ve kanatlarindaki normal, diiz ve uzun killar
yerine koérelmis, amorfik kil (Sekil 4b) olusmasina
sebep olmaktadir (Graf ve ark., 1998).

Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testinin
Yapilis1 (SMART)

Bu test i¢in 6ncelikle mwh ve fIr® mutant turlerine ait
erkek ve disi bireylerin sayisimi artirmak i¢in 6n

caprazlamalar  yapilmistir. Hazirlanan  kultir
siselerine fIrive mwh tirleri ayr1 ayr1 konulmus ve
caprazlamalar gercgeklestirilmistir. Caprazlamalar

sonucunda metamorfozu tamamlayan 1-3 gunlik
(72+4 saatlik) aym yash fIr’ ve mwh ergin bireyleri,
4’er saatlik periyotlar halinde hentliz c¢iftlesmeden
toplanmigtir. Daha sonra g¢alisma kapsaminda
kullanilacak olan trans-heterozigot larvalarin elde
edilmesi i¢in 40 f7r? disi ve 40 mwh erkek kullanilarak
yeni ¢aprazlamalar yapilmigtir.

SMART i¢in de iki farkh deney seti hazirlanmigtar. Ilk
deney setinde SKU’nun ¢6ziiclisii olan %1’lik DMSO ve
distile suyla hazirlanan negatif kontrol gruplari ile etil
metansiilfonat (1 ppm EMS) pozitif kontrol grubu
bulunmaktadir. Diger deney seti ise farkl
konsantrasyonlarda SKU iceren (50, 100, 200 ve 400
ppm) uygulama gruplaridir. Yapilan 6n denemelerde
50 ppm’den daha dusiik uygulamalarda genotoksik
etki gozlenmezken 400 ppm’den yiksek
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uygulamalarda larvalarin yagsama orani1 dustigi i¢in
kanat preparat1 hazirlayacak kadar ergin birey elde
edilememigstir. Bu nedenle 50 ppm’den daha disik ve
400 ppm’den daha yiiksek konsantrasyonlar ile
calisilamamigtir. Kontrol ve uygulama gruplarina ait
kultiir sigselerine, 100’er Uglincii evre trans-heterozigot
larva konulmus ve larvalar baskalagimlarim

tamamlayip ergin birey haline gelinceye kadar
1sitmali-sogutmali  etiivlerde muhafaza edilmigtir.
Larvalardan hayat devrini tamamlayip ergin hale
gelen bireyler normal kanath ve serrat kanatl ayrimi
yapilarak toplanmis ve kanat preparatlarinin
hazirlanmasi i¢cin %70’lik etil alkol iceren ependorf
tupleri icerisinde +4°C’de muhafaza edilmigtir.

a

b

t ¢t

Sekil 3a. mwh genotipli bireylerde normal kanat yapisi, b. fIr genotipli bireylerde testere disi kanat yapis1 (10x40)
Figure 3a. Normal wing structure in individuals with mwh genotype, b. Sawtooth wing structure in individuals

with fIr? genotype (10x40)

Sekil 4a. mwh genotipli bireylerde ¢oklu kanat killar: (10x100), b. fIr’ genotipli bireylerde koérelmis ve amorfik

kanat killar: (10x40)

Figure 4a. Multiple wing hairs in individuals with the mwh genotype (10x100), b. Amorphous wing hairs in

individuals with fIr3 genotype (10x40)

Daha sonra ergin sinekler g¢ukur lamda faure
soliisyonuna alinarak binokiiler mikroskop altinda
ince uc¢lu pensler ile onlara ait kanatlar vicuda
baglandigi yerden ayrilarak kanat preparatlar
hazirlanmigtir. Her bir bireyin kanatlar1 ciftler
halinde yan yana gelecek sekilde lam tizerinde belirli
araliklarla dizilmis ve lam tizerine ortalama 80 adet
kanat yerlestirildikten sonra preparatlar bir giin
kurumaya birakilmigtir. Kuruyan preparatlara bir iki
damla entellan damlatilarak tzerlerine lamel
kapatilip daimi preparatlar hazirlanmigtir. Tim
preparatlar Boeco marka digital kamerali trinokiiler
151k mikroskobu ile incelenmis ve belirlenen mutant
hiicre klonlar1 tekli ve ikili benekler seklinde
gruplandirilmistir. SMART yénteminden elde edilen
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sonuglarin istatistiksel analizi de Microsta bilgisayar
programi ile yapilmigtir. Microsta ile hesaplanan
orijinal ve alternatif hipotezlerin sonuglari, Frei &
Wiirgler (1988)'in coklu karar prosediiriine gére
degerlendirilmistir.

BULGULAR

Calisma kapsaminda hem uygulama hem de pozitif ve
negatif kontrol gruplarina ait preparatlar incelenerek
mutant klonlarin tipleri ve sayilar1 kayit altina
alinmigtir. Gozlenen mutant klonlar mwh fenotipinde
kiigiik tek tip (KTT) (Sekil 5), fIr’ veya mwh
fenotipinde biiyiik tek tip (BTT) (Sekil 6) ve hem mwh
hem de fIr? hiicrelerini birlikte igeren ikiz klonlardir
(Sekil 7).
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Sekil 5. Kiguk tek tip mwh mutant klonlarin m1kroskoptak1 goriniimii (10x40)
Figure 5. Microscopic view of small single mwh mutant clones (10x40)

Sekil 6. Buytik tek tip me mutant klonlarin mikroskoptaki gorinimu (10x40)
Figure 6. Microscopic view of large single mwh mutant clones (10x40)

Sekil 7: Tkiz mutant klonlarin mikroskoptaki gériniimi (10x40)
Figure 7. Microscopic view of twin mutant clones (10x40)

Yapilan incelemelerde distile su ve DMSO negatif sayisinda artig gozlenmistir ve bu sonuglar negatif
kontrol gruplarinda sirasiyla 8 ve 9 KTT, DMSO kontrol gruplarina ait sonuglar ile karsilastirildig:
kontrol grubunda ise yalmizca 2 BTT go6zlenirken hig zaman aradaki fark istatistiki olarak p<0.05
ikiz klon gbézlenmemistir. Distile su ve DMSO negatif diizeyinde 6nemlidir (Cizelge 1).

kontrol gruplarinda KTT ve BTT, ikiz, toplam ¥ mwh SKU’nun uygulama gruplarina ait veriler ise DMSO

ve X klon 1i¢in gozlenen degerler Dbirbiriyle negatif kontrol grubu ile karsilagtirilmigtir. SKU nun
karsilastirildign zaman sonug¢ istatistiki olarak ya en disik uygulama gruplar: olan 50 ve 100 ppm’de
negatif (-) ya da énemsiz (i) etkili bulunmustur. EMS normal kanat fenotipi i¢in sirasiyla 8 KTT ve 10 KTT
pozitif kontrol grubunda ise tim mutant klonlarin klon gbzlenmisg ve yine sirasiyla ¥ klon frekanslar: 0.10
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ve 0.12 olarak bulunmustur. Bu iki uygulama grubuna
ait verilerin istatistiksel analiz sonuglar1 p>0.05
diizeyinde negatif (-) ya da énemsiz etkili (i)’dir. Diger
bir uygulama grubu olan 200 ppm’de 17 KTT, 1 BTT
klon olmak tizere toplam 18 mutant klon goriilmuistiir.
En yiuksek uygulama grubu olan 400 ppm’de ise
toplamda 25 mutant klon incelenmis olup ve bu
klonlarin 21’1 KTT, 3’ BTT ve 1 tanesi de ikiz klondur.

200 ve 400 ppm uygulama gruplarinin X klon
frekanslar1 ise swrasiyla 0.22 ve 0.31 olarak

belirlenmigtir. 200 ppm uygulama grubuna ait veriler,
DMSO kontrol grubu ile kargilagtirildigr zaman KTT,
BTT ve X mwh icin aradaki fark énemsiz (i) etkili
olarak  degerlendirilmistir (p<0.05). 400 ppm
uygulama grubuna ait KTT ve ¥ mwh klon sonuclar:
DMSO kontrol grubu ile karsilagtirildigi zaman ise
aradaki fark pozitif etkili (+) bulunmustur. En diisiik
uygulama grubu olan 50 ppm’de KIF degeri 0.41 olup
artan konsantrasyona bagh olarak bu deger 400
ppm’de 1.30’a kadar yiikselmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Skualen uygulama gruplarina ait SMART bulgular: ve istatistiki analiz sonuglar:
Table 1. SMART findings and statistical analysis results of squalene application groups

Klon
Kontrol ve nat KTT klon BTT klon Ikiz klon Y. mwh klon Y klon indiiksiyon
frek
uygulama  say (m=2) (m=5) (m =5) (m=2) (m =2 rekanst
gruplar 181 (KiF)
(ppm)
No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D No Fr. D
(mwh/fir3) Normal kanat
Distile su 80 8 0.10) 0 (0.00) 0 (0.00) 8  (0.10) 8 0.10) 0.41
DMSO (%1) 80 9 011 i 2 0.02 i 0 (0.00) 11 (.13 i 11 (.13 i 0.57
EMS(1ppm) 80 24 (0300 + 8 0.10 i 6 0.07 + 32 (0400 + 38 (047 + 1.97
50 ppm 80 8 0100 i o0 (0.00) 0 (0.00) 8 (0100 i 8 0.10) i 0.41
100 ppm 80 10 (012 i 0 (0.00) 0 (0.00) 10 (.12 i 10 (0.12) i 0.52
200 ppm 80 17 (21 i 1 001 i o0 (0.00) 18 (022 i 18 (0.22) i 0.93
400 ppm 80 21 (026 + 3 0.03) i 1 001 i 24 (030 + 25 (0.31) + 1.30
(mwh/TM3) Serrat kanat
Distile su 80 7 (0.08) 0 (0.00) 7  (0.08) 7 (0.08) 0.36
DMSO (%1) 80 8 01y i 1 (0D i o 9 (1D i 9 (011 1 0.46
Dengeleyici
EMS(1 ppm) 80 19 04 + 10 (012 + TMS3 29 (036 + 29 (0.36) + 1.51
kromozomu
50 ppm 80 4 (0.05) 0 (0.00) varhgmda £ 4  (0.05) 4 (0.05) 0.20
100 ppm 80 7 0.089 i 0 (0.00) mutasyonu 7 08 i 7 0.08) i 0.36
gbzlenmez.
200 ppm 80 8 0.100 i o0 (0.00) 8 (010 i 8 0.100 i 0.41
400 ppm 80 11 (.13) i 0 (0.00) 11 (.13 i 11 (.13 i 0.57

KTT: kii¢iik tek tip, BTT: bliyiik tek tip, No: mutant klon sayisi, Fr: mutasyon frekansi, , +: pozitif, -: negatif, i: 6nemsiz, m: tesir faktoru.

Uygulama gruplarinin serrat kanat fenotipine ait
veriler incelendiginde mutant klon sayisinda kontrol
gruplarina kiyasla anlamh bir artis olmadigi
gozlenmigtir. Soyle ki; en disiik uygulama grubu olan
50 ppm’de yalnmizca 4 KTT klon, en yiuksek uygulama
grubu olan 400 ppm’de ise 11 KTT klon gortilmiistiir.
Uygulama gruplarinin hig birisinde BTT
gozlenmemisgtir. Uygulama gruplar: ile DMSO kontrol
gruplar1 arasindaki fark KTT, £ mwh klon ve ¥ klon
bakimindan énemsiz etkili 1) bulunmustur (Cizelge 1).
Konsantrasyon artigina bagh olarak her ne kadar
mutant klon sayisinda bir artig olsa da tiim uygulama
gruplarina ait KTT, BTT klon tiplerinde sonuglar
negatif (-) ya da énemsiz etkili (i) olarak bulunmustur.
Serrat kanat fenotipine ait KIF degerleri ise sirasiyla
0.20; 0.36; 0.41 ve 0.57'dir (Cizelge 1).
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TARTISMA

Sekonder metabolitlerin bir grubu olan terpenler,
farkli bitkilerden dogal olarak elde edilip hem bilimsel
hem de ekonomik yonden degerlendirilmektedir.
Terpenler ilag hammaddesi ve pigment olarak
eczacilikta, katki maddesi, lezzet verici ve boya olarak
gida  Uretiminde, pestisit olarak ziraat ve
hayvancilikta, renk ve koku verici madde olarak
kozmetik sektériinde (Hammer ve ark., 1999;
Mouhssen, 2004), farkh bioaktivitelerine gére de
diyabet, damar tikanikligi, alzheimer, kanser gibi
oksidatif stres kaynakli hastaliklarin tedavisinde
yaygin olarak kullamilmaktadirlar (Kirbag & Bagci,
2000; Arica, 2017). Ancak terpenlerin doz-siire
etkilesimine dikkat edilmeden, onerilen miktarlarin
disinda kullanimlarina baglh olarak toksik, genotoksik
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ve mutajenik etkili olabilecegi de bir¢ok arastirmaci
tarafindan bildirilmistir (Stammati ve ark., 1999; Ipek
ve ark., 2005). Litsea cubeba (dag biberi)’nin icermis
oldugu neral, geranial, sitral ve limonen gibi
metabolitler farelere oral olarak, deri ve solunum
yoluyla uygulandiginda mikroniikleus olusumuna ve
kromozomal aberasyonlara sebep olmustur (Luo ve
ark., 2005). Maymun hiicrelerine uygulanan kafur,
okaliptol ve tujon terpenlerinin apoptoza,terpinen
metabolitinin DNA kirilmalarina ve metil 6jenoliin de
sicanlarda karaciger, akciger, mesane, kemik 1iligi ya
da bobrek dokusunda DNA hasarina neden oldugu
gosterilmistir (Ding ve ark., 2011). Monoterpenler
grubuna ait olan ve bogmaca, ¢ksurik, sinir sistemi
zafiyeti, romatizma ve bagirsak hastaliklarina kars:
ozellikle cay olarak kullanmilan timol ve karvakrol
metabolitlerinin sigan kemik iligi hiicrelerinde yapisal
ve sayisal kromozom anormalliklerini uyardiklar:1 ve
mitotik indeksi doza baglh olarak azalttiklari tespit
edilmistir (Azirak & Renclizogullary, 2008). Yine
Biiyiikleyla ve Renciizogullar: (2009), timoliin yapisal
kromozomal anormalliklerini, kardes kromatid
degisimlerini ve mikronikleus olusumunu uyardigini,
ayn1 zamanda replikasyon indeksini ve mitotik indeksi
azaltarak sitotoksisiteye neden oldugunu bildirmigtir.

Dianthus caryophyllus (karanfil), Thymus vulgaris
(kekik), Cinnamomum verum (tarcin) ve Zingiber
officinale (zencefil) gibi bitkilere ait timol, gingerol,
6jenol, mirsen, metil 6jenol terpenlerinin képek kemik
iligi mezenkimal hiicreleri ve enterosit hiicrelerinde
(ince bagirsak mukozasinin epitelinde bulunan emme
hiicreleri) toksik etki sergiledigi Ortega ve ark. (2016)
tarafindan gésterilmigtir. Benzeri toksik etkiler 6jenol,
beta-karyofilen, metil 06jenol ve humulen gibi
terpenlerin, insanlar tarafindan kullanimlarina (8-10
ml) bagh olarak karaciger yetmezligi seklinde
gozlenmistir (Eisen ve ark., 2004). Tibbi ve
farmakolojik olarak g¢esitli uygulamalarda kullanilan
Artemisia absinthium (pelin otu) bitkisine ait tujon,
timol, pinen, karyofilen gibi  metabolitlerin
Saccharomyces cerevisiae D7 susunda mutajenik ve
toksik etkili oldugu ayrica mitokondriyal DNA’da
mutasyona sebep oldugu da Bakkali ve ark. (2005)
tarafindan  bildirilmistir. Timolin fare beyin
asetilkolinesteraz (AChE) enzimi iizerinde 6nemli bir
artisa neden oldugu, 6zellikle 20 ve 40 mg/kg timol
uygulanan farelerde sodyum-potasyum pompas1 (Na*,
K+, ATPaz) aktivitesinin inhibe edildigi de
belirlenmistir (Baldissera ve ark., 2018).

Diterpenlerin bir ¢esidi olan dehidroabietik asit,
baliklarda karaciger fonksiyon bozuklugu, hemoliz ve
sarilia neden olmustur (Bushnell ve ark., 1985).
Dehidroabietik asit ve abietik asitin olasi 6mir
uzunlugu ve gelisim toksisitesi lizerine etkilerinin
arastirildigr bir bagska ¢alismada, bu metabolitlerin
artan konsantrasyona bagh olarak (0.25-8 mg/L)
Daphnia manga Straus,1820 (su piresi)’da hayatta
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kalma stiresini kisalttigi, akut ve kronik toksisite
geligtirdigi ve ayrica total vicut buytikliginde
kiiciilmenin meydana geldigi gézlenmistir (Kamaya ve
ark., 2005). Diger bir diterpen cesidi olan retinoliin
yiksek konsantrasyonlarda tiiketilmesi sonucu
karacigerde enfeksiyon ve tiumoér olugsumu gibi
metabolik bozukluklara neden oldugu Rajoshok ve
Sumathi (2015) tarafindan gosterilmistir. Yapilan bir
baska ¢alismada da retinol ve abietik asitin toksik etki
gostererek D. melanogasterin disi ve erkek
poptilasyonlarinin yasam stiresini kisalttigi
belirlenmistir (Uysal & Orung, 2018; Celik & Uysal,
2020).

Bircok saglik ve kozmetik triinlerinde dogal bir
bilesen olarak kullanilan guazilen ve azulen
seskiterpenlerinin Salmonella typhimurium’da
mutajenik oldugu Struwe ve ark. (2011) tarafindan
bildirilmistir. Guazilenin doz-siire etkilesimine bagh
olarak D. melanogasterin  disi ve  erkek
poptilasyonlarinda o6miir uzunlugunu kisalttigr ve
somatik mutasyonlar1 uyararak genotoksik etki
gosterdigi (Celik & Uysal, 2019), yine guazilen ile
abietik asitin insan lenfosit  hiicrelerinde
mikroniikleus frekansinda artisa neden olduklari ve
konsantrasyon artigina bagh olarak sitotoksik ve
genotoksik aktivite sergiledikleri de tespit edilmigtir
(Celik & Uysal, 2020). Edwars ve ark. (2016),
astaksantin tetraterpeninin artan konsantrasyonuna
bagl olarak (40, 200, 1000 mg) disi farelerde iyi huylu,
hepatoseliiler adenom oraninda artisa neden oldugunu
gostermislerdir. Azqueta ve Collins (2012) tarafindan
yapilan farkli bir calismada da astaksantin ve
zeaksantin terpenlerinin pro-oksidan aktivite ile
yuksek konsantrasyonlarda insan periferal
hiicrelerinde, fare, sican, beagle kopekleri ve bir cesit
kemirgen olan gerbil (Pachyuromys duprasi Lataste,
1880)’de DNA hasarina neden olduklar: gézlenmistir.

Yapilan tiim bu ¢alismalarda ortak gorus, farkli grup
terpenlerin artan konsatrasyonu ve kullanim
sliresinin, oksidatif stresi ve genotoksik etkiyi uyardig:
yoniindedir (Chang ve ark., 2014). Viicut icerisinde
bulunan ve canli dokularda kontrolli ve stiirekli olarak

uretilen oksijen radikalleri 1ile antioksidanlarin
normal dizeyde tutulabilmesi i¢in antioksidan
savunma sistemleri bulunmaktadir. Diger bircok

canlida oldugu gibi Drosophilada da katalaz,
stiperoksit dismutaz, indirgenmig glutatyon, glutatyon
rediktaz gibi antioksidan enzimleri oksidanlar
nétralize etmede yetersiz kaldiginda,
oksidan/antioksidan arasindaki denge oksidanlarin
lehine bozulmaktadir. Ortaya ¢ikan bu durum da
oksidatif stres olarak tanimlanan doku hasarina yol
acmaktadir. Clarkson ve Thompson (2000)a gére,
lipit, protein, karbonhidrat ve niikleik asit gibi
makromolekiillerde meydana gelen reaksiyonel
hasarlar oksidatif strese sebep olmaktadir. Hicre
yapisinda serbest radikallerin neden oldugu lipit
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peroksidasyonu sonucunda baglayan ve birbirini takip
eden zincirleme reaksiyonlar ile organizmada olugsan
hasarlar, hiicresel diizeyde DNA mutasyonlarina ve
ilerleyen strecte kanser ve genetik hastaliklara yol
acabilmektedir (Marnett, 2002). Serbest radikallerden
etkilenebilen diger bir grup ise proteinlerdir.
Aminoasitlerde meydana gelen yanhs baglanma ve
yanlis katlanmalar DNA mutasyonlarina, baz
modifikasyonlarina, RNA’da yanhs kodlama ve yanlig
eklemelere neden olabilmektedir (Davies & Goldberg,
1987).

SMART testinde gozlenen tek tip klonlar DNA’da
nokta mutasyon, delesyon, translokasyon, kromozom
kayb1 ya da kromozom ayrilmamasi ve mitotik
rekombinasyon, ikiz klonlar ise sadece mitotik
rekombinasyon ile olusmaktadar. “Farkl
konsantrasyonlarda SKU’ya maruz kalan trans-
heterozigot larvalarin imajinal disk hiicre gruplarinda
farklh genetik mekanizmalardan kaynaklanan KTT,
BTT ve ikiz klonlar, oksidatif stres sonucu indiiklenen
somatik  mutasyonlarin  fenotipe yansimasidir”
diyebiliriz. Bize gore, “bu ¢alismada SKU terpeninin
konsantrasyon artig, metabolik yolaklarda
bozukluklara ve hasar birikimine neden olarak
somatik hiucrelerde genotoksik aktiviteye dayal
mutant klonlarin olusumunu indiiklemistir”. Sunulan
bu calismadan elde edilen tum veriler, hicre
béliinmesi sirasinda SKU terpeninin genomik stabilite
icin ket vurucu ajan oldugunu ve Kkromozomal
aberasyonlara yol agtigini géstermektedir. Uygulama
gruplarina ait %KIF oranlarinda kontrol gruplarina
gore gozlenen artis bizim bu goérusimiuzi destekler
niteliktedir (Cizelge 1).
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