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OZET
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Bu calismada Drosophila melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
(SMART) ile klorofil a ve klorofil b’nin (0.5 ve 1 pM) IQ ve MelQx heterosiklik amin (HCA)
bilesiklerine (1, 2 ve 5 ppm) kars1 koruyucu etkileri arastirilmistir. Calismada normal ve yiiksek
metabolik aktiviteye sahip Drosophila hatlar1 kullanilarak iki ¢ekinik gen olan mwh (multiple
wing hair) ve fIr® (flare) bakimindan transheterozigot larvalara kronik uygulamalar yapilmistir.
Oncelikle {igiincii evre larvalarda HCA dozlarinin genotoksik etkileri belirlenmistir.
Antigenotoksisite ¢alismalarinda iki farkli uygulama grubu olusturulmustur. ilk grupta klorofil
a, b ve HCA dozlar1 es zamanl olarak 3. evre larvalara uygulanirken ikinci grupta klorofil a ve
b 2. evre larvalara uygulandiktan sonra 3. evreye ulastiklarinda HCA dozlar1 uygulanmigtir.

Normal metabolik aktiviteye sahip bireylerde HCA’larin genotoksik etkilerinin
azaltilmasinda klorofil a ve b her iki uygulama seklinde de basarili olmustur. Bununla birlikte
on uygulama grubunun es zamanli uygulama grubundan daha etkili oldugu belirlenmistir.
Klorofil a ve b’nin etkinlikleri arasinda belirgin bir fark bulunmamistir. Yiiksek metabolik
aktiviteye sahip bireylerde 1Q’nun ii¢ dozunda da genotoksik etki gozlenmemistir. MelQx’in
diisiik dozlarinda da genotoksik etki bulunmazken 5 ppm yiiksek dozu zayif pozitif etki
gostermistir. IQ’nun her 3 dozunda ve MelQx’in 2 dozunda genototksik etki goriilmedigi i¢in
bu dozlarda klorofil a ve b’nin yiiksek metabolik aktiviteli bireylerdeki koruyucu etkileri tez
kapsaminda degerlendirilmemistir. MelQx 5 ppm dozunda es zamanli uygulamalarda klorofil a
1 uM dozu frekans artigina neden olmustur. Ancak bu frekans artigi istatistiksel diizeyde 6nemli
degildir. Klorofil a’nin diger dozlarinda ve klorofil b dozlarinda antigenotoksik etki
belirlenmistir. On uygulama gruplarinda klorofil a ve klorofil b’nin tiim dozlarinda genotoksik
etkide belirgin bir azalma oldugu goriilmektedir ve es zamanli uygulamalara gore daha etkilidir.
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ABSTRACT

The Investigation of Protective Effects of Chlorophyll a and Chlorophyll b Against Two
Heterocyclic Amines Genotoxicity in Drosophila Wing Somatic Mutation and
Recombination Test

Serap KOCAOGLU CENKCI

PhD. Thesis in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Biilent KAYA
June 2010, 84 Pages

In this study the protective effects of chlorophyll a and chlorophyll b (0.5 and 1 uM)
against the heterocyclic amine (HCA) compounds 1Q and MelQx (1, 2 and 5 ppm) with somatic
mutation and recombination test in Drosophila melanogaster are investigated. Chronic
applications are performed to transheterozygous larvae with respect to two recessive genes,
mwh (multiple wing hair) and flr® (flare) by using Drosophila strains which possess both normal
and high metabolic activation. The genotoxic effects of HCAs are primarily determined for third
instars larvae. In antigenotoxicity studies two different application groups are constituted. While
for the first group doses of chlorophyll a, b and HCAs are given to the third instars larvae
simultaneously, for the second group doses of HCA are applied at the third instars after doses of
chlorophyll a and b are given to at the second instars larvae.

Chlorophyll a and b become effective in reducing genotoxic effects of HCAs by both
applications on individuals that have normal metabolic activation. However, it is observed that
the pretreatment style is much more effective than simultaneous one. There have been no
differences for chlorophyll a and b in efficacy. Genotoxic effects for each three 1Q doses have
not been observed for individuals with high metabolic activation. For the low doses of MelQx,
the genotoxic effects have not been obtained, on the other hand 5 ppm high dose has shown a
weak positive effect. Since both for each three doses of 1Q and two doses of MelQx have
indicated no distinct genotoxic effects, the protective effects of chlorophyll a and b on the
individuals which have high metabolic activation have not been evaluated in the content of this
thesis. In the simultaneous applications of MelQx 5 ppm dose, 1 uM chlorophyll a dose has led
to an increase in frequency. However, this increase is not important in statistical sense. For
other doses of chlorophyll a and all doses of chlorophyll b antigenotoxic effects are detected.
For the pretreatment application groups genotoxic effects are explicitly decreasing for all doses
of chlorophyll a and b, and it is more effective than simultaneous applications.

KEY WORDS: Drosophila melanogaster, Biyoactivation, Heterocyclic Amine, Chlorophyll
a, Chlorophyll b
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ONSOZ

Biiylime, gelisme ve saghikli bir yasam siirmek icin beslenme insanoglunun en
gerekli ihtiyaglarindan birisidir. Ayni zamanda beslenme, cevresel dis etkenlerin
organizmaya alinmasinda giris yolunu olusturmaktadir. Pestisitler, aflatoksin, gida
katkilar1 ve bunlara benzer cesitli maddeler besinler yoluyla viicuda girerek zararli
etkiler olusturabilmektedirler. Bununla birlikte besinler i¢erisinde bulunan dogal onciil
maddeler, besinlerin tiiketime yonelik hazirlanmasi esnasinda yapilarini degistirerek
farkli kimyasal bilesikleri olusturabilirler. Ornegin heterosiklik amin (HCA) bilesikleri,
kreatin igerigi fazla olan et iiriinlerinin yiiksek sicaklikta pisirilmesiyle olusan kimyasal
yapilardir. Bu bilesiklerin mutajenik, kanserojenik olduklarmma dair caligmalarda
bulunmaktadir. Son yillarda bu konudaki baz1 epidemiyolojik caligmalar yeme
aligkanliklariyla yasam sitiline bagl hastaliklar arasinda yakin bir iliski oldugunu ve iyi
dengelenmis beslenme planinin  viicudun saglikli  olmast i¢in  gerekliligini
gostermektedir. Cevresel kanserojenlerin neden oldugu DNA hasarlarinin ortaya
konmasinin yaninda bu hasarlara karsi koruyucu olabilecek besinsel igeriklerin
belirlenmesi i¢in biiyilik ¢aba harcanmaktadir ve doga bu konuda arastirmacilara gerekli
materyalleri sunmaktadir. Sebzeler ve meyveler sadece protein, karbonhidrat ve
vitaminlerin dogal kaynagi olmayip pek c¢ok farkli fonksiyonel kimyasal bilesik de
icerirler. Tiim bu igerikler hayatimiz1 saglikli devam ettirebilmemiz i¢in vazgecilmez
besin faktorleridir. Bu calismada 6zellikle yesil sebze ve meyvelerde bulunan klorofil a
ve klorofil b’nin besinlerde siklikla olusan 2 HCA’nin genotoksik etkilerine karsi
koruyucu etkileri arastirilmistir. Calismadan elde edilen sonuglarin daha sonra yapilacak
ilgili arastirmalara 151k tutmasini dilerim.

Bana bu konuda g¢alisma olanagi veren, ¢alisma boyunca bilgisini ve zamanini
benimle paylasan danisman hocam Saym Prof. Dr. Biilent KAYA’ya (Ak. Un. F.E.F.),
yardimlarindan dolay1 Ars. Gér. Esref DEMIR’e (Ak. Un. F.E.F.),bu arastirmay1 proje
(Proje no: 2006.03.0121.016) dahilinde destekleyen Akdeniz Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne, boliim laboratuvar kullanim imkanlarini
sunan Biyoloji Boliimii’ne, ¢alismalar esnasinda igtenlikle yardimlarini esirgemeyen
Ars. Gor. Sezgi SEREF GUN’e (Ak. Un. F.E.F.) ve Ozge TUFAN CETIN’e (Ak. Un.
F.E.F.), maddi ve manevi destegi i¢in esim Yrd. Dog. Dr. Mehmet CENKCI’ye (Ak.
Un. F.E.F.) ve en zor anlarimda yanimda bulunan ve desteklerini hep hissettigim sevgili
aileme tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

Bd® Beaded-Serrate

°C Santigrat derece

flr Flare

ar Gram

ml Mililitre

mm Milimetre

ng Mikrogram

uM Mikromolar

mwh Multiple wing hair

ng Nanogram

ppm Parts per million (milyonda bir birim)
4 Erkek

Q Disi

% Yiizde

Kisaltmalar

AlA Aminoimidazo-azaren
CHO Chinese hamster ovaryum

COMET  Tek hiicre jel elektroforezi

CYP1A2 Sitokrom P450 1A2

DiMelQx 2-amino-3,4,8-dimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline
DMSO Dimetil stilfoksit

EMS Etil metan siilfonat

GST Glutatyon-S-transferaz

HCA Heterosiklik Amin

1Q 2-Amino-3-methylimidazo[4,5-f Jquinoline
KIf Klorofil

MelQ 2-amino-3,4-dimethylimidazo[4,5-f Jquinoline
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MelQx

NAT
NMA
PhIP
ROS

SCE

Stk
SMART
SULT
Trp-P-1
Trp-P-2
UDPGT

Uyg
YMA

2-Amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-f]quinoxaline
Normal

N-asetiltransferaz

Normal metabolik aktivite
2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-b]pyridine
Reaktif oksijen tiirleri

Serrat

Sister Chromatide Exchange (Kardes kromatidlerde parga degisimi)
Sitokrom

Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
Siilfotransferaz
3-amino-1,4-dimethyl-5H-pyrido[4,3-b]-indole
3-amino-I-methyl-5H-pyrido[4, 3-b]indole
UDP-glukuronosiltransferaz

Uygulama

Yiiksek Metabolik Aktivite
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1. GIRIS

Yasamin vazgecilmez gereksinimlerinden olan beslenme, tiim yas grubundaki
kisilerin sagliklarin1 ve yasam Kkalitelerini etkileyen en 6nemli faktorlerden birisidir.
Kisilerin yasam sekillerinin sadece bir yoniidiir. Ayn1 zamanda toplumlar arasinda da
beslenme aliskanliklar1 degisiklik gostermektedir. Bazi toplumlarda sebze agirlikli
beslenme tercih edilirken bazi toplumlarda et ve et friinleri daha fazla ragbet
gormektedir. Insan beslenmesinde hayvansal kaynaklarm kullanimi yaklasik 5 milyon

yil 6ncesi gibi uzun bir gegmise sahiptir (Larsen 2003).

Gecmisten gilinlimiize bu siire¢ igerisinde besinleri daha yenilebilir hale getirmek
icin ¢esitli hazirlama yontemleri gelistirilmistir. Bu yontemler besinlerin tat ve goriiniim
acisindan istah acict cazibelerini artirmakla birlikte onlarin saklama siirecinde
bozulmalarini1 geciktirir ve bakteriyolojik agidan daha giivenilir besinlerin olusmasini
saglar (Robbana-Barnat vd 1996). Bununla birlikte besin maddelerinin islenmesi ve
pisirilmesi esnasinda bir¢ok genotoksik madde veya pisirme toksikanti ¢esidi olustugu
bilinmektedir. Akrilamid, polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve nitrozaminler besinlerin
islenmesi ile olusan genotoksik maddelere 6rnek verilebilir (Jagerstad ve Skog 2005).
Ozellikle et ve et iiriinlerinin yiiksek sicakliklarda pisirilmesi ile olusan ve ¢ig ette
bulunmayan heterosiklik aminler (HCA) ise diger bir grubu olusturmaktadir.
Heterosiklik aminler kreatin/kreatinin, amino asitler ve/veya sekerin yiiksek
sicakliklarda olusturduklar1 kiiciik molekiillerdir ve genellikle bir tanesine ekzosiklik
amino grubu takili 2 veya 3 halkadan olugmaktadirlar (Jagerstad ve Skog 2005).
Kimyasal yapilarina gore HCA’lar Amino-karbolin ve Aminoimidazo-azaren (AIA)’ler

olmak iizere 2 ana gruba ayrilirlar.

Amino-karbolin grubu bilesikler (pirido-indol veya pirido-imidazol’ler) genellikle
ekzosiklik amino grubuna bazen de piridin halkasina takili ekzosiklik metil grubuna
sahiptirler. Jagerstad vd (1998) tarafindan bildirildigine gore; Sugimura, amino-
karbolinlerin amino asitlerin veya proteinlerin pirolize olmalar1 yoluyla ortaya
ciktiklarin1  belirtmistir ve serbest radikal reaksiyonlar1 vasitasiyla olustuklari

varsayllmaktadir. Piroliz 300°C iizerindeki sicakliklarda meydana gelir ve radikal



reaksiyonlart ile bircok reaktif parcalar olusturur. Daha sonra bu pargalarin
yogunlasarak yeni HCA’lar1 olusturduklart diisiiniilmektedir. Hem hayvansal hem de
bitkisel besinlerin 1sitilmasiyla olusabilen amino-karbolinler onciill madde olarak
keratin/kreatinin’e bagimli degildir. Oregin o ve y karbolinler ya triptofan ya da
hayvansal veya bitkisel kokenli proteinlerin (albumin, kazein veya soya fasiilyesi

globulin’i) pirolizi ile olugsmaktadirlar (Jagerstad vd 1998).

AIA grubu bilesikler (imidazo-quinolin, Imidazo-quidazoxalin’ler, Imidazo-
piridin’ler) 2-amino-imidazo grubuna ve imidazol halkasindaki nitrojenlerden birine
bagli metil grubuna sahiptir. Temel onciilleri kreatin/kreatinin, amino asit ve seker olan
bu grup HCA’larin Maillard reaksiyonlart sonucunda olustuklari diistiniilmektedir
(Jagerstad vd 1998). Maillard reaksiyonlarinin kimyasi olduk¢a karmasik olmakla
birlikte tek bir reaksiyondan ziyade g¢esitli reaksiyonlar1 kapsar. Maillard
reaksiyonlarinin bazi basamaklarinda HCA yapisinda bulunan pirazinler, piridinler,
quinolinler, quinoksalinler ve pirido[3,4-d]imidazoller olusur (Jagerstad vd 1998,
Murkovic 2004). Quinolin, quinoksalin veya piridin kuyruklarina takili olan metil
gruplarinin sayisi ve pozisyonu bu grubun iiye cesitliligine katkida bulunmaktadir (Sekil
1.1). Isitma esnasinda kreatin’in halkasal formdaki kreatinine doniismesi (siklizasyon)
ile AIA’nin amino-imidazo pargasinin meydana geldigi belirtilmektedir (Jagerstad vd
1998). Yiiksek sicakliklarda doniisiim hiz1 daha fazladir ve boylece kreatinin miktar: da
sicakliga bagli olarak artar. Hekzos ve amino asitler arasindaki Maillard reaksiyonlar
ile olusan piridin veya pirazin triinleri molekiiliin geri kalan kismini olusturmaktadir

(Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Heterosiklik aminlerin sentezi (Jagerstad vd 1998)

Meydana gelen reaksiyon zincirlerinde ortaya c¢ikan serbest radikallerin cesitli
HCA’larin olusumunda ise karistiklari tespit edilmistir (Kikugawa 1999). Ornegin,
karisim igerisinde kreatinin ile birlikte alkilpiridin serbest radikali bulunursa
imidazoquinolin mutajenlerinin  (1Q) dialkilpirazin serbest radikali bulunursa da
imidazoquinoksalin mutagenlerinin (MelQx) olustugu belirtilmektedir (Pearson vd

1992).

Pismemis et ve balik kasinda HCA olusumu icin gerekli tiim onciil maddeler
bulunmaktadir. Amino asitler ve sekerler sirasiyla kas proteini ve glikojenden saglanir.
Kreatin sadece kas hiicrelerinde onemli seviyede var olan bir enerji metabolitidir ve
pisirme esnasinda Maillard reaksiyonlariyla besinin karakteristik tadini ve kokusunu
olustururlar. Et iiriinlerinin yiiksek sicaklikta pisirilmesi sirasinda ng/g diizeyinde HCA
olusmaktadir. Genelde 200°C ve daha yukar sicakliklarda tavada kizartma ve 1zgarada
pisirme yontemleriyle yiiksek miktarlarda HCA iirtinii meydana gelirken kaynatma ile
¢ok az miktarda HCA olusur veya hi¢ olusmaz, ayrica derin yagda kizartma, rosto ve
firnlama islemleri degisken miktarlarda {iriin vermektedir (Skog vd 1998). insanlarin
maruz kaldiklart HCA miktarinin beslenme aliskanliklar1 ve pisirme tekniklerine baglh

olarak birka¢ ng/giin ile birka¢ pg/giin arasinda oldugu hesaplanmistir (Jagerstad ve



Skog 2005). Besinlerin pisirilmesindeki ve beslenme aliskanliklarindaki farkliliklar
nedeniyle olusan kimyasala maruz kalma bireyler arasinda cesitlilik gosterir. Ayni
zamanda detoksifikasyondan sorumlu enzimlerin polimorfik yapida olmasi kisilerin
metabolik potansiyellerinin de farkli olmasina neden olur. Bu enzimlerdeki genetik
polimorfizm ¢evresel ajanlarin detoksifikasyonu ve metabolik aktivasyonu arasindaki
dengeyi etkiler. Metabolik aktivitelerinin hizli veya yavas olmalarina goére bir
popiilasyondaki bireylerin HCA’lar1 metabolize etme hizlari, olusturduklari metabolit
miktarlar1 ve dolayisiyla etkilenme dereceleri birbirlerinden farkli olmaktadir.
Detoksifikasyon mekanizmasinin asil amaci canlilarin maruz kaldiklart ¢esitli maddeleri
viicuttan uzaklastirmaktir. Yagda c¢oziinen bilesikler biyolojik zarlardan kolaylikla
gecerler ve viicutta birikim yaparlar. Bu nedenle yagda ¢6ziiniirliik bilesigin viicuttan
atilimin kisitlar. Viicuttan uzaklastirmanin en kolay yolu suda ¢oziiniir hale getirip idrar

yoluyla disariya atmaktir.

Detoksifikasyon mekanizmas1 faz I ve faz Il reaksiyonlar1 olmak iizere iki
kisimdan olusmaktadir. Faz I reaksiyonlarinda ana bilesik, oksidasyon, rediiksiyon ve
hidroliz reaksiyonlar1 ile tlirevlerine doniistiiriiliir. Bu fazda bir¢ok enzim bulunmasina
ragmen en 6nemli enzim sistemi ¢esitli alt tipleri olan sitokrom P450 (stk. P450) enzim
sistemidir. Stk. P450 enzimlerinin ilag veya diger yabanci bilesiklerin metabolizmasinda
rol oynadig1 bilinmektedir. Bu enzim sistemindeki degisiklikler yabanci kimyasallarin
metabolizmasint da etkilemektedir. Bu fazdan sonra olusan metabolitler ortamdan
uzaklagtirtlip zararsiz hale getirilebilir ya da faz II reaksiyonlarina katilabilirler. Faz Il
reaksiyonlarinda da faz I reaksiyonlarinda oldugu gibi cesitli enzimler is gérmektedir.
Faz II reaksiyonlarinda, ara metabolite polar gruplar eklenerek metabolitin suda
coziinlirliigli  kolaylastirillir. Ancak bazen detoksifiye edilmeye c¢alisilan madde

biyoaktivasyona ugrar ve ana bilesikten daha zararli bir hale gelebilir.

Besinlerin hazirlanmasi sirasinda agiga c¢ikan HCA’lar da DNA’da hasar
olusturmak i¢in metabolik aktivasyona gerek duyan promutajenlerdir (Schut ve
Snyderwine 1999). Radyoaktif isaretli HCA’larin hizli bir sekilde ortamdan
kaybolmalari ve ilirede degismemis olarak ¢cok az miktarda bulunmalar1 bunlarin oldukca

biiylik oranda metabolize olduklarin1 gdstermektedir (Gooderham vd 2001). HCA’lar



gesitli  yabanci  kimyasal metabolize edici enzimler araciligiyla (sitokrom
P450=stk.P450, siilfotransferaz=SULT, glutatyon-S-transferaz=GST, N-asetil
transferaz=NAT, UDP-glukuronosiltransferaz=UDPGT) olduk¢a karmasik bir
metabolizmaya ugrarlar (Kassie vd 2003). HCA’larin biyoaktivasyon yolunun, stk.
P450 ile oksidasyon sonucu hidroksilamin tiirevlerine doniistiiriilmesiyle basladigi
belirtilmektedir (Sinha 2002, Schut ve Snyderwine 1999). Yapilan epidemiyolojik bir
calismada stk. P450 grubu olan CYP1A2 enziminin inhibitori kullanilarak AIA grubu
MelQx ve PhIP HCA’larinin degismeden idrarda goriilme oranlarina bakilmistir.
Inhibitér madde kullanimindan 6nce HCA’lar idrarda az miktarda bulunurken inhibitor
madde verilimi ile degismeden atilan HCA miktarinda artis goriilmiistiir. Sonug olarak
CYP1A2 enziminin bu HCA’larin metabolizmasindan sorumlu oldugu, inhibitor madde
verilimi ile metabolizmalarinin engellendigi sonucuna varilmistir (Boobis vd 1994).
Dolaysiyla oncelikle CYP1A2 enzimi ile N-hidroksilasyon meydana gelmektedir
(Butler vd 1989). AIA’larin niikleik asitlerle olduk¢a zayif bir sekilde etkilesen N-
hidoksilamin metabolitleri ikinci metabolik aktivasyon basamaginda N-asetiltransferaz
tip 2 (NAT2) enzimi ile asetilasyona ugrarlar (Sadrieh vd 1996, Davis vd 1993a, Sinha,
2002).

HCA’larin olas1 zararh etkileri arasinda gesitli kanser tiplerini genellikle de kolon
kanserini olusturabilecegi yoniinde caligmalar bulunmaktadir (Gooderham vd 2001,
Shin vd 2007). Kanserojenik potansiyele sahip maddeler bakteriyel mutajenite test
sitemlerinde % 90 oraninda mutajenik etki gostermektedir (National Research Council
1983). Bu yiiksek orandaki mutajen-kanserojen iliskisi nedeniyle maddelerin sadece
kanserojenik degil ayn1 zamanda genotoksik agidan da degerlendirilmesi gerektigi
diistiniilmektedir. HCA’larin  ortaya ¢ikarabilecegi olast  genetik  hasarlar
belirleyebilmek icin ¢esitli model organizmalarla ve hiicre gruplariyla arastirmalar
yapilmistir (Durling ve Abramsson-Zetterberg 2005, Heddle vd 2001, Itoh vd 2003,
Knize vd 2003, Knasmiiller vd 1999, Lynch vd 1998, Pfau vd 1999, Watanabe-
Akanuma vd 1997). Bir¢cok kisa donem testlerin sonucunda bu Dbilesiklerin
genotoksisiteleri gosterilmekle birlikte bakteriyel ve Okaryotik hiicrelerede etkili
mutajenler olduklar1 belirtilmektedir. Gooderham vd’nin (2001) bildirdigine gore;

Felton ve Knize, HCA’larin Ames Salmonella typhimurium mutajenite testinde ¢ergeve



kaymast ve nokta mutasyona neden olan giicli promutajenler olduklarini ifade
etmektedirler. Ancak metabolik aktivasyon istekleri ve tiirler arasindaki farkliliklar bu
bilesiklerin genotoksik etkilerini degistirebilmekte ve bakteri hiicrelerindeki kimyasal
kaynakli mutasyonlar bazen memeli hiicre sistemlerinde agik¢a gosterilememektedir.
Omegin PhIP, zayif bakteriyel mutajenken okaryotik hiicrelerde (Chinese Hamster
Ovaryum=CHO hiicreleri) daha etkin mutajenite gdstermektedir (Thompson vd 1987).
Seker ve amino asitlerin Maillard reaksiyonlariyla AIA’lari olusturmasi esnasinda
ortaya ¢ikan serbest radikal ara metabolitleri (pirazin katyon radikali ve karbon merkezli
radikaller) (Kikugawa 1999) DNA’ya atak yaparak hasar olusumuna neden
olabilmektedir. Cogu HCA’da var olan imidazo pargasinin ekzosiklik amino grubundan
tiirevlenen nitrenyum iyonu guanin bazlarinda N-C zincirlerinin olusumu vasitasiyla
DNA hasarlar iiretirler. (Colvin vd 1998). Bununla birlikte Robbana-Barnat vd’nin
(1996) bildirdigine gore; Jagerstad ve Skog, kreatin/kreatinin aksine karisima eklenen
amino asit tipine bagl olarak mutajenik profilin degisebilecegini ve ayrica farkli amino
asitlerin ayn1 mutajenik molekiilii olusturabilecegini belirtmislerdir. Ornegin treonin,
glisin, lizin, alanin ve serin amino asitlerinin hepsi siklikla es zamanl olarak MelQx ve
DiMelQx bilesiklerinin olusumuna neden olurlar. Organizmada biriken DNA hasarlari
olustuklar1 doku veya organa bagli olarak c¢esitli mutasyonel hastaliklarin ortaya
cikmasina katkida bulunabilirler. Cogu kanserin de hiicre diizeyinde ¢esitli mutasyonlar
sonucu ortaya c¢ikan bir siire¢ oldugu disiiniildiiglinde organizmanin HCA

biyokullanimini indirgeyecek yontemlerin tespit edilmesi 6nemli bir siirectir.

Zararl etkilerinden korunma igin ilk akla gelen yontem besin icerisinde bulunan
HCA’larin miktarin1 uygun pisirme teknikleriyle azaltmaktir. Bu nedenle de yapilan
calismalarin bir kismi pisme esnasinda bu bilesiklerin nasil olustugunu anlamaya
yoneliktir. Bu amagla farkl arastiricilar modelleme yontemleriyle HCA’lar1 olusturmay1
hedefleyerek (Skog vd 1992, Jackson ve Hargraves 1995) farkli sicaklik ve pisirme
zamanlarimin HCA olusumuna etkilerini arastirmislardir (Jagerstad vd 1998). Balogh
vd’nin (2000) kirmizi etin elektrikli 1zgarada farkli sicakliklarda ve 6 — 10 dakika
pisirme siiresinde olusan HCA miktarlarin1 karsilastirdiklart ¢alismada, sicakligin

175°C>den 200°C ve 225°C’ye ¢ikartilmasiyla HCA olusumunun belirgin sekilde arttig:



ve 225°C’de olusan toplam HCA konsantrasyonunun 175°C’de olusan miktara gore 6

kat daha fazla oldugu goriilmektedir.

Modelleme yoluyla yapilan ¢alismalar pismis et ve et {iriinlerinde olusan
HCA’larla aynmi drlinleri olusturmustur. Besinler igerisinde HCA’larin miktarini
etkileyen ¢esitli faktorler genel olarak etin tipi, pisirme teknigi, pismislik derecesi,
pisirme sicakligi olarak belirtilse de kimyasal ve fiziksel parametreler, oncii maddelerin
konsantrasyonlari, pH, pisirme zamani, yag icerigi, 1s1 ve kiitle tasinma sartlar1t HCA

olusumunu etkileyen diger faktorlerdir (Jagerstad vd 1998).

Bir sonraki adim bu {iriinleri ve/veya onciillerini ortamdan uzaklastirmak veya
olusan miktarlarin1 azaltmak i¢in farkli stratejiler gelistirmek seklinde oOlmustur
(Puangsombat and Smith 2010, Persson vd 2003). Bu amagla pisirme zamanmin ve
sicakliginin azaltilmasi ile olusan {iriin miktarinin degisimi belirlenmeye ¢alisilmistir ve
HCA olusumunda serbest radikallerin roliiniin olmasi pigirme esnasinda antioksidan
maddelerin kullaniminin etkin bir uygulama sekli olabilecegini diisiindiirmiistiir. Balogh
vd’nin (2000) yapmis oldugu yukarida bahsedilen ¢alismada en yliksek HCA miktarinin
elde edildigi grupta kirmizi et pisirilmeden Once {lizerine ayr1 ayri vitamin E (%1 ve %10
derisimleri) ve Oleoresin rosemary (%1 ve %10 derisimleri) eklenmesiyle HCA

miktarlarinda 6nemli diizeyde azalma oldugu gosterilmistir (Balogh vd 2000).

Monti vd (2001) ise yeni mahsiil islenmemis zeytinyagi ile 1 yillik beklemis
zeytinyagini karsilastirdiklarinda, taze zeytinyaginin antioksidan kapasitesinin bir yillik
yaga gore daha fazla oldugunu ve ayrica HCA olusumunu beklemis yaga gore daha
etkin bir sekilde azalttigin1 belirlemislerdir. Kahverengi seker, zeytinyagi, sirke, elma
sarabi, sarimsak, hardal, limon suyu ve tuz ile marine edilmis tavuk gogiis eti ile marine
edilmemis tavuk eti karsilastirildiginda sonugta marine edilmis tavuklarda toplam HCA
oraninin azaldigi gosterilmistir (Salmon vd 1997). Ayrica pismis biftekte HCA
olusumunu oOnlemek icin baharat (Murkovic vd 1998) ve meyve ekstraktlarinin
(Vitaglione vd 2002, Cheng vd 2007) ilave edilmesi HCA olusumunu etkin bir sekilde
azaltmaktadir. Cesitli pisirme teknikleri ve katki maddeleri ile HCA olusumunu
Oonlemeye yonelik caligmalarin yani sira mikrodalga firinlarin kimyasal olusumunu

Oonlemeye yonelik etkileri de arastirilmistir. Etin 200°C veya 250°C’de 6 dakika



kizartilmasindan Once mikrodalga firinda islem gormesi HCA onciillerini (Kreatin,

kreatinin, amino asit, glikoz) azaltmaktadir (Felton vd 1994).

Et pisirilmeden once ya da pisirilme esnasinda yapilan ¢esitli miidahalelerle HCA
olusumunu azaltmanin miimkiin oldugu gosterilmistir ancak yine de tamamen yok
olmamakta ve dolayisiyla az miktarda da olsa yeme yoluyla viicuda alinmaktadir. Yeme
sikligina bagl olarak da viicutta birikim yapabilmektedir. Viicuda alindiktan sonra bu
bilesikleri etkisiz hale getirebilecek ya da olusturduklari hasarlar1 azaltabilecek yeni
yontem veya madde arayisi devam etmektedir. Besinin kimyasal kompozisyonu HCA
olusumunda, antioksidan igerigi de olusan HCA’nin genotoksik etkisinin azaltilmasinda
onemli etkenlerdir. Bu agidan 6giinlerde farkli besin gesitlerinin tiiketilmesi 6nemli bir
faktor olabilir. HCA’larin ve/veya metabolitlerinin olusturabilecegi genetik hasarlara
kars1 kimyasal koruyucu faktorlerin tiikketimi genotoksik etkinin degistirilmesinde

Onemlidir.

Sebze ve meyveler sadece protein, karbohidrat kaynagi olmayip pek ¢ok farkli
fonksiyonel kimyasal bilesikler de igermektedir. Yesil ve sar1 renkli sebzeler vitaminler
gibi ¢ok degerli fakat diisiik konsantrasyonlu bilesikler ihtiva etmektedir. Bunlar
antioksidatif, antimutajenik, alerji baskilayici, kan basinci diizenleyici veya kolesterol
distirtici  pek ¢ok yararli biyolojik aktiviteye sahiptir. Antimutajenik  ve
antikanserojenik  6zelliklere sahip bilesiklerin bulunmasi ve arastirilmast son
zamanlarda biiylik 6nem kazanmistir. Mutajen olusumunun 6nlenmesi, mutajenin doku
ve hiicresel organizasyonla durdurulmasi, hiicre icinde bulunan bilesiklerle
engellenmesi, premutajenik veya mutajenik lezyonlarin kimyasal bilesiklerle veya
cesitli tamir mekanizmalarla nétralizasyonu ve hatali DNA tamirinin engellenmesi gibi
antimutagenezisi etkileyen ¢esitli faktorler bulunmaktadir (Hartman ve Shankel 1990).
Antimutajenik etkisi bilinen fazla miktarda madde oldugu yapilan c¢alismalarla
gosterilmistir. Bircok epidemiyolojik ve deneysel ¢alisma antioksidan igerigi zengin
besinlerin belirli kanser tiplerini ve mutasyon frekansini azalttigini gostermistir. (Block
1991, Byers ve Perry 1992, De Flora vd 2001, Fabiani vd 2001).

Mutajenite testleri herhangi bir kimyasalin modern toksikolojik profilinin

tamamlayic1 kismini olusturmaktadir (Graf vd 1983). Insan popiilasyonlarmin maruz



kaldig1 genetik riski Dbelirlemek i¢in amaglanan ¢alismalarda memeli model
organizmalar vazgecilmez bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte deney hayvanlarin
kullaniminda sayisal agidan etik olarak bazi sinirlamalar getirilmesi farkli alternatif
metodlarin gelistirilmesine yon vermistir. Insan gen havuzuna potansiyel olarak zararli
kimyasallart belirlemeyi amaglayan taramalarda alt organizasyonlu (sub-memeli)
canlilar ve hiicre kiiltlirii yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak kimyasal maddelerin
metabolizmalar1 ve dagilimlar1 géz 6niinde bulunduruldugunda in vivo g¢alismalarin in
vitro calismalardan daha iistiin oldugu diisiiniilebilir. /n vitro sistemlerin in vivo
sistemlerdeki hiicreler arasinda bulunan diizenleyici, sinerjetik ve antagonistik etkileri
yansitamamalar1 dezavantajdir. Bu nedenle de in vitro c¢alismalarin sonuglar1 in vivo
kosullarda yapilan ¢alismalarin sonuglarindan farkli olabilmektedir. Drosophila
melanogaster, memelilerin yerine gecebilecek uygun alt organizasyonlu 6karyotik bir
organizmadir. Bu sinekler genetik c¢alismalar icin birgok avantaji olan deneysel

organizmalardir.

Son yillarda yapilan bir¢ok ¢alisma, insan hastaliklarinda D. melanogaster’in
model organizma olarak kullanilmasimi desteklemektedir. Drosophila genom dizi
analizi, insan hastaliklarinda belirlenen genlerin %60’mndan fazlasinin Drosophila
ortologu oldugunu gostermistir. Ortoloji ortak bir atadan gelen farkl tlirlerdeki genleri
tanimlamaktadir.  Kanser, ndrolojik  hastaliklar, metabolizma  bozukluklari,
malformasyon bozukluklar1 ve renal hastaliklar1 belirleyen genlerin biiyiik olasilikla

Drosophila’da kopyalar1 bulunmaktadir (Bernards ve Hariharan 2001).

Drosophila larvalari, ergin evredeki viicudun gesitli kisimlarini olusturmak tizere
cogalmaya ve farklilasmaya ugrayan diploit yapidaki imaginal disk hiicrelerine sahiptir.
Bu disk hiicrelerinin memeli hiicreleriyle benzer hiicre dongiisiine sahip olmasi
Drosophila’nin tiimorgenezis basamaklarinda ¢ogalma siirecinin arastirilmasinda model
olarak kullanilmasma olanak vermektedir. Drosophila imajinal disklerinin biyolojik

ozellikleri, kansere hassas bircok memeli hiicresi ile benzerdir (Potter vd 2000).

Drosophila somatik dokularinda genetik degisimleri belirlemek i¢in en fazla
kullanilan kisa donem mutasyon testi kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi

(SMART)’dir. Drosophila SMART, tek bir bilesik veya kompleks karigimlarin



genotoksisitesini  belirlemek igin ¢ok yonlii, etkili ve ucuz kisa donem in Vvivo
genotoksisite testidir. Sinek kanatlarindaki trikomlarda fenotipik olarak ifade edilen
belirleyici genlerin heterozigotlugunun kaybini belirlemek igin gelistirilmistir. Bu test
sistemi genotoksik ajanlarin hiicre boliinmesi sirasinda nokta mutasyon, kromozom
kiriklar1 veya kaybi ya da mitotik rekombinasyon yetenekleri ile ilgili hizli bilgi elde
edilmesini saglar (Graf vd 1984, 1989, Guzman-Rincon ve Graf 1995, Vogel vd 1999).
Kimyasal uygulanan Drosophila larvalari uygulamadan sonra birkag hiicre boliinmesi
gecirir ve boylece somatik hiicrelerde meydana gelen mutasyonlar hiicrenin boliinme
stireciyle yavru hiicrelere aktarilirlar. Somatik hiicrelerdeki mutasyonel olaylarin veya
rekombinasyonun neden oldugu genotipik degisimler fenotipik olarak kolayca

gozlenebilir klonlar olarak ortaya ¢ikmaktadir.

SMART’da, standart bir ¢aprazlama ile normal seviyede stk. P450 enzimine sahip
sinekler ¢aprazlanir (Graf vd 1989). Boylelikle test edilen kimyasal normal siirecinde
metabolize edilir. Bununla birlikte ayni belirleyici genlere sahip ancak yiiksek
metabolik aktivite 6zelligi gdsteren yani yiiksek stk. P450 enzim seviyesi (Graf ve Van
Schaik 1992) sunan sinekler ayni genetik test sistemi ile g¢aprazlanabilir. Sonugta
kimyasal madde daha hizli bir sekilde metabolitlerine parcalanir. Kullanilan bu 6zel
hatlar sayesinde disaridan herhangi bir aktivasyon sisteminin eklenmesine gerek
duymadan promutajen veya prokanserojenler aktive edilebilir. Her iki caprazlama
grubunun karsilastirilmasiyla aslinda ana bilesigin ve metabolitlerinin genotoksik
etkileri karsilagtirilmis olur. Yiiksek metabolik aktiviteye sahip hatlar ile yapilan farklh
caligmalar bulunmaktadir (Osaba vd 1999, Kaya vd 2000, Ramirez-Victoria vd 2001,
Idaomar vd 2002, Rojas-Molina vd 2005). Ayrica Drosophila SMART genotoksisite
calismalarinin yani sira antigenotoksisite c¢aligmalar1 i¢in de uygun bir arastirma

metodudur (Graf vd 1998).

Retinol, B-karoten, askorbik asit, a-linoleik asit ve a-tokoferol gibi antimutajenik
maddeler DNA’y1 bircok ¢evresel faktore karsi korumaktadirlar. Bu bilesikler i¢in genel
anlamda vitamin terimi kullanilmaktadir. Ancak vitamin sinifina girmeyen yesil
pigmentlerin de benzer Ozellikler gosterdikleri bilinmektedir. Bitki hiicrelerinin

icerdikleri yesil (klorofil) ve sar1 (karotenoid ve ksantofil) pigmentler toplamda 3:1
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oranindadir (Negishi vd 1997). Klorofilin suda ¢oziinebilir yar1 sentetik bir klorofil
tirevidir ve gerek klorofil gerekse klorofilin’in antigenotoksik etkileri farkl
organizmalarla yapilan farkli test sistemleriyle gosterilmistir (Sugiyama vd 1996,
Negishi vd 1989, Negishi vd 1997). Klorofil’in suda ¢éziinmeyen yapisindan dolayi,
suda ¢Oziiniir bir tirev olan klorofilin lipofilik klorofil’e alternatif olarak
kullanilmaktadir (Kim vd 1999). Yapilan calismalar bitkisel kaynakli olan klorofil ve
klorofilin’in DNA hasarlarina karsi koruyucu etkisinin diger bilesiklerden daha aktif
oldugunu géstermistir (Gentile ve Gentile 1991, Negishi vd 1989, Negishi vd 1990, Ong
vd 1989, Renner 1990, Terwel ve Van Der Hoeven 1985). Iyonize radyasyon sonucu
ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) etkisiz hale getirilmesinde (Boloor vd
2000) ve ROS’larin neden oldugu oksidatif hasarlara kargt mitokondrinin korunmasinda
oldukga etkili bir antioksidan (Boloor vd 2000, Kamat vd 2000), ayrica aflotoksinin
neden oldugu hasarlara karsi da etkili bir antikanserojen (Egner vd 2003) oldugu

belirtilmektedir. Klorofil ile yapilan ¢alisma sayisi klorofilin’e oranla kisitlidir.

Bu calismada et ve et iriinlerinin pismesi ile siklikla olusan 1Q (2-Amino—3-
methylimidazo[4,5-f]quinoline) ve MelQx (2-Amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-
flquinoxaline) HCA’larinin genotoksik etkilerine karsi klorofil a wve Kklorfil b
bilesiklerinin koruyucu etkilerinin arastirilmast amaclanmigtir. Calismanin  ilk
asamasinda MelQx ve 1Q HCA’larmin olas1 genotoksik etkilerini belirlemek igin
SMART yontemi uygulanmistir. Ortaya ¢ikabilecek genotoksik etkinin bilesigin
kendisinin mi yoksa parcalanma iirlinlerinin mi olusturdugunun arastirilmasi amaciyla
hem normal metabolik aktiviteye (mwh/mwh ve flr*/TM3 Ser) hem de yiiksek metabolik
aktiviteye (NORR/NORR; mwh/mwh ve NORR/NORR; fIr*/TM3 Ser) sahip Drosophila
bireyleri kullanilmustir. ikinci asamada ise yesil sebze ve meyvelerde biiyiik oranda
bulunan klorofil a ve klorfil b pigmentlerinin IQ ve MelQx’in genotoksisitesine karsi

koruyucu etkilerinin olup olmadig1 arastirilmistir.
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2. MATERYAL ve METOT

Bu calismada, genotoksik ve antigenotoksik etkilerin arastirilmasinda D.
melanogaster kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) kullanilmistir.
Bu test caprazlama sonucu elde edilen transheterozigot larvalarin kanat imajinal disk
hiicrelerinde heterozigotlugun kaybolarak fenotipte gdzlenmesi esasina dayanir (Graf vd
1984, 1989). Kalict kanat preparatlarinin  hazirlanmasi ile istenilen zamanda
degerlendirmenin yapilmasi, %70’lik alkolde Drosophila kanatlarinin bozulmadan
saklanmas1 ve test edilecek maddenin imajinal disk hiicrelerinde daha fazla sayidaki
hedef hiicrelere ulagsmasi bu test sistemini diger Drosophila testlerine gore daha

avantajli kilmaktadir.
2.1. Drosophila melanogaster’in Hayat Dongiisii

Diptera ordosundan tam bagkalasim gosteren (holometabol) bir bdcek olan
Drosophila melanogaster, diploid bir organizma olup dort ¢ift kromozom tagimaktadir
(Rothwell 1993). ideal yasam kosullart olan 25C ve %60 bagl nem ortaminda
olgunlagma siireci 9 ile 11 giin arasinda degismektedir. D. melanogaster hatlari, ideal
yasam kosullarina (25°C ve %60 bagil nem) sahip 6zel iklim odasinda standart Lewis
besin ortaminda (Lewis ve Bacher 1968) kiiltiire alinmaktadir. Standart Lewis besin
igerigi misir unu (104 gr), seker (94 gr), maya (19 gr), agar (56 gr), distile su (1020 ml)

ve asit karigimi (6 ml)’indan olugmaktadir.

Hazirlanan besi yerlerine aktarilan kiiltlirlerin burada yumurta birakarak
cogalmalar1 saglanir. Beyaz renkte, 0.5 mm uzunlugunda ve 0.2 mm c¢apinda oval
yapida olan Drosophila yumurtalar1 besi yeri {izerinde ¢iplak gozle rahatlikla ayirt
edilebilirler. Bas kisminda besin igerisine batmasini engelleyen iki tane filament
bulunmaktadir. Bir giinliik embriyonik gelisimin ardindan yumurtadan ¢ikan larva iig
farkli gelisim evresi (L1, L2, L3) gegirir (Sekil 2.1). 3. evre sonunda larva genellikle
besi yerinden ayrilip kiiltiir siselerinin duvarlarinda kuru bir yere yerleserek pupa
evresine gecer. Son evre olan pupa evresi yaklasik 4-4.5 giin siirer ve artik birey
disartya ¢ikmaya hazirdir. D. melanogaster’in  hayat dongiisi  Sekil 2.2.°de

gosterilmektedir.
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Sekil 2.1. Drosophila melanogaster’in gelisim evreleri (Graf vd 1984)
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Sekil 2.2. Drosophila melanogaster’in hayat dongiisii (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
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Pupadan ilk ¢iktiklarinda sinekler normal ergin yapisindan biraz farkli
goziikmektedir. Viicut normale gore daha biiyiikk ve agik renklidir. Yaklasik bir saat
icinde viicut rengi koyulasarak normal halini alir. Baslangigta kanatlar sikica
katlanmistir ve gri renkte goziikiirler. Kanat damarlarima hemolenf pompalaninca
kanatlar yavasca agilir. Kanatlar ve viicudun diger kisimlari ilk basta ince ve hassas

gozikmektedir. Ancak havanin oksijenine maruz kaldiginda birkag saat iginde sertlesir.

Erkek bireyler eseysel olgunluga erismis halde pupadan ¢ikmalarina ragmen disi
bireylerin eseysel olgunluga erismesi icin 6—12 saat gibi bir zamanin ge¢mesi
gerekmektedir. Henliz d6llenme yetenegine sahip olmadiklari icin virjin (bakire) olarak
adlandirtlirlar ve c¢aligmalarda genellikle virjin disiler kullanilirlar. Ergin bireylerin

ortalama yasam siireleri 40—50 giin arasinda degismektedir (Graf vd 1992).
2.2. Kullanilan Hatlarin Genetik Yapisi

Kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde kullanilan hatlar {igiinci
kromozomlart iizerinde iki belirleyici gen tasimaktadirlar. Bu ¢alismada sahip olduklari

metabolik aktivitelerine gore iki farkl kiiltiir kullanilmistir.

Normal metabolik aktiviteye sahip Kkiiltiirler: Bu caprazlamada kullanilan
Drosophila hatlarinin  stk.P450 enzim aktivitesi normal seviyededir. Calismada
kullanilan bireylerin genetik yapisi asagidaki gibidir (Lindsley ve Grell 1968, Garcia-
Bellido ve Dapena 1974, Lindsley ve Zimm 1992));

e mwh / mwh

flr*/In (3LR) TM3, rip P sep bx ** e *Bd ®
kisaca;

«flr¥ / TM3, Bd ®olarak gosterilmektedir.
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Yiiksek metabolik aktiviteye sahip kiiltiirler: Sonradan genetik caprazlamalarla
olusturulan bu hatlar standart caprazlamadaki bireylerden daha fazla seviyede enzim

aktivitesine sahiptirler. Genetik yapilar asagidaki gibidir;

¢ NORR / NORR; mwh / mwh
e NORR / NORR; flr® / In (BLR) TM3, rip P sep bx **e*Bd ®

kisaca;
e NORR / NORR; flr®/ TM3, Bd® olarak gosterilmektedir.

mwh (Multiple Wing Hair): Coklu kanat kili aleli (mwh, 3-0.3) tasiyan hatlar
kiiltiir icersinde tamamen homozigot haldedir. Bu marker gen homozigot resesif halde
iken fenotipte gozlenebilir. mwh mutasyonu, 3. kromozomun sol kolunun ucunda
yerlesmistir (Sekil 2.4) ve homozigot sartlarda normal yaban tip killarin yerine bir

kokten ¢oklu killarin ¢ikmasi seklinde fenotipe yansimaktadir (Sekil 2.3c¢).

J
a) gf b 5’{ /
%4 a9 e 3N

h/, UM vl hM r"b” ; M .-.rbd
J

J 7 d, / o
s 04
N i
Sekil 2.3. Kanat trikomlarinin goriiniimii a) normal b) farklilasmis fakat ne flare ne de

mwh olarak siniflandirilmayacak trikomlar ¢) mwh trikomlar d) flare genotipe
ait trikomlar (Graf vd 1984)

=&
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flr® / TM3, Bd *: flare® (fIr®, 3-38.8), kanatlardaki killarin yapisini etkileyen resesif
mutasyondur. Kanatlardaki diiz ve uzun killarin yerine kisalmis, nokta seklinde, balon
seklinde veya kalin ve diizgiin olmayan bir sekilde fenotipe yansiyabilmektedirler (Sekil
2.3d). 3. kromozomun sol kolunda fakat sentromere daha yakin konumda yerlesmistir
(Sekil 2.4). Homozigot halde embriyonik evrede oldiiriicli etkisi olmasina (Sekil 2.5)
ragmen, disk hiicrelerinde homozigot flr hiicreler goriilebilir ve mutant killar tiretilebilir.
Bireyleri, flr alelinin letal etkisinden korumak i¢in ¢oklu inversiyonlar tasiyan TM3
dengeleyici kromozomu kullanilmaktadir ve homozigot halde yine letal etki gdsteren
dominant belirleyici, Beaded-Serrate (BdS) geni de TM3 iizerinde tasinmaktadir.
Dengeleyici kromozom, letal etkisinden korunmak istenen genin bulundugu homolog
kromozomlardan birinde bulunur. Ayrica dengeleyici kromozom rekombinasyonu
baskilayarak mutasyon ve rekombinasyonun birbirinden ayrilmasini da saglamaktadir.
TM3 dengeleyici kromozomu 3. kromozom iizerinde bulundugundan bu kromozomda

meydana gelebilecek rekombinasyonu baskilamaktadir.

Sentromer
mwh flr® Bd®
[ | [
[ I [ I
0.3 38.8 47.7 91.9

Sekil 2.4. Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testinde kullanilan
belirleyici genlerin tiglincii kromozom {izerindeki yerlesimleri (Kaya 2000)
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+ I+ + flr 4+

} +Ho— X } +o—

; HO— ; HO—

+ + Bd + + Bd
+  fl o+ +  flr 4+ +  + B + +  Bd
—+o— —+o— —+o— —+o—
; +o— ; +HO— ; +HO— ; +HO—
+  fIrr o+ + + B +  fIr o+ + +  Bd°

Letal Y Letal
Yasayan Bireyler

Sekil 2.5. flr3 / TM3, Bd® bireylerindeki homozigot letal etkiler (Kaya 2000)

Belirleyici genleri tasiyan bireylerin ¢aprazlanmasindan sonra iki farkli kanat
fenotipine sahip bireyler olusur. Normal fenotipteki kanatlarin kenarlar1 diizgiin bir yap1
gosterirken, Bd® (Beaded Serrat) genini tasiyan bireylerde kanat kenarlari girintilidir
(Sekil 2.6). Homozigot halde letal etki gosteren dominant Bd® geni, TM3 dengeleyici
kromozomunun tizerinde yer alir ve boylelikle TM3 dengeleyici kromozomuna sahip

bireyler kanat fenotiplerinin incelenmesiyle diger bireylerden kolaylikla ayrilirlar.

Sekil 2.6. a) Dengeleyici kromozom tagimayan normal ve b) dengeleyici kromozom
tastyan Bd® (serrat) bireylerinin kanat fenotipleri
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2.3. Kimyasal Gruplar

Bu c¢aligmada, et ve et iriinlerinin pisirilmesi ile kimyasal reaksiyonlar sonucu
ortaya ¢ikan 1Q ve MelQx (Toronto Research Chemicals Inc.) HCA’larinin hem normal
metabolik aktiviteye hem de yiliksek metabolik aktiviteye sahip D. melanogaster
hatlarinda kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi ile genotoksik etkilerine

kars1 klorofil a ve klorofil b (Sigma) maddelerinin koruyucu etkileri arastirilmistir.

Yapilan calismada kimyasallarin ¢6zlindiigii ve genotoksik etkisi olmayan distile
su negatif kontrol olarak kullanilmistir. Ayrica test sistemimizin c¢alistigindan emin
olmak i¢in mutajenik etkisinin oldugunu bildigimiz EMS (etil metan siilfonat) de pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. Dimetil siilfoksit (DMSO) ise ¢oziicli kontrol olarak

kullanilmustir.

Calismada kullanilan HCA bilesiklerinin ve klorofil gruplarinin kimyasal yapilari
Cizelge 2.1.’de gosterilmektedir.
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Cizelge 2.1. Calismada kullanilan bilesiklerin kimyasal yapilari

Kimyasal Adit (Grup)

Kimyasal Y apu1s

MelQXx
2-Amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-flquinoxaline
Saflik derecesi: %100

Molekiiler agirlik: 213.23

Toronto Chemical Research (Katolog no:A606600)

(Amino-imidazo)

NH,

HsC N

IQ (Amino-imidazo)
2-Amino-3-methylimidazo[4,5-f Jquinoline

Saflik derecesi: %100

Molekiiler agirlik:198.22

Toronto Chemical Research (Katolog no:A616500)

X XN
N
K | 0 r o f i | a
Klorofil a (C55H72MgN405) HsC CaHs
Saflik derecesi: %100
Molekiiler agirlik:893.52
Sigma (Katolog no:C5753-10MG)
H,C=CH Ha
H3C =O
COOCH;
CH,CH,COOCHs30
K | 0 r 0 f i | b
Klorofil b (C55H70MgN406)
Saflik derecesi: %100
Molekiiler agirlik:907.5
Sigma (Katolog no:C5878
gma ( g ) H,C=CH
HsC
COOCH3
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2.4. Caprazlamalarin Yapilmasi ve Transheterozigot Larvalarin Elde Edilmesi

Deneysel siirecte normal ve yiiksek metabolik aktiviteye sahip bireylerle iki farkli
caprazlama grubu olusturuldu. flr® / TM3, Bd® hattinda yumurta verimi daha yiiksek
oldugu icin bu bireyler her iki ¢aprazlama grubunda da disi bireyler olarak secildi.
Erkek bireyler olarak da mwh/mwh hatlar1 kullanildi. Oncelikle caprazlarin
olusturulmasinda yeterli sayida erkek ve virjin disi seg¢ebilmek icin kullanilacak olan
kiltirler daha oOnceden hazirlanan besi yerine aktarilarak sayilart artirildi.
Transheterozigot larvalarin elde edilmesinde kullanilan disi bireylerin virjin oldugundan
emin olmak i¢in 4’er saat araliklarla pupadan ¢ikan disi bireyler toplanarak yeni bir
besin ortamina alindilar. Geng bireylerin tireme verimliligi daha fazla oldugundan 3-7
giinliik bireyler kullanilmasina dikkat edildi. Her siseye ortalama 35 @ ve 35 & birey
konularak caprazlama siseleri olusturuldu. Yapilan ¢aprazlamalar asagida gosterildigi

gibidir;
Normal metabolik aktiviteye sahip bireylerin ¢aprazlanmasi
g 3
flr*/TM3, Bd® X mwh / mwh

Yiiksek metabolik aktiviteye sahip bireylerin caprazlanmasi

g 3

NORR /NORR;: flr* / TM3, Bd® X NORR /NORR mwh / mwh

Erkek ve disi bireyler dollenme ve embriyogenezin gergeklesmesi i¢in en az bir
giin ayn1 ortamda birakildilar. Daha sonra bireyler yeni bir besin ortamina alinarak 8
saat boyunca yumurta birakmalar1 saglandi. Bdylece ayni larval evrede olan
transheterozigot larvalar elde edilmis oldu. Ayni bireyler yumurta toplama islemi icin
defalarca kullanildi. Larvalarin elde edilebilmesi i¢in yapilan ¢aprazlama Sekil 2.7.’de

gosterilmektedir (Graf vd 1984, 1989, Van Schaik ve Graf 1991).
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mwh  + + +  fir o+
I +Ho— I +HO—
i +0— i H@—
mwh + + + + Bd®
mwh + + mwh + +
I I i I +HO—1
i HO— i HO—
+ fir® + + + Bd®
Transheterozigot Dengelenmis Heterozigot

Sekil 2.7. Dengelenmis heterozigot mwh/Bd® ve transheterozigot mwh/flr® bireylerin
elde edilebilmesi igin mwh/mwh ve flr¥/TM3,Bd> bireyleri arasindaki
caprazlamalar (Kaya 2000)

2.5. Uygulama Gruplarinin Olusturulmasi ve Uygulamalarin Yapilmasi

Oncelikle 1Q ve MelQx HCA’larinin normal metabolik aktiviteye sahip bireylerde
tek baslarina mutajenik ve/veya rekombinojenik etkileri arastirildi. Daha sonra
belirlenen 3 genotoksik doza kars1 klorofil a ve klorofil b’nin iki dozu ile farkl

zamanlarda uygulamalar yapildu.

SMART yonteminde farkli zaman ve periyotlarda akut veya kronik uygulamalar
yapmak mimkiindiir (Graf vd 1984). Planlanan c¢alismanin amacina gore degisik
uygulama zamanlar segilebilir (Sekil 2.8). Ornegin bir kimyasalin genotoksik etkisi
belirlenmek istenirse ¢ogunlukla 72 + 4 saatlik larvalar kullanilmaktadir. Eger
antigenotoksisite ¢aligmasi yapilacaksa hem 48 + 4 saatlik hem de 72 + 4 saatlik larvalar
kullanilabilmektedir.
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Sekil 2.8. Drosophila melanogaster’de degisik uygulama zamanlar1 (Graf vd 1984)

Drosophila larvalarindaki imajinal diskler, larval gelisim periyodu boyunca siirekli
mitotik boliinme ile biiyliyen hiicrelerdir. Kanat imajinal disk hiicreleri, birinci larval
evrede yaklasik 50-100 kadardir ve tgiincii larval evrede (72 saatlik larva) bu say
yaklasik 24.400’e¢ ulasmaktadir (Graf 1995). Larval gelisimdeki siirekli hiicre
boliinmesi, imajinal disklerdeki hedef hiicre sayisinin artmasina neden olur. Boylece
mutajen uygulanan larvanin yasmin artmasi ile birlikte klon indiiksiyon frekansinin
artmast beklenir (Graf 1995). Bu yiizden Graf (1995), kanat somatik mutasyon ve
rekombinasyon testi i¢in mutajen uygulanmasinda en uygun zamanin 72. saat oldugunu

bildirmektedir.
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Bizim yapmis oldugumuz g¢alismada, uygulama i¢in iki farkli zaman periyodu
secildi. ik basta 48 + 4 saatlik larvalara klorofil a ve klorofil b ile én uygulama
yapilmasmin ardindan 72 + 4 saatlik olduklarinda HCA uygulamasi yapildi. ikinci
grupta ise klorofil a ve klorofil b HCA’larla es zamanl olarak 72 + 4 saatlik larvalara
uygulandi (Sekil 2.8).

Izlenen deneysel yol asagida gosterilmektedir;

1) On calismalarla 72 + 4 saatlik Drosophila larvalarinda genotoksik etki gdsteren HCA
dozlar1 bulundu.

2) Negatif kontrol distile su ve ¢oziicii kontrol DMSO 48 + 4 ve 72 + 4 saatlik
Drosophila larvalarina uygulandi.

3) Klorofil a ve klorofil b dozlar1 48 + 4 ve 72 + 4 saatlik Drosophila larvalarina
uygulandi.

4) Pozitif kontrol EMS 72 + 4 saatlik Drosophila larvalarina uygulandi.

5) Antimutajen ve HCA bilesiklerinin dozlar1 72 + 4 saatlik Drosophila larvalarina es
zamanli olarak uygulandi.

6) Antimutajen dozlarinin 48 + 4 saatlik Drosophila larvalarina 6n uygulamalarinin
ardindan larvalar 72 + 4 saatlik olduklarinda HCA dozlar1 uygulandi.

7) Uygulama sonucunda elde edilen bireyler kanat preparatlari hazirlanincaya kadar
%70’lik etil alkolde saklandi.

8) Elde edilen bireylerin kanatlari Faure solusyonunda stereo mikroskop (Nikon
SMZ645) altinda viicuttan ayrilarak preparatlar1 hazirlandi ve hazirlanan preparatlar

151k mikroskobunda (Nikon YS100) 40X biiyiitmeli objektifte incelendi.

Elde edilen veriler bilgisayarda MICROSTA paket programi ile degerlendirilerek
istatistiksel farkliligin olup olmadig tespit edildi.

Yukarida verilen deneysel siire¢ hem normal metabolik aktiviteye sahip hem de
yiiksek metabolik aktiviteye sahip transheterozigot Drosophila larvalarina ayri ayri

uygulandi.
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Olusturulan ¢aprazlama siselerindeki bireyler taze besi yerine alinarak sekiz saat
boyunca buraya yumurta birakmalarina izin verildi. Toplanan déllenmis yumurtalardan
cikan larvalar kurulan deneysel diizenege gore ikinci (48 + 4 saat sonra) veya iigiinci
larval evreye ulastiginda (72 + 4 saat sonra), icinde bulunduklar1 besinler musluk
suyuyla yikanarak ve ince gozenekli metal elekten gecirilerek ayrildilar. Uygulama
ortami olarak kullanilan plastik tiipler igerisine birer olgli (~ 4.5 gr) hazir Drosophila
besini (Drosophila Instant Medium) (Formula 4-24, Carolina Biological Supply Co.,
Burlington, NC, ABD) konuldu. Besinler uygulamadan hemen oOnce hazirlanmig
kimyasal derisimlerinin 9 ml’si ile 1slatildi. 72 + 4 saatlik larvalar i¢in besin heterosiklik
aminlerin veya heterosiklik amin + klorofil bilesiklerinin degisik dozlariyla, 48 + 4
saatlik larvalar icin ise klorofil a ve klorofil b dozlariyla islatildi. Her bir tiip igerisine
musluk suyu altinda ayrilan larvalardan 1-2 spatiil dolusu (yaklasik 100 larva) konuldu
ve tliplerin agizlar1 siinger tikaglarla kapatildi. Kimyasal uygulanan tlipler 25 =+
0.5°C’deki inkiibatore (Sanyo) konuldu. Boylece 72 + 4 saatlik larvalarin, 48 saat
siiresince ortama konulan kimyasal karisimi ile 1slatilmis hazir besinle beslenerek
kronik olarak kimyasala maruz kalmalar1 saglandi. 48 + 4 saatlik larvalar ise bir giin
sonra ayni saatte yani 72 + 4 saatlik olduklarinda musluk suyu altinda tekrar yikandilar
ve boylece bir giin 6nce uygulanmis olan antimutajenler ortamdan uzaklastirildi. Daha
sonra hazir besin heterosiklik aminlerin farkli dozlartyla 1slatilarak yeni bir uygulama
tipli hazirland1 yikanan larvalar buraya aktarildi. Larvalar, ergin sinek haline gelene
kadar inkiibatorde bekletildi. Yapilan deneysel siirecin kisa oOzeti Sekil 2.9°da

gosterilmistir.

24



mwh/mwh flr* / TM3, Bd®

3 ?

Yumurta Toplama ( 8saat)

ON UYGULAMA BIRLIKTE UYGULAMA

48 + 4 Saatlik Transheterozigot Larvalara
Klorofil a — Klorofil b Uygulamasi

v

72 + 4 Saatlik Transheterozigot Larvalara 72 + 4 Saatlik Transheterozigot Larvalara

HCA Uygulamasi Klorofil (a-b) + HCA Uygulamasi

ERGIN BIREYLER

/\.

mwh/Bd® Genotipli mwh/flr® Genotipli

Serrat Kanatlar Normal Kanatlar

l

NOKTA MUTASYON ve DELESYON

NOKTA MUTASYON, DELESYON SOMATIK
ve SOMATIK REKOMBINASYON REKOMBINASYON
Kiiciik Tek Tip Biiyiik Tek Tip Biiyiik Tek Tip Ikiz Klonlar
Klonlar Klonlar Klonlar
mwh (1-2 hiicre) mwh (>2 hiicre) fIr®

Sekil 2.9. Drosophila melanogaster’de kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon
testinin sematik olarak gdsterilmesi
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2.6. Ergin Bireylerin Toplanmasi ve Kanat Preparatlarinin Hazirlanmasi

Uygulamalardan sonra ergin hale gelip pupadan ¢ikan bireyler eterle bayiltilarak
%70’lik etil alkol igerisinde +4°C’de kanat preparatlar1 hazirlanincaya kadar saklandi.
Preparatlar hazirlanacagi zaman bu bireyler saat camina alinarak kanat morfolojilerine

gore ayrildilar.

Preparati hazirlanmak istenen fenotipe sahip bireyler distile su igerisine
aktarildilar. Cukur lam {izerine 1-2 damla faure solusyonu damlatilarak distile su
icerisindeki bireyler birer birer soliisyon igerisine alindilar. Sonra ince uglu pens ve igne
yardimiyla stereo mikroskop (Nikon SMZ645) altinda bireylerin kanatlar1 viicutlarindan
ayrildi. Ayirma isleminde, kanada ve lizerindeki killara zarar verilmemesine dikkat
edildi. Aynm1 bireye ait kanatlar c¢iftler halinde diizglin bir sekilde lam iizerine
yerlestirildi. Caligilan her bir derisim i¢in hem normal ve hem de serrat kanath
bireylerden rastgele olarak secilen 40 bireyin (80 kanat) kanat preparatlar1 hazirlandi.
Frei ve Wiirgler (1995) her bir derisim i¢in 80 kanadin istatistiki degerlendirmelerde

yeterli oldugunu belirtmiglerdir.

Hazirlanan preparatlar bir giin siire ile tozsuz bir ortamda kurumasi i¢in bekletildi.
Kuruyan preparatlarin iizerine 1-2 damla Faure soliisyonu damlatilarak lamel (24X60
mm) ile hava kabarcigi kalmayacak sekilde kapatildi. Preparatlar kurutma kagidina
sarildiktan sonra kanatlarin diizgiin sekilde sabitlenmesi amaciyla lizerlerine metal
bloklar konarak iki giin kurumaya birakildi. Preparatlar tamamen kuruduktan sonra

suyla yikanarak soliisyon kalintis1 temizlendi ve sayima hazir hale getirildi.

Kanat preparatlarinin yapiminda kullanilan Faure solusyonu Kaya’nin (2000)
belirttigi gibi Gum Arabic (30 gr), Gliserol (20 ml), Kloral hidrat (50 gr) ve Distile Su

(50 ml) kullanilarak hazirlanmstir.
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Daha 6nce de bahsedildigi gibi ii¢lincii kromozom iizerinde bulunan Beaded Serrat
geni kanat kenarlarinda girintilerin olmasina neden olmaktadir. Bu nedenle
uygulamadan elde edilen bireyler kanat morfolojilerine goére normal kanath
(transheterozigot mwh/flr®) ve serrat kanatli (dengelenmis heterozigot mwh/TM3, Bd®)
olmak iizere iki gruba ayrilmaktadirlar. Bu kanatlardan normal fenotipe sahip (mwh/flr®)
kanatlar hem mutasyon hem de rekombinasyon sonucu olusan klonlari igermesine
karsin serrat (mwh/TM3, Bd®) kanatlar dengeleyici kromozomun rekombinasyonu
baskilamasi nedeniyle sadece mutasyon sonucu olusan klonlar1 igermektedir (Zordan vd
1994, Kaya vd 1999). Hem mutasyonel olaylar1 hem de rekombinasyonu
belirleyebilmek icin her iki fenotipteki kanatlarin preparatlart ayr1 ayri hazirlanarak

degerlendirildi.
2.7. Kanat Preparatlarinin Mikroskoptaki Analizi

Hazirlanan kanat preparatlari 151k mikroskobunda (Nikon YS100) 40X biiyiitmeli
objektif ile incelendi. Graf vd’nin (1984) tanimladigi gibi kanat iizerindeki sayim
yapilacak alanlar incelemede kolaylik saglamasi agisindan A, B, C, C', D, D' olarak
gruplandirildi (Sekil 2.10). Her bir grup i¢in kanadin dorsal ve ventral yiiziindeki hiicre
tabakalar1 mikrovida yardimiyla kontrol edilerek mutant klonlarin olup olmadigi

incelendi ve bunlarin kayitlar1 tutuldu (Kaya 2000).

Sekil 2.10. Kanat sektdrlerinin gruplandirilmast
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Sayimda mutant klonlar, kiiciik tek tip klon, biiyiik tek tip klon ve ikiz klon olmak
tizere Uic kategoride degerlendirildi. Bu siniflandirmanin biyolojik a¢idan anlamli

oldugu Graf vd (1984) tarafindan gosterilmistir.

Kiiciik Tek Tip Klon: Sadece 1 veya 2 tane mwh hiicresinden olusan klon tipidir
(Sekil 2.11).

Biiyiik Tek Tip Klon: 3 veya daha fazla sayida mwh hiicre igeren klonlar mwh
biiyiik tek tip klonlar (Sekil 2.12), 4 veya daha fazla sayida flare hiicrelerinden olusan
Klonlar ise flare biiyiik tek tip klonlar olarak siniflandirilir (Sekil 2.13). Dortten daha az
sayida gozlenen sadece flare fenotipteki trikomlarin olusturdugu klonlarin varyasyon
nedeniyle oldugu, bu yiizden flare fenotipteki klonlar igin dortten daha fazla sayidaki
hiicrelerin sayima dahil edilmesi gerektigi (Szabad vd 1983) belirtildigi i¢in sayimda
dortten daha fazla sayidaki flare klonlar dikkate alinmistir.

ikiz Klonlar: mwh ve flare hiicrelerinin ayn1 klon igerisinde yan yana bulundugu
klon tipidir (Sekil 2.14).

mwh ve flr hiicreleri ayni klon igerisinde bulunabildikleri gibi yan yana iki ayri
klon olarak da bulunabilirler. Birbirine komsu iki mutant klon arasinda ii¢ yada daha
fazla sayida yaban tip trikoma sahip hiicre siras1 varsa bunlar iki farkli klon olarak
degerlendirildi (Graf vd 1984). mwh klonlar nokta mutasyon, delesyon, ayrilmama ve
rekombinasyon sonucu ortaya ¢ikmaktadirlar (Sekil 2.15). flare klonlar nokta mutasyon,
delesyon ve belki de ¢ifte krossing-over sonucu, ikiz klonlar ise flare geni ile sentromer
arasinda gergeklesen bir rekombinasyon sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 2.15) (Graf
vd 1984).
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Sekil 2.12. Biiyiik tek tip mwh mutant klonlarin goriiniimi

29



Sekil 2.14. Ikiz mutant klonlarin goriiniimii
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Sekil 2.15. mwh/flr® genotipindeki bireylerde goriilebilecek genetik anormaliler (Graf
vd 1984)
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2.8. Klon Indiiksiyon Frekansinin Hesaplanmasi

Kronik uygulamalarda her hiicrede ve her hiicre boliinmesindeki ortalama

indiiksiyon frekansi asagidaki formiil ile hesaplanmaktadir (Szabad vd 1983).

n 5
f=——x10
NC

Sadece mwh klonlar goz Oniine alinirsa, denklemdeki “ f ” mwh klonlarin
indiiksiyonunun ortalama frekansini, “ n > gozlenen toplam mwh klon sayisini, “ N ”
analiz edilen kanat sayisin1 ve “ C ” bir kanat tlizerindeki incelenebilecek hiicre sayisini
gostermektedir. Daha Onceki yapilan caligmalarla bu saymin 24.400 oldugu

belirlenmistir (Garcia-Bellido ve Merriam 1971).
2.9. Verilerin Degerlendirilmesi

Sayimlar sonucunda elde edilen veriler Drosophila SMART igin hazirlanmis olan
bilgisayar programi (Microsta) yardimiyla degerlendirildi. Degerlendirme yapilmadan
once iki farkli hipotez kuruldu. Orijinal (null) hipotez’de (Ho) uygulamalar ile kontrol
grubu arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi varsayildi. Alternatif hipotez’de (Ha)
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 (nt) mutant sektor sayisi ¢izelge
degerine esit veya biiylikse Ho red edildi. Ayn1 sekilde, kontrol grubundaki (nc) mutant
sektor sayis1 eger ¢izelge degerine esit veya biiyilkse HA red edildi. Orijinal ve
alternatif hipotezlerin kabul veya red edilmesinde karar verilirken Kastenbaum ve

Bowman (1970) ¢izelgesinden yararlanildi.

Degerlendirmenin nasil yapildig1 Cizelge 2.2°de gosterilmistir (Selby ve Olson
1981, Frei ve Wiirgler 1988).
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Cizelge 2.2. Orijinal ve alternatif hipotezlerin degerlendirilmesi

Ha
HiPOTEZLER
KABUL (1-p) RED (B)
KABUL ONEMSIiZ FARK NEGATIF
Ho (1-o) P=(1-a)(1-B)=1-0—P+af} P=(1-0)B=p—0ap
RED POZITIF ZAYIF POZITIF
(o) P=a(1-p)=0—oaf P=af3

Bu degerlendirmelerle sonuglar; Ho ve HA’nin kabul veya red edilmesine gore
Cizelge 2.2. kullanilarak pozitif (+), zayif pozitif (z), onemsiz fark (i) veya negatif (-)

olarak degerlendirildi.
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3. BULGULAR

Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi ile IQ ve MelQx’in
genotoksik etkilerine karsi klorofil a ve klorofil b’nin koruyucu etkilerini belirlemek
amaciyla oncelikle bu iki heterosiklik amin i¢in genotoksik doz taramasi yapilmistir.
Her iki kimyasal i¢in 1, 2 ve 5 ppm dozlarinin kullanilmasi uygun bulunmustur. Ayrica
negatif, pozitif ve ¢oziicii kontrol gruplariyla birlikte klorofil a ve klorofil b’nin de
genotoksik potansiyeline bakilmistir. Gerek heterosiklik aminler gerekse klorofiller
%0.5’1ik DMSO igerisinde ¢oziilmeleri nedeniyle bu bilesikler distile su yerine DMSO
ile karsilastirilarak istatistiksel analizleri yapilmistir. Ancak DMSO bilesiginin etkisini
belirlemek i¢in sonuclar distile su sonuglari ile karsilastirilmistir. Hem normal hem de
yiiksek metabolik aktiviteye sahip bireylerle yapilan caprazlamalardan elde edilen
kontrol gruplarmin sonuglart Cizelge 3.1-3.2’de verilmistir. DMSO, Kklorofil a ve
klorofil b’nin her iki dozunun sonuglar1 negatif kontrol olarak kullanilan distile suyun

sonuglari ile karsilastirildiginda genotoksik etki bulunmamustir (Cizelge 3.1, 3.2).
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Cizelge 3.1. Normal metabolik aktiviteye sahip bireylerde kontrol gruplarinin 4844 ve 72+4 saatlik larvalara uygulamalarindan elde edilen veriler (N.K)

Dozlar Kanat Kiigiik tek tip Biiyiik tek tip ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar1 ~ Kilon
Sayisi klonlar klonlar (m=5) klonlar1 (m=2) Indiiksiyon
(N) (1-2 cells) (m=2) (> 2 cells) (m=5) (m=2) Frekansi
(10°° hiicre)
N. Kanat No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr
72. saat uygulamalari
Distile su 80 16 0,20 1 0,01 0 0,00 17 0,21 17 0,21 0,87
1 mM EMS 80 163 204 + 89 111 + 32 040 + 273 341 + 284 3,55 13,99
% 0,5 DMSO 80 23 0,29 - 3 004 i 0 0,00 i 26 0,33 i 26 0,33 1,33
Klfa0,5 uM 80 14 0,18 - 4 005 i 2 0,03 i 17 0,21 - 17 0,21 0,87
KlifaluM 80 20 0,25 - 2 003 - 3 0,04 i 25 031 - 25 0,31 1,28
KIfb 0,5 uM 80 19 0,24 - 5 006 i 2 0,03 i 26 0,33 - 26 0,33 1,33
Kifb1uM 80 23 0,29 - 3 003 i 0 0,00 i 27 0,34 - 27 0,34 1,38
48. saat uygulamalari

Distile su 80 17 0,21 0 0,00 1 0,01 18 0,23 18 0,23 0,92
% 0,5 DMSO 80 22 0,26 i 1 001 i 0 0,00 i 22 0,26 i 23 0,29 1,13
Klfa0,5 uM 80 11 0,14 - 0 0,00 i 0 0,00 i 11 0,14 - 11 0,14 0,56
KlfaluM 80 10 0,13 - 2 003 i 0 0,00 i 12 0,15 - 12 0,15 0,61
KIfb 0,5 uM 80 8 0,10 - 1 001 i 0 0,00 i 9 0,11 - 9 0,11 0,46
Kifb1uM 80 11 0,14 - 1 001 i 0 0,00 i 12 0,15 - 12 0,15 0,61

Fr., frekans; D.,istatistik sonuglarinin gosterimi: +, pozitif; -, negatif; i, 6nemsiz fark; m=¢arpim faktorii; olasilik diizeyi= 0.05.
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Cizelge 3.2. Yiiksek metabolik aktiviteye sahip bireylerde kontrol gruplarinin 48+4 ve 72+4 saatlik larvalara uygulamalarindan elde edilen veriler (N.K)

Klon
Dot G kot donr  Mkomae o TRERENT Toplam ot ienen
(N) (1-2 cells) (m=2) (> 2 cells) (m=5) (m=2) (107 hiicre)
N. Kanat No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr
72. saat uygulamalari
Distile su 72 44 061 3 0,04 3 004 50 0,69 50 0,69 2,84
1mMEMS 80 72090 + 10 013 i 3 004 - 82 1,025 + 85 1,06 4,20
% 0,5 DMSO 72 41 057 - 4 006 i 0 000 - 44 061 - 45 0,63 2,50
Kifa 0,5 uM 80 54 068 - 4 005 - 2 0,03 i 59 074 - 60 0,75 3,02
KifaluM 80 46 058 - 10 013 i 1 001 i 56 0,70 - 57 0,71 2,86
Kifb 0,5 uM 80 60 075 - 4 005 - 2 003 i 65 081 - 66 0,83 3,32
Kifb1uM 80 5 0,69 - 11 014 i 0 000 i 66 083 - 66 0,83 3,38
48. saat uygulamalari
Distile su 80 32 040 2 003 1 001 35 044 35 0,44 1,79
% 0,5 DMSO 80 35 044 - 2 003 i 2 003 i 39 049 - 39 049 1,99
Kifa 0,5 uM 80 38 048 - 4 005 i 0 000 i 41 051 - 42 053 2,10
KifaluM 80 23 029 - 2 003 i 3 004 i 26 033 - 28 0,35 1,33
KIfb 0,5 uM 80 31 039 - 8 010 i 2 003 i 39 049 - 41 051 1,99
Kifb1puM 80 41 051 - 0 000 i 0 000 i 41 051 - 41 051 2,10

Fr., frekans; D.,istatistik sonuglarinin gosterimi: +, pozitif; -, negatif; i, 6nemsiz fark; m=c¢arpim faktorii; olasilik diizeyi= 0.05



3.1. Normal Metabolik Aktivite Uygulamalari
3.1.1.1Q uygulamalan

Amino-imidazo grubu heterosiklik amin olan IQ’nun normal metabolik aktiviteye
sahip 72 + 4 saatlik larvalarda yapilan 6n caligmalarla 1, 2 ve 5 ppm’lik dozlarinin
genotoksik etkileri belirlenmistir. IQ nun ¢alisilan ti¢ derisiminde (1, 2 ve 5 ppm),
mwh/flr® genotipli yani normal kanat fenotipinde olan bireylerde gézlenen mutant klon
sayisinin arttig1 goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar DMSO ile karsilastirildiginda pozitif
olarak kaydedilmistir. Ayn1 dozlar i¢cin mwh/TM3 genotipindeki yani serrat kanat
fenotipindeki bireylerden elde edilen sonuglar kontrol grubuyla karsilastirildiginda
istatistiksel onemde bir farkin olmadig1 gézlenmistir. Normal fenotipli kanatlar ile serrat
fenotipli kanatlarin sonuglarinin incelenmesi, meydana gelen genotoksik etkinin
mutasyonel olaylar sonucunda mi1 yoksa rekombinasyon sonucunda m1 ortaya ¢iktigini
karar vermemize yardimci olur. Normal fenotipte ortaya cikan pozitif sonuglar hem
mutasyon hem de rekombinasyon sonucunda meydana gelmektedir. Ancak serrat kanatl
fenotipe sahip bireylerde bulunan dengeleyici kromozom (TM3) rekombinasyonu
engelledigi i¢in pozitif sonuclar sadece mutasyondan kaynaklanmaktadir. Elde ettigimiz
sonuclara bakildiginda serrat kanatlarda mutasyon gozlenmemektedir. Dolayisiyla
normal kanath bireylerde elde edilen pozitif sonug¢lar rekombinasyon sonucunda ortaya
cikmistir (Cizelge 3.3). Toplam klonlardaki frekans dagilimi Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de
goriilmektedir. Serrat kanathi bireylerde pozitif sonuglarin bulunmamasi nedeniyle
calismanin bundan sonraki kistmlarinda normal metabolik aktiviteye sahip bireyler
acisindan mwh/TM3 genotipindeki bireylerin kanat preparatlarinin hazirlanmasina gerek

gorilmemistir.
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Cizelge 3.3. IQ uygulamasindan elde edilen normal ve serrat kanath bireylerin verileri (NMA)

Dozlar Kanat Kiigiik tek tip Biiyiik tek tip ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlart ~ Kilon
Sayisi klonlar klonlar (m=5) klonlar1 (m=2) Indiiksiyon
(N) (1-2 cells) (m=2) (> 2 cells) (m=5) (m=2) Frekansi
(10 hiicre)
N. Kanat No Fr D No Fr D No Fr No Fr D No Fr
%0,5 DMSO 80 23 029 - 3 004 i 0 0,00 26 0,33 i 26 0,33 1.33
1 ppm 80 43 054 + 9 011 + 5 0,06 57 0,71 + 57 0,71 2,92
2 ppm 80 36 045 + 11 0,14 + 2 0,03 49 061 + 49 0,61 2,51
5 ppm 80 48 060 + 13 0,16 + 6 0,08 66 0,83 + 67 0,84 3,43
S. Kanat
%0,5 DMSO 80 19 024 - 2 003 - 21 0,26 - 21 0,26 1.08
1 ppm 80 14 0,18 - 6 008 i 20 025 - 20 0,25 1,02
2 ppm 80 20 0,23 - 5 0,06 i 25 031 i 25 0,31 1.12
5 ppm 70 17 0,24 i 0 000 - 17 024 - 17 0,24 0.99

Fr., frekans; D.,istatistik sonuglarinin gosterimi: +, pozitif; -, negatif; i, 6nemsiz fark; m=¢arpim faktorii; olasilik diizeyi= 0.05.



NMA-1Q (mwi/fIr? genotipli)

Toplam Klon Frekanslari

%05 1lppm 2ppm Sppm
DMSO

Sekil 3.1. mwh/flr® genotipli bireylerde IQ’nun toplam klon frekans dagilimlari
(NMA)

NMA -1Q (mwh/TM3 genotipli)

Toplam Klon Frekanslari

%05 1lppm 2ppm Sppm
DMSO

Sekil 3.2. mwh/TM3 genotipli bireylerde IQ’nun toplam klon frekans dagilimlar
(NMA)
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3.1.1.1. Es zamanh uygulamalar: klorofil + 1Q (NMA)

Bu uygulama grubunda IQ’nun her bir dozunun klorofil a ve klorofil b
koruyucularmin dozlari ile hazirlanmis karisim soliisyonu 72 + 4 saatlik yani ti¢lincii
evre larvalarin besinlerine karistirilarak uygulama yapilmistir. Birlikte uygulamalarin
sonuglarini karsilagtirmak icin her bir kimyasal dozu kendi uygulama grubu i¢in kontrol
olarak se¢ilmistir. Her bir doz tek basina incelendiginde genotoksik etki gdstermektedir
(Tablo 3). 0.5 uM Klorofil a + 2 ppm ve 0.5 uM Klorofil b + 2 ppm IQ dozlar1 harig
diger tim gruplar klorofil a ve klorofil b dozlar ile birlikte uygulandiklarinda klon
indiiksiyon frekanslarinda gozle goriiliir sekilde azalma olmustur. (Cizelge 3.4). Her iki
dozda da klon indiiksiyon frekansi artis gostermemekle birlikte toplam klonlardaki
frekans degisimi istatistiksel olarak negatif sonu¢ vermistir. Genel olarak klorofil
maddelerinin artan dozuna bagl olarak genotoksik etkide azalis gozlenmektedir.

(Cizelge 3.4). Toplam klonlardaki frekans dagilimi Sekil 3.3’de goriilmektedir.
3.1.1.2. On uygulamalar: 48 + 4 saat klorofil + 72 + 4 saat IQ (NMA)

Bu grup uygulamalarda larvalar 48 + 4 saatlik olduklarinda klorofil a ve klorofil b
maddeleri ayr1 ayr1 uygulandi. Larvalar 72 + 4 saate ulastiklarinda ise ana kimyasal
madde ile muamele edildiler. On uygulamalar sonucunda klon freakanslar1 tek basina
kimyasal uygulamalarimin klon frekanslarima gore azalmistir. Sonuglar birlikte
uygulamalarla karsilastirildiginda 6n uygulamalarin daha etkin oldugu gozlenmistir

(Cizelge 3.5). Toplam klonlardaki frekans dagilimi Sekil 3.3’de goriilmektedir.
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Cizelge 3.4. 72. saat larvalara 1Q ve KIf a ve KIf b’ nin birlikte uygulamalarindan elde edilen veriler NMA)

Dozlar Kanat Kiigiik tek tip Biiyiik tek tip ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar1 . Klon
Sayisi klonlar klonlar (m=5) klonlar1 (m=2) Indiiksiyon
(N) (1-2 cells) (m=2) (> 2 cells) (m=5) (m=2) Frekansi
(10 hiicre)

N. Kanat No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D
% 0,5 DMSO 80 23 0,29 3 0,04 0 0,00 26 0,33 26 0,33 1,54
1 ppm 80 43 0,54 + 9 011 + 5 0,06 i 57 0,71 + 57 0,71 + 2,92
Klfa0,5 uM 80 39 049 - 8 010 - 2 0,03 - 49 061 - 49 0,61 - 2,51
KlifaluM 80 34 043 - 5 006 - 3 0,04 - 42 053 - 42 0,53 - 1,74
Klfb 0,5 uM 80 46 0,58 - 4 005 - 1 001 - 51 0,64 51 0,64 - 2,61
Klifb1uM 80 37 046 - 5 006 - 3 0,03 - 45 056 - 45 0,56 - 2,30
2 ppm 80 36 0,45 i 1 014 + 2 0,03 i 49 061 + 49 0,61 + 2,50
Klfa0,5 uM 80 40 050 - 7 009 - 3 0,04 i 49 061 - 50 0,63 - 2,50
KlfalupM 80 35 044 - 9 011 - 4 0,05 i 48 0,60 - 48 0,60 - 2,45
Klfb 0,5 uM 80 37 046 - 12 015 - 0 0,00 - 49 061 - 49 0,61 - 2,50
Kifb1uM 80 37 046 - 4 005 - 3 0,04 i 44 055 - 44 0,55 - 2,25
5 ppm 80 48 0,60 + 13 016 + 6 0,08 + 66 083 + 67 0,84 + 3,43
Klfa0,5 uM 80 39 049 - 11 014 - 3 0,04 - 53 0,66 - 53 0,66 - 2,71
KlifaluM 80 42 053 - 7 009 - 4 0,05 - 52 0,65 - 53 0,66 - 2,66
KIfb 0,5 uM 80 35 044 - 8 010 - 7 0,09 i 50 063 - 50 0,63 - 2,56
Klifb1uM 80 37 046 - 5 006 - 3 0,04 - 45 056 - 45 0,56 - 2,30

Fr,, frekans; D,,istatistik sonuglarinin gosterimi: +, pozitif; -, negatif; i, onemsiz fark; z, zayif pozitif; m=carpim faktorii; olasilik diizeyi= 0,05
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Cizelge 3.5. 48. saat larvalara KIf a ve KIf b 6n uygulamalarindan sonra 72. saatte IQ uygulamasindan elde edilen veriler (NMA)

Dozlar Kanat Kiigiik tek tip Biiyiik tek tip Ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar1 . Klon
Sayisi klonlar klonlar (m=5) klonlar1 (m=2) Indiiksiyon
(N) (1-2 cells) (m=2) (> 2 cells) (m=2) Frekansi
(m=5) (10° hiicre)

N. Kanat No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D
% 0,5 DMSO 80 23 0,29 3 0,04 0 0,00 26 0,33 26 0,33 1,54
1 ppm 80 43 0,54 + 9 011 + 5 0,06 i 57 0,71 + 57 0,71 + 2,92
Klfa0,5 uM 80 38 048 - 8 010 - 1 001 - 46 058 - 47 0,59 - 2,35
KlifaluM 80 29 0,36 - 1 001 - 1 001 - 31 0,39 - 31 0,39 - 1,58
Klfb 0,5 uM 80 19 0,24 - 8 010 - 0 0,00 27 034 - 27 0,34 - 2,15
Klifb1uM 80 28 0,38 - 2 003 - 0 0,00 30 0,38 - 30 0,38 - 1,53
2 ppm 80 36 045 + 11 014 + 2 0,03 i 49 061 + 49 0,61 + 2,50
Klfa0,5 uM 80 35 044 - 5 006 - 2 0,03 i 42 053 - 42 0,53 - 2,15
KlfalupM 80 19 024 - 6 008 - 0 0,00 - 25 031 - 25 0,31 - 1,28
Klfb 0,5 uM 80 33 041 - 5 006 - 1 001 - 39 0,49 - 39 0,49 - 2,00
Kifb1uM 80 37 046 - 4 005 - 1 001 - 42 053 - 42 0,53 - 2,15
5 ppm 80 48 0,60 + 13 016 + 6 0,08 + 66 83 + 67 0,84 + 3,43
Klfa0,5 uM 80 42 053 - 8 010 - 3 0,04 - 52 0,65 - 53 0,66 - 2,66
KlifaluM 80 37 046 - 9 011 - 0 0,00 - 46 058 - 46 0,58 - 2,35
KIfb 0,5 uM 80 37 0,46 - 4 005 - 1 0,01 - 42 053 - 42 0,53 - 2,15
Klifb1uM 80 34 043 - 5 006 - 2 0,03 - 41 051 - 41 0,51 - 2,10

Fr,, frekans; D,,istatistik sonuglarinin gosterimi: +, pozitif; -, negatif; i, onemsiz fark; z, zayif pozitif; m=carpim faktorii; olasilik diizeyi= 0,05
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Sekil 3.3. IQ'nun klorofil a ve klorofil b uygulamalarinda toplam klonlarin frekans dagilimlar1 (NMA)




3.1.2. MelQx uygulamalari

MelQx’in normal metabolik aktiviteye sahip 72 + 4 saatlik larvalarda yapilan 6n
caligmalar1 sonucunda IQ ile ayni1 dozlarin (1, 2 ve 5 ppm) kullanilmasina karar verildi.
Her ii¢ derisimde de mwh/flr® genotipli bireylerde genotoksik etki goriildii. Sonuglar
mwh/TM3 genotipindeki bireylerin sonuglariyla karsilastirildiginda ayni  sekilde
rekombinojenik oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3.9). Serrat kanatli bireylerde 1 ve 2
ppm dozu negatif sonu¢ gosterirken 5 ppm dozundaki frekans artig istatistiksel olarak
Oonemsizdir ve pozitif sonuglarin bulunmamasi nedeniyle ¢alismanin bundan sonraki
kisimlarinda normal metabolik aktiviteye sahip bireyler agisindan mwh/TM3
genotipindeki bireylerin kanat preparatlarinin hazirlanmasina gerek goriilmemistir.

Toplam klonlardaki frekans dagilimi Sekil 3.4 ve Sekil 3.5’de goriilmektedir.
3.1.2.1. Es zamanh uygulamalar: klorofil + MelQx (NMA)

MelQx 1ppm dozunun birlikte uygulamalarinda 0.5 uM Klr b uygulamasi harig
diger uygulamalarda toplam klon frekanslarinda azalma goriilmiistiir. 0.5 uM Klr b
dozundaki klon indiiksiyon frekansinda azalma goriilmekle birlikte toplam klon frekansi
istatistiksel olarak negatif sonu¢ vermistir. 2 ppm dozunun genotoksik etkisi tiim
uygulama gruplarinda hem klorofil a hemde klorofil b’nin her iki dozu tarafindan
azaltilmistir. Klorofil b 0.5 uM dozu, 5 ppm MelQx dozuyla uygulandiginda klon
frekanslarindaki artis istatistiksel anlamda negatiftir. Diger dozlarda ise klon frekanslari
azalmistir. Genel olarak es zamanli uygulamalara bakildiginda ise MelQx’in genotoksik
etkisinin klorofil a ve klorofil b ile es zamanli uygulamalarinin klon freakanslarinin
azalmasinda etkili oldugu bulunmustur (Cizelge 3.10). Toplam klonlardaki frekans

dagilimi Sekil 3.6’da goriilmektedir.
3.1.2.2. On uygulamalar: 48 + 4 saat klorofil + 72 + 4 saat MelQx (NMA)

On uygulama gruplarmin sonuglari  birlikte uygulamalarin  sonuglariyla
karsilastinlldiginda MelQx’in genotoksik etkisindeki azalmanin daha fazla oldugu
goriilmektedir. Genel olarak klorofil’in artan dozuna bagl olarak klon indiiksiyon

frekansinda azalma olmaktadir. Diger taraftan toplam klonlar agisindan yapilan
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degerlendirmede tiim uygulama dozlarinin sonuglarinin istatistiksel olarak negatif
oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.11). Toplam klonlardaki frekans dagilimi1 Sekil 3.6’da

gorilmektedir.
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Cizelge 3.6. MelQx uygulamasindan elde edilen normal ve serrat kanatli bireylerin verileri (NMA)

Dozlar Kanat Kiigiik tek tip Biiyiik tek tip Ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar1 ~ Kilon
Sayisi klonlar klonlar (m=5) klonlar1 (m=2) Indiiksiyon
(N) (1-2 cells) (m=2) (> 2 cells) (m=5) (m=2) Frekansi
(10°° hiicre)
N. Kanat No Fr D No Fr D No Fr D No  Fr No Fr D
%0,5 DMSO 80 23 029 - 3 004 i 0 0.00 i 26 033 i 26 0.33 i 1.33
1 ppm 80 40 050 + 5 0,06 i 1 0,01 i 46 058 + 46 0,58 + 2,36
2 ppm 80 42 053 + 6 0,08 i 0 0,00 i 48 060 + 48 0,60 + 2,46
5 ppm 80 41 051 + 4 005 i 1 0,01 i 46 058 + 46 0,58 + 2,36
S. Kanat
%0,5 DMSO 80 19 024 - 2 003 - 21 0,26 - 21 0,26 - 1,08
1 ppm 80 23 0,29 i 1 001 i 24 0,30 - 24 0,30 - 1,23
2 ppm 80 20 025 - 1 001 i 21 0,26 - 21 0,26 - 1,08
5 ppm 80 26 0,33 i 1 001 i 27 0,34 i 27 0,34 i 1,38

Fr., frekans; D.,istatistik sonuglarinin gosterimi: +, pozitif; -, negatif; i, onemsiz fark; m=c¢arpim faktorii; olasilik diizeyi= 0.05.



NMA - MelQx (mwiv/flr? genotipli)

Toplam Klon Frekanslari

%05 1lppm 2ppm Sppm
DMSO

Sekil 3.4. mwh/flr3 genotipli bireylerde MelQx’in toplam klon frekans dagilimlar
(NMA)

NMA - MelQx (mwh/TM3 genotipli)

Toplam Klon Frekanslari

%05 1lppm 2ppm Sppm
DMSO

Sekil 3.5. mwh/TM3 genotipli bireylerde MelQx’in toplam klon frekans
dagilimlar1 (NMA)
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Cizelge 3.7. 72. saat larvalara MelQx ve KIf a ve KIf b’ nin birlikte uygulamalarindan elde edilen veriler (NMA)

Dozlar Kanat Kiigiik tek tip Biiyiik tek tip Ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlari ~ Kilon
Sayisi klonlar klonlar (m=5) klonlar1 (m=2) Indiiksiyon
(N) (1-2 cells) (m=2) (> 2 cells) (m=5) (m=2) Frekansi
(10°° hiicre)

N. Kanat No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr
% 0,5 DMSO 80 23 0,29 i 3 004 i 0 0,00 i 26 0,33 i 26 0,33 1,54
1 ppm 80 40 050 + 5 006 i 1 0,01 i 46 0,58 + 46 0,58 2,36
Klfa0,5 uM 80 35 0,44 - 1 002 - 0 0,00 i 36 045 - 36 0,45 1,84
KlfalupM 80 32 0,40 - 2 003 - 0 0,00 i 33 041 - 33 0,41 1,69
Klfb 0,5 uM 80 42 053 - 4 005 - 0 0,00 i 45 056 - 46 0,58 2,30
Klifb1uM 80 28 03 - 3 004 - 0 0,00 i 31 0,39 - 31 0,39 1,58
2 ppm 80 42 053 + 6 008 i 0 0,00 i 48 0,60 + 48 0,60 2,46
Klfa0,5 uM 80 32 0,40 - 5 006 - 0 0,00 i 35 044 - 37 0,46 1,79
KlifaluM 80 43 054 - 1 001 - 0 0,00 i 43 054 - 44 0,55 2,25
Klfb 0,5 uM 80 21 0,26 - 0 000 - 0 0,00 i 21 0,26 - 21 0,26 1,07
Kifb1uM 80 37 0,46 - 1 001 - 0 0,00 i 38 048 - 38 0,48 1,94
5 ppm 80 41 051 + 4 005 i 1 0,01 i 46 0,58 + 46 0,58 2,36
Klfa0,5 uM 80 25 031 - 7 009 i 1 0,01 i 33 041 - 33 0,41 1,69
KlfalupM 80 31 039 - 2 003 - 0 0,00 i 33 041 - 33 0,41 1,69
Klfb 0,5 uM 80 50 0,63 - 1 001 - 1 0,01 i 52 0,65 - 52 0,65 2,66
Klifb1uM 80 33 041 - 2 003 - 0 0,00 i 35 044 - 35 0,44 1,79

Fr., frekans; D.,istatistik sonuglarinin gosterimi: +, pozitif; -, negatif; i, onemsiz fark; m=carpim faktorii; olasilik diizeyi= 0.05.
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Cizelge 3.8. 48. saat larvalara KIf a ve KIf b 6n uygulamalarindan sonra 72. saatte MelQx uygulamasindan elde edilen veriler (NMA)

Dozlar Kanat Kiigiik tek tip Biiyiik tek tip Ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlari ~ Kilon
Sayisi klonlar klonlar (m=5) klonlar1 (m=2) Indiiksiyon
(N) (1-2 cells) (m=2) (> 2 cells) (m=2) Frekansi
(m=5) (10°° hiicre)

N. Kanat No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr
%0,5 DMSO 80 23 0.29 i 3 004 i 0 0.00 i 26 033 i 26 0.33 1.54
1 ppm 80 40 050 + 5 006 i 1 0,01 i 46 058 + 46 0,58 2,36
Klfa0,5 uM 80 25 032 - 3 004 - 1 0,01 i 28 0,35 - 29 0,36 1,43
KlfalupM 80 25 031 - 2 003 - 0 0,00 i 27 0,34 - 27 0,34 1,38
Klfb 0,5 uM 80 31 039 - 2 003 - 0 0,00 i 33 041 - 33 0,41 1,69
KIf bl pM 80 30 0,38 - 0 000 - 0 0,00 i 30 0,38 - 30 0,38 1,53
2 ppm 80 42 053 + 6 008 i 0 0,00 i 48 0,60 + 48 0,60 2,46
Klfa0,5 uM 80 29 036 - 4 005 - 0 0,00 i 32 0,40 - 32 0,40 1,63
KlifaluM 80 27 034 - 2 003 - 1 0,01 i 30 0,38 - 30 0,38 1,53
Klfb 0,5 uM 80 35 0,44 - 0 000 - 0 0,00 i 35 044 - 35 0,44 1,79
Kifb1 80 32 0,40 - 1 001 - 0 0,00 i 33 041 - 33 0,41 1,69
5 ppm 80 41 051 + 4 005 i 1 0,01 i 46 0,58 + 46 0,58 2,36
Klfa0,5 uM 80 21 0,26 - 0 000 - 0 0,00 i 21 0,26 - 21 0,26 1,07
KlfalupM 80 24 030 - 1 001 - 0 0,00 i 25 031 - 25 0,31 1,28
Klfb 0,5 uM 80 27 034 - 2 003 - 1 0,01 i 30 0,38 - 30 0,38 1,53
Klifb1uM 80 25 031 - 3 004 - 0 0,00 i 28 0,35 - 28 0,35 1,43

Fr,, frekans; D, ,istatistik sonuglarinin gosterimi: +, pozitif; -, negatif; i, 6nemsiz fark; m=¢arpim faktorii; olasilik diizeyi= 0,05,
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Sekil 3.6. MelQx’in klorofil a ve klorofil b uygulamalarinda toplam klonlarin frekans dagilimlar1 (NMA)



3.2. Yiiksek Metabolik Aktivite Uygulamalari
3.2.1.1Q uygulamalan

Yiiksek metabolik aktiviteye sahip bireyler kimyasalin pargalanma {iriinlerinin
etkisinin belirlenmesi i¢in uygun hatlardir. Kimyasali hizli bir sekilde metabolize
ettikleri i¢in ana iirlinden ¢ok pargalanma {irlinlerinin etkisi goriilecektir. Yiiksek
metabolik aktiviteli bireylerde IQ uygulama sonuglarmin higbirinde istatistiksel
anlamda 6nemli bir artig gdzlenmemistir (Cizelge 3.9). Ayni kimyasal dozlarinin normal
metabolik aktiviteye sahip bireylerde pozitif sonuclar gostermesi 1Q’nun dogrudan
kendisinin genotoksik etki gostermesi ile iligkilidir. Normal kanath bireylerde pozitif
sonuglarin  bulunmamast nedeniyle serrat kanatli bireylerin preparatlarinin

hazirlanmasina ve sayimlarinin yapilmasina gerek duyulmamaistir.

Yiiksek metabolik aktiviteli bireylerde IQ’nun ¢oziicli kontrol olarak kullanilan
DMSO’ya gore istatistiksel diizeyde énemli bir fark gostermemesi nedeniyle klorofil a

ve b ile yapilan antimutajenite ¢alismalar1 tez kapsaminda degerlendirilmemistir.
3.2.2. MelQx uygulamalar:

MelQx’in 1, 2 ve 5 ppm uygulamalarinda IQ uygulamalarina benzer sonuglar
gozlenmistir. Ancak 5 ppm MelQx dozu IQ’dan farkli olarak toplam mwh klonlarda
pozitif, toplam klonlarda ise zayif pozitif sonuclar gdstermistir. Diger iki dozda ise
negatif sonuglar bulunmustur (Cizelge 3.10). Bu nedenle sadece 5 ppm MelQx dozuna
ait serrat kanatli bireylerin preparatlari incelenmistir (Cizelge 3.10). Ancak pozitif sonug
bulunmamistir. Toplam klonlardaki frekans dagilimi Sekil 3.7 ve Sekil 3.8°de

gortilmektedir.

Yiiksek metabolik aktiviteli bireylerde MelQx’in 1 ve 2 ppm diisiik dozlar1 klon
frekanslarinda ¢oziicii kontrol olarak kullanilan DMSQO’ya gore istatistiksel diizeyde
onemli bir fark gostermedigi i¢in klorofil a ve b ile yapilan antimutajenite ¢alismalari
tez kapsaminda degerlendirilmemistir. Sadece 5 ppm dozuna kars1 klorofil a ve klorofil

b’nin es zamanli ve 6n uygulama gruplarindaki etkileri incelenmistir.

o1
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Cizelge 3.9. IQ uygulamasindan elde edilen normal kanath bireylerin verileri (YMA)

Dozlar Kanat Kiigiik tek tip Biiyiik tek tip Ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar Klon

Sayisi klonlar klonlar (m=5) klonlar1 (m=2) Indiiksiyon

(N) (1-2 cells) (m=2) (> 2 cells) (m=5) (m=2) Frekansi
(10°° hiicre)
No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D
N. Kanat

% 0,5 DMSO 72 41 057 - 4 0,06 i 0 0,00 - 44 061 - 45 0,63 - 2,50
1 ppm 80 47 059 - 2 003 - 1 0,01 i 50 0,63 - 50 0,63 - 2,56
2 ppm 80 48 0,60 - 4 005 - 0 0,00 i 52 0,65 - 52 0,65 - 2,66
5 ppm 80 46 058 - 11 0,14 i 2 0,03 i 56 0,70 - 59 0,74 - 2,86

Fr., frekans; D.,istatistik sonuglarinin gosterimi: +, pozitif; -, negatif; i, onemsiz fark, z, zayif pozitif, m=¢arpim faktori; olasilik diizeyi= 0.05.
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Cizelge 3.10. MelQx uygulamasindan elde edilen normal ve serrat kanatl bireylerin verileri (YMA)

Dozlar Kanat Kiigiik tek tip Biiyiik tek tip ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlar1 Klon
Sayisi klonlar klonlar (m=5) klonlar1 (m=2) Indiiksiyon
(N) (1-2 cells) (m=2) (> 2 cells) (m=5) (m=2) Frekansi
(10°® hiicre)
N. Kanat No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D
% 0,5 DMSO 72 41 0,57 4 0,06 0 0,00 44 0,61 45 0,63 2,50
1 ppm 80 25 0,31 - 3 0,04 - 0 0,00 i 28 0,35 - 28 0,35 - 1,43
2 ppm 80 33 0,41 - 4 0,05 - 1 0,01 i 38 0,48 - 38 0,48 - 1,94
5 ppm 80 65 0,81 + 6 0,08 i 0 0,00 i 71 0,89 + 71 0,89 z 3,63
S. Kanat
% 0,5 DMSO 80 36 0,45 - 1 0,01 - 37 0,46 - 37 0,46 - 1,89
5 ppm 80 33 0,41 - 2 0,03 i 35 0,44 - 35 0,44 - 1,79

Fr., frekans; D.,istatistik sonuglarinin gosterimi: +, pozitif; -, negatif; i, 6nemsiz fark; m=¢arpim faktorii; olasilik diizeyi= 0.05.
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Sekil 3.7. mwh/flr® genotipli bireylerde IQ nun toplam klon frekans dagilimlari (YMA)
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Sekil 3.8. mwh/flr® genotipli bireylerde MelQx’in toplam klon frekans dagilimlari
(YMA)
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3.2.2.1. Es zamanh uygulamalar: klorofil + MelQx (YMA)

Es zamanli uygulamalarda klorofil a 1 uM dozu Spmm MelQx ile uygulandiginda
toplam mwh ve toplam klon frekanslarinda artisa neden olmasina ragmen, ortaya ¢ikan
fark istatistiksel anlamda negatif sonu¢ gostermektedir. Klorofil’in diger dozlari ise klon
frekanslarinin azalmasia neden olmustur (Cizelge 3.11). Toplam klonlardaki frekans

dagilimi Sekil 3.9°da goriilmektedir.
3.2.2.2. On uygulamalar: 48 + 4 saat klorofil + 72 + 4 saat MelQx (NMA)

On uygulama gruplarinda klorofil a ve klorofil b es zamanl uygulama grubuna
gore daha etkili goziikkmektedir. MelQx 5 ppm dozunda toplam mwh klonlarindaki
pozitif etki ile toplam klonlardaki zayif pozitif etki klorofil a ve b’nin tim dozlar ile
etkili bir sekilde azaltilmistir (Cizelge 3.11). Toplam klonlardaki frekans dagilimi Sekil
3.9’da goriilmektedir.

YMA - S ppm MelQx ve Klorofil Uygulamalar
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Sekil 3.9. 5 ppm MelQx'in klorofil a ve klorofil b uygulamalarinda toplam klonlarin
frekans dagilimlart (YMA)
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Cizelge 3.11. MelQx 5 ppm dozlarinin klorofil a ve klorofil b uygulamalar1

Dozlar Kanat Kiigiik tek tip Biiyiik tek tip ikiz klonlar Toplam mwh Toplam klonlari Klon

Sayist klonlar klonlar (m=5) klonlari (m=2) Indiiksiyon

(N) (1-2 cells) (m=2) (> 2 cells) (m=5) (m=2) Frekansi
(10°® hiicre)
N. Kanat No Fr D No Fr D No Fr D No Fr D No Fr
%0,5 DMSO 72 41 057 4 0.06 0 0.00 44 061 45 0.63 2.50
5 ppm 80 65 081 + 6 0.08 i 0 0.00 i 71 089 + 71 0.89 3.63
72 + 4 saatlik larvalara Es Zamanl Uygulamalar
Kilfa0,5 uM 80 5 069 - 7 009 i 2 0,03 i 64 080 - 64 0,80 3,27
Klifal uM 80 75 094 - 6 008 i 3 0,04 i 84 1,05 - 84 1,05 4,30
KIfb 0,5 uM 80 60 075 - 5 006 - 2 0,03 i 67 084 - 67 0,84 3,43
Kifb1uM 80 62 078 - 3 004 - 1 0,01 i 66 083 - 66 0,83 3,38
48 + 4 saatlik larvalara KIf a ve KIf b 6n uygulamalari

Kifa 0,5 uM 80 28 035 - 7 009 i 0 0,00 i 3% 044 - 35 0,44 1,79
KifaluM 80 56 0,70 - 3 004 - 1 0,01 i 59 0,74 - 60 0,75 3,02
KIfb 0,5 uM 80 50 063 - 3 004 - 2 0,03 i 55 0,69 - 55 0,69 2,81
Kifb1uM 80 4 051 - 5 006 - 0 0,00 - 4 055 - 46 0,58 2,25

Fr., frekans; D.,istatistik sonuglarinin gosterimi: +, pozitif; -, negatif; i, dnemsiz fark; m=carpim faktorii; olasilik diizeyi= 0.05



4. TARTISMA

Yiyecek maddelerinin besin degerlerinin yan1 sira giivenilirligi ve insan sagligina
etkileri tizerine gittik¢e biiyiiyen bir ilgi bulunmaktadir. Bunun sonucu olarak besinlerin
fiziksel performansa etkilerinin yaninda genetik potansiyele ve cesitli hastaliklarin
ortaya ¢ikma risklerine yonelik aragtirmalar da giderek artmaktadir. Besinler igerisinde
dogal olarak bulunan mutajenler oldugu gibi 6nciil maddelerin islem gérmesi sonucu
olusabilen kimyasal maddeler de bulunabilmektedir. Ornegin, et icerisinde bulunan
protein ve seker Onciilleri yliksek 1siya maruz kaldiktan sonra HCA’lara
dontismektedirler. Bu bilesikler besinlerle birlikte siklikla viicudumuza aldigimiz
genotoksik bilesiklerdir. Normal bir besinle beslenen insanlarin idrarlarinda dahi farkli
tip HCA’larin bulundugu tespit edilmistir (Ushiyama vd 1991). Bu bilesiklerin
genotoksik potansiyellerini belirleyebilmek icin c¢esitli arastirmalar yapilmis ve
calismalarin ¢ogu HCA’larin mutajenik ve/veya kanserojenik olduklarini ortaya
koymustur (Wakabayashi vd 1992, Lynch vd 1998, Wild ve Kerdar 1998, Schut ve
Snydewine 1999, Sinha vd 2001, Dashwood 2002, Nishikawa vd 2005).

Bu calismada et ve et iirlinlerinin pisirilmesi ile siklikla olusan iki HCA bilesigi
calisildi. Oncelikle amino-imidazo grubu HCA’lar olan 1Q ve MelQx’in normal ve
yiiksek metabolik aktiviteye sahip Drosophila hatlar1 kullanilarak SMART ile
genotoksik etkileri arastirildi. Elde edilen sonuglar her iki kimyasalin 1, 2 ve 5 ppm’lik
dozlarmin normal metabolik aktiviteye sahip bireylerde genotoksik etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. Her ii¢ derisimin, mwh/flr® genotipli bireylerde toplam klon
frekanslarint arttirirken mwh/TM3 genotipindeki bireylerde istatistiksel 6nemde fark
olusturmadiklar1 gozlenmistir. Normal ve serrat fenotipli kanatlardan elde edilen
verilerin karsilastirilmasi genotoksik etkinin rekombinasyon sonucunda ortaya ¢iktigin
gostermektedir. Clinkii serrat fenotipli bireylerde bulunan TM3 dengeleyici kromozomu
rekombinasyonu baskilamaktadir. Dolayisiyla bu fenotipte agiga c¢ikan genotoksik
etkinin mutasyon sonucu oldugu anlamina gelir. Elde ettigimiz bulgulara gére mutasyon
frekansinin gozlenmemesi bize rekombinasyonun meydana geldigini gostermektedir.

Klon frekanslar1 incelendiginde IQ’nun MelQx’den daha etkili oldugu ve
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rekombinasyon sonucu ortaya ¢ikan ikiz klonlarin frekansin1 daha fazla arttirdigi da

belirlenmistir.

IQ ve MelQx’in rekombinojenik olduguna dair bir bagka sonug¢ Paladino vd’nin
(1999) Saccharomyces cerevisiae YB110 ve YHE2 soylari ile yapmis olduklar
calismadan elde edilmistir. Pfau vd’nin (1999) c¢alismalar1 ile uyumlu olarak, elde
ettigimiz sonuclar her iki kimyasalin mitotik rekombinasyon frekansini artirdigini
gostermektedir. Ayrica her iki kimyasalin MCL-5 hiicrelerinde doza bagli olarak in
vitro sartlarda mikroniikleus olusumuna (Pfau vd 1999), alkali tek hiicre jel
elektroforezinde (COMET) DNA tek iplik kiriklarma (Pfau vd 1999), in vitro hiicre
kiiltiirinde kromozom bozukluklarina (Thompson vd 1983) ve kardes kromatidlerde
parca degisimine (SCE) neden olduklar1 belirlenmistir (Tohda vd 1980, Aeschbacher ve
Ruch 1989). Daha 6nce yapilan bir ¢alismada IQ ve MelQx’in Drosophila SMART
yontemi ile genotoksik etkilerinin bulunmasi elde ettigimiz sonuglari destekler

niteliktedir (Yoo vd 1985).

IQ lambda/lacZ transgenik farelerin kolon cll geninde (Itoh vd 2003), MelQx lacl
transgenic farelerin (Itoh vd 2000) ve gpt delta transgenik farelerin (Masumura vd 2003)
kolon ve karacigerinde mutasyon frekansinin artisina neden olmustur. Gpt delta
transgenik farelerde en baskin goriilen mutasyon tipi G:C’nin T:A’ya transversiyonlari
olarak belirlenmistir. Masumura vd’nin (2003) sonuglarini destekleyecek nitelikte Kudo
vd (1991), IQ ve MelQx’in rat Zymbal bezi skuamoz hiicre karsinomasinda ¢cogu 13.
kodonda transversiyon sonucu olusan c-Ha-ras mutasyonlarinin ortaya ¢iktigini

gostermiglerdir.

Farkl1 test sistemleri kullanilarak yapilan ¢alismalarin sonuglart genel olarak 1Q ve
MelQx’in genotoksik potansiyellerini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte ¢eligkili bir
sekilde CHO hiicrelerinde yiiriitiilen mikroniikleus ¢aligmasinda PhIP ve Trp-P-1 pozitif
bulunurken IQ, MelQ ve MelQx yiiksek konsantrasyonlarda bile pozitif sonug
gostermemistir  (Knasmiiller vd 1999). Ortaya ¢ikan bu c¢eliskiler calismalarin
yiriitiildiigl test sistemlerinde tiim faktorlerin standart olmamasindan kaynaklaniyor

olabilir. Her sistemin calisma yoOnteminin farkli olmasi ortaya degisik sonuglarin
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cikmasina ve her ¢alismada kimyasalin etkisinin farkli bir boyutunu géstermesine neden

olabilir.

Birgok diger kanserojen madde gibi HCA’larin da metabolik aktivasyona
ugradiktan sonra genotoksik etkilerini sergiledikleri belirtiimektedir (Mortelmans ve
Zeiger 2000). HCA’larin rodentlerdeki ¢oklu organ kanserojenitesinin, karacigerde
olusan metabolitlerin hedef organlara dagilmasi sonucunda olustugu diistiniilmektedir.
Hedef dokularda enzimatik veya enzimatik olmayan reaksiyonlar N-hidroksi
metabolitlerini DNA hasar1 olusturabilme kapasitesindeki elektrofillere doniistiiriirler
(Turesky 1991). Alternatif olarak ekstrahepatik dokularda da metabolik aktivasyon
meydana gelebilmektedir. Her dokudaki metabolik aktivasyon seviyesi farkli
olabilecegi gibi heterosiklik aminlerin doku ve organlarda meydana getirdikleri DNA
hasar1 ve tiimér olusumunun derecesi de farklilik gosterecektir. Ornegin, kolon S9
fraksiyonu kullanilarak Salmonella ile yapilan mutajenite testinde PhIP’nin metabolik
aktivasyona ugramadigi belirlenmis ve kolondaki enzim aktivitesinin yeterli olmadigi
sonucuna vartlmistir (Malfatti 1996). Ancak bunun tersine prostatta PhIP’yi N-hidroksi
formuna doniistiiren stk. P4501A2 enzim seviyesinin oldukca yiiksek oldugu

belirlenmigtir (Yang vd 2003).

IQ ve MelQx’in CD-1 erkek farelere in vivo sartlarda intraperitonal olarak
enjeksiyonunun ardindan sindirim ve bosaltim sistemi organlarinin mukoza
hiicrelerindeki DNA hasart COMET testi ile degerlendirilmistir ve her iki HCA kolonda
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde DNA hasarina neden olmustur. Fakat ince bagirsak
ve mesanede hasar gozlenmemistir (Sasaki vd 1998). Yine COMET sistemi ile 1Q,
MelQ, MelQx, PhIP, Trp-P-1, Trp-P—2 HCA’larinin fare karaciger, akciger, bobrek,
beyin, dalak, kemik ili§i ve mide mukozalarindaki genotoksik etkileri arastirilmistir.
Intraperitonal yapilan uygulama sonucunda IQ, MelQ, MelQx, ve Trp-P-2 mide
karaciger, akciger ve beyinde, Trp-P—1 mide, karaciger ve akcigerde, PhIP karaciger,
bobrek ve beyinde DNA hasar olusumunu uyarmistir (Sasaki vd 1997). Dokulara 6zgii
farkliliklar daha once de bahsedildigi gibi metabolik aktivasyondan sorumlu enzim
seviyelerinin farkli olmasindan kaynaklanabilir (Lynch vd 1996). Bununla birlikte,
HCA’larin farkli konjugasyon reaksiyon istekleri bulunabilmektedir. Ornegin, 1Q,
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CYP1A2 ve NAT2 ekpresyonu yapan hiicrelerde daha mutajenik iken PhIP, CYP1A2
ve SULT1A1 ekpresyonu yapan hiicrelerde daha mutajeniktir (Kassie vd 2003).

In vitro sartlarda disaridan cesitli S9 fraksiyonlar1 eklenerek yapilan ¢alismalarda
S.typhimurium TA98 susunda MelQx’in (Sinha vd 2001), S. typhimurium YG10119
susunda 1Q ve MelQx’in mutajenik etki gosterdigi ve MelQx’in 1Q’dan daha etkili
oldugu bulunmustur (Pfau vd 1999). Ayn1 sekilde NAT enzim aktivitesine sahip maya
soylarinda (S. cerevisiae YB110 - YHE2) IQ gen degisimi ve tranlokasyon frekansinda
doza bagl artis gdstermistir (Paladino vd 1999). insan NAT-2 ekpresyonu yapamayan
soyda ise mitotik rekombinasyon freakansinda 6nemli bir artis gdzlenmemesi 1Q’nun
rekombinojenik Tirtinlere aktivasyonun NAT-2 enziminin varligina bagh oldugunu
gostermektedir. Ayni sekilde NAT-2 ekpresyonu yapmayan soyda MelQx gen degisimi
ve translokasyon frekansinda artisa neden olmamistir (Paladino vd 1999). Bu
calismalarda HCA bilesiklerinin metabolik aktivasyona ugradiktan sonra olusturduklari
metabolitlerinin genotoksik etkinin olusmasinda rolii oldugu goriilmektedir. Ancak
bizim yapmis oldugumuz calismada yiliksek metabolik aktiviteye sahip Drosophila

soylarinda IQ ve MelQx farkli sonuglar gostermistir.

Yiiksek metabolik aktiviteye sahip bireyler ile yaptigimiz ¢alismanin sonucunda
IQ’nun 3 dozunda da genotoksik etki ortaya ¢ikmamustir. Bununla birlikte normal
metabolik aktiviteli bireylerde pozitif sonuglarin bulunmasi bize IQ’nun dogrudan
kendisinin genotoksik oldugunu gostermektedir. Stk. P450IA enzimlerinin aktivitesini
uyaran 3- Metilkolanteren (3-MC)’in Fischer F344 si¢anlarina 6n uygulamasi ile IQ nun
dagilimi ve DNA hasar olusumundaki etkisinin arastirildigi ¢calismanin sonuglari bizim
sonuglarimizi destekler niteliktedir (Snyderwine vd 1993). Radyoaktif isaretli 1Q
uygulamasindan ii¢ hafta sonra ekstrahepatik dokularda radyoaktivite seviyesi kontrol
grubuna gore azalmistir. Karacigerde radyoaktivite azalmamasina ragmen IQ-DNA
hasar seviyesi hem karacigerde hem de bobrek, kolon, ince bagirsak, mesane, kalp ve
akciger gibi ekstrahepatik dokularda oldukg¢a biiyiik oranda azalmistir. Beyinde ve
testiste kontrol grubunda DNA hasar1 gozlenmesine ragmen 3MC 06n uygulamasi
yapilan siganlarda hasar gozlenmemistir (Snyderwine vd 1993). 48. saatte, 3MC

uygulanmis sigcanlarda DNA hasar seviyesinin kontrol grubuna goére daha az oldugu
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tespit edilmistir ve elde edilen verilere gore in vivo sartlarda stk. P450IA enzimlerinin
uyarilmasi ile IQ’nun detoksifikasyon hizinin arttigi sonucuna varilmistir (Snyderwine
vd 1993). Neticede ortaya ¢ikan metabolitler bilesigin kendisi kadar genotoksik degildir.
Bizim sonuglarimiz da IQ’nun pargalanma {riinlerinin genotoksik olmadigini
gostermektedir. Her iki sonu¢ birbiri ile Ortlismektedir. Ayrica IQ’nun siilfamat
metaboliti N- siilfamik asitin bakteriyel mutasyon sisteminde mutajenik olmadigi,
siganlara uygulanan IQ’nun % 20 sinden fazlasinin iirede ve digkida siilfamat olarak
atildig1 goriilmiistiir. Cok az miktarda 1Q metabolize olmadan iire, disk1 ve safradan
izole edilmistir. Boylece siganlarda IQ’nun detoksifikasyonu ve atiliminda N-
stilfatasyonun biiyiik katkis1 bulundugu belirtilmistir (Turesky vd 1986). Oysaki Kassie
vd (2003), IQ’nun NAT-2 enzim ekspresyonuna sahip hiicrelerde daha mutajenik
oldugunu bildirmistir. Yapilan calismalar genel olarak tek bir enzim {izerine
odaklanarak yapilan amaca yonelik ¢alismalardir. Ayrica in vivo organizmalarda sistem
daha karmasiktir ve detoksifikasyon mekanizmasindaki farkli enzimler ardi sira etki
ederek is gormektedirler. Bir enzim diger enzimin metabolitini substrat olarak
kullanabilir. Ornegin Lynch vd’nin (1996) bildirdigine gére; Timbrell, PhIP’nin N-
hidroksi metabolitinin basta asetiltransferaz olmakla birlikte siilfortranferaz enzimi ile
esterlesme tepkimesine ugradigini ve Lin ise, olusan esterin GST enzimi ile kolayca
detoksifiye edildigini belirtmektedir. Dolayisiyla IQ’nun detoksifikasyonunda hem

stilfatasyon hemde asetilasyonun etkilerinin olmas1 miimkiindiir.

Yiiksek metabolik aktiviteye sahip Drosophila hatlarinda MelQx’in disiik
dozlarinda (1 ve 2 ppm) genotoksik etki goriilmemektedir. Elde ettigimiz sonuglara
benzer sekilde Hoshi vd (2004) Big Blue transgenik sicanlarla yaptiklart mutajenite
testinde MelQx’in diisiik dozlarinin kontrol grubundan istatistiksel olarak farkl
olmadigimi bulmuslardir. Ancak yiiksek dozlarda lacl geni mutasyon frekansi dnemli
derecede artis goOstermistir. Cogunlukla G bazi cer¢eve kaymasiyla birlikte G — T
transversiyonlar1 uyarilmistir (Hoshi vd 2004). Bizim sonuglarimizda da MelQx’in 5
ppm yiiksek dozunda toplam klon freakansindaki artis zayif pozitif olarak kendisini
gostermistir. Toplam mwh klonlar karsilastirildiginda ise pozitif sonug gozlenmistir.

Daha yliksek dozlar ¢alisilmis olsaydi doza baglh olarak genotoksik etkinin artmasi
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beklenebilirdi. Ancak diisiik dozlarda kimyasalin par¢alanma firiinlerinin genotoksik

olmadigi, ana bilesigin metabolitlerden daha etkili oldugu goriilmektedir.

Benzer bir sonug Turesky vd’nin (1988) yapmis oldugu ¢alismadan elde edilmistir.
Radyoaktif olarak isaretli olan MelQx intragastrik olarak Sprague-Dawley si¢anlarina
uygulama yapildiktan sonra 5 farkli metabolit safrada belirlenerek izole edilmistir
(Turesky vd 1988). Metabolik aktivasyon olsun ya da olmasin tiim metabolitlerin S.
typhimurium TA98 susunda mutajenik etkilerinin olmadigi bulunmustur. Ayrica B-
glukronidaz igeren S—9 karisimi ile yapilan mutasyon c¢alismasinda yine ayni sekilde
glukronit konjugantinin mutajenik olmadigi gozlenmistir (Turesky vd 1988). Bizim

sonuclarimizla uyumlu olarak pargalanma {iriinleri negatif sonuglar vermistir.

Organizmalarin  kimyasal aktivasyon veya detoksifikasyon kapasitelerindeki
farklilik sonucunda aym kimyasala kars1 farkli tepkiler agiga gikabilmektedir. Ornegin
Fischer 344 sican, sinomolgus maymunu ve insan karaciger mikrozomlarmnin IQ,
MelQx ve PhIP HCA’larin1 aktive etme kapasiteleri Ames Salmonella mutajenite testi
ile karsilastirilmistir (Davis vd 1993Db). Her {i¢ tiirde de IQ’nun mutajenik aktivasyonu
birbirine benzerdir. Bununla birlikte MelQx ve PhIP i¢in tiirler arasinda farkliliklar
bulunmaktadir. Bu iki HCA’y1 aktive etme kapasitesi en fazla sirayla insan, sican ve
maymun olarak siralanmis ve en fazla farklihik MelQx’de gozlenmistir. Sican ve
maymunda ¢esitli dokularda MelQx-DNA hasar1 incelendiginde, hasarin maymunda
sican’a oranla oldukca az oldugu goriilmistir. Sonuglara gore sinomolgus
maymunlarinda stk. P450 enzim sistemi vasitastyla MelQx aktivite kapasitesinin diisiik
seviyede oldugu bildirilmistir (Davis vd 1993b). Dolayisiyla farkli tiirlerde geligkili

sonuglarin ortaya ¢ikmasi kaginilmazdir.

Kanserle iligkili genlerde somatik mutasyonlarin birikmesiyle kanserogenezis
sireci arasinda iliski oldugu bilinmektedir. DNA hasar1 ve geri doniisiimsiiz baz
degisimleri ¢ok basamakli kanserogenezisde 6nemli bir rol oynamaktadir (Hoshi vd
2004). Gerek epidemiyolojik olarak gerekse deneysel olarak HCA’larin timor
olusumuna etkilerini gdsteren gesitli calismalar da bulunmaktadir (Skog ve Solyakov
2002, Dashwood 2002).
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Ekzojen ve endojen etkenlerin olusturdugu genetik yiike kars1 organizma miimkiin
oldugunca kendi tamir ve savunma sistemini kullanarak mutajenik olaylar1 iyilestirme
ve tersine ¢evirme egilimindedir. Bunun yani sira disaridan alinacak takviyeler de bu
siirecin  hizlanmasma katkida bulunabilir. Insan besinleri mutajenik ve/veya
kanserojenik maddelerin yan1 sira gesitli antimutajen ve antikanserojen maddeleri de
yapilarinda bulundurmaktadirlar. Insanlarin farkli ¢evresel genotoksik ajanlara maruz
kalmas1 6zellikle bitki ve bitkisel iiriinler gibi besinsel ilavelerin kullanimina dikkat
cekmektedir. Halk arasinda antimutajenik ve antikanserojenik ozellige sahip dogal
bilesiklerin kimyasal yapidaki ila¢ gruplarina gore daha az zararli olduguna dair genel
bir yargi bulunmaktadir. Bu nedenle gerek mutajenezise gerekse kanserojenezise karsi
alternatif olabilecek maddelerin arastirilmasi kaginilmaz olmustur. Arastirmalar
sonucunda bir¢ok maddenin antimutajenik etkisi gosterilmistir. Cesitli bitkilerden elde
edilen ugucu yaglarin, vitaminlerin, flavonoidlerin ve flavonoid igeren bitkilerin,
sartmsak bileseni olarak siilfiirlii bilesiklerin farkli yontemlerle antigenotoksik etkileri
gosterilmistir (Ferguson vd 2004, Iciek vd 2009). Bununla birlikte antimutajenik etki
farkl1 sekillerde ortaya cikabilmektedir. Ornegin, bazi vitaminler (Odin 1997) ve
polifenoller antioksidan olarak etki gostererek reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ortamdan
kaldirirlar (Alarco’n de la Lastra ve Villegas 2007). Bazi1 bitki polifenolleri DNA tamir
etkilesimleri aracilifiyla antimutajenik etki gosterirken bazilari karaciger, akciger ve
ince bagirsakta hem antioksidan hem de detoksifikasyon enzimlerinin (GST, katalaz ve
kuinon rediiktaz) aktivitesini 6nemli derecede artirmaktadirlar (Suzuki vd 2002). Dialil
distilfit ve dialil siilfit gibi alil siilfitler hepatik GST aktivitesini uyarmak yoluyla
hareket eden biyoaktif sarimsak bilesenleridir (Wu vd 2005). Brokoli, Briiksel lahanasi,
lahana ve karnibahar igeren Brassicaceae ailesine ait sebzelerin igerisinde bulunan
izotiyosiyanatlar ksenobiyotik metabolizmasin1 degistirebilmektedirler (Valgimigli ve
Iori 2009). Bir¢ok besinsel bilesen hiicre dongiisiiniin belli sathalarina etki edip
hiicreleri bloklayarak antiproliferatif etki gosterirler (Wu vd 2005). Hiicre dongiisii
tutuklanmasi DNA’nin etkin bir sekilde tamir edilme olasiligini artirir. Cesitli besinsel
lifler ve besinsel lif kaynaklar1 heterosiklik amin gibi ¢esitli hidrofobik kanserojenlere
tutunarak antimutajeniteye katkida bulunurlar. Hemin ve klorofilin gibi pirol halkasi
iceren pigmentlerin de benzer sekilde kanserojen tutma ozellikleri bulunmaktadir.

Klorofilin kanserojenleri durdurup onlarla siki sikiya baglanarak kullanilabilirliklerini
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azaltir (Chiu vd 2003). Klorofilinde oldugu gibi DNA’ya atak yapmadan dnce mutajeni
inaktive eden bilesikler desmutajen, DNA replikasyonu ve tamir sistemine etki eden,
DNA hasarinin fiksasyonuna miidahale eden bilesikler de biyoantimutajen olarak
adlandirilmaktadir. Giiniimiizde antigenotoksik etkiye sahip bilesiklerin arastirilmasi

halen devam etmektedir.

Bir¢ok ¢aligma HCA’larin olusturdugu DNA hasarina karsi koruyucu olan besinsel
bilesenleri belirlemeyi amaglamistir. Yenilebilir mantar tiirlerinin Drosophila DNA
tamir test sisteminde MelQx’in genotoksik etkisini azalttigi bulunmustur (Taira vd
2005) Konjuge-linoleik asitin prostatta PhIP tarafindan uyarilmis genototksisiteyi
azalttigr gosterilmistir (Yang vd 2003). Ayrica Salmonella mutajenite testinde S9
fraksiyonu eklenen g¢alismada DiMelQx, 1Q, MelQx, PhIP, Trp-P-2 HCA’larina karsi
yesil cay ve beyaz caym antigenotoksik etkileri karsilagtirildiginda beyaz cayin
koruyucu etkisinin daha fazla oldugu bulunmustur. Tiim ¢aylar icerisinde en az islem
gormiis olan beyaz cay kurutma esnasinda oksidasyona en az ugrayan ya da hig
ugramayan cay ¢esidi oldugu icin ROS siipiiriici olarak hareket etmesi beklenebilir

(Santana-Rios vd 2001).

Antigenotoksisite calismalarinda SMART sistemi test bilesiklerinin uygulanmasi
esnasinda blylik ¢esitlilik ve esneklik saglamaktadir ve dolayisiyla farkli uygulama
zamanlar1 kullanilarak iki veya daha fazla bilesik test edilebilmektedir. Bu 6zelliklerinin
yani sira kisa siirede sonuca ulasilmasindan dolayt SMART genotoksik arastirmalarin
yaninda antigenotoksik aragtirmalarda da olduk¢a uygun bir ¢alisma yontemini
olusturmaktadir (Wiirgler ve Vogel 1986, Graf vd 1989).

Bu calismanin ikinci kisminda IQ ve MelQx’in genotoksik etkilerini azaltmaya
yonelik yesil sebze ve meyvelerde bulunan klorofil tlirevlerinin (klorofil a ve klorofil b)
etkileri aragtirllmistir. Klorofiller bitkilerde en bol bulunan yesil pigmentlerdir ve
ozellikle yesil meyve ve sebzelerin besinsel bilesenini olustururlar. Ayrica klorofil ve
tiirevleri gidalar1 renklendirmek amaciyla katki maddesi olarak kullanilmaktadir (Egner
vd 2001). Globulin yapisina eklenen hem grubuna benzer sekilde halkasal tetrapirol
yapidadir. Merkez metal atomu hem halkasinda demir iken klorofil de magnezyumdur

(DeVogel vd 2005).
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Yaptigimiz ¢alismada normal ve yiiksek metabolik aktiviteye sahip Drosophila
hatlarma klorofil a ve klorofil b dozlar1 hem HCA’larla birlikte es zamanli olarak hem

de 48. saatte 6n uygulama seklinde besinle birlikte verilmistir.

Normal metabolik aktiviteye sahip bireylerde, IQ ve klorofil es zamanh
uygulamalarinda 0.5 uM Klorofil a + 2 ppm IQ ve 0.5 uM Klorofil b + 2 ppm IQ
dozlar hari¢ diger tim gruplar genotoksik aktiviteyi azaltmistir. Her iki doz da klon
indiiksiyon frekansinda herhangi bir artis gostermemekle birlikte toplam klonlardaki
frekans degisimi istatistiksel olarak negatif sonug¢ vermistir. 2 ppm dozu hari¢ diger
dozlarda genotoksik etkideki azalma genel olarak klorofil maddelerinin dozuyla
orantihidir. On uygulama grubunda genotoksik etkideki azalma biraz daha dikkat
cekmektedir. On uygulama es zamanli uygulama grubuna goére daha etkin

antigenotoksik etki gostermistir.

MelQx 1 ve 5 ppm dozunun birlikte uygulamalarinda 0.5 uM Klr b uygulamasi
hari¢ diger uygulamalarda genotoksik potansiyelin azaldig1 goriilmektedir. Bu dozlarda
frekans artis1 olmasina ragmen yapilan istatistiki analiz sonuglarin negatif oldugunu
gostermektedir. 1Q es zamanli uygulamalariyla karsilastirildiginda genotoksik etkideki
azalma daha belirgin olarak fark edilmektedir. Genel olarak 6n uygulama grubundaki
verilere gore, klorofil a ve klorofil b MelQx’in genotoksik etkisini es zamanl
uygulamalara gore daha etkili bir sekilde azaltmistir. Demir vd (2008a, b), UV-B ile
yapmis olduklar1 ¢calismada hem klorofil hem de klorofilin 6n uygulamasinin koruyucu
etkinligin es zamanl uygulamaya oranla daha fazla arttigii belirlemislerdir. Benzer
sekilde Drososphila SMART ile gama radyasyonunun mutajenitesinin 48. saat klorofilin

On uygulamasiyla azaldig1 gosterilmistir (Pimentel vd 1999).

Drosophila SMART yonteminde 84 + 4 saatlik larvalara es zamanli uygulamalarin
klorofil ve klorofilin’in Trp-P-2 genotoksisitesini azalttiklar1 belirlenmistir (Negishi vd
1989). Ge¢ donemde larval sindirim sisteminin PH’sinin degismesi nedeniyle klorofil +
kimyasal etkilesiminin artmis olabilecegi ve dolayisiyla koruyucu etkinligin de buna
paralel olarak artabilecegi diisiiniilmektedir. Spektrofotometrik analizlerde sulu ortamda
klorofil ve kimyasalin etkilesim iginde olduklarinin belirlenmesi (Negishi vd 1997) bu

diisiinceyi daha da kuvvetlendirmektedir. Bdylece klorofil bilesikleri es zamanli
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uygulamalarda desmutajenik etki gostererek kimyasalin kullanilabilirligini azaltirlar.
Ancak 6n uygulama yapilan gruplarda daha etkin inhibisyon olmasi mutajen- klorofil
etkilesiminin antigenotoksik etkide tek yol olmadigimi diisiindiirmektedir. Yine
spektrofotometrik veriler sonucunda klorofil’in DNA’da fosfat baglarina ve biiyiik
oluktaki G-C baz ciftinin N-7 G baz bolgesine baglandigi gosterilmistir (Neault and
Tajmir-Riahi 1999, Tajmir-Riahi vd 2004). Boylece DNA ile kompleks olusturan
antimutajenler ROS’larin rahatlikla atak yaptiklar1t DNA niikleofilik alanlarinin
korunmasimni ve DNA ¢ift ipliginin stabilizasyonunu saglarlar. Bir anlamda
biyoantimutajenik ozellik gosterdikleri sdylenebilir. HCA metabolizmalari sirasinda
olusan serbest radikallerin DNA’ya atak yapmasi bu yolla dnleniyor olabilir. Ayrica
bakteriyel mutagenezis calismasinda klorofil tiirevlerinin antimutajenik oldugu
(Ferruzz1 vd 2002) ve 1spanak su ekstraktindan elde edilen klorofillerin 8-hidroksi-2'-
deoksiguanizin (8-OHdAG) hasarini ve tek iplik DNA kirigini 6nemli derecede azalttig
(Hsu vd 2005) belirlenmistir. Cho vd’nin (2006) yaptigi epidemiyolojik bir ¢alismada
klorofil’in 151k hasarina ugramis insan derisinde kollajen yapiminin artmasi ve UV
indiiklii epidermal kerotinosit hasarinin azalmasiyla kirisikliklart ve elastikiyeti
tyilestirdigi belirtilmistir. Klorofil ekstraktinin 11k etkili kiitin yaslanmasinm1 korudugu
ve tamir ettigi bildirilmektedir (Cho vd 2006). Demir vd’nin (2008a, b) yapmis
olduklar1 c¢alismada klorofil ve tiirevi olan klorofilinin benzer sekilde UV-B’nin
olusturdugu genotoksik hasar1 etkili bir sekilde azalttigi gosterilmektedir. Boylece
klorofil kimyasal ajanlarin yani sira fiziksel ajanlarin olusturdugu zararh etkilere karsi

da etkin bir bilesik oldugu anlasilmaktadir.

Klorofil ile yapilan az sayidaki arastirmaya nispeten klorofilin ile yapilan
calismalar olduk¢a fazladir. Klorofil pigmentlerinin suda ¢oziiniirliigiiniin olmamasi
nedeniyle alternatif olarak yar1 sentetik klorofilin bilesiginin antigenotoksik etkileri
calisilmaktadir. Dolayisiyla klorofilin ile yapilan fazla sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Klorofilinin antimutajenik, antioksidan ve antikanserojen oOzelliklerini sergileyen
arastirmalar yapilmistir. Klorofilinin, ROS’larin olusturdugu hasarlara kars1 mitokondri
zarmi korudugu (Kamat vd 2000) ve karacigerde lipit peroksidasyonunu inhibe ederek
antioksidan aktivite sergiledigi (Sato vd 1977, Sato vd 1980) ayni1 sekilde radyasyon

tarafindan uyarilan DNA ve mitokondriyal membran hasarini engelledigi (Boloor vd.

66



2000) ve oksidatif hasara karst DNA’y1 etkili bir sekilde korudugu gosterilmistir
(Kumar vd 1999). Ayrica farelerde C,O3 (kromium)’un olusturdugu mikroniikleus
frekansini azalttigi (Garcia-Rodriguez vd 2001) ve kimyasal indiiklii deri tiimoriiniin
ilerlemesini engelledigi (Chung vd 1999) gozlenmistir. Benzer sekilde klorofilin’in
koruyucu etkisini gosteren farkli caligmalar bulunmaktadir (Breinholt vd 1995,
Dashwood vd 1991, Kumar vd 2004, Morales-Ramirez vd 1995).

Klorofilinin etki mekanizmasmin genellikle stk. P450 enzim sisteminin inhibe
edilerek kimyasal aktivasyonunun engellemesi yoluyla oldugu belirtilmektedir (Yun vd
1995). Tachino vd (1994), Salmonella’da klorofilin’in benzo[a]pyrene’nin mutajenik
aktivitesini inhibe ettigini gostermislerdir. Spektrofotometrik ¢aligmalarda klorofilin’in
stk. P450 enzimine baglanmadigi ama enzimi dolayli olarak inhibe ettigi belirtilmistir.
Boylece kimyasalin aktivasyonunu engelleyerek antimutajeniteye neden oldugu
bildirilmistir (Tachino vd 1994). Halbuki, Olvera vd (2000) yapmis olduklari
Drosophila SMART uygulamalarinda klorofilinin alkilleyici ajanlarin mutajenitelerini
azaltirken metabolik aktivasyonun inhibe edilmesine gerek olmadigini sdylemislerdir.
Sprague-Dawley sig¢anlarinda klorofilin’in, 6n uygulamayla sindirim sisteminden
IQ’nun emilimini azalttig1, es zamanli olarak uygulamayla da sindirim sisteminde 1Q ile
etkilesip kanserojen alinimini, dagilimini ve metabolizmasini azaltarak karacigerde 1Q-
DNA baglanmasini indirgedigi belirtilmistir (Dashwood 1992). Dolayisiyla in vivo
sartlarda maddenin farkli hareket yollar1 bulunmakta ve alternatif mekanizmalarla
etkilerini gosterebilmektedirler. Klorofilinin farkli mutajenlere kars1 koruyucu
etkilerinin aksine Negishi vd (2004) IQ’ nun olusturdugu DNA hasarini azaltmadigini
gostermiglerdir ve 1Q nun Drosophila’da diger organizmalardan farkli bir yolla hareket

edebilecegini belirtmislerdir.

Bu caligmada yiiksek metabolik aktiviteye sahip bireylerde 1Q’nun genotoksik
etkiye neden olduguna dair bir sonug¢ elde edilmemistir. MelQx bilesiginin diistik
dozlarinda da genotoksik etki belirlenmemistir. Diger bir¢ok calismanin aksine
parcalanma iriinleri ana kimyasallar gibi genotoksik etki olugturmamistir. Bu nedenle
IQ’nun her ti¢ dozunun ve MelQx’in iki diisiik dozunun klorofil a ve klorofil b ile

yapilan antimutajenite sonuglar tezde degerlendirilmemistir Ancak 5 ppm dozundaki
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frekans artis1 istatistiksel olarak onemli diizeyde goriilmektedir. Bu nedenle sadece bu

dozda klorofil a ve klorofil b’nin antigenotoksik etkisi degerlendirilmistir.

Es zamanli uygulamalarda 1 uM klorofil a uygulamasi haricinde diger klorofil
uygulamalarinda klon frekanslarinda azalma oldugu belirlenmistir. Klorofil a’nin bu
dozundaki frekans artis1 istatistiksel olarak negatif goziikmektedir. On uygulama
grubunda ise tim dozlarda klon frekanslarinin azaldigi goriilmektedir. Normal
metabolik aktiviteye sahip bireylerde oldugu gibi klorofil bilesiklerinin 6nceden
uygulanmas1 HCA’larin genotokisitesine karsi daha etkin bir koruma saglamaktadir.
Yapilan literatiir taramasinda bu kimyasallarla ilgili olarak dogrudan ytliksek metabolik
aktiviteye sahip bireylerle yapilan bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bakteriyel sistemlerle
yapilan bir caligmada alabalik karaciger S9 fraksiyonu kullanilarak Salmonella
mutajenite testinde klorofilinin farkli HCA’lara kargi antimutajenik etkisinin oldugu
belirtilmektedir (Dashwood vd 1991). Yine S. typhimurium TA 1535/pSK 1002 susunda
Klorofilinin metabolize edici enzim varliginda Trp-P-1’in uyardigi umu C geni
ekspresyonunu baskilayici etki gosterdigi belirlenmistir. Japon ¢ay1 yapraklarindan izole
edilen klorofil a antimutajenik olmakla birlikte klorofiline gore zayif etki gostermistir
(Okai vd 1996). Ancak bu konuda klorofil a ve klorofil b ile yapilan farkli ¢alismalar

belirlenememistir.
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5. SONUC

Bu calismada pismis et ve et iiriinlerinin tiiketilmesi ile viicudumuza aldigimiz 2
heterosiklik amin bilesiginin (IQ ve MelQx) genotoksik etkilerine kars1 yesil sebze ve
meyvelerde bulunan klorofil a ve klorofil b maddelerinin etkileri hem normal hem de
yiiksek metabolik aktiviteye sahip Drosophila hatlar1 kullanilarak degerlendirilmistir.
Normal metabolik aktiviteye sahip bireylerde her iki kimyasal i¢in belirlenen ii¢ dozda
da genotoksik etki gozlenmistir. Ayrica normal ve serrat fenotipli bireylerin
karsilastrilmas1 ile genotoksik etkinin mitotik rekombinasyon sonucu ortaya ¢iktigi
goriilmustiir. Diger taraftan ayni1 dozlar yliksek metabolik aktiviteye sahip bireylerde
incelendiginde 1Q’nun genotoksik etkisinin olmadig1 goriilmiistir. MelQx ise diisiik
dozlarda genotoksik etki gostermezken yiiksek dozda istatistiksel olarak anlamli
sonuclar vermistir. Normal ve yiiksek metabolik aktiviteli bireylerde gozlenen bu
sonuglarin karsilagtirilmast bu heterosiklik aminlerin genel olarak dogrudan genotoksik
etkiye neden oldugunu gostermektedir. Bir bagka deyisle kimyasalin kendisi genotoksik
etki gosterirken metabolizma sonucunda ortaya ¢ikan metabolitlerinin genotoksik
olmadig1 goriilmektedir. Ancak yliksek dozda MelQx metabolitleri ana bilesik kadar
olmasa da genotoksik etkiye sahiptir.

Antigenotoksik etkiyi belirlemek i¢in ayni sekilde normal ve yiiksek metabolik
aktiviteye sahip bireyler kullanilarak klorofil a ve klorofil b’nin etkileri arastirilmigtir.
Bunun i¢in klorofil a ve b maddeleri es zamanli ve 6n uygulama seklinde larvalara agiz
yoluyla verilmistir. Normal metabolik aktiviteli bireylerde iki kimyasal i¢inde her iki
uygulama yontemi genotoksik etkinin azaltilmasinda etkili olmustur. Bununla birlikte
klorofil 6n uygulamasinin es zamanli uygulamalara gore biraz daha etkili oldugu
belirlenmistir. Yiiksek metabolik aktiviteli bireylerde 1Q’nun genotoksisitelerinde
¢oziicii kontrol olarak kullanilan DMSO’ya gore istatistiksel diizeyde dnemli bir fark
gbzlenmedigi icin klorofil a ve b ile yapilan antimutajenite calismalar1 degerlendirmeye
alimmamistir. MelQx’in diisiik dozlarinda ayni sekilde genotoksik etki tespit
edilmemistir. Sadece 5 ppm yiiksek dozunda ortaya ¢ikan genotoksik etki klorofil a ve b
acisindan degerlendirilmistir. On uygulama gruplarinin es zamanli uygulamalara gore

daha etkili oldugu goriilmektedir.
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Ayrica bu kimyasallarin epidemiyolojik ve deneysel c¢alismalarda kanserojenik
etkiye neden olmasi nedeniyle muhtemel zararlarinin ortadan kaldirilmasi i¢in daha
fazla bilimsel veriye gerek duyulmaktadir. Kimyasal maddelerin metabolizmalar1 ve
dagilimlar1 g6z 6niinde bulunduruldugunda alt organizasyonlu olan D. melanogaster
hem genotoksik hem de antigenotoksik arastirmalarda 6nemli ve hassas bir model
organizmadir. Cesitli ¢evresel etkenlerin genetik materyalde olusturabilecegi hasarlara
kars1 genomik stabiliteyi saglayacak c¢esitli koruyucu ajanlarin belirlenmesi hem
bireysel hem de gelecek nesillerin saglhigiyla yakindan ilgilidir. Bu ¢alismadan elde
edilen bulgularin daha sonra yapilacak olan ¢alismalara kaynak teskil edecegi
distiniilmektedir. Ayrica yapilan ¢alisma okaryotik sistemde in vivo bir ¢alisma olmasi
ve kullanilan organizmanin ve memeli sisteminin genetik yapisinin biiyiikk homoloji

gostermesi elde edilen sonuglarin 6nemini daha da arttirmaktadir.
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