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OZET

RESVERATROL’UN DROSOPHILA MELANOGASTER’DE
ANTIGENOTOKSIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Fatma TURNA

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dal
Damisman: Prof. Dr. Biilent KAYA
Haziran 2012, 63 Sayfa

Bu ¢alismada, Drosophila melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyon
testi (SMART) kullanilarak farkli mekanizmalar ile hasara neden olan ii¢ mutajene karsi
(EMS, 4-NQO ve K,Cr,0;) Resveratrol’lin antigenotoksik etkileri arastirilmistir.
SMART genetik degisimleri genis bir spektrumda hizli ve ucuz sekilde belirlemeye
yarayan giivenilir bir yontemdir. Bu ¢alismada larvalar 6n ve es zamanl uygulamalara
maruz birakildilar. On uygulama ¢aligmasinda; ikinci evre transheterozigot larvalar
Resveratrol (1, 5 ve 10 mM) dozlar1 ile beslendikten 24 saat sonra mutajen kimyasallara
maruz birakilmistir. Es zamanli uygulamalar i¢in ise, li¢lincii evre transheterozigot
larvalar es zamanli olarak hem Resveratrol hem de mutajenlere maruz birakilmistir. Bu
mutajenlerin genotoksik etkileri, larvalarin kanat imajinal disk hiicrelerinde meydana
gelen genetik degisimlerin  (nokta mutasyon, parca kopmasi, ayrilmama ve
rekombinasyon) sonucunda olusan mutant trikomlara gore degerlendirildi.
Degerlendirme, Graf vd tarafindan belirtilen siniflandirma (kiiciik tek tip, biiyiik tek tip,
ikiz, toplam mwh ve toplam klonlar) esas alinarak yapildi.

Resveratrol’iin 1, 5 ve 10 mM dozlar1 Drosophila’da es zamanli denemelerde
K,Cr,07’a karst giiclii bir antigenotoksik aktivite olusturmustur. Yine es zamanl
denemelerde Resveratrol’in 5 ve 10 mM dozlart EMS’ye kars1 antigenotoksik etki
gosterirken, Resveratrol’tin 1 mM dozu genotoksik aktiviteyi ¢ok az miktarda
arttirmigtir. Diger taraftan Resveratrol’iin 1 ve 5 mM dozlar1 4-NQO’m olusturdugu
toplam klon sayilarini azaltirken, 10 mM dozu ise toplam klon sayilarini arttirmistir.

On uygulamal1 denemelerde Resveratrol’iin 1, 5 ve 10 mM dozlarmin K,Cr,O7’a ve
EMS’ye kars1 giiclii antigenotoksik aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir. Ayrica
Resveratrol’iin 1 ve 10 mM dozlarimin 4-NQO’in indiikledigi genotoksik hasari
arttirdigl, 5 mM dozunun ise bu hasari azalttig1 gdzlenmistir.

Bu calisma, Resveratrol’iin 6n uygulamali denemelerinde EMS ve K,Cr,O;‘in
neden oldugu genotoksik hasara karsi Resveratrol’iin koruyucu potansiyelinin es
zamanli uygulamalara gore daha yiiksek oldugunu gostermistir.



Sonu¢ olarak Resveratrol, D. melanogaster’ de EMS ve K,Cr,0; Xkarsi
antigenotoksik etki gostermis ancak 4 NQO’in genotoksisitesine karsi ¢eliskili sonuglar
goriilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Drosophila melanogaster, Resveratrol, Antigenotoksisite,
Somatik Mutasyon ve Rekombinasyon Testi (SMART)
JURI: Prof. Dr. Biilent KAYA (Danisman)
Prof. Dr. Atila YANIKOGLU

Prof. Dr. Osman Nidai OZES
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIGENOTOXIC EFFECTS OF RESVERATROL IN
DROSOPHILA MELANOGASTER

Fatma TURNA

M.Sc. Thesis in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Biilent KAYA
June 2012, 63 Pages

In this study, the antigenotoxic effects of Resveratrol was tested using the somatic
mutation and recombination test (SMART) in Drosophila melanogaster against three
mutagens (EMS, 4-NQO and K,Cr,O;) which causes genotoxicity with different
mechanisms. SMART is a reliable assay to detect a broad range of genetic alterations in
a rapid and inexpensive way. In this study, the larvae were treated both pre and
simultaneous exposure. For the pre-treatment study; second instar trans-heterozygous
larvae were exposed to Resveratrol doses (1, 5 and 10 mM), after 24 hours later they
were exposed three different mutagenic chemical (EMS, 4-NQO and K,Cr,0O5). For
simultaneous treatments 3-day old larvae were exposed Resveratrol concentrations and
mutagenic chemicals simultaneously. The effects of these mutagens were evaluated
according to genetic changes (point mutation, deletion, non-disjunction, and
recombination) in wing imaginal disc cells that lead to the formation of mutant
trichomes. Evaluation was done according to the classification (small single spot, large
single spot, twin spot, total mwh and total spot) developed by Graf et al.

Simultaneously given 1, 5 and 10 mM doses of Resveratrol produced a strong
antigenotoxic activity against K,Cr,O7 Similarly simultaneous treatments 5 and 10 mM
doses of Resveratrol showed antigenoticity against EMS, while 1 mM dose induced
small amount o genotoxic actions in a very small amount. On the one hand, 1 and 5 mM
doses of Resveratrol reduced the total spot numbers produced by 4-NQO, 10 mM dose
of Resveratrol increased the total spot numbers.

In pre-treatments, while 1, 5 and 10 mM doses of Resveratrol produced a strong
antigenotoxic activity against K,Cr,O7 and EMS. 1 and 10 mM doses of Resveratrol
increased the damage induced by 4-NQO however 5 mM dose of Resveratrol reduced
that damage.

Our results indicate that protective effect of Resveratrol against genotoxic damage

caused by EMS and K,Cr,07 is higher in pre-treatment compared to simultaneously
treated larvaes.

il



Consequently, Resveratrol exerts antigenotoxic activity against to EMS and
K>Cr;,07 in D. melanogaster however it produces conflicting results against 4-NQO
genotoxicity.

KEY WORDS: Drosophila melanogaster, Resveratrol, Antigenotoxicity,
Somatic Mutation and Recombination Test (SMART)
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ONSOZ

Giinliik yasamimizin bir parcasi olan pek c¢ok aktivite, direk veya dolayl yollar ile
hasara maruz kalmamiza neden olur. Organizmanin bu hasarlara kars1 pek ¢ok savunma
mekanizmas1 olmasima ragmen, bu savunma sistemlerini destekleyecek ve etkilerini
arttiracak bazi maddelerin disaridan alinmasi gerekmektedir. Ozellikle bazi hastaliklarin
molekiiler temellerini olusturan hasarlarin, disaridan alinan bazi maddeler ile ortadan
kaldirilmasi organizmanin saglikli yasayabilmesi i¢in gereklidir. Beslenme yolu ile
alinan koruyucu maddelere fitokimyasallar dedigimiz sebze ve meyvelerde bol miktarda
bulunan bitkisel kdkenli maddeleri ve vitaminleri 6rnek verebiliriz. Beslenme yolu ile
hastaliklardan korunma son yillarda dikkat c¢ekilen bir olgu olarak karsimiza
cikmaktadir. Bu baglamda fitokimyasal bir bilesik olan ve {iziim, yer fistig1 gibi
besinlerde bulunan Resveratrol, son yillarda koruyucu etkisine dair pek g¢alismanin

yapildig1 polifenolik bir bilesiktir.

Bu tez calismasinin amaci gidalar ile alinan Resveratrol’iin farkli mekanizmalar ile
genotoksik hasara neden olan kimyasallarin genotoksisitesine kars1 koruyucu etkisinin
arastirilmasi ve eger koruyucu etki varsa bu koruyucu etkinin potansiyel mekanizmasina
dair bulgularin elde edilmesidir. Bu baglamda, elde edilecek sonuglarin insan sagliginin
korunmasi ve beslenme aliskanliklarinin yeniden diizenlenmesiyle genetik hasarin
Onlenmesine dair yeni veriler sunacagi diisliniildiigiinden bu tez ¢aligmasi1 kapsaminda
Resveratrol’iin antigenotoksik etkilerini belirlemek i¢in Drosophila kanat somatik

mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) kullanilmistir.

Elde edilen sonuglara gore kontrol grubu ile karsilastirildiginda Resveartrol’iin
farkl1 mekanizmalar ile hasara neden olan iki kimyasalin (EMS ve K,Cr,O7) sebep
oldugu genotoksisiteye karsi agik bir sekilde antigenotoksik etkiye sahip oldugu
gbzlenmistir. Caligmalarimiz sonucunda elde edilen bulgularin gidalar ile hastaliklardan
ve hastaliklarin molekiiler temelini olusturan bazi hasarlara karsi genetik materyalin
korunmasina yardimci olacagir ve bilim diinyasina katki getirecegi diisliniilmektedir.

Yapilan bu ¢aligmanin gelecekte bu konuda yapilacak ¢alismalara 151k tutmasini dilerim.



Bana bu konuda caligma olanagi saglayan, tez konumun belirlenmesinde ve
caligmalarimin yiiriitilmesi sirasinda her konuda en igten ilgi, yardim ve destegini
gbrdiigiim ve bu tezin her asamasinda bilgi ve deneyimleriyle beni yonlendiren
Akademik Damigsman Hocam Prof. Dr. Biilent KAYA’ya (Akdeniz Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii), tez ¢alismalarim esnasinda igten yardimlarini esirgemeyen
ve bana yardimci olan Dr. Esref DEMIR e, genetik laboratuarlarini kullanma imkanini
sunan Biyoloji Boliimii'ne, ¢alismam sirasinda emegi gecen Biyoloji Anabilim
Dali’ndaki caligma arkadaglarima, bu caligmayr maddi olarak destekleyen Akdeniz
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne (Proje no:
2011.02.0121.024), ayrica bursiyer olarak destegini gérdiigiim TUBITAK 2228 - Son
Simif Lisans Ogrencileri I¢in Yurt I¢i Lisansiistii (Yiiksek Lisans/Doktora) Burs
Programina ve tez calisgmamin basindan beri en zor anlarimda her zaman yanimda

bulunan kiymetli aileme ve sevgili dostlarima tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Organizma yasadigl ¢evrede yasaminit olumsuz etkileyen birgok zararli bilesige
maruz kalmaktadir. Maruz kalinan zararli bilesikler, hiicre zari, hiicresel organeller ve
en Onemlisi de genetik materyalde bazi mutasyonlara sebep olabilmektedir. Genetik
materyalde farkli etkilerle ortaya ¢ikan mutasyonlar hasarin durumuna gore kanserin
baslamasini da tetikleyebilmektedir. Toksinlerin zararh etkilerinin belli bir dereceye
kadar organizma tarafindan bertaraf edilebilmesi ¢esitli enzim sistemleri araciligiyla
miimkiindiir. Organizmanin kendi koruma mekanizmalarinin yami sira dogal
kaynaklardan elde edilen bazi koruyucu molekiiller de bu koruma sistemine yardimci
olmaktadir. Epidemiyolojik ¢aligmalar, yesil sebze ve taze meyve tliketiminin insanlari

kansere karsi korudugunu gostermektedir (Giirbiiz 2006).

Organizma sadece dis etkenlerle maruz kaldigi zararli bilesikler nedeniyle zarar
gormez. Ayni zamanda kendi metabolik faaliyetleri sonucunda agiga ¢ikan bazi zararl
bilesikler de organizma i¢in olumsuz sonuglar dogurabilmektedir. Oksijen canlilar i¢in
hayati 6nemi olan bir molekiildiir ve hiicrede enerji iiretim siireclerinde kullanilir.
Serbest oksijen radikalleri enerji iiretim siire¢lerinin dogal bir yan {iriinii olup yiiksek
diizeyde reaktif ve potansiyel olarak zararli maddelerdir. Metabolizma yan triinleri
olarak siiperoksit anyonlar1 (O;’, O:), hidrojen peroksit (H,O;) ve hidroksil radikali
('OH) gibi mutajenler meydana gelir. Ayrica NADPH oksidaz gibi bazi enzimler kiigiik
miktarlarda Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) iiretir. Hiicre ici ROS’un % 90’dan fazlasi
aerobik solunum reaksiyonlari zincirinde mitokondrinin i¢ membraninda tretilir (Wei
ve Pang, 2005). Organizmada serbest radikaller gerek normal metabolik faaliyetlerin bir
yan {riinii olarak, gerekse radyasyon, ilaglar ve diger zararli kimyasallarin etkisi ile
olusur. Oksidan ve mutajen Ozellikte olan bu metabolizma yan {irlinleri
deoksiriboniikleik asit (DNA), proteinler ve diger makromolekiillerde tahribata hatta
hiicrenin dliimiine neden olarak kronik hastaliklar1 baslatabilmektedir (Kazang 1997).
Oksidatif strese bagli olarak lipidler, proteinler, enzimler, karbonhidratlar ve DNA zarar
gorebilmekte, DNA zincirlerinde rastgele kirilmalar ve baglanmalar meydana
gelebilmekte, enzim ve yapisal proteinlerin zarar gdérmesi hiicrenin Slmesiyle
sonlanabilecegi gibi bu olgular kanser, norodejeneratif ve kardiyovaskiiler hastaliklar ile

diyabet ve otoimmiin bozukluklarin gelisiminde molekiiler temeli olusturmaktadir



(Ratnam 2006, Cemeli vd 2009, Pellegrini 2009). Serbest radikaller hiicreye degisik
sekillerde zarar verebilirler. Genel olarak 3 mekanizma mevcuttur:

1. Membran lipitlerinin peroksidasyonu; Serbest radikaller hiicrenin membranina
saldirdiklarinda gerceklesir. Serbest radikaller, hiicre membraninin stabilizasyonunu
ortadan kaldirarak, hiicre ve doku bozulmalarin arttirirlar.

2. Disiilfit bagr olusumu; Glutatyon, tim memeli hiicrelerinde milimolar
konsantrasyonlarda bulunur. Glutatyon (GSH) gibi tiyollerin (R-SH) oksidasyonu tiyol
ve oksijen radikalleri gibi siilfiir merkezli radikallerin olusumuna neden olur (RSH) ve
proteinlerdeki homolitik fiizyon (siilfiirlerin karsilikli baglanmasi) reaksiyonlari distilfit
bagin1 olusturarak proteinlerin konfigiirasyonlarin1i bozar ve viicuttaki metabolik
aktivitelerini engeller.

3. DNA hasari; DNA molekiilii yeniden sentezlenemeyen ancak kopyalanabilen bir
molekiil oldugundan DNA modifikasyonlar1 mutasyonlara ve genetik bozukluklara
neden olmaktadir. Bu yilizden DNA hasarinin ROS ile indiiklenen hiicresel

modifikasyonlarin en ciddisi oldugu diisiiniilmektedir.

Organizmanin gerek endojen gerekse ekzojen kaynakli mutajenlere karsi kendi
koruyucu mekanizmalarinin yan sira antioksidanlarin da, hiicre koruyucu ve dejeneratif
hastaliklardan korunmada Onemli oldugu yapilan c¢aligmalarla da gosterilmistir.
Antioksidanlar dogal antioksidanlar ve ilaglar olmak iizere iki grupta toplanabilir
(Gokpmar vd 2006). Antioksidanlar; “Insanlarda fizyolojik sartlarda olusan serbest
radikallerin birinin ya da bir kag¢inin olumsuz etkilerini azaltabilen maddelerdir”
seklinde tanimlanabilir. Yani oksidanlar ve antioksidanlar arasinda bir denge olmasi
hiicresel korunma bakimindan 6nemlidir (Cornelli 2009). Organizma maruz kaldigi
zararlh bilesiklere karsi kendi savunma sistemlerine sahiptir, organizmada bulunan
antioksidanlar da bunlardandir. Organizmanin kendi koruma sistemine yardimci olan
bitkisel kokenli bazi kimyasallar da toksik etkileri farkli yollarla azaltabilmektedir.
Beslenme yoluyla alinan fitokimyasallar antioksidan aktiviteleri ve bazi genlerin
ekspresyonunu diizenleme yolu ile etki gosterirler. Flavonoidler, izotiyosiyanatlar,
indoller ve organosiilfiirlii bilesikler hem enzimatik olarak karsinojen aktivitesini inhibe
eder hem de apoptosisi indiiklerler. Flavonoidler, vitamin C ve E ile karotenoidler
ayrica radikal siipiiriicli etki de gosterirler. Flavonoidler de polifenolik bilesiklerdendir.

Uziimde bulunan Resveratrol, ¢ayda bulunan gallik asitler polifenolik bilesiklere 6rnek



olarak verilebilir. Bu polifenolik bilesiklerden biri olan Resveratrol son yillarda ¢ok

calisilan bir fitokimyasal maddedir (De Kok vd 2010)

Resveratrol (3, 4', 5-trihidroksi-stilben); iiziim ¢ekirdeginde bol miktarda bulunan ve
son yillarda farkli mekanizmalardaki yardimer etkileri iizerinde yogun calisilan dogal
bir antioksidandir. Resveratrol biyotik ve abiyotik stres kosullarina karsi liziimlerde
sentezlenen stilben grubu bir fitoaleksindir. Ozellikle renkli {iziim cesitlerinin kabuk
kisminda yiiksek miktarda sentezlenmektedir (0.30-14.10 mg/g yas agirlik; 9.30-78.50
mg/g kuru agirlik). Bircok eczacilik ve tip literatiiriinde, Resveratrol’iin antifungal,
antimikrobiyal, antitiimor ve antioksidan etkileri oldugu vurgulanmaktadir (Kazang

1997).

Resveratrol ile ilgili arastirmalarin biiyiik ¢ogunlugu kanser iizerine yogunlasmis
olup, bu bilesigin, kanserin pek ¢ok asamasinda durdurucu ve engelleyici 6zelligi
oldugu belirlenmistir (Kundu 2008). Resveratrol, anti-inflamatuar, trombosit
kiimelesmesini engelleme ve kolesterolu diisiirme gibi etkileriyle ayn1 zamanda koroner
kalp hastaliklar1 riskini de azaltmaktadir. Fransa’da koroner kalp hastaliklarindan 6lim
oraninin diisiik olmasi, nispeten yiiksek diizeyde sarap tiikketimine (Fransiz Paradoksu)
dayandirilmaktadir  (Keskin 2009). Resveratrol’iin muhtemel koruyucu etkilerinin
arastirilmasi amaciyla yapilan pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Chakraborty vd (2004)
tarafindan yapilan in vitro bir ¢alismada, Resveratrol’iin bir alkilleyici karsinojen olan
MNNG tarafindan Chinese hamster akciger fibroblast hiicrelerinde (CH V-79)
olusturdugu DNA hasarin1 6nemli dl¢lide diisiirdiigii gosterilmistir. Yapilan bagka bir
calismada ise, Resveratrol’lin lic mutajene kars1 Ames bakteriyel mutajenite testi ve
Mikronukleus testi ile antimutajenik etkisi aragtirilmistir. Ames testinde, Resveratrol’iin
sadece indirek mutajenler olan AFB1 ve 1Q’ya karsi 6nemli dl¢lide antimutajenik etki
gosterdigi, direk mutajen olan MNU’a kars1 koruyucu etki gostermedigi gosterilmistir.
Mikronukleus testinde ise, Resveratrol’lin {i¢ mutajenin etkisini dnemli 6l¢iide azalttigi

saptanmistir (Langova vd 2005).

Pek c¢ok calismaya gore Resveratol antikarsinojenik aktivite gostermektedir.
Resveratrol, kimyasal karsinojenlerin tiimor baslatici, ilerletici ve tesvik edici ¢

basamagini engelledigi i¢in kansere karsi koruyucu ajan olarak kabul edilmektedir (Jang



vd 1997). Benzo(a)pirenin tesvik ettigi karsinogenesis CYP1A1 ‘nin inhibisyonu ile
Resveratrol tarafindan azaltilabilir (Chun 1999, Ciolino ve Yeh 1999, El Attar ve Virji
1999).  Resveratrol  ayrica  bir fare  modelinde @ DMBA’nin  (7,12-
dimethylbenz[a]anthracene) tesvik ettigi karsinojeniteyi de inhibe etmistir (Jang 1997).
Yine bagka bir ¢alismada, genetik olarak egilimli olan farelerde intestinal timorgenesisi
azalttigi gozlenmistir (Schneider 2001). Ayrica, Resveratrol apoptosis indiikleyici
olarak bilinmektedir. Ilging olan ise, Resveratrol’iin tiimér hiicrelerinde smirli bir pro-
apoptotik etkisi olurken, normal hiicrelerin zarar gormeden kalmasidir (Lu vd 2001). Bu
sebepten Resveratrol’lin bir kanser preventif ajan ve kanser terapotik ajan olarak

gelistirilmesine dikkat ¢cekilmektedir (Gusman 2001, Savouret ve Quesne 2002).

Sgambato vd (2001) tarafindan yapilan c¢aligmalarda, Resveratrol’lin sigara
dumaninda bulunan TAR ve H;0O, gibi oksidatif ajanlara maruz kalma sonucunda
olusan ROS’un artisin1 6nledigi ve KOMET olarak da bilinen, tek hiicre jel elektroforez
yontemi ile saptanan niikleer DNA fragmantasyonunu azalttigi gozlenmistir. Bu
calismanin sonuglarina gore, Resveratrol pek ¢ok karsinojenik etkisi olan genotoksik
ajanin  etkisiyle olusan oksidatif DNA hasarimi Onleyerek, antimutajenik ve
antikarsinojenik bir rol oynayabilir. Yapilan baska bir in vitro ¢alismada ise, oksidatif
strese maruz birakilan eritrositlerde, Resveratrol’iin doza ve zamana bagli olarak
oksidatif stres sonucu diisen intraseliiler GSH-glutatyon ve membran-SH miktarini
belirgin sekilde arttirarak, oksidatif hasari Onledigi gozlenmistir (Pandey ve Rizvi

2010).

Genotoksisite ve antigenotoksisite c¢alismalarimin bir kismini meyve sinegi
Drosophila melanogaster’in kullanildigi kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon
testi (SMART) olusturmaktadir. Son yillarda yapilan bircok c¢alisma, insan
hastaliklarinda D. melanogaster’in  model organizma olarak kullanilmasini
desteklemektedir. Sinek proteinlerinin yarist memeli proteinleri ile dizilim benzerligi
gostermektedir. Drosophila genom dizi analizi, insan hastaliklarinda belirlenen genlerin
% 60’indan fazlasinin Drosophila ortologu oldugunu gdstermistir. Boylelikle; insan
hastaliklarinda mutasyon, amplifikasyon veya delesyon ile degisime ugrayan 287
civarinda gen Drosophila ortologudur. Drosophila ve insan hiicre dongiilerinin ve

diizenleyici yollarinin benzerligi timorgenezis esnasinda ¢ogalma siireci ¢caligsmalarinda



bir model olarak hizmet eder (Potter vd 2000). Drosophila imajinal disklerinin biyolojik
ozellikleri, kansere hassas bircok memeli hiicresi ile benzerdir. imajinal diskler ergin
sineklerde bir¢ok yapiyr olusturan 6zellesmis epitel hiicre keseleridir. Bu diskler tek
hiicre tabaka yapisindadir. Larval evrede g¢ogalarak karakteristik morfolojiye sahip
olgun diskleri iiretirler ve ergin bireylerde farklilasirlar. Cogalmaya ve farklilagmaya
giden 6zellesmis epitel hiicreleri diploittir ve memeli hiicrelerindekine benzer hiicre
dongiisiine sahiptirler (G, S, G, ve M safhalarini igerirler). Sinek ve memeli hiicre
dongiisiindeki benzerlik sadece genel organizasyon seviyesi ile siirli 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 (Potter vd
2000). Bu amagla Drosophila biyolojisi kanser arastirmalarinda 6nemli bir model
saglar. SMART, D. melanogaster’in imajinal disklerinden faydalanilarak yapilan bir
test sistemidir. Son yillarda mutajenik etkilerin saptanabilmesi i¢in in vivo kosullarda
yapilan Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi nokta mutasyon,
delesyon, kromozomlarda ayrilmama ve rekombinasyon gibi bir¢ok genetik sonugun
belirlenebildigi bir test sistemidir. Cesitli grup kimyasal bilesiklerin yapi-aktivite
iliskisinin  ¢alisilmast  i¢in  kullanmigh ~ bir testtir (Graf 1995). Drosophila,
biyoaktivasyondan sorumlu enzim sistemleri memelilerinkine benzeyen bir organizma
oldugu icin c¢esitli kimyasallarin yani sira bu kimyasallarin pargalanma iiriinlerinin
mutajenik ve rekombinojenik etkilerinin arastirllmasinda da elveriglidir (Guzman-
Rincon ve Graf 1995). Kullanilan 6zel genetik hatlar sayesinde kimyasalin sadece
mutajenik etkisi degil ayn1 zamanda rekombinojenik etkisi hakkinda da bilgi sahibi
olunabilmektedir (Kaya vd 2006). Ayrica meyve sinegi D. melanogaster cesitli
bilesiklerin antigenotoksik etkilerinin de ¢alisildigt 6nemli bir model organizmadir.
Somatik mutasyon ve rekombinasyon testinin genotoksisiteyi genis bir spektrumda
(nokta mutasyon, delesyon, kromozomlarda ayrilmama ve rekombinasyon) incelemesi
nedeniyle, tek bir bilesigin veya karisimlarin antigenotoksisitenin arastirildigi bircok
calisma bulunmaktadir (Graf vd 1998, Karekar vd, 2000, Takahashi vd 2001, 2002,
Kaya vd 2002).

Yapilan bu c¢alismada, D. melanogaster’de farkli mekanizmalarla genotoksik etki
gosteren iic maddeye karst Resveratrol’lin antigenotoksik etkisi arastirilmistir. Yapilan

literatiir incelemelerinde, farkli aragtirmacilar tarafindan farkli ¢aligmalar yapilmistir.



Bu ¢alismalarda farkli test sistemleri (in vivo ve in vitro) ve bu test sistemlerinde farkli
model organizmalar kullanilmistir. Literatiir taramasinda géze carpan ise, Resveratrol

ile ilgili in vivo genotoksisite ¢aligmalarinin eksikligidir.

Bu ¢alisma kapsaminda farkli mekanizmalarla genotoksik etkiye sahip oldugu bilinen
lic kimyasala kars1 Resveratrol’tin farkli mutasyon mekanizmalarina kars1 da koruma
etkisine sahip olup olmadigi Drosophila SMART yontemi ile arastirtlmistir. Calisma
kapsaminda mutajenlerin etkili bir dozuna karst Resveratrol’iin toksik olmadigi 6n
caligmayla belirlenmis olan {i¢ farkli dozu, bir 6n uygulama ve bir de es zamanl

uygulama ile degerlendirilmistir.

Genotoksik etkisi yapilan ¢alismalarla kanitlanmis olan Etil Metan Siilfonat (EMYS),
4-Nitrokinolin Oksit (4-NQO) ve Potasyum Dikromat’in (K,Cr,O7) birer dozu
kullanilmigtir. Bu ¢alismada kullanilan kimyasallardan biri olan EMS alkilleyici bir
ajandir. Alkillleyici ajanlar, alkil gruplar1 ekleyerek veya yanlis baz eslesmesi ile
DNA’da guaninle beraber etki gosterirler (Bronstein vd 1991). Kromium (VI)
bilesikleri, DNA hasarina neden olan radikal oksijen tiirleri lireterek genotoksik etki
gosterirler (Kasprzak 1995, Shi vd 1999). Kullanilan bir diger genotoksik ajan ise 4-
NQO‘tir. 4-NQO’nin DNA’da UV benzeri, kompleks lezyonlar olusturmasinin yani sira
(Synderwine ve Bohr 1992, Olive ve Johnston 1997) OH-radikal benzeri tiirlerle
oksidatif DNA hasarin1 da indiikleyebilme etkisi vardir (Nunoshiba vd 1993,Yano vd
1995). 4-NQO UV etkisini taklit eden, direk mutajenik bir ajandir (Le Curiex vd 1993).
Farkli yollarla genotoksik hasara sebep olan bu maddelere karsi Resveratrol’iin

antigenotoksik etkisi arastirilmistir.



2. MATERYAL VE METOD

Bu caligmada farkli mekanizmalarla genotoksisiteye sebep oldugu bilinen iig
kimyasala karst Resveratrol’lin antigenotoksik etkisinin olup olmadigini arastirmak

amaciyla kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) kullanilmustir.

Bu test; flare (fIr®) ve multiple wing hair (mwh) belirleyici genleri tasiyan bireylerin
caprazlanmasi sonucu elde edilen transheterozigot larvalarin kanat imajinal disk
hiicrelerinde olusan genetik degisimlerin fenotipte gdzlenmesi esasina dayanir (Graf vd
1984, 1989). Fenotipik bu degisimlerin gozlemi farkli genetik sonuglarin (delesyon,
kromozomlarda ayrilmama ve nokta mutasyon) etkisi ile heterozigotlugun kaybolmasi

sonucu ortaya ¢cikmaktadir.

D. melanogaster kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinin basamaklari
sematik olarak sekil 2.1°de gosterilmektedir. D. melanogaster’in iigiincii kromozomu
tizerinde bulunan belirleyici genlerdeki degisimler hazirlanan kanat preparatlarinin 11k
mikroskobu yardimiyla 40X10 biiyiitmede incelenmesi ile mutant klonlar olarak

saptanabilmektedir.
2.1. Drosophila melanogaster’in Yasam Dongiisii

Diptera ordosundan tam bagskalasim gosteren (holometabol) bir bdcek olan
Drosophila diploid kromozom sayisina sahiptir ve dort ¢ift kromozom tasimaktadir
(Rothwell 1993).

Laboratuar ¢aligsmalarinda kullanilan D. melanogaster genetik aragtirmalar igin iyi
bir model organizmadir. Drosophila, okaryotik bir sistem olmasi, ¢aligmalarin in vivo
ortamlarda gerceklestirilmesi, kisa hayat dongiisii ve yiiksek iireme kabiliyetinden
dolayi tercih edilen bir model organizma haline gelmistir. D. melanogaster’in genetik
caligmalar i¢in model organizma olarak kullanilmasi ilk defa 1909 yilinda Morgan

tarafindan Onerilmistir (Falakal1 1990).



DROSOPHILA KANAT SOMATIK MUTASYON ve REKOMBINASYON TESTI
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Sekil 2.1. D. melanogaster’de kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinin
sematik olarak gosterilmesi (Kaya 2000)



Ideal yasam kosullar1 olan 25 °C ve % 60 bagil nem ortaminda olgunlasma siireci 9
ile 11 gin olan Drosophila’nin yasam dongiisii sekil 2.2°de sematik olarak

gosterilmistir.

Drosophila’nin gosterdigi baskalasim evreleri ve bu evrelerin siireleri 25 °C’de

asagidaki gibidir.

Embriyonik gelisim : 1 giin
Birinci larval evre (L1) : 1 glin
Ikinci larval evre (L2) : 1 giin
Ugiincii larval evre (L3) : 2 giin
Prepupa evresi : 4 saat
Pupa evresi :4.5 glin
Yetigkin evresi : 40-50 giin

Pupadan ilk ciktiklarinda viicut uzun ve agik renkte, kanatlar kisa ve kivrik
gbrliinlimlii bir durumdadir, ilerleyen bir kac saat i¢inde yeni ¢ikan bireyler normal
goriiniimlii ergin bireyler halini almaktadir. Ergin bireylerin ortalama yasam siireleri 40-
50 giin arasinda olmasina karsin 80-90 giin yasayan bireyler de gozlenmistir (Graf ve

Vanschaik 1992).

Drosophila’nin erkek bireyleri pupadan ¢iktiklarinda eseysel olgunluga erismis
durumdadir. Ancak disi bireylerin eseysel olgunluga erismesi i¢in 6-12 saat gibi bir
zamanin gecmesi gerekmektedir. Bu donemdeki disi bireyler heniiz doéllenme
yeteneginde degildirler. Bu nedenle, ¢calismamizda ¢aprazlamalarin kontrollii olabilmesi
igin pupadan ¢ikistan itibaren en fazla 4 saatlik olan déllenmemis (virjin) olan disi flr®

bireyler kullanilmistir.



Sekil 2.2. Drosophila melanogaster’in yasam dongiisii (Morgan 1999-2007)

Genellikle 2.1-2.2 mg agirliginda olan {i¢iincii larva evresinde olan bireyler yasama
ortamlarinda kuru bir yer bularak pupa evresine gecerler (Wiirgler ve Vogel 1986,
Ashburner 1989). Pupa igerisinde imajinal disk hiicrelerinin boliinerek ¢ogalmasindan
sonra bagkalasim gegirerek olugan ergin bireyler pupa kilifim1 {ist kismindan yirtarak
¢tkmaktadirlar. Imajinal disk hiicrelerinin larvadaki pozisyonlar1 sekil 2.3’de

goriilmektedir.
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Sekil 2.3. Imajinal disk hiicrelerinin larvadaki konumlar1 (Morgan 1999-2007)
2.2. Kullanilan Hatlarin Genetik Yapis1

Drosophila SMART yonteminde kullanilan hatlar, ti¢iincii kromozomlari tizerinde iki

belirleyici gen tasimaktadirlar. Calismada kullanilan bireylerin genetik yapis1 asagidaki
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gibidir (Lindsley ve Grell 1968, Lindsley ve Zimm 1992, Garcia-Bellido ve Dapena
1974).

- mwh / mwh (erkek)
- fIr¥/1In (3LR) TM3, rip P sep bx *** e Bd ®
kisaca;

- fIr*/ TM3, Bd ° (disi) olarak gdsterilmektedir.

Normal kanatlarda killar diiz ve uzun bir yap1 gosterirken flr® (3-38.8) geninde kanat
killar1 kisa, kalin ve sekilsizdir (Sekil 2.4). mwh (3-0.3) geni ise ayn1 hiicreden tek bir
kil yerine li¢ veya daha fazla sayida kanat kilinin ¢ikmasiyla kendini gostermektedir

(Sekil 2.4).

J
b N
4 by A N

Sekil 2.4. Kanat trikomlarinin goriinimii a) normal b) farklilasmis fakat ne flr® ne de
mwh olarak siniflandiriimayacak trikomlar ¢) mwh trikomlar d) flr® genotipe

ait trikomlar (Graf vd 1984, Graf vd 1992)
flr* geni homozigot halde iken embriyonik evrede letal etki gdstermektedir (Sekil
2.5). Bireyleri, bu letal etkiden korumak i¢in TM3 dengeleyici kromozomu

kullanilmaktadir. Dengeleyici kromozom, letal etkisinden korunmak istenen genin

bulundugu homolog kromozomlardan birinde bulunur. Ayrica dengeleyici kromozom
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rekombinasyonu baskilayarak mutasyon ve rekombinasyonun birbirinden ayrilmasini da

saglamaktadir (Graf vd 1984, Graf vd 1992)

+ M+ + frd +
t +-o—1 t +Ho—1
:( 1 L
t eo—i 3 t o S
+ + Bd + + Bd
5 5
+  fir 3+ + fir? + + + Bd + + Bd
i H—t t H— i (o t —t
t to—t f to—+— t 18— t 18— :
+ fir ¥ o4 + + Bd’ + fir 3+ + + Bd
Letal — —~— — Lietal
Yagayan hirevler

Sekil 2.5. flr® / TM3, Bd® bireylerindeki homozigot letal etkiler (Graf vd 1984)

Normal fenotipteki kanatlarin kenarlar1 diizgiin bir yap1 gosterirken (Sekil 2.6-A),
Bd® (Beaded Serrat) genini tasiyan bireylerde kanat kenarlar1 diizgiin degildir (Sekil
2.6-B). Homozigot halde letal etki gdsteren dominant Bd® geni, TM3 dengeleyici
kromozomunun iizerinde yer alir ve boylelikle TM3 dengeleyici kromozomuna sahip

bireyler kanat fenotiplerinin incelenmesiyle diger bireylerden kolaylikla

ayrilabilmektedir (Graf vd 1984, Graf vd 1992).

Sekil 2.6. Dengeleyici kromozom tagimayan normal (A) ve dengeleyici kromozom
tagityan Bd® bireylerinin (B) kanat fenotipleri (Orijinal)
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Ucgiincii kromozomun en biiyiik kromozom olmasi ve belitleyici genler arasindaki
mesafenin de oldukg¢a uzak olmasi gerek rekombinasyonun ve gerekse mutasyonlarin
biiylik bir aralikta incelenmesi agisindan bir avantaj olusturmaktadir. SMART igin
kullanilan genetik hatlarin tasidigi TM3 dengeleyici kromozomu calismada belirleyici
olarak kullanilan flr, mwh ve Bd® genleri ile birlikte Drosophila'nin ii¢iincii kromozom

tizerinde bulunmaktadir (Sekil 2.7) ve bu kromozom {izerindeki rekombinasyonlarin

baskilanmasi acisindan énemlidir (Graf vd 1984, Graf vd 1992).

Sentromer
mwh flr Bd

( XX )
1 —_— i

0.3 388 477 919

Sekil 2.7. Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde kullanilan

belirleyici genlerin {i¢lincli kromozom iizerindeki yerlesimleri (Graf vd
1984, Graf vd 1992)

2.3. Drosophila Hatlarimn Kiiltiirii

D. melanogaster’ler, ideal yasam kosullaria (25 °C ve % 60 bagil nemde) sahip 6zel
iklim odasinda standart Lewis besin ortaminda (Lewis ve Bacher 1968) kiiltiire
alimmaktadir. Ayrica iklim odasinin aydinlatmasi 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik

olacak sekilde ayarlanmistir. Standart Lewis besin igerigi asagidaki gibidir;
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v' Misir unu 1104 g
v Seker 1% g

v' Maya :19¢g

v Agar :5g

v Asit karigimi ;6 ml

v Distile su : 1020 ml

Besin ortamindaki asit karisiminda propionik asit, ortofosforik asit ve distile su
bulunmaktadir. Asit karisimi besinin kontamine olmasmi engellemek amaciyla
kullanilmaktadir. Besinin fungus ile kontaminasyonu yumurta verimini ve bireylerin

gelisimini olumsuz yonde etkilemektedir.

Asit hari¢ diger maddelerin karistirllmasiyla olusan ¢ozeltinin ates iizerinde
karistirilarak kaynamasi saglandi. Karigim kaynamaya bagladiktan sonra kisik ates
tizerinde 1-2 dakika daha kaynatildi ve atesten indirilerek asit karigimi eklenerek asidin
esit olarak dagilmasi igin iyice karistirildi. Hazirlanan bu standart Drosophila besini
siselere yaklasik olarak 1-1.5 cm kalinliginda dokiildii ve siselerin agizlar1 kurutma
kagitlariyla kapatilarak kurumaya birakildi. Hazirlanmig olan besinler yeterince
kuruduktan sonra (yaklasik 1-2 giin) yeterli sayida dollenmemis disi toplayabilmek i¢in
kiiltiir zenginlestirildi. Kiltiir iklimlendirilmis kiiltiir ortaminda 25 + 0.5 ° C de % 60

bagil nem ortaminda 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik olan ortamda yetistirildi.

Kiiltiire alinan bireyler kuru olan besin iizerine yumurta birakirlar (Graf vd 1984). Bir
giin sonra yumurtalar acilir ve larvalar besin igerisinde beslenmeye baslarlar.
Yumurtadan ¢ikip pupa olusturuncaya kadar larvalarda gozle goriiliir bir biiylime
gozlense de, imajinal disk hiicreleri hari¢ diger larval hiicrelerde boliinme gozlenmez.
Hiicreler sadece boyut olarak biiyiime yoluna gitmektedirler. Larvalar iigiincii evreye
ulagtiklarinda yasama ortamlarinda kuru bir yer bularak pupa evresine gecerler
(Ashburner 1989, Wiirgler ve Vogel 1986). Pupa igerisinde imajinal disk hiicrelerinin
boliinerek cogalmasindan sonra metamorfoz gegiren bireyler ergin bireyler hale gelerek

pupadan disar1 ¢ikmaktadirlar.
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2.4. Deney Gruplan

Bu calismada, Etil Metan Siilfonat (EMS), 4-Nitrokinolin Oksit (4-NQO) ve
Potasyum Dikromat (K,Cr,O7)’in  genotoksisitesine karst Resveratrol’iin  6n

uygulamalar ve es zamanli uygulamalar ile antigenotoksik etkileri calisilmistir.

Yapilan ¢alismada Resveratrol, EMS ve K,Cr,O; suda, 4-NQO ise % 5 etanolde
coziilerek ¢alismalarda derisimler hazirlandi. 4-NQQO’in % 5 etanolde ¢oziinmiis olmasi

nedeniyle % 5 etanol ve su negatif kontrol grubu olarak degerlendirmeye alinmistir.

Calismada kullanilan kimyasallarin CAS (Chemical Abstract Service) numaralari,
kimyasal yapilari, dahil oldukalar1 gruplar, ismi ve saflik dereceleri Cizelge 2.1’ de

ayrintili olarak gosterilmektedir.
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Cizelge 2.1. Calismada kullanilan kimyasallar

Kimyasal adi,
CAS no.

Saflik derecesi

Kimyasal yapist

RESVERATROL

3,4',5-Trihydroxy-trans-stilbene

501-36-0

>99%

HO
oV

OH

OH

ETIL METAN SULFONAT
1-Methylsulfonyloxyethane
62-50-0

>98%

O

H3o—:s:—o/\CH3

O

POTASYUM DIKROMAT
Potassium Dichromate (VI)
7778-50-9

>99%

0\\ o

K' Cr
o \\O

i

O//C"\O_

K+

4-NITROKINOLIN OKSIT
4-Nitroquinoline 1-oxide
56-57-5

>98%

NO»
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2.5. Transheterozigot Larvalarin Elde Edilmesi

Bu calismada; mwh/mwh ve flr¥/TM3, Bd® genetik yapili bireylerin ¢aprazlanmas ile

elde edilen transheterozigot larvalar kullanildi. Yapilan caprazlama asagidaki gibidir.
@ fIr®/ TM3, Bd® X & mwh / mwh

f|r3/TM3, Bd® hattinin yiiksek yumurta verimine sahip olmasi nedeniyle ¢aprazlamada

disi bireyleri tercih edilmistir.

Transheterozigot larvalarin elde edilebilmesi igin dollenmemis disi bireylerin
kullanilmas1 gerekmektedir. Bunun i¢in de 4’er saat araliklarla pupadan cikan disi
bireyler toplanarak yeni bir besin ortamina alindilar. Bireylerin yasi iireme verimi
tizerinde etkili oldugundan, tireme verimliligi i¢in en ideal yas olan 3-7 giinliik bireyler
tercih edildi. Ayrica yeterli miktarda transheterozigot larvanin elde edilebilmesi i¢in her
siseye ortalama 40 & ve 40 Q olacak sekilde birey konularak ¢aprazlama yapildi ve bu
bireyler en az bir giin aynm1 ortamda birakilarak dollenme ve embriyogenezin
gerceklesmesi saglandi. Daha sonra bireyler yeni bir besin ortamina alinarak 8 saat
boyunca yumurta birakmalar1 saglandi. Boylece ayni larval evrede olan transheterozigot
larvalar elde edilmis oldu. Aymi bireyler yumurta toplama islemi i¢in defalarca
kullanildi. Larvalarin elde edilebilmesi i¢in yapilan ¢aprazlama sekil 2.8°de

gosterilmektedir (Graf vd 1984, 1989, Vanschaik ve Graf 1991).
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: fo—- | e e
X
——to— ——tr——
mwh + + + + D
mwh +  + mwh + +
} 10—} b H—
—teo— ——t—+—
+ fird + 4 + Bd?®
TRANSHETEROZIGOT DENGELENMIZ HETEROZIGOT

Sekil 2.8.Dengelenmis heterozigot mwh/Bd® ve transheterozigot mwh/flr® bireylerin elde
edilebilmesi icin mwh/mwh ve fIr¥/TM3, Bd® bireyleri arasindaki
caprazlamalar (Graf vd 1984)

2.6. Resveratrol Dozlarinin 48 £ 4 ve 72 £ 4 Saatlik Uygulamalar:

Elde edilen bir grup transheterozigot larva 48 + 4 saatlik olduklarinda, bir bagka grup
transheterozigot larva ise 72 + 4 saatlik olduklarinda Resveratrol’iin genotoksik

olmadig1 6n ¢aligmalarla belirlenen {i¢ (3) dozuna (1, 5 ve 10 mM) maruz birakilmistir.

2.7. Etil Metan Siilfonat, 4-Nitrokinolin Oksit, Potasyum Dikromat ve Resveratrol

Dozlarinin On Uygulamalari ve Es Zamanh Uygulamalar

On ¢alismalarla genotoksik oldugu belirlenmis olan EMS (1 mM), 4-NQO (3 mM) ve
K>Cr,07 (I mM) ’un genotoksisitesine karst Resveratrol’iin ii¢ dozunun (1, 5 ve 10
mM) antigenotoksik etkileri 6n uygulamalar ve es zamanli uygulamalar ile test
edilmistir. On uygulama g¢aligmalarinda 48 + 4 saatlik larvalar én uygulamali olarak
Resveratrol’iin farkli dozlarina maruz birakildiktan sonra ayni larvalar 24 saat sonra
EMS, 4-NQO ve K,Cr,07 "1n genotoksik dozlarina maruz birakilmistir. Bunun yani sira
bir bagka larva grubu 72 + 4 saattlik olduklarinda Resveratrol ve mutajenlere es zamanl

maruz birakilmistir.
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Imajinal diskler, larval gelisim periyodu boyunca siirekli mitotik boliinme ile
biiyliyen hiicrelerdir. Kanat imajinal disk hiicreleri, birinci larval evrede yaklasik 50-100
kadardir. Ugiincii larval evrede (72 saatlik larva) bu say1 yaklasik 24.400’e ulasmaktadir
(Graf 1995). Geng larvalarda olusan klonlar say1 bakimindan azdir fakat bunlar oldukca
biliylik klonlardir. Larval gelisim esnasindaki siirekli hiicre ¢ogalmasi, imajinal
disklerdeki hedef hiicre sayisinin artmasina neden olur. Boylece mutajen uygulanan
larvanin yaginin artmasi ile birlikte klon indiiksiyon frekansinin artmasi beklenir. Artan
klon sayisinin aksine olusan klonlarin biiytikliikleri geng larvalara gore daha kiigiiktiir.
Bu yiizden kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi icin mutajen

uygulanmasinda en uygun zamanin 72. saat oldugu bildirilmektedir (Graf 1995).

On uygulamalar icin sekiz saat boyunca toplanan dollenmis yumurtalardan ¢ikan
larvalar ikinci larval evreye ulastifinda (48 saat sonra) besinler musluk suyu altinda
yikanarak larvalar ince gozenekli metal elekten gecirilerek ayrildi. 48 + 4 saatlik
larvalarin uygulama ortami olarak kullanilan plastik tiipler igerisine birer dl¢ii (~ 4.5 gr)
hazir Drosophila besini (Drosophila Instant Medium) (Formula 4-24, Carolina
Biological Supply Co., Burlington, NC, ABD) konuldu ve besinler uygulamadan hemen
once hazirlanmis Resveratrol derisimlerinin 9 ml’si ile nemlendirildi. Her bir tiip
icerisine musluk suyu altinda ayrilan larvalardan 1-2 spatiil dolusu (yaklasik 100 larva)
konuldu ve tiiplerin agizlar siinger tikaclarla kapatildi. Resveratrol uygulanan tiipler 25
+ 0.5 °C’deki inkiibatére (Sanyo) konuldu. 24 saat boyunca Resveratrol ile
nemlendirilmis besinle beslenen larvalar 72 + 4 saatlik olduklarinda ayni sekilde EMS,

4-NQO ve K,Cr,07’1n farkli dozlarina maruz birakildi.

Es zamanli uygulamalar i¢in ise sekiz saat boyunca toplanan dollenmis
yumurtalardan ¢ikan larvalar ti¢linciil larval evreye ulagtiginda (72 saat sonra) besinler
musluk suyu altinda yikanarak larvalar ince gdzenekli metal elekten gecirilerek ayrildi.
72 + 4 saatlik larvalarin uygulama ortami olarak kullanilan plastik tiipler igerisine birer
Ol¢ii (~ 4.5 gr) hazir Drosophila besini (Drosophila Instant Medium) (Formula 4-24,
Carolina Biological Supply Co., Burlington, NC, ABD) konuldu ve besinler
uygulamadan hemen 6nce hazirlanmig Resveratrol derisimleri ile ¢oziilerek hazirlanan

EMS (I mM), 4-NQO (3 mM) ve KyCr,O7; (1 mM) cozeltilerinin 9 ml’si ile
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nemlendirildi. Her bir tiip i¢erisine musluk suyu altinda ayrilan larvalardan 1-2 spatiil

dolusu (yaklagik 100 larva) konuldu ve tiiplerin agizlar siinger tikaclarla kapatildi.

Caligilan her bir derisim i¢in normal kanatli bireylerden cinsiyet gozetilmeksizin
tesadiifi olarak 40 birey (80 kanat) secilerek kanat preparatlar1 hazirlandi. Her bir
derisim i¢in 80 kanadin istatistiki degerlendirmeler i¢in yeterli oldugu Frei ve Wiirgler

(1995) tarafindan belirlenmistir.

Antigenotoksik etkinin tespit edilebilmesi icin asagidaki gibi bir deneysel yol

izlenmisgtir:

1- Birinci grupta 48 saatlik (2. larval evre) transheterozigot larvalar 6n ¢alisma
ile belirlenen Resveratrol’iin 1, 5 ve 10 mM dozlarina maruz birakilmistir.

2- lkinci grupta, 72 saatlik larvalar sadece Resveratrol’iin 1, 5 ve 10 mM
dozlarina maruz birakilmstir.

3- Ugiincii grupta, 48 saatlik (2. larval evre) transheterozigot Resveratrol’iin 1,
5 ve 10 mM dozlarina maruz birakilan larvalar 72 saatlik olduklarinda 1 mM EMS, 3
mM 4-NQO ve 1 mM K,Cr,07 bilesiklerine maruz birakilmstir.

4- Dordiincii grupta, 72 saatlik larvalar es zamanli olarak hem Resveratrol’iin
I, 5 ve 10 mM dozlarma hem de 1 mM EMS, 3 mM 4-NQO ve 1 mM K,Cr,O;
bilesiklerinin dozlarina maruz birakilmstir.

5- Besinci grupta, transheterozigot larvalar 48. ve 72. saatlerde ayr1 ayr1 sadece
distile suya ve 72. saatte % 5 etanole maruz birakilmistir. Buradan elde edilecek bireyler

negatif kontrol olarak kullanilmistir.

2.8. Ergin Bireylerin Toplanmasi ve Kanat Preparatlarinin Hazirlanmasi

Yapilan tiim uygulamalardan sonar farklilasarak pupadan ¢ikan ergin bireyler eterle
bayiltildiktan sonra toplandi. Yeterli sayida birey elde edilinceye kadar her giin bu
isleme devam edildi. Toplanan bireyler, kanat preparatlar1 hazirlanincaya kadar %

70’lik etil alkole alinarak +4 °C’de saklanda.
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Kanat preparatlarinin hazirlanmasinda kullanilan Faure ¢ozeltisinin icerigi asagidaki

gibidir (Kaya 2000).

» Gum arabic :30g
» Gliserol : 20 ml
» Kloral hidrat :50g
» Distile su : 50 ml

Kanat preparatlar1 hazirlanmadan 6nce uygulamalardan elde edilen normal kanatl
bireyler distile su igerisine alindilar. Cukur lam {izerine 1-2 damla Faure soliisyonu
damlatilarak distile su igerisindeki bireyler birer birer soliisyon igerisine alindilar. Daha
sonra ince u¢lu pens ve igne yardimiyla Nikon SMZ645 model stereo mikroskop altinda
bireylerin kanatlar1 viicutlarindan ayrildi. Ayirma isleminde, kanata ve iizerindeki
killara zarar verilmemesine dikkat edildi. Ayn bireye ait kanatlar ¢iftler halinde diizgiin
bir sekilde lam tizerine yerlestirildi (Sekil 2.9). Hazirlanan preparatlar bir giin siire ile
tozsuz bir ortamda kurumasi i¢in bekletildi. Kuruyan preparatlarin {izerine 1-2 damla
Faure soliisyonu damlatilarak lamel (24X60 mm) ile hava kabarcig1 kalmayacak sekilde
kapatildi. Preparatlar kurutma kagidina sarildiktan sonra f{izerlerine metal bloklar
konarak en az iki giin kurumaya birakildilar. Preparatlar tamamen kuruduktan sonra
kenarlarina tasmis olan fazla Faure soliisyonu distile su ve kurutma kagidi yardimiyla

temizlenerek sayima hazir hale getirildi (Sekil 2.9).

Y EYEYEY
YEYEYLY.

YEYRYEY,
YEYEYLY,

Sekil 2.9. Kanat preparatlarinin hazirlanmasi (Orijinal)

22



2.9. Kanat Preparatlarinin Mikroskoptaki Analizi

Hazirlanan kanat preparatlart Nikon YS100 model 151k mikroskobunda 40X10
biiyiitmede incelendi. Kanat iizerindeki sektdrler incelemede kolaylik saglamasi
agisindan A, B, C, C', D, D' ve E olarak boliimlere ayrildi (Sekil 2.10). Her bir
sektorilin her iki yliziindeki (dorsal ve ventral) hiicre tabakalari da mikrovida yardimiyla

kontrol edilerek mutant klonlarin olup olmadig1 incelendi ve bunlarin kayitlar1 tutuldu

(Kaya 2000).

Sekil 2.10. Kanat sektorlerinin sematik gorinimi (Graf vd 1984)

Sayimda mutant klonlar, kiigiik tek tip klon, biiyiik tek tip klon ve ikiz klon olmak
tizere li¢ kategoride degerlendirildi. Bu simiflandirmanin biyolojik ac¢idan anlamli
oldugu Graf vd (1984) tarafindan gosterilmistir. Siniflandirmada kiigiik tek tip klonlar

sadece 1 veya 2 tane mwh hiicrelerinden olusmaktadir (Sekil 2.12).

Biiyiik tek tip klonlar 3 veya daha fazla mwh ya da 4 veya daha fazla flr® mutant
hiicrelerinin olusturdugu klonlardir (Sekil 2.11 ve Sekil 2.14). Daha 6nce yapilan
caligmalarda flr® klonlar icin dortten daha az sayida gozlenen sadece flr® fenotipteki
trikomlarin  olusturdugu klonlarm varyasyon nedeniyle oldugu, bu yiizden flr®
fenotipteki klonlar i¢in dortten daha fazla sayidaki hiicrelerin sayima dahil edilmesi
gerektigi belirtilmistir (Szabad vd 1983). Bu nedenle kiigiik tek tip klonlar sadece mwh
hiicrelerden olusmaktadir. Diger bir kategori olan ikiz klonlar ise mwh ve flr?

hiicrelerinin ayni klon igerisinde dagilmis olarak bulundugu klonlardir (Sekil 2.13).
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Sekil 2.11. Biiyiik tek tip mwh mutant klonlarin goriiniimii (Orijinal)

Sekil 2.12. Kiigiik tek tip mwh mutant klonlarin goriiniimii (Orijinal)
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Sekil 2.14. Biiyiik tek tip flr® mutant klonlarin gériiniimii (Orijinal)
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mwh ve flr® hiicreleri ayni klon igerisinde bulunabildikleri gibi yan yana iki ayri klon
olarak da bulunabilirler. Graf vd (1984) birbirine komsu iki mutant klonun
siniflandirilmasinda, iki klon arasinda ii¢ yada daha fazla sayida yaban tip trikoma sahip
hiicre siras1 varsa bunlar1 iki farkli klon olarak degerlendirmislerdir. mwh klonlarin
olugmasi nokta mutasyon, delesyon, ayrilmama ve rekombinasyon sonucu olmaktadir
(Sekil 2.15). Buna karsin, gerek flr® klonlar gerekse ikiz klonlar flr® geni ile sentromer

arasinda gerceklesen bir rekombinasyon sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.15).

26



+ fir
wh 4 | TEETE
+ fir ELOH
- o+
SR i £37
T 4
mh i
NOKTA MUTASY 0N
1. bite Mitoz 2. hiiae Eloudr
ot +
— 1
mwd + r » i"lfll;
b+ | TEETIP
. i | ELOW
mwh + i K
i "4
H'JJ.{
i L
REKOMBINASYON DELESYON

REEONEBINASYON AYRILMANA ¥ fir

Sekil 2.15. mwh/flr® genotipindeki bireylerde goriilebilecek genetik anomaliler (Graf vd
1984)
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2.10. Klon Indiiksiyon Frekansinin Hesaplanmasi

Kronik uygulamalarda her hiicrede ve her hiicre boliinmesindeki ortalama indiiksiyon

frekansi asagidaki formiil ile hesaplanmaktadir (Szabad vd 1983).

n

- x 10°
NxC

f

Sadece mwh klonlar g6z Oniline alinirsa, denklemdeki “f” mwh klonlarin
indiikksiyonunun ortalama frekansini, “n” gozlenen toplam mwh klon sayisini, “ N ”
analiz edilen kanat sayisin1 ve “C” bir kanat iizerindeki incelenebilecek hiicre sayisini
gostermektedir. Daha oOnceki yapilan caligmalarla bu saymin 24.400 oldugu
belirlenmistir (Garcia-Bellido ve Merriam 1971).

Ayrica inhibisyon/indiiksiyon yiizdeleri de asagidaki formiil yardimiyla
hesaplanmistir (Abraham 1994):

Inhibisyon/Indiiksiyon = a-b x 100
a

a, tek basina kimyasal tarafindan indiiklenen toplam klon frekansini1 ve b, kimyasal ile

birlikte Resveratrol’iin uygulandig1 dozlarin toplam klon frekansini gostermektedir.

2.11. Verilerin Degerlendirilmesi

Saymmlar sonucunda elde edilen veriler Drosophila kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi i¢in hazirlanmig olan bilgisayar programi (MICROSTA)
yardimiyla degerlendirildi. Degerlendirme yapilmadan once iki farkli hipotez kuruldu.
Orijinal (null) hipotez (Hp)’da uygulamalar ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
fark olmadig1 varsayildi. Alternatif hipotez (Ha)’da ise uygulama grubundaki
indiiklenen mutasyon oraninin kontrol grubundan m defa daha fazla oldugu varsayildi.

Orjinal ve alternatif hipotezler Binomial Sartli Test kullanilarak hesaplandi.

Hesaplama sonucunda eger uygulama grubundaki (n;) mutant sektor sayisi ¢izelge
degerine esit veya biiylikse Hy red edildi. Ayni sekilde, kontrol grubundaki (n.) mutant

sektor sayist eger ¢izelge degerine esit veya biiylikse Ha red edildi. Orijinal ve alternatif
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hipotezlerin kabul veya red edilmesinde karar verilirken Kastenbaum ve Bowman

(1970) cizelgesinden yararlanildi.

Degerlendirmenin nasil yapildigi Cizelge 2.1°de gosterilmistir (Selby ve Olson 1981,
Frei ve Wiirgler 1988).

Cizelge 2.2. Orijinal ve alternatif hipotezlerin degerlendirilmesi

Hj

HiPOTEZLER

KABUL (1-p) RED (B)

KABUL ONEMSIZ FARK NEGATIF
(1-a) P=(1-a)(1-B)=1-0—P+ap P=(1-0)B=P—ap

RED POZITIF ZAYIF POZITIF
(o) P=a(1-B)=0—of P=ap

Bu degerlendirmelerle sonuclar; Hy ve Ha’nin kabul veya red edilmesine gore
Cizelge 2.2 kullanilarak pozitif (+), zayif pozitif (z), 6nemsiz fark (i) veya negatif (-)

olarak degerlendirildi.
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3. BULGULAR

Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile
antigenotoksikolojik 6zellikleri degerlendirilen Resveratrol uygulamalarindan elde
edilen sonuglar Cizelge 3.1-3.4’de gosterilmistir. Resveratrol’lin antigenotoksik etkileri
degerlendirilirken her bir derisim i¢in, normal kanath bireylerden kanat preparatlari
hazirlanarak incelenmistir. Bu g¢alismada toplam 2560 kanadin mikroskop altinda

incelenmistir.

3.1. Kontrol Gruplar

3.1.1. 48 = 4 saatlik Resveratrol dozlari, distile su ve etil metan siilfonat (EMS)

uygulamalari

48 + 4 saatlik distile su uygulamasinda, preparati yapilan 80 kanatta 14 adet kiiciik
tek tip klon, 3 adet biiyiik tek tip klon, 1 adet ikiz klon olmak iizere toplam 18 adet klon
belirlenmigtir. Toplam mwh klon sayist ise 18 olarak bulunmustur. Distile su
uygulamasinda klon indiikksiyon frekanst ise 0.92 (Bkz. Cizelge 3.1) olarak

hesaplanmustir.

Calismamizda pozitif kontrol olarak kullanilan ve daha 6nceki ¢alismalarda (Graf vd
1984, Kaya 2000) genotoksik oldugu belirlenmis olan Etil Metan Siilfonat (EMS)
uygulamalarinin sonucunda, distile su ile karsilastirildiginda tiim klon tiplerinde pozitif
sonuclar gozlenirken Resveratrol’iin ¢alisilan dozlarinin higbirinde istatistiksel anlamda

negatif kontrol grubundan fark tespit edilmemistir (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Resveratrol Dozlarinin 48 + 4 saatlik Uygulamalari

Dozlar Kanat Kiigiik tek tip Biiyiik tek tip ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar1 Klon Indiiksiyon
Sayis1 (N) klonlar klonlar (m=5) klonlari (m=2) Frekansi
(1-2 hiicre) (m=2) (> 2 hiicre) (m=5) (m=2) (10° hiicre)
No Fr D No Fr D No Fr No Fr No Fr
Distile su 80 14 (0.18) 3 (0.04) 1 (0.01) 18 (0.23) 18 (0.23) 0.92
1 mM EMS 80 116 (1.45) + 87 (1.09) + 33 (0.41) 230 (2.88) 236 (2.95) 11.8
Resveratrol (mM)
1 80 13 0.16) - 0 (0.00) - 0 (0.00) 13 (0.16) 13 (0.16) 0.67
5 80 17 0.21) 1 1 0.01) - 1 (0.01) 19 (0.24) 19 (0.24) 0.97
10 80 9 0.11) - 1 0.01) - 1 (0.01) 11 (0.14) 11 (0.14) 0.56

Fr., frekans; D., istatistik sonug¢larinin gosterimi (Frei ve Wiirgler 1988): +, pozitif; negatif; 1, onemsiz fark; m=¢arpim faktorii; olasilik

diizeyi= 0.05
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RESVERATROL DOZLARININ 48 + 4 SAATLIK UYGULAMALARI

1.4
1,2
) B Distile su
5 08 m | M EMS
E 06
= Ol mM RES
L 04
o
0,2 O5mM RES
0
E10mMRES
é.
%,

Sekil 3.1. Resveratrol dozlarmin (1, 5 ve 10 mM) 48 + 4 saatlik uygulamalarina ait
klon frekans dagilinm
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3.1.2. 72 £ 4 Saatlik Resveratrol dozlar, distile su, % 5 etanol, etil metan siilfonat
(EMS), 4- nitrokinolin oksit (4-NQOQO) ve potasyum dikromat (K,Cr,0)

uygulamalar

72 + 4 saatlik 3. evre transheterozigot larvalara distile su, % 5 etanol, EMS (1 mM),
4-NQO (3 mM) ve K,Cr,0O7; (I mM) Resveratrol’iin dozlart (1, 5 ve 10 mM)

uygulanmistir.

3 mM 4-NQO uygulamasi sonucu elde edilen bireylerin kanat preparatlar1 kontrol
grubu olan % 5 etanol uygulamalarindan elde edilen sonuclarla karsilastirildiginda tiim
klon tiplerinde istatistiksel anlamda farklarin oldugu gézlenmistir (Cizelge 3.2). 1| mM
K>Cr,07 ve 1 mM EMS uygulamalar1 sonucu elde edilen bireylerin kanat preparatlar
kontrol grubu olan distile su uygulamasindan elde edilen sonuglar ile karsilastirildiginda
tim klon tiplerinde hem EMS, hem de K,Cr,O; da istatistiksel oranda artis
gbzlenmistir. (Cizelge 3.2). 1, 5 ve 10 mM Resveratrol uygulamalar1 sonucu elde edilen
bireylerin kanat preparatlar1 kontrol grubu olan distile su ile karsilagtirildiginda farklarin

istatiksel olarak 6nemli olmadig1 gézlenmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Etil Metan Siilfonat (EMS), 4-Nitrokinolin oksit (4-NQO), Potasyum Dikromat (K,Cr,07) ve Resveratrol (Res) Dozlarinin
72 + 4 Saatlik Uygulamalari

Dozlar Kanat Kiiciik tek tip Biiyiik tek tip ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlart Klon indiiksiyon
Sayis1 (N) klonlar klonlar (m=5) klonlart (m=2) Frekanst
(1-2 hiicre) (m=2) (> 2 hiicre) (m=5) (m=2) (10° hiicre)
No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D

Distile su 80 18 (0.23) 1 (0.01) 0 (0.00) 19 0.24) 19 (0.24) 0.97
Etanol (% 5) 80 7 (0.18) 6 (0.09) 1 (0.01) 14 (0.18) 14 (0.18) 0.72
1 mM EMS 80 112 (1.40) + 81 (1.01) + 39 (049 + 229 (2.86) + 234 (2.93) + 11.7
3 mM 4-NQO 80 73 (091) + 117 (1.46) + 41 (0500 + 219 (2.70) + 231 (2.89) + 11.2
1 mM K,Cr,04 90 119 (1.32) + 69 0.77) + 55 (0.61) + 237 (2.63) + 243 (2.70) + 10.8

Resveratrol (mM)

1 80 12 (0.15) - 4 (0.05) i 0  (0.00) i 16 (020) - 16 (020) - 0.82
5 80 7 (0.09) - 6  (0.08) i 1 (001 i 13 (0.16) - 14 (0.18) - 0.67
10 80 6  (0.08) - 2 (0.03) i 1 (0.01) i 9 0.11) - 9 (0.11) - 0.46

Fr., frekans; D.,istatistik sonug¢larinin gosterimi (Frei ve Wiirgler 1988) : +, pozitif; -, negatif; i, onemsiz fark; m=carpim faktorii; olasilik
diizeyi= 0.05
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RESVERATROL DOZLARININ 72 + 4 SAATLIK UYGULAMALARI

B Distile su

OEtanol (% 5)

O]l mM RES

7 O5mM RES

Klon Frekansi

Bl0mM RES

B mM EMS

@3 mM 4-NQC

B mM K2C1207

Sekil. 3.2. 72 + 4 saatlik D. melanogaster larvalarina distile su, etanol (% 5),
Resveratrol dozlar1 (1, 5 ve 10 mM), EMS (1 mM), 4-NQO (3 mM) ve
K>Cr;07 (1 mM) uygulamalarina ait klon frekans dagilimi

35



3.2. Etil Metan Siilfonat (EMS), Potasyum Dikromat (K,Cr,07) ve 4-Nitrokinolin
Oksit (4-NQO) ve Resveratrol 72 + 4 Saatlik Es Zamanh Uygulamalari

72 + 4 saatlik 3. evre trans-heterozigot larvalara es zamanli olarak EMS (1 mM), 4-
NQO (3 mM) ve K,Cr,0O; (1 mM) Resveratrol’iin dozlarn (1, 5 ve 10 mM)

uygulanmistir.

Resveratrol ve EMS’ nin es zamanli uygulamalarindan elde edilen sonuglar ile
kontrol grubu olan distile su uygulamasindan elde edilen sonuglar karsilagtirildiginda
tiim klon tiplerinde istatistiksel anlamda 6nemli bir fark olmadigi gozlenirken sadece
ImM Resveratrol + EMS uygulamasinda kii¢iik tek tip klonlarda zay1f pozitif (z) sonug
gozlenmistir (Cizelge 3.3). Ayrica hesaplanan inhibisyon/indiiksiyon yiizdelerinde,
sadece 1 mM Resveratrol + EMS uygulamasinda indiiksiyon gozlenirken, 5 ve 10 mM

Resveratrol + EMS uygulamalarinda doza bagli inhibisyon gozlenmistir (Cizelge 3.3).

Resveratrol ve 4-NQO’un es zamanli uygulamalarinin sonuglari ile kontrol grubu olan
distile su uygulamasinin sonuglar1 tim klon tipleri acisindan degerlendirildiginde
aralarindaki farkin istatiksel anlamda 6nemsiz oldugu ve sadece 10 mM Resveratrol +
4-NQO uygulamasinda toplam klonlarda zayif pozitif (z) sonu¢ gozlenmistir (Cizelge
3.3). Ayrica hesaplanan Inhibisyon/indiiksiyon yiizdelerinde, sadece 10 mM Resveratrol
+ 4-NQO uygulamasinda indiiksiyon gozlenirken, 1 ve 5 mM Resveratrol + 4-NQO

uygulamalarinda inhibisyon gdzlenmistir (Cizelge 3.3).

Resveratrol ve K,Cr,O7’1n es zamanli uygulamalarinin sonucunda elde edilen veriler
ve kontrol grubundan elde edilen veriler karsilastirildiginda tiim klon tiplerinde
istatistiksel oranda oOnemli bir fark olmadigr gozlenmistir (Cizelge 3.3). Ayrica
hesaplanan inhibisyon/indiiksiyon yiizdelerinde tiim dozlarda (1, 5 ve 10 mM Res +
K,Cr;07) inhibisyon gbzlenmistir (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3. Resveratrol (Res) ve Etil Metan Siilfonat (EMS), 4-Nitrokinolin Oksit (4- NQO), Potasyum Dikromat (K,Cr,07)’ in 72 + 4

Saatlik Uygulamalari
Dozlar Kanat Kiigiik tek tip Biiyiik tek tip ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar1 Klon iﬂhi})is}.’on /
Sayisi klonlar klonlar (m=5) klonlar1 (m=2) Indiiksiyon Indul§s1y0n
(N) (1-2 hiicre) (m=2) (> 2 hiicre) (m=2) Frekansi (%)
(m=5) (10° hiicre)
No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D
1 mM EMS 80 112 (1.40) + 81 (1.01) + 39 (049) + 229 (2.86) + 234  (292) + 11.73
3 mM 4-NQO 80 73 0.91) + 117 (1.46) + 41 (0.50) + 219 (2.70) + 231 (2.89) + 11.2
1 mMK,Cr,0, 90 119 (1.32) + 69 (0.77) 55 (0.61) + 237 (2.63) + 243 (270)  + 10.8
Res + EMS’nin 72+4 saat es zamanli uygulamalari
1 mM Res + 80 143 (1.74) z 77 (0.96) - 28 (035) - 240 (3.00) - 248 (3.10) i 12.30 4.86 T
EMS
5 mM Res + 80 117 (146) - 62 (0.78) - 28 (035 - 202 (2.53) - 207 (2.58) - 10.35 11.76 ¢
EMS
10 mM Res + 80 76 (0.95) - 51 (0.64) - 13 (0.16) - 131 (1.64) - 140 (175 - 6.71 42.80 ¢
EMS
Res + 4-NQO’in 7244 saat es zamanli uygulamalart
1 mM Res + 80 48 (0.60) - 95  (1.18) - 44 (055) - 176  (220) - 187 (234) - 9.02 19.46 ¢
4- NQO
5 mM Res + 80 72 (0.90) - 9%  (1.18) - 41 (0.51) - 197 (2.46) - 207 (2.59) - 10.09 9.91 ¢
4-NQO
10 mM Res + 80 91 (1.14) - 130 (1.63) - 59 (0.74) - 262 (328) - 280  (3.50) z 13.42 19.82 T
4-NQO
Res + K,Cr,O;’1n 72+4 saat es zamanli uygulamalari
1 mM Res + 80 28 (035) - 37 (046) - 41 (051) - 104 (1.30) - 106 (1.33) - 5.32 50.74 ¢
KQCIQO7
5 mM Resv + 80 39 (049) - 51 (0.64) - 46 (0.58) - 134 (1.68) - 136  (1.70) - 6.86 36.48 ¢
chr207
10 mM Res + 80 26 (033) - 46 (0.58) - 43 (054) - 112 (1.40) - 115 (1.44) - 5.74 46.85 ¢
KQCT207

Fr., frekans; D., istatistik sonuglarin gosterimi (Frei ve Wiirgler 1988): +, pozitif; z, zayif pozitif; -, negatif; i, 6nemsiz fark; m=carpim faktorii; olasilik diizeyi= 0.05
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RESVERATROL VE MUTAJENLERIN 72 + 4 SAATLIK UYGULAMALARI

Bl M EMS

B3 mM 4-NQO

Bl mM K2Cr207
E1 mM RES+EMS
05 mM RES+ EMS
O10 mM RESHEMS
8] mM RES+H4-NQO

Klon Frekansi

B 5 mM RES+H4-NQO
B10mM RES+4-NQO
01 mM RES+K2C1207
E 5 mM RES+HK2C1207
Ol10mM RESHK2Cr207

Sekil 3.3. 72 + 4 saatlik D. melanogaster larvalarina es zamanli EMS (1 mM), 4-NQO
(3 mM), K»,Cr,07 (1 mM) ve Resveratrol dozlarinin (1, 5 ve 10 mM)
uygulamalarina ait klon frekans dagilimlari
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3.3. Resveratroliin 48 + 4 Saatte On Uygulamasi ve 72 + 4 Saatte Etil Metan
Siilfonat (EMS), 4-Nitrokinolin Oksit (4-NQO) ve Potasyum Dikromat
(K>Cr,07) Uygulamalari

48 + 4 saatlik 2. evre transheterozigot larvalara 6n uygulama olarak Resveratrol
dozlar (1, 5 ve 10 mM) ayni larvalar 72 + 4 saatlik olduklarinda ise, EMS (1 mM), 4-
NQO (3 mM) ve K,Cr,07 (1 mM) uygulanmustir.

Resveratrol ve EMS’nin 6n uygulamalarinin sonuglar ile distile su uygulamasindan
elde edilen sonuglar karsilagtirildiginda tiim klon tiplerinde farkin istatiksel anlamda
onemli olmadig1 gozlenmistir (Cizelge 3.4). Ayrica hesaplanan Inhibisyon/indiiksiyon
ylizdelerinde, uygulanan tiim dozlarda (1, 5 ve 10 mM Res + EMS) inhibisyon
gbzlenmistir (Cizelge 3.4).

Resveratol ve 4-NQO’un On uygulamalarindan elde edilen bireylerin kanat
preparatlar1 kontrol grubu olan distile su uygulamasindan elde edilen sonuglarla
karsilagtirildiginda tiim klon tiplerinde istatistiksel anlamda 6nemli bir fark olmadigi
gozlenirken sadece 10 mM Resveratrol + 4-NQO uygulamasinda toplam mwh klonlari
ve toplam klonlarda zayif pozitif (z) sonuglar goézlenmistir (Cizelge 3.4). Ayrica
hesaplanan inhibisyon/indiiksiyon yiizdelerinde, sadece 10 mM Resveratrol + 4-NQO
uygulamasinda indiiksiyon gdzlenirken, 1 ve 5 mM Resveratrol + 4-NQO

uygulamalarinda inhibisyon gdzlenmistir (Cizelge 3.4).

Resveratrol ve K,Cr,O7 6n uygulamalarinin sonuglari kontrol grubunun sonuglart ile
karsilastirildiginda, aralarindaki farkin istatistiksel agidan 6nemsiz oldugu belirlenmistir
(Cizelge 3.4). Ayrica hesaplanan inhibisyon/indiiksiyon yiizdelerinde tiim dozlarda (1, 5
ve 10 mM Res + K,Cr,05) inhibisyon gozlenmistir (Bkz. Cizelge 3.4).

39



Cizelge 3.4. Resveratrol (Res) Dozlarinin 48 + 4 Saatlik On Uygulamas1 ve 72 + 4 Saatlik EMS, 4-NQO ve K,Cr,0; Uygulamalari

Dozlar Kanat Kiigiik tek tip Biiyiik tek tip ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar1 Klon iﬂhi})is}.’on /
Sayisi klonlar klonlar (m=5) klonlari (m=2) Indiiksiyon Indul§s1y0n
(N) (1-2 hiicre) (m=2) (> 2 hiicre) (m=2) Frekanst (%)
(m=5) (10° hiicre)
No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D
1 mM EMS 80 112 (1.40) + 81 (1.01) + 39 (049) + 229 (2.86) + 234  (292) + 11.73
3mM4-NQO 80 73 091) + 117 (146) + 41 (0.50) + 219 (270)  + 231 (289)  + 11.2
1 mMK,Cr,0, 90 119 (132) + 69 (0.77) 55 (0.61) + 237 (2.63) + 243 (270)  + 10.8
48. saat Res + 7244 saat EMS uygulamast
1mM Res + 80 38 (048) - 27 (0.34) - 10 (0.13) - 72 0.90) - 75 0.94) - 3.69 68.54 ¢
EMS
5 mM Res + 80 50 (0.63) - 31 0.39) - 19 (0.24) - 100 (1.25) - 100 (1.25) - 5.12 56.35 ¢
EMS
10 mM Res + 80 85 (1.06) - 44 (0.55) - 12 (015 - 137 (1.71) - 141 (1.80) - 7.02 40.15 ¢
EMS
48. saat Res +7244 saat 4-NQO uygulamasi
1mM Res + 80 118 (148) + 96 (1.20) - 39 (049) - 243 (3.03) i 253 (3.16) i 12.45 6.14 T
4-NQO
5 mM Res + 80 82  (1.03) - 76 (0.95) - 18 (023) - 170 (2.13) - 176 (220) - 8.71 22.23¢
4-NQO
10 mM Res + 80 114 (143)  + 122 (1.53) - 4 (055 - 266 (333) z 280 (3.50) z 13.62 21.61 T
4-NQO
48. saat Res + 7244 saat K,Cr,O; uygulamasi
1 mM Res + 80 9 ©.11) - 9 (0.11) - 3 0.04) - 21 0.26) - 21 026) - 1.08 90 $
KQCIQO7
5 mM Res + 80 11 (0.14) - 12 (0.15) - 6 (0.08) - 29 0.36) - 29 (0.36) - 1.49 86.2 ¢
chr207
10 mM Res + 80 13 (0.16) - 14 (0.18) - 15 (019 - 40 0.50) - 41 (051 - 2.05 81.2 ¢
KQCT207

Fr., frekans; D., istatistik sonuclarinin gosterimi (Frei ve Wiirgler 1988): +, pozitif; z, zayif pozitif; -, negatif; i, onemsiz fark; m=¢arpim faktorii; olasilik diizeyi=0.05
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48+ 4 SAATTE RESVERATROL ON UYGULAMASI VE 72+ 4 SAATTE
MUTAJENLERINUYGULANMASI

Klon Frekans:

B mM EMS

B3 mM 4-NQO

Bl M K2Cr207

B mM RES+EMS

O35 mM RES+ EMS
O10mM RES+EMS
O1 mM RES+4-NQO
B5 mM RES+4-NQO
B 10 mM RES+4-NQO
O1 mM RES+K2Cr207
5 mM RES+K2C1207

O10mM RES+K2Cr207

Sekil 3.4. 48 + 4 saatlik D. melanogaster larvalarina Resveratrol dozlarinin (1, 5 ve 10
mM) 6n uygulamasi ve 72 + 4 saatlik EMS (1 mM), 4-NQO (3 mM) ve
K,Cr;07 (1 mM) uygulamalarina ait klon frekans dagilimlari
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4. TARTISMA

Canlilar giinliik yasamlarinda ultraviyole (UV), ¢esitli kimyasal maddeler, pisirme
sonucu aciga c¢ikan farkli toksikantlar, hava ve su kirliligi gibi etmenlerle pek ¢ok
ekzojen kaynakli maddelere maruz kalmaktadir. Tiim bu ekzojen kaynakli genotoksik
maddelerin disinda organizmanin kendi metabolik faaliyeti sonucunda da c¢esitli
genotoksik maddeler agia ¢ikmaktadir. Bunlarin basinda, oksijenli solunum zincirinde
tiretilen ROS gelmektedir. ROS basta genetik materyale olmak iizere hiicrede pek ¢ok
makromolekiilde (lipitler, proteinler, enzimler) hasara neden olabilmektedir. Genetik
materyalin hasar gérmesi sonucunda, ¢esitli mutasyonlar, hiicre dongiisii kontroliiniin
bozulmasin takiben kontrolsiiz hiicre boliinmesiyle kanserlesme ve bunlarin yani sira
hiicre olimii gergeklesebilir. Genetik materyal sadece ekzojen ve endojen kaynakli
genotoksik bilesiklere maruz kalarak hasar gérmez, bunun yani sira genetik materyal
kendini kopyalarken de spontan olarak replikasyon hatalart meydana gelebilir. Genetik
materyalin hasar goérmeden kalmasi organizmanin yasamsal faaliyetlerini yerine
getirebilmesi ve hayatta kalabilmesi icin elzemdir. Bu sebepten oOtiirli organizmanin
savunma ve tamir mekanizmalar1 genetik materyalin korunmasini saglar. Organizmanin
endojen savunma mekanizmalarinin yani sira son yillarda yapilan ¢aligmalar disaridan
beslenme yoluyla alinan bazi koruyucu maddelerin genotoksik hasarin onlenmesinde
etkili oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Disaridan alinan gida kaynakli koruyucu maddelerin
basinda ROS’un sebep oldugu oksidatif hasara karst onemli rolii olan gida
antioksidanlart gelmektedir. Diyette bulunan bitki polifenollerinin de hiicrenin
antioksidan enzimlerin ifadelenmesinde diizenleyici etkileri oldugu bilinmektedir (Sayin

vd 2008).

Polifenoller; flavanoidler, antosiyaninler, fenolik asitler, liganslar ve stilbenleri
kapsayan bir antioksidan ailesidir. Resveratrol stilbenlerin alt grubu olan ve iiziim,
sarap, yer fistig1 ve yaban mersininde bulunan polifenolik bir bilesiktir (Li vd 2006).
Resveratrol’iin antioksidan (Lee vd 1998), anti-karsinojen (Kundu vd 2008), trombosit
kiimelesmesini inhibe ederek kalp koruyucu (Markus ve Morris 2008) etkiye sahip
oldugu ifade edilmektedir. Resveratrol’iin kalp koruyucu etkisinin pek ¢ok yolla oldugu

bilinmektedir. Uziim ya da sarap ekstrakti, damar duvarinda 3’,5’-monofosfat (cGMP)
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miktarini arttirir, hem relaksasyon hem de cGMP’de artis NG-monometil-L-arjinin ya
da NG-nitro-L-arjinin (endotelyuma bagli gevsetici faktoriin sentezinin kompetetif
inhibitdrii) tarafindan ters cevrilir. Uziimdeki iiriinler tarafindan indiiklenen
vazorelaksasyona NO-cGMP yolu aracilik eder. Vazorelaksasyonda nitrik oksit (NO)’in
dogrudan rolii Resveratrol ile muame edilen pulmoner arter endotel hiicre kiiltiiriinde
nitrik oksit sentaz (NOS) etkinliginde artis bulundugunda gosterilmistir. Resveratrol’iin
NOS iiretimini etkileyerek kalp koruyucu etki gosterdigi saptanmustir (Das ve Maulik
2006). Ayrica Resveratrol’in kalp koruyucu etkilerine miyokardiyumdaki katalaz
etkinligini artirma yetenegi de eklenmektedir. Resveratrol in vivo antioksidan olarak
fonksiyon goriir, kalpte peroksil radikalini yakalayabilir ve bu yolla iskemi-reperfiizyon
hasarindan kalbi korur (Moskaug vd 2005). Brito vd (2006) tarafindan yapilan bir
calismada ise, sigir aortik endotel hiicresinde peroksinitritin aracilik ettigi endotel hiicre
toksisitesinde Resveratrol’iin etkisini hiicre canlili1, okside ve rediikte glutatyon diizeyi
ile degerlendirmislerdir. Resveratrol’iin peroksinitritin indiikledigi oksidatif strese karsi
hiicre i¢i indirgenmis glutatyon (GSH) diizeyini arttirarak kalp koruyucu etki
sagladigin1 gosterilmistir. Glutatyonun hiicre yagamindaki énemi dikkate alindiginda,
Resveratrol antioksidan 6zelligi ile kardiyovaskiiler sistemi koruyucu etkisine yeni bir
yaklagim saglamakta ve yeni tedavi stratejilerinin gelisimine katkida bulunmaktadir.
(Saym vd 2008). Sener vd ise (2006) Wistar albino siganlarda Resveratrol’lin iskemi-
reperfiizyon hasarina karsi renal dokuyu koruyucu etkisini radikalleri yakalama ve
antioksidan etkinligi ile gerceklestirdigini, GSH diizeyinin korunmasini saglayarak renal

dokuyu oksidatif strese kars1 korudugunu gostermislerdir.

Resveratrol’iin pek ¢ok biyolojik etkisi oldugu biliniyor, bunlardan bazilar1 diisiik
densiteli lipoprotein (LDL) kolesteroliin oksidasyonunun inhibisyonu, trombosit
kiimelesmesinin ve koagiilasyonun engellenmesidir (Frankel vd 1993, Bertelli vd 1995,

Pace-Asciak vd 1995).

Resveratrol, kimyasal karsinojenlerin tiimor baslatici, ilerletici ve tesvik edici ii¢
basamagini engelledigi i¢in kanser engelleyici ajan olarak kabul edilmektedir (Jang vd
1997) Yapilan arastirmalarin sonuglarina gore kanser engelleyici ajanlar, insan timor
hiicrelerinde apoptosisi baslatabilir (Fesus vd 1995, Samaha vd 1997). Resveratrol de
insan tiimor hiicrelerinde apoptosisi baslatabilir (Clement vd 1998, Surh vd 1999).
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Resveratrol’lin de i¢inde bulundugu bitki polifenollerinin ¢ogu, pro-oksidan olmalarinin
yaninda antioksidan ozellige sahiptirler (Inoue vd 1994, Ahmad vd 1992) bitki
polifenollerinin pro-oksidan etkileri onlarin anti kanser oOzelliklerinin ve apoptosis
baslatict 6zelliklerinin 6nemli bir mekanizmasini olusturabilir (Hadi vd 2000, 2007).
Resveratrol’iin ~ karsinogenesis ~ mekanizmasinin ~ kinazlar,  siklooksijenazlar,
riboniikleotid rediiktazlar ve DNA polimerazlar gibi pek cok hedef molekiilii inhibe
edici basamaklarindan kaynaklandig: diistiniiliiyor (Saiko vd 2008).

Resveratrol’iin Ozelliklerinden biri olan antioksidan etkisi ii¢ farkli antioksidan
mekanizma ile agiklanmaktadir. Bunlar;
1- Koenzim Q ile yarismak ve ROS olusum yerinde oksidatif zincir kompleksini
azaltmaktir. 2- Mitokondride olusan siiperoksit radikalini yakalamak, 3- Fenton
reaksiyonu Triinleri tarafindan indiiklenen lipid peroksidasyonunun inhibisyonudur
(Saym vd 2008). Resveratrol in vitro kosullarda ROS’un zayif yakalayicisi olsa da in
vivo olarak giiclii bir antioksidan islevi goriir. Resveratrol’iin in vivo antioksidan
ozelligi nitrik oksit sentezini arttirma yetenegi ile kuvvetlenmektedir. Bu baglamda in
vivo antioksidan olarak, nitrik oksit siliperoksiti yakalama yetenegine sahiptir.
Resveratrol ~ biyolojik  sistemlerde  bulunan  antioksidanlarin  hiicre  ici
konsantrasyonlarinin siirdiiriilmesini de saglamaktadir (de la Lastra ve Villegas 2007).
Resveratrol’iin antioksidan mekanizmasmi aciklamak i¢in pek ¢ok mekanizma
Onerilmistir, bunlardan biri, nikotinamid-adenin diniikleotit fosfat (NADPH) ve
adenozin 5’-difosfat (ADP)-Fe -lipit peroksidasyonunun ve UV‘nin indiikledigi lipit
peroksidasyonunun gii¢clii bir inhibitorii olmasi ve etkili bir radikal siipiiriicii olmasidir
(Miura vd 2000). Bunlar disinda Resveratrol’iin bilinen en dnemli 6zelliklerinden biri
NAD -bagimli histon deasetilazlar sinifindan sirtuinleri aktive edebilme yetenegidir
(Chen vd 2009, Yu vd 2009). Sirtuin sinifi enzimlerin memelilerde pek c¢ok iiyesi
vardir-SIRT1 den SIRT7’ye kadar. SIRTUIN1, kalori kisitlamasi ve Resveratrol ile
aktive olarak saglikli yasami ve dmiir uzunlugunu yonlendirdigi gibi DNA tamiri, hiicre
canliligl, glukoneogenez, hiicre dongiisiiniin kontrolii, yag asidi metabolizmas1 ve
insiilin hassasiyeti gibi pek cok temel yolakla iliskisi oldugu yapilan calismalar ile

gosterilmistir (Baur ve Sinclair 2006, Jiang 2008, Brooks ve Gu 2009). Sgambato vd
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(2001) yaptig1 bir ¢alismada sigara dumaninda bulunan TAR ve H,O, gibi ajanlara
maruziyetin  arttirdigit  ROS’un engellenmesinde Resveratrol’iin  etkili oldugu
gozlenmistir. Resveratrol’iin KOMET yontemi ile yapilan bu ¢aligmada niikleer DNA
fragmantasyonunu azalttigi gozlenmistir. Lee vd‘nin (1998) yaptigi bir calismada
Resveratrol’iin HL-60 hiicrelerinde TPA’nin (12-O-tetradecanoylphorbol-13- acetate)
indiikledigi serbest radikal olusumlarini inhibe ettigi gozlenmistir. Yine bagka bir
calismada ise, Resveratrol’lin lipopolisakkarit ya da forbol esterleri tarafindan stimiile
edilen ve makrofajlar tarafindan {iretilen siiperoksit radikali ile hidrojen peroksit
olusumunu baskiladigi gozlenmistir (Martinez ve Moreno 2000). Yan vd’nin (2011a) in
vitro yaptigi bir ¢alismada etanol maruziyeti ile insan periferal lenfositlerinde oksidatif
DNA hasar1 gozlenmistir. ‘OH radikali spesifik bir etanol metabilitidir. Etanol
lenfositlerde alkol dehidrogenaz 1B (ADH1B) ve asetaldehit dehidrogenaz 2 (ALDH2)
enzimleri ile parcalanir (Yan vd 2011b). Pargalanma sirasinda bir molekiil etanolden
olusan iki -OH radikali DNA zincirlerini etkileyerek DNA hasarina sebep olur (Stickel
vd 2002). Bununla beraber DNA hasar1 baz kesip-¢ikarma tamir (BER) yolagi ile insan
lenfositlerinde kendiliginden tamir edilebilir (Yan vd 2011b). Birincil olarak
Resveratrol’iin giiclii bir ‘'OH radikal siipiiriicli aktiviteye sahip oldugu, ikincil olarak
ise, tek basina veya etanol uygulamasindan énce muamele edildiginde ADH1B mRNA
inhibisyonunu fakat ALDH2 mRNA ekspresyonunu arttirdigi gozlenmistir. Ciinkii
etanol bu enzimler ile metabolize edilmektedir, Resveratrol’iin bu etkisi ise OH
radikalini ve asetaldehit olusumunu azaltmasi ile asetaldehittin asetik asite
metabolizasyonunu arttirmasiyla iliskili olarak DNA tamir yolaginda BER sistemine ait
enzimleri ve ilgili gen ekspresyonunu arttirarak transkripsiyonel ve protein seviyesinde
etki ettigi gozlenmistir (Yan vd 2011a). Yapilan diger ¢alismalarda Cu (II) varliginda
polifenolik Resveratrol’iin DNA zincir kiriklarina sebep oldugu gézlenmistir (Fukuhara
ve Miyata 1998). KOMET yontemi ile insan periferal kanindan izole edilen
lenfositlerde Resveratrol-Cu(Il) sisteminin DNA hasarina sebep oldugu dogrulanmistir
(Ahmad vd 2000). Azmi vd’e (2005) gore, bitki polifenollerinin kanser hiicrelerine karsi
sitotoksik etkileri endojen bakir mobilizasyonuna ve pro-oksidan aktivasyonlarina
baglhdir. Yine bu baglamda De Salvia vd’nin (2002) Chinese Hamster Ovaryum (CHO)
hiicreleri kullanarak yaptig1 bir ¢alismada H,O,’in indiikledigi hasara kars1

Resveratrol’iin hem antioksidan hem de pro-oksidan 6zellige sahip oldugu gozlenmistir.
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Endiistrinin hizla gelismesi ve yasam standartlarinin yilikselmesine paralel olarak,
metallerin kullanmim alanlar1 da giderek artmaktadir. Insanin endiistriyel aktivitesi
sonucunda c¢evredeki metal kirlenmesi artmakta ve metal toksisitesi onemli ¢evresel ve
saglik sorunlarina neden olmaktadir (Baygu 2002). Kromium bilesikleri dogada Cr (III)
ve Cr (VI) olmak tizere iki farkli sekilde bulunan agir metal bilesikleridir (Patlolla vd
2009). Ticari olarak endiistride cila, deri tabakalama gibi alanlarda yaygin olarak
kullanilan kromium bilesikleri ¢evresel sistemleri kirletir (Norseth 1981, Cohen vd
1993, Wang vd 2006). Bu alanlarda yaygin olarak kullanilan hekzavalan kromium Cr
(VD) bilesikleri, insanlarda ve hayvanlarda ciddi toksik, karsinojenik ve mutajenik
etkiler ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. DNA ROS tarafindan ataga ugrayan hedef
molekiillerden biridir, Cr bilesikleri de DNA ile etkilesime girerek DNA tek zincir
kiriklarina, DNA-protein ¢apraz baglanmalarina ve oksidatif DNA baz mutasyonlarina
sebep olur (Weinberg 1989, Aiyar vd 1991, Singh vd 1998). Ayrica Cr (VI)’nin
biyolojik sistemlerde Cr (V) ve Cr (IV)’e indirgenmesi sirasinda, molekiiler oksijenin
siiperoksit anyonu meydana getirdigi ve dismutasyon reaksiyonu sonucu olusan
hidrojen peroksitin (H,0,) ise Haber-Weiss reaksiyonuyla hidroksil radikali olusumuna
yol actig1r gosterilmistir (Shi ve Dalal 1992, Shi vd 1999, Liu ve Shi 2001). DNA
oksidasyonu sonucu deoksiriboz bazlarmin dordii de hasar gorebilir, bunlardan en
yaygini ve en kolay Olgiilebileni 8-hidroksideoksiguanozin (8-OH-dG) ‘dir. 8-OH-dG
karsinogenesisin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilan anahtar bir belirtectir, ¢iinkii DNA’da
8-OH-dG olusumu replikasyon sirasinda G-T transversiyonuna sebep olur (Cheng vd
1996). Burkhardt vd’nin (2001) Kalf timus DNA’si ile yaptig1 bir calismada Cr (III)’un
H,0; varhiginda, fenton tipi reaksiyonla H,O;’i sitotoksik ‘OH radikaline gevirerek
sebep oldugu oksidatif hasar sonucu DNA’da meydana gelen 8-OH-dG olusumunu
Resveratrol’iin -OH siipiiriicii etkisi ile azalttigi gézlenmistir. K,Cr,O7’in Drosophila’
da genotoksik oldugu yapilan caligmalarda gosterilmistir (Amrani vd 1999). Ayrica
kiiltiire edilmis insan hiicreleri, fareler, Chinese hamsterlari, rat ve guinea domuzu
hiicreleri ve bitkiler gibi pek ¢ok sistemde K,Cr,O7’1in mutajenik etkisi kaydedilmistir
(De Flora vd 1990) Cr (IIT)’in karsinojenik mekanizmasi1 H,O, varliginda Fenton tipi
reaksiyonlarla ‘OH {iretilmesiyle iliskilidir, 6rnegin, Cr (III) + H,O,—» Cr (IV) + ‘OH +
OH  (Tsou vd 1996). Bu reaksiyon sonucu olusan "OH radikalinin hedefi DNA

molekiiliidiir ve sonucta oksidatif DNA hasar1 meydana gelir ve 8-OH-dG olusumu
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aciga cikar (Chatgihaloglu ve O’neill 2001). Lo'pez-Burillo vd’nin (2003) yaptigi
Resveratrol diisiik konsantrasyonlarda pro-oksidan o6zellik gosterirken, daha yiiksek
dozlarda H,O, varliginda Cr (III)’in indiikledigi 8-OH-dG olusumunu doza bagl olarak
azalttigr gozlenmistir. Yine ayni ¢aligmanin bir diger uygulamasinda ise, antioksidan
Ozellige sahip Melatonin ve Resveratrol kombine edilerek uygulandiginda,
Resveratrol’lin diisiik dozlarmin indiikledigi pro-oksidan DNA hasarinin Melatonin
tarafindan engellendigi gozlenmistir. Resveratrol diger antioksidanlarin (6rnegin C
vitamini, glutatyon gibi) varliginda pro-oksidan oOzelligini kaybederek antioksidan
ozellik gosterir (Burkitt ve Duncan 2000). Bizim yaptigimiz ¢alismada da, oksidatif
hasara sebep oldugu bilinen K,Cr,07’1n Reseveratrol ile hem 6n uygulamali hem de es
zamanli uygulamalarinda K,Cr,O7;’1in  genotoksik etkisine karsi Resveratrol’lin
uygulanan tiim dozlarda (1, 5 ve 10 mM) antigenotoksik etkiye sahip oldugu
gozlenmigtir. Yapilan literatiir ¢alismalart incelendiginde, Resveratrol’in gesitli
mekanizmalar ile gii¢lii bir antioksidan etkiye sahip oldugu goriilmiistiir, buna istinaden
bizim yaptigimiz bu ¢alismada oksidatif hasara sebep olarak genotoksisiteye yol agan
K,Cr,07’1n indiikledigi hasara karst Resveratrol’iin giiclii sekilde koruma gosterdigi
hem es zamanli hem de 6n uygulamalarda gozlenmistir. Yapmis oldugumuz bu ¢alisma
da Burkhardt vd’nin (2001) yapmis oldugu c¢alismanin sonuglariyla uyum
gostermektedir. Calismalarimizin  sonuglart g6z Oniinde  bulunduruldugunda,
Resveratrol’iin 6n uygulamalarinin K,Cr,O;’1in indiikledigi hasara kars1 koruyucu
etkisinin es zamanli uygulamalara nispeten ¢ok daha fazla oldugu ve bunun da
Resveratrol’in bazi molekiiler savunma mekanizmalarin1 aktive etmesiyle iliskili

oldugu diisiiniilmektedir.

4- NQO UV’nin etkisini taklit eden direk mutajen bir ajandir (Le Cruiex vd 1993). 4-
NQO DNA’da UV benzeri kompleksler olusturmasinin yani sira ‘OH radikal benzeri
tiirler aracilig1 ile oksidatif hasara da sebep olmaktadir (Synderwine ve Bohr 1992,
Nunoshiba ve Demple 1993, Yano vd 1995, Olive ve Johnston 1997). Potansiyel
mutajen ve karsinojen oldugu bilinen 4-NQO akciger, pankreas ve mide tlimorlerini
indiikledigi Sugimura (1981) tarafindan belirtilmistir. Ponzanelli vd’nin (1996) yapmis
oldugu bir c¢alismada, 4-NQO ‘in kardes kromotid frekansini arttigi, yine 4-NQO

uygulamasinin ardindan mitotik indeksin onemli Ol¢iide arttigi gozlenmistir. Kaya
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vd’nin (2002) SMART uygulamasi ile yapmis oldugu bir ¢alismada, askorbik asit’in 4-
NQO ‘in sebep oldugu genotoksik hasara karsi koruyucu olmadigi, bunun yam sira,
yine ayni ¢calismada K,Cr,O7 ‘nin aracilik ettigi genotoksik hasara kars1 askorbik asit’in
koruyucu ozelligi gosterilmistir. Langova vd’nin (2005) Mikroniikleus ve Ames
bakteriyel mutajenite testlerini kullanarak yaptiklari bir ¢aligmada, Resveratrol’iin
indirek mutajenler AFB1 ile 1Q ve direk mutajen MNU’e kars1 antimutajenik etkisi
arastirilmistir. Mikroniikleus testinde Resveratrol’iin {i¢ mutajene karsi da koruyucu
etkisi gozlenmistir. Ames testinde ise, indirek mutajenler olan AFBI ve 1Q’a karsi
antimutajenik etkisi gozlenirken, direk mutajen MNU’e karsi antimutajenik etkisi
olmadig1r gozlenmistir. Uenobe vd’nin (1997) Ames bakteriyel mutajenite testinde
Salmonella typhimurium TA98 kullanilarak yapilan bir diger ¢alismada ise,
Resveratrol’tin - 4-NQO’un indiikledigi mutasyona kars1 koruyucu olmadigi
gbzlenmistir. Bizim yapmis oldugumuz calismada ise, Resveratrol 6n uygulamasi ve 4-
NQO uygulamasinin sonucunda, toplam klon sayilarina goére yapilan hesaplamada
Resveratrol’iin iki dozunda (1 ve 10 mM) 4-NQO ‘un olusturdugu toplam klon
sayilarinda indiiksiyon goézlenirken bir dozunda (5 mM) ise inhibisyon gozlenmistir. Esg
zamanli Resveratrol ve 4-NQO uygulamasinda ise, Resveratrol’iin iki dozunda (1 ve 5
mM) toplam klon sayilarinda indiiksiyon, bir dozunda (10 mM) inhibisyon
gozlenmistir. Yaptigimiz ¢aligmanin sonuglarina gore, Resveratrol’iin 4-NQO ‘in neden
oldugu kompleks hasarlarin ortadan kaldirilmasinda agikg¢a etkili olmadig1 gozlenmistir,
clinkii 4-NQO hem oksidatif yolla hasara neden olurken hem de UV etkisini taklit
ederek genotoksisiteye neden olmaktadir, bizim K,Cr,O yaptigimiz ¢alismada ve diger
arastirmacilar tarafindan yapilan pek ¢ok c¢alismada (Martinez ve Moreno 2000,
Sgambato vd 2001) Resveratrol oksidatif hasara karst koruyucu etki gostermistir fakat
4-NQO oksidatif hasara neden olmasinin yaninda farkl: yollarla da hasara sebep oldugu
icin Resveratrol’iin bu kimyasalin etkisine karsi koruyucu olmadigi Uenobe vd’i (1997)

tarafindan da belirtilmistir.

Alkillleyici ajanlar, alkil gruplarini etkileyerek veya yanlis baz eslesmesi ile DNA’da
guaninle beraber etki gosterirler (Bronstein vd 1991). Etil Metan Siilfonat (EMS) pek
cok genotoksisite testinde yaygin olarak kullanilan bir alkilleyici ajandir. Alkilasyon,
alkilleyici ajanin fiziko-kimyasal ozelliklerine gore niikleotid bazlarinin ¢esitli

bolgelerinde meydana gelebilir. EMS’nin hedef bolgeleri genellikle niikleofilik
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merkezlerdir 6rnegin, guaninin N’ atomu, adeninin N° atomu daha az yaygin olarak da
guaninin O° ve timinin O” atomlar1 (Gocke vd 2009). Mutajenik potansiyele sahip
genotoksik ajanlarin DNA lezyonlarina; a) replikasyon sirasinda yanlis baz eslesmesi,
b) kromozomal bozukluga sebep olan degisik etkiler c) farkli tamir yolaklarini
degistirerek (hata-tamir) sebep oldugu diistiniilmektedir. EMS maruziyetinden sonra en
yaygin mutasyon, replikasyon sirasimnda O°-etilguaninin Timin ile yanhs eslemesiyle
meydana gelen GC-AT mutasyonudur. Kromozomal bozukluga ise yaygin olarak
alkillenmis N atomunun sebep oldugu diisiiniilmektedir (Jansen vd 1995, Op het Veld
vd 1997, Doak vd 2007). EMS’nin indiikledigi gen mutasyonlart ve kromozomal
bozukluklar pek ¢ok in vitro ve in vivo test sisteminde ¢alisilmistir. EMS’nin viriis/faj,
bakteri, mantar, bitki, bocek ve memeli hiicrelerinde genotoksik etkiyi indiikledigi
calismalar Sega (1984) tarafindan derlenmistir. Demir vd’nin (2008) SMART
yontemiyle yapmis oldugu calismada EMS’ nin genotoksik etkiye sahip oldugu
gozlenmistir. Demir vd’nin (2009) SMART yo6ntemiyle yapmis oldugu bir ¢calismada,
turung kabugu yagimin EMS’nin neden oldugu genotoksik hasara karsi antigenotoksik
etkisinin oldugu goézlenmistir. Alkilleyici ajanlarin neden oldugu hasara kars
Resveratrol’iin koruyucu etkisine dair ¢aligmalarin sonuglar1 farklilik gostermektedir.
Resveratrol ile EMS es zamanli olarak uygulandiginda, toplam klon sayilarina gore
yapilan hesaplamada Resveratrol’lin bir dozunda (I mM) toplam klon frekansinda ¢ok
diisiik bir oranda indiiksiyon, diger iki dozunda ise (5 ve 10 mM) inhibisyon
gozlenmistir. Bunun yani1 sira Resveratrol’iin 6n uygulamasinin ardindan EMS
uygulamasiyla elde edilen sonuglarda ise, uygulanan Resveratrol dozlarinin tiimtinde (1,
5 ve 10 mM) toplam klon sayilarinda inhibisyon gozlenmistir. Es zamanh
uygulamalardan 1mM Resveratrol dozunda gozlenen indiiksiyon oraninin oldukca
diistik olmas1 (% 4.86) bu sonucun biyolojik bireysel farkliliklardan kaynaklandigini
diistindiirmektedir. Yaptigimiz ¢alismanin sonuglari Chakraborty vd (2004) tarafindan
yapilan ¢aligmanin sonuglariyla uyum gostermektedir soyle ki yapilan calismada da bir
akilleyici ajan olan ve EMS ile benzer sekilde genotoksisiteye neden olan MNNG’nin
olusturdugu hasarin Resveratrol tarafindan azalttigi gozlenmistir. Yine bizim
sonuglarimiza benzer sekilde Uenobe vd (1997) tarafindan Ames testi kullanilarak
yapilan bir ¢alismada MNNG’nin neden oldugu mutajenite, etken maddesi Resveratrol

olan bir bitki ekstrakti tarafindan azaltilmistir. Fakat Langova vd (2005) tarafindan
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yapilan ¢alismalarin sonuclar1 géz onlinde bulunduruldugunda, bir alkilleyici ajan olan
MNU’nin indiikledigi hasar Mikroniikleus testinde Resveratrol tarafindan azaltilirken,
Ames testinde Resveratrol’iin herhangi bir koruma saglamadigi belirtilmistir. Bu da
mutajen kimyasal ayni olsa dahi farkli test sistemlerinin farkli prensiplerle, farkli
hasarlara neden olmasindan kaynaklanmaktadir. Yapmis oldugumuz g¢alismanin 6n
uygulamali ve es zamanli uygulamalarmin sonuglar1 karsilastirildiginda, 6n
uygulamanin EMS’nin neden oldugu hasara kars1 koruyucu etkisinin daha fazla oldugu
gozlenmistir. Bunun da Resveratrol’iin 6n uygulamalar ile bazi savunma sistemlerini

uyararak daha fazla koruma sagladigi diistiniilmektedir.

Bu c¢alismada Resveratrol’iin Potasyum Dikromat’in indiikledigi genetik hasara kars1
gosterdigi koruyucu etki mekanizmasinin, Resveratrol’iin antioksidan etkilerinden
kaynaklandig1 diisiiniilmekle birlikte, koruma mekanizmasi hakkinda daha net bilgiler
elde etmek icin ek ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir. Resveratrol’iin Potasyum
Dikromat ve EMS’nin kimyasal yapisina etki ederek mi yoksa hiicresel bazi sistemleri
aktif hale getirerek mi koruma sagladiginin arastirilmasi gerekmektedir. Potasyum
Dikromat i¢in Resveratrol’iin anti oksidan etkisini gdstermesi i¢in ¢ok sayida grup
bulunurken EMS’ye kars1 koruyucu etkisini muhtemelen tamir sistemlerini harekete
gecirerek saglamaktadir. Ozellikle Potasyum Dikromat’in olusturdugu oksidatif hasara
gerek On uygulama ve gerekse es zamanli uygulamalarda etkili sonuglarin ortaya ¢ikisi
Resveratrol’lin giiclii antioksidan etkisiyle iligkili olabilir. Ancak olas1 farkli koruyucu
yollar1 aktive edip etmediginin de arastirilmasi gerekmektedir. Bu nedenle, bu
calismadan elde edilen sonuglarin mekanizmalarinda ortaya konmasi bakimindan farkl

caligsmalarla desteklenmesi gerekmektedir.
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5. SONUC

Resveratrol iizlim, sarap ve yer fistiginda bulunan polifenolik bir bilesiktir.
Resveratrol’iin antioksidan etkisi basta olmak iizere saglik agisindan pek cok faydasi
vardir. Bu caligmada Resveratrol’iin degisik yollarla genotoksik hasara neden olan {i¢
kimyasala (EMS, 4-NQO ve K,Cr,0O;) kars1 antigenotoksik etkisi iki gen gifti
bakimindan transheterozigot olan D. melanogaster larvalarinda ayr1 ayr1 6n uygulamalar

ve es zamanli uygulamalar ile aragtirilmigtir.

Resveratrol dozlarinin (1, 5 ve 10 mM) tek basina 48 + 4 ve 72 + 4 saatlik larvalara
uygulanmasiyla elde edilen sonuglara gore, Resveratrol‘lin ¢alisilan higbir dozunda

genotoksik etki gostermedigi tespit edilmistir.

Larvalara Resveratrol’lin 48 + 4 saatlik 6n uygulamasimi takiben 72 + 4 saatlik
olduklarinda mutajen kimyasallarin (EMS, 4- NQO ve K,Cr,0O7) uygulanmasiyla elde
edilen sonuglara bakildiginda, bir alkilleyici ajan olan EMS’nin ve oksidatif hasara
sebep olan K,Cr,O7in indiikledigi genotoksisiteye karsin Resveratrol’iin tiim
dozlarinda antigenotoksik etki gozlenmistir. Bu kimyasallardan Resveratrol’iin
K,Cr,O7’in genotoksisitesine karsi antigenotoksik etkisinin ¢ok daha fazla oldugu
gozlenmistir. Bir diger genotoksik ajan olan 4-NQO’mn indiikledigi hasara karsi,
Resveratrol’iin bazi dozlarmin (1 ve 10 mM) toplam klon sayis1 yilizdelerini indiikledigi,

bir dozunun (5 mM) ise inhibe ettigi gézlenmistir.

Resveratrol’iin 72 + 4 saatlik es zamanl1 Resveratrol ve kimyasal uygulamalarindan
elde edilen sonuglara gore, Resveratrol’iin iki dozunun (5 ve 10 mM) EMS’nin
indiikledigi genotoksik hasari inhibe ettigi, bir dozunun (1 mM) ise ¢ok diisiik bir
oranda indiikledigi gozlenmistir. Yine, 4-NQO’1n neden oldugu genotoksik hasara kars1
Resveratrol’iin iki dozunun (1 ve 5 mM) toplam klon frekans yiizdelerini inhibe ettigi,
bir dozunun (10 mM) ise indiikledigi gozlenmistir. Tipki 6n uygulamanin sonuglar1 gibi,
es zamanli uygulamanin sonuglart da K,;Cr,O7;’in sebep oldugu hasara Kkarsi

Resveratrol’iin tiim dozlarinda acik bir antigenotoksik etkiye sahip oldugu gozlenmistir.

Elde edilen sonuglar géz oniinde bulundurulacak olursa, Resveratrol’in K,Cr,O7’1n

sebep oldugu genotoksisiteye karsi agik bir bigimde antigenotoksik etkisi oldugu
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gozlenmistir. Bu antigenotoksik etkinin Resveratrol’iin gidalarla alinan bir antioksidan
olmasiyla iliskili oldugu diisiiniilmektedir, ¢linkii K,Cr,O7 oksidatif hasara sebep olarak
genotoksik etki gostermektedir. Antioksidanlar da oksidatif hasara karsi ¢esitli
mekanizmalarla organizmanin genetik materyalini korumaktadir. Caligmamizda
uyguladigimiz bir diger mutajen ise bir alkilleyici ajan olan EMS’dir. Resveratrol’iin
EMS’nin indiikledigi hasara karst sadece bir tek doz hari¢ koruyucu oldugu
gbzlenmistir. 4-NQO’1n olusturdugu hasara karsi ise, Resveratrol dozlarinin bazilari
inhibisyona, bazilar1 da indiiksiyona sebep olmaktadir, bu sonuglar1 ve literatiirdeki
calismalarin sonuglar1 karsilastirilacak olursa, Resveratrol’'un 4-NQO’in indiikledigi
hasara karst koruyucu oldugunu sodylemek uygun degildir. Baska arastirmacilar
tarafindan yapilan bir mutajenite testinde Resveratrol’iin 4-NQO’a karst koruma
saglamadig1 gozlenmistir. Bu mutajen bir yandan UV benzeri kompleks lezyonlar ile
hasar meydana getirirken, bir yandan da oksidatif hasar yoluyla genotoksisiteyi
indiiklemektedir, dolayisiyla Resveratrol sadece oksidatif hasar yoluyla genotoksisiteye
neden olan K,;Cr,O7;’1in hasarina karsi koruma saglarken, 4-NQO’mn ¢esitli yollarla

meydana getirdigi hasar1 engellemek konusunda yetersiz kalmis olabilir.

Bu c¢aligmada kullanilan Resveratrol’iin D. melanogaster’de antigenotoksik
ozelliklerinin ortaya ¢ikarilmasiyla ilgili cok sinirli sayida ¢aligma vardir. Bu baglamda
bu ¢aligmada model organizma olarak kullanilan D. melanogaster'in genetik yap1 olarak
insana biiylik oranda benzerlik gdstermesi, dkaryotik bir organizma olmasi ve yapilan
caligmanin da in vivo kosullarda yapilmis olmasi bulgular agisindan énemlidir. Bu test
yardimi ile ayrilmama (non-disjunction), kromozomdan parca kopmasi (delesyon),
kromozomun bir pargasinin yer degistirmesi (translokasyon) ve rekombinasyon gibi
bircok genetik hasar belirlenebilmektedir. Cesitli maddelerin ve karigimlarin
antigenotoksisitesinin degerlendirilmesi i¢in kullanilan SMART’in in vivo bir test
olmasi g¢esitli yollarla genotoksik hasara neden mutajenlere karsi Resveartrol’iin
koruyucu etkisinin olup olmadiginin gozlenmesi ve koruyucu etkisi varsa hangi
mekanizmayla bunu gergeklestirdiginin gézlenmesi bakimindan, biiylik 6neme sahiptir.
Bu tiir calismalarin toplum sagligini dogrudan ilgilendirmesi nedeniyle daha farkl

testlerle degerlendirilmesi geregi vardir.
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Sonug olarak, Resveratrol’lin bazi mutajenlere kars1 antigenotoksik etkisi olabilecegi
dikkate alinarak beslenme aligkanlarinin degistirilmesi ile toplum sagliginin korunmaya
calisilmas1 gerekmektedir. Calisma sonunda elde edilen sonuglar temel bilgi birikimi
saglayarak beslenme aligkanliklarimizi olumlu yonde degistirmemize olanak
saglayabilir. Buna ek olarak elde edilen sonuglarin bu calismada Resveratrol’iin
antigenotoksisite verilerine katki saglayacagi diisiiniilmektedir. Ancak Resveratrol’lin
antigenotoksisitesinin molekiiler mekanizmalarinin aciklanabilmesi i¢in farkli test
sistemleri (in vivo ve in vitro) ve farkli model organizmalar kullanilarak daha fazla

bilimsel ¢calismanin yapilmasi da gerekmektedir.
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