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Oz

Rodofit olarak bilinen alglerde bulunan ve kirmizi renkli bir pigment olan astaksantin (ASTA) terpeni bir tetraterpendir.
Calismada ASTA’nin doz-siire etkilesimine bagli olarak olasi toksik ve genotoksik etkileri aragtirilmigtir. ASTA’nin
toksik etkisi, Drosophila melanogaster’in Oregon-R yabanil soyunda in vivo 6miir uzunlugu testi ile belirlenmistir. Bu
amagcla ergin digi ve erkek bireyler farkli dozlarda ASTA igeren (25, 50, 100 ve 200 ppm) besiyerinde kronik olarak
beslenmistir. Kontrol grubunda ortalama dmiir uzunlugu disilerde 49.07+1.92 giin iken erkeklerde 51.01+2.12 giindiir.
Bu degerler en diisiik ve en yiiksek ASTA uygulama gruplarinda (25-200 ppm) disilerde sirasiyla 32.06+1.50 ve
27.06£1.18 giin, erkeklerde de 32.45+1.48 ve 23.524+0.92 giin olarak bulunmustur. ASTA’nin kontrol ve uygulama
gruplarina ait sonuglar birbiriyle karsilastirildigi zaman hem disi hem de erkek popiilasyonunda ortalama Omiir
uzunlugunun doz-siire etkilesimine bagh olarak kisaldig1 gézlenmistir (p<0.05). ASTA terpeninin genotoksik etkisi de
yine D.melanogaster’de somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile belirlenmistir. SMART sonucunda elde
edilen verilere gore tiim ASTA uygulama gruplarinda (50, 100, 200 ve 400 ppm) konsantrasyon artigina bagl olarak klon
indiiksiyon frekansinda artig gézlenmistir. Bu sonuglar ASTA’nin somatik mutasyonlart uyardigini géstermektedir.

Anahtar kelimeler: Genotoksik etki, Karotenoid, Omiir uzunlugu, Somatik mutasyon

Abstract

Astaxanthine (ASTA) terpene, a red pigment found in algae known as rhodopite, is a tetraterpene. In this study, possible
toxic and genotoxic effects of the ASTA were investigated depending on the dose-time interaction. The toxic effect of the
ASTA was determined by in vivo longevity test in Oregon-R wild strain of Drosophila melanogaster. For this purpose,
adult female and male individuals were chronically fed on media containing different doses of the ASTA (25, 50, 100 and
200 ppm). While the average life span in the control group is 49.07+1.92 days in females, it is 51.01£2.12 days in males.
These values are 32.06x1.50 and 27.06+1.18 days in females in the lowest and highest ASTA application groups (25-200
ppm), 32.45+1.48 and 23.52+0.92 in males, respectively. When the results of the control and application groups of the
ASTA terpene were compared, it was observed that the average life span decreased in both female and male populations
depending on the dose-time interaction (p<0.05). The genotoxic effect of the ASTA terpene was also determined by the
somatic mutation and recombination test (SMART) in D.melanogaster. According to the data obtained from the SMART
result, an increase in clone induction frequency was observed in all the ASTA application groups (50, 100, 200 and 400
ppm) due to concentration increase. These results show that ASTA stimulates somatic mutations.
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1. Giris

Hayatin temel besin ve oksijen kaynaklarindan
olan bitkiler, ¢ok eski devirlerden beri insanlar
tarafindan cesitli hastaliklara karsi tedavi edici
olarak kullanilmaktadir (Sumner, 2000). Cin’den

Ortadogu’ya, Mezopotamya’dan Amerika’ya,
Afrika’dan  Eski  Roma’ya  kadar  farklh
cografyadaki kiiltiirlerin, tarihsel gelisimleri

igerisinde endemik bitkileri ¢esitli yontemlerle bu
amacla kullandiklar1 bilinmektedir (Eichorn ve
Evert, 2016). Oyle ki; Antik Misir ve Siimerler
doneminde Cyperus papiriis L. (papiris), Aloe
vera L. (aloe), Cannabis sativa L. (kenevir),
Ricinus communis L. (hint otu), Allium sativum L.
(sarmmsak), Juniperus L. (ardig), Commiphora
myrrha N. (miir) ve Papaver somniferum L.
(hashas) gibi yiizlerce bitkinin ila¢ tiretiminde
kullanildigina dair Kil tablet olarak yazili belgelerin
olmasi, 0 donemlerde insanlarin bitkilerle tedavi
yontemlerini  tercih  ettiklerinin  kamitlaridir
(Sumner, 2000). Bitkilerden gilinlimiizde de
bagisiklik sisteminin gii¢lendirilmesi ve ilag
yapimt gibi alanlarda siklikla yararlanilmaktadir
(Eichorn ve Evert, 2016). Ancak baz1 toplumlarda
ilaglar sentetik iiriinler olarak kabul edilip onlar1
kullanmak yerine alternatif tip olarak tanimlanan
dogal triinlerle tedavi tercih edilmektedir (Aslan,
2005). Bu kapsamda tercih edilen bitkilerin ya da
bilesenlerinin higbir yan etkisinin olmadig1
diigiiniilerek  doz-siire  etkilesimine  dikkat
edilmeden kullanildig1 goriilmektedir. Alternatif
tip kapsaminda tedavi amagli olarak kullanilan
ancak etkilerine yonelik tam bir bilgiye sahip
olunmayan  bitkilerin  amaglananin  aksine

istenmeyen etkilere neden oldugu da cesitli
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Calixto,
2000; Valerio ve Gonzales, 2005; Giines ve
Danacioglu, 2018). Ortaya ¢ikan bu tip durumlara
sebep oldugu/olabilecegi diisliniilen bitkilerin
icermis  olduklar1  etken  maddeleri  ve
fonksiyonlarin1 net olarak anlayabilmek icin de
birgok arastirma yapilmistir (Erdem ve Eren,
2009). Yapilan arastirmalar sonucunda, bitkilerde
ve diger bazi canlilarda gergeklesen normal
metabolik reaksiyonlarin ana ve ara iiriinleri olarak

tanimlanan  ¢esitli  metabolitlerin  oldugu
belirlenmistir. Bunlar  bulunduklar1  canlinin
yasamsal iglevleri ile birincil derece iliskili

olmayan sekonder metabolitlerdir. 2000’den fazla
kimyasal bileseni olan sekonder metabolitlerin en
genis ve en yaygin grubunu terpenler
olusturmaktadir. Terpenler, hidrokarbonlarin bir
sinifi olup izopren birimlerinden (Sekil 1a) olusan
dogal maddeler olarak tanimlanmaktadir (Eichorn
ve Evert, 2016). Farkli bitkilerden ve onlarin ana
etken maddelerinden elde edilip hem ekonomik
hem de bilimsel yonden degerlendirilen terpenler
antioksidan  (Naguib, 2000) antimutajen ve
antikarsinojen  (Cho wvd., 2017) ozellikleri
nedeniyle gida, temizlik, kozmetik, tip, eczacilik
gibi farkli sektorlerde siklikla tercih edilir hale
gelmistir (Kirca vd., 2006). Bu sektorlerde iiretilen
ve giinlikk hayatta kullandigimiz pek ¢ok {iriiniin
icinde farkli oranlarda terpenler bulunmaktadir.
Insanlar ve hayvansal organizmalar kozmetik ve
temizlik drlinlerinde bulunan terpenleri deri
yoluyla, gidalarda kullanilan terpenleri ise oral
yolla almaktadirlar.
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CH,
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Sekil 1. a) izopren’in (Géren, 2002) ve b) ASTA’nin kimyasal yapisi (Fassett ve Coombes, 2011)

Terpenlerin  yararli  ozelliklerinin ~ yan1  sira
istenmeyen etkiler de olusturabilecegi (Lewis vd.,
1995), ozellikle doz artigina paralel olarak
genotoksik etkileri yapilan caligmalarla ortaya
konmustur (Morton vd., 1995; Shah vd., 1996). Bu
terpenlerden birisi olan astaksantin (ASTA)
tetraterpeni sekiz izopren halkasindan
olusmaktadir (CaoHs204). Kimyasal yapist Sekil
1b’de verilmis olan ASTA, rodofit olarak bilinen
alglerde bulunan kirmizi renkli bir pigment, bir
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karotenoid ¢esididir. Bu metabolit somon, alabalik,
1stakoz, karides ve diger denizel organizmalarda
pembe veya kirmizi rengin olusumuna neden
olmaktadir (Davinelli vd., 2018).

ASTA’nin  hipertansiyon ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisi ig¢in kullanilan ilaglarda da
siklikla tercih edildigi Hussein vd., (2006)
tarafindan bildirilmistir. Ancak tetraterpenlerle
yapilan toksisite ¢alismalarinda, tetraterpenlerin


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Ancient_Egyptian_medicine&xid=17259,15700019,15700043,15700186,15700190,15700256,15700259,15700262,15700265,15700271,15700283&usg=ALkJrhgHD1X-C_ByuDoZgiAOZX0u64jQOg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.m.wikipedia.org/wiki/Sumer&xid=17259,15700019,15700043,15700186,15700190,15700256,15700259,15700262,15700265,15700271,15700283&usg=ALkJrhj4x3kU_J7UEynLu5xQCAoDHbqn_w
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yiiksek konsantrasyonlarda kullanimina bagh
olarak insan periferal hiicre kiiltiirlerinde, fare,
sigan, beagle kopekleri ve bir ¢esit kemirgen olan
gerbil (Pachyuromys duprasi Lataste,1880)’de

DNA hasarma neden olduklar1 bildirilmistir
(Azqueta ve Collins, 2012). ASTA’nin
genotoksisitesini  belirlemeye yonelik olarak

yapilan diger bir calismada da farelere kronik
olarak ASTA uygulanmis ve artan konsantrasyona
bagli olarak (40, 200, 1000 mg) disi farelerde iyi
huylu, hepatoseliiler adenom oraninda artig
gozlenmistir (Edwars vd., 2016).

Sunulan bu ¢alismada Drosophila melanogaster
model organizmasi kullanilarak ASTA terpeninin
doz-siire etkilesimine bagli olarak in vivo bio-
toksik etkileri dmiir uzunlugu testi ile genotoksik
etkileri de SMART testi ile belirlenmeye
caligilmustir.

2. Materyal ve metot
2.1. Kullamlan organizma

Klasik Mendel genetigi alaninda siirdiiriilen
genotoksisite, mutajenite ve Omiir uzunlugu
toksisitesinin  belirlenmesine iliskin deneysel
caligmalar farkli model organizmalar ile
yapilmaktadir. Bu organizmalarin en
onemlilerinden birisi olan D. melanogaster, halk
arasinda meyve ya da sirke sinegi olarak bilinen bir
tir olup Atatiirk Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii, Genetik Aragtirma
Laboratuvari’nda uzun yillardan beri
kendilestirilmis genetik olarak homozigot, higbir
mutant karakter tasimayan bir laboratuvar
stogudur. Omiir uzunluguna ait calismalarimizda
D. melanogaster’in Oregon-R yabanil soyu,
somatik mutasyonlarin belirlenebilmesi i¢in de
normal metabolik aktiviteye sahip flare (flr®) ve
multiple wing hair (mwh) mutant soylan
kullanilmistir. Hem Oregon-R yabanil soyu hem de
flr® ve mwh mutant soylar1 yuvarlak-kirmizi gozlii,
uzun kanath (Sekil 2a) ve kahverengi viicutludur.
Ancak uzun kanatli olan flr®* mutant soyunda
kanatlarin distal kisimlari testere disi seklindedir ve
bu bireyler serrat kanatli olarak tanimlanirlar (Sekil
2b).

Mutant soylardan birisi olan flare (flr®), igerdigi flr®
belirleyici (marker) genine bagli olarak kanatlar
iizerinde A’dan E’ye olmak iizere belirlenen 7 ayr
sektorde (Sekil 2a ve 2b) yabanil tip sineklerin
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normal, diiz ve uzun killarimin (trikom) aksine
korelmis, kisalmig, nokta seklinde, koyu renkli
balon veya kalin diizgiin olmayan (Sekil 3a) killar
tagimaktadir (Graf vd., 1998).

b Serrat kanat

Sekil 2. a) Normal kanat b) Serrat kanat

fenotiplerine  ait  sektdrler ve  kanatlarin
mikroskobik goriiniisii (10x10)
flr® geni 1ll. kromozomun sentromere yakin (3-

38.8) olan boliimiinde bulunmaktadir ve bulundugu
canlida homozigot resesif durumda iken
embriyonik evrede letalite gdstermesi sebebiyle
ergin bireyler olusamamaktadir. flr® geninin
embriyonik letal etkisinden dengeleyici bir
kromozom olan TM3  kromozomu ile
heterozigotluk saglanarak bireyin kanat imajinal
disklerinden mutant kanat hiicrelerinin gelisimi
saglanmaktadir. Yabanil tip bireylerin kanatlariin
kenarlar1 diizgilin iken, dengeleyici kromozomda
bulunan Bd® geni mutant bireyin kanat kenarlariin
testere disi seklinde bir fenotip géstermesine neden
olmaktadir.

Multiple wing hair (mwh) mutant soyunda ise mwh
marker geni, ayni hiicreden li¢ veya daha fazla
sayida kanat kilinin ¢ikmasina sebep olmaktadir
(Sekil 3b). Resesif olan bu gen de, Il
kromozomun telomere yakin bdliimiinde (3-0.3)
bulunmaktadir (Graf vd., 1998).
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Sekil 3. a) flare b) mwh bireylere ait kanat killarinin mikroskobik goriintiisii (10x40)

2.2. Kullamilan kimyasal maddeler

Calismada olasi toksik ve genotoksik etkilerini
arastirdigimiz ASTA tetraterpeni (3,3'-dihidroksi-
beta, beta-karoten-4,4'-dion, Cas No: 472-61-4), bu
terpenin  ¢oziicisiit  olarak kullanilan dimetil
stlfoksit (DMSO, Cas No: 67-68-5),
genotoksisitesi iyi bilinen ve genotoksisite testinde
pozitif kontrol olarak kullanilan etil metansiilfonat
(EMS, Cas No: 62-50-0) ile Drosophila Instant
Medium (DIM) Sigma-Aldrich (St Louis, MO,
USA) sirketinden temin edilmistir. Caligma
kapsaminda kullanilan diger kimyasal
maddelerden agar agar, dietil eter, propionik asit,
gliserol, kloral hidrat, arap zamki, entellan ve etil
alkol de yine Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)
sirketinden alinmistir.

2.3. Omiir uzunlugu testi

ASTA’nin 6miir uzunlugu {iizerine etkileri, D.
melanogaster’in Oregon-R yabanil soyuna ait disi
ve erkek popiilasyonlarinda ayr ayr1 ¢aligitlmigtir.
Deneylerin tiimiinde kullanilacak disi ve erkek
sineklerin ayni yagh bireyler olmasi i¢in 6n
kiiltiirler olusturulmustur. On kiiltiirler icin saf su,
agar, toz seker, bira mayasi, misir unu ve propionik
asit kullanilarak Standart Drosophila Besiyeri
(SDB) hazirlanmig ve steril kiiltiir siselerine
dokiilmiistiir (Uysal vd., 2006). Hazirlanan bu besi
yerlerinde P: 10 @ X 10 & c¢aprazlamalar
yapilmustir. On kiiltiirlerde 9-10. giiniinden itibaren
ergin hale gelen bireyler, 6 saat sonra ciftlesme
yetenegi kazandiklarindan 6zellikle disilerin virgin
olarak elde edilebilmesi amaciyla disi ve erkekler
ayr1 ayr1 olmak {lizere 4’er saatlik periyotlar halinde
3 giin boyunca siirekli toplanmistir. Toplanan 1-3
giinliik, ¢iftlesmemis bireyler kontrol ve uygulama
gruplarinda kullanilmistir.
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ASTA’nin uygulama konsantrasyonlarini
belirlemek i¢in 6nce 500 ppm’lik stok ¢ozelti
hazirlanmis ve bu c¢ozeltiden seyreltilerek
hazirlanan uygulama konsantrasyonlar ile birgok
on denemeler yapilmistir. Yapilan 6n denemelerde
25 ppm’den daha diisiik konsantrasyonlarda her iki
popiilasyonda da Omiir uzunlugu bakimindan
herhangi bir etki gozlenmezken, 200 ppm’in
iizerinde akut oOliimler meydana gelmistir. Bu
nedenle 25, 50, 100 ve 200 ppm olmak tizere dort
konsantrasyon tercih edilmistir. Daha sonra omiir
uzunlugu testi i¢in iki ayrt deney seti
olusturulmustur. ilk deney seti yalnizca SDB ve
SDB+%1 DMSO igeren kontrol grubudur. fkinci
deney seti ise ASTA’'min  dort farkh
konsantrasyonunu (SDB+25, 50, 100 ve 200 ppm)
iceren uygulama gruplarindan olusmustur.

Popiilasyon yogunlugu kontrol ve uygulama
gruplari igin 100 disi ve 100 erkek birey olarak
belirlenmistir. Deney prosediirii  kapsaminda
yapilacak aktarimlarda ve 6len bireylerin ortamdan
uzaklastirilmasinda bu yogunlugun
olusturabilecegi gii¢liiklerden dolayr kontrol ve
uygulama gruplarina ait bireyler eterize edilerek
baslangi¢ konsantrasyonlart da gbz oniine alinip 4
gruba ayrilmis ve 25°er bireyden olusan kiigiik
gruplar olusturulmustur. Kontrol ve uygulama
gruplart igin ¢aligmalar es zamanli olarak
baslatilmis ve tiim gruplar 1sitmali-sogutmali
etiivlerde (25+£1°C), %60 bagil nem ile karanlik
ortamda tutulmustur. Boylece ¢evresel faktorlerin
timi  stabil kalirken tek degisken farkli
konsantrasyonlarda uygulanan ASTA olmustur.

Kronik uygulama i¢in ergin bireyler ii¢ giinde bir
farkl1 konsantrasyonlarda ASTA terpenini igeren
taze besi yerlerine aktarilmis ve aktarim sirasinda
6len bireyler kaydedilerek ortamdan
uzaklagtirilmistir. Bu islem en son birey 6liinceye


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%223%2C3%27-Dihydroxy-beta%2Cbeta-carotene-4%2C4%27-dione%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%205281224%5bStandardizedCID%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pcsubstance/?term=%223%2C3%27-Dihydroxy-beta%2Cbeta-carotene-4%2C4%27-dione%22%5bCompleteSynonym%5d%20AND%205281224%5bStandardizedCID%5d
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kadar siirdiirilmiis ve denemeler ii¢c kez

tekrarlanmistir.
2.4. Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi

SMART yénteminde kullanilacak olan mwh ve flr®
mutant tiirlerine ait erkek ve disi bireylerin sayisini
artirmak i¢in de On caprazlamalar yapilmistir.
Hazirlanan kiiltiir siselerine flr® ve mwh tiirleri ayr
ayri konulmusg ve caprazlamalar
gergeklestirilmigtir.  Caprazlamalar  sonucunda
metamorfozu tamamlayan 1-3 ginlik (7244
saatlik) ayn1 yasli flr® ve mwh ergin bireyleri, 4’er
saatlik periyotlar halinde heniiz c¢iftlesmeden
toplanmigtir. Toplanan disi ve erkek bireyler taze
SDB igeren kiiltiir siselerinde ayr1 ayr1 olmak {izere
1sitmali-sogutmali etlivlerde muhafaza edilmistir.
Daha sonra calisma kapsaminda kullanilacak
olacak olan trans-heterozigot larvalarin elde
edilmesi icin bu bireyler kullanilarak yeni
caprazlamalar yapilmistir. Caprazlamalar deney
planlamasina gore her sisede ortalama 40 flr® disi
ve 40 mwh erkek olacak sekilde Onceden
hazirlamis SDB igeren kiiltiir siselerinde
gerceklestirilmistir (Kasimoglu ve Uysal, 2016).
24 saatin sonunda ¢aprazlamada kullanilan ergin
bireyler, hem deneylerde kullanilacak larvalarin
ayni evrede olmalarimi saglamak hem de daha fazla
sayida larva elde etmek i¢in yeni besi yerlerine
aktarilmis ve bu islemler ¢aligmalarimiz
tamamlanincaya kadar rutin olarak tekrarlanmgtir.

ASTA’nin uygulama konsantrasyonlarini
belirlemek ig¢in birgcok 6n deneme yapilmis ve
uygulamalarda 50, 100, 200 ve 400 ppm olmak
iizere dort konsantrasyon se¢ilmistir. 50 ppm’den
daha diisik uygulamalarda genotoksik etki
gdzlenmezken 400 ppm’den yiiksek
uygulamalarda larvalarin yasama oram diistiigii
icin kanat preparati hazirlayacak kadar ergin birey
elde edilememistir. Bu nedenle 50 ppm’den daha
disik ve 400 ppm’den daha yiiksek
konsantrasyonlar ile ¢calisilamamustir.
SMART icin de  kontrol ve  farkh
konsantrasyonlarda ASTA igeren uygulama
gruplarindan olusan iki farkli deney seti
hazirlanmustir. {1k deney seti, ASTA nin ¢oziiciisii
olan %1’lik DMSO ve distile suyla hazirlanan
negatif kontrol gruplari ile genotoksisitesi iyi
bilinen 1 ppm etil metansiilfonat (EMS) pozitif
kontrol gruplarindan olusmustur. Ikinci deney seti
ise ASTA’nin dort farkli konsantrasyonunun (50,
100, 200 ve 400 ppm) DIM’a eklenmesiyle
olusturulan uygulama gruplaridir. Kontrol ve
uygulama gruplarina ait kiiltlir siselerine, 100’er
liglincii evre trans-heterozigot larva konulmus ve
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her iki gruba ait tiim kiiltlir siselerindeki larvalar
bagkalasimlarini tamamlayip ergin birey haline
gelinceye kadar 1sitmali-sogutmali etiivlerde
muhafaza edilmistir.

Kontrol ve uygulama gruplarina ait larvalardan
hayat devrini tamamlay1p ergin hale gelen bireyler
giinlilk olarak eterize edilip toplanmis ve daha
sonra hazirlanacak kanat preparatlari icin %70°lik
etil alkol i¢eren ependorf tiipleri i¢erisinde +4°C’de

muhafaza edilmistir. Kanat preparatlariin
yapiminda Faure soliisyonu kullanilmistir (Schaik
ve Graf, 1991). Ergin sinekler kanat

morfolojilerine gére normal kanatli ve serrat
kanatli olarak ayrilip ¢ukur lamda faure
soliisyonuna almmustir. Daha sonra binokiiler
mikroskop altinda ince uglu pensler ile onlara ait
kanatlar viicuda baglandigi yerden 6zenle ayrilarak
kanat preparatlart yapilmistir. Her bir bireyin
kanatlari ciftler halinde yan yana gelecek sekilde
lam {izerinde belirli araliklarla dizilmis ve lam
iizerine ortalama 80 adet kanat yerlestirildikten
sonra preparatlar bir giin kurumaya birakilmigtir.
Kuruyan preparatlara bir iki damla entellan
damlatilarak {izerlerine lamel kapatilip daimi
preparatlar  hazirlanmistir. Daha sonra bu
preparatlar Boeco marka digital kamerali
trinokiiler 151k mikroskobu (BM-180/T/SP) altinda
incelenmistir. Kanatlarin mutant klon tastyip
tasimadiklarinin daha net bir sekilde belirlenmesi
icin hem dorsal hem de ventral yiizeydeki hiicre
tabakalar1 ayr1 ayr incelenmistir. incelemeler
sonucunda belirlenen mutant hiicre klonlar tekli ve
ikili benekler seklinde gruplandirilarak
kaydedilmis ve istatistiksel degerlendirmeler
yapilmistir (Guzman-Rincon ve Graf, 1995).

2.5. Istatistiksel analizler

Omiir uzunlugu testi icin elde edilen sonuglarin
istatistiksel analizleri, SPSS 15.0 programu ile
yapilmigtir. Kontrol ve uygulama gruplarina ait
maksimum ve ortalama Omiir uzunlugu
degerlerinin karsilastirilmasi i¢in tek yonlii varyans
analizi olan Tukey ve Duncan’in ¢oklu
karsilagtirma testi kullanilmis ve istatistiksel
onemlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.
Ayrica disi ve erkek popiilasyonlarina ait hayatta
kalis egrileri de Microsoft Windows Office Excel
programi  kullanilarak  ¢izilmistir. ~SMART
yonteminden elde edilen sonuglarin istatistiksel
analizi ise Microsta bilgisayar programi ile
yapilmustir (Frei ve Wiirgler, 1988).
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3. Bulgular
3.1. Omiir uzunlugu testinden elde edilen bulgular

Omiir uzunlugu iizerine toksisitesi arastirilan
ASTA tetraterpeninin 6n denemeler sonucu
belirlenmis olan dort farkli konsantrasyonu ile
uygulama gruplari olusturulmustur (SDB+25, 50,
100 ve 200 ppm). D. melanogaster’in disi ve erkek
poplilasyonlar1 igin ASTA uygulamalar1 kronik
olarak yapilmis ve haftada iki kez gerceklestirilen
her aktarimda taze Dbesiyerleri baslangic
konsantrasyonlar1 kadar ASTA igermistir.

ASTA’nin tiim uygulama gruplarina ait maksimum
Oomiir uzunlugu verileri, DMSO kontrol gruplarina
ait veriler ile karsilastirilarak istatistiki analizler
yapilmistir. Distile su (1) ve DMSO (2) kontrol
gruplaria ait maksimum Omiir uzunluguna ait
degerler, disi popiilasyonunda sirasiyla 77 ve 73
giin, erkek popiilasyonunda da 76 ve 73 giin olarak
bulunmustur (Tablo 1). Hem erkek hem disi
popiilasyonu igin distile su ve DMSO kontrol
gruplart arasindaki fark istatistiki olarak Gnemli
degildir (p>0.05). ASTA terpeninin en diigiik ve en
yiiksek (25-200 ppm) uygulama gruplarinda ise
maksimum Omiir uzunlugu disi popiilasyonunda
sirasiyla 57 ve 45 giine; erkek popiilasyonunda da
ayni uygulama gruplar i¢in sirasiyla 57 ve 39 giine
diismiistiir (Tablo 1). Hem disi hem de erkek

popililasyonunda maksimum Omiir uzunlugu
bakimindan artan konsantrasyona bagli olarak
gozlenen diistis, DMSO kontrol grubu ile
karsilastirildigni zaman istatistiki olarak p<0.05
diizeyinde anlamli bulunmustur. Maksimum 6miir
uzunluguna ait degerler ile ¢izilen hayatta kalig
egrileri Sekil 4’de verilmistir.

Elde edilen veriler ile bu ¢alismanin bir diger
parametresi olan ortalama Omiir uzunluklar1 da
hesaplanmistir. Disilerde distile su (1) ve DMSO
(2) kontrol gruplar1 icin 49.39+£1.96 ve 49.07+£1.92
giin olarak belirlenen ortalama Omiir uzunluguna
ait degerler, en disiik (25 ppm) ve en yiiksek (200
ppm) ASTA uygulamasi i¢in sirasiyla 32.06+1.50
ve 27.06+1.18 giine; erkeklerde de distile su (1) ve
DMSO (2) kontrol gruplarina ait ortalama 6miir
uzunlugu degerleri 51.37+£2.16 ve 51.01+2.12
giinden aynt ASTA uygulama gruplart igin
sirastyla  32.45+1.48 ve 23.52+0.92 giine
dismiigtir (Tablo 1). Hem disi hem erkek
popiilasyonlarinda ortalama Omiir uzunluklar
bakimindan kontrol ve uygulama gruplari arasinda
gozlenen fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05). Bu ¢alismada, artan ASTA
konsantrasyonuna bagli olarak her iki popiilasyona
ait negatif korelasyon degerleri (regresyon diizeyi)
de hesaplanmis ve bu deger disi popiilasyonunda
R=-0.472, erkek popiilasyonunda ise R=-0.538
olarak bulunmustur (Tablo 1).

Tablo 1. Kronik olarak ASTA uygulanmis D. melanogaster’in disi ve erkek popiilasyonlarinda maksimum ve

ortalama Omiir uzunluguna ait degerlerin karsilastiriimasi

ASTAKSANTIN
R 34
Birey = Maks.  Ortalama 6miir Onem Birey  Maks.  Ortalama dmiir Onem
Deney Gruplari sayist smir  UzunluguSH kontrolii* sayist g uzunluguESH kontrolii*
Kontrol (1) 100 77 49.39+1.96 100 76 51.37+£2.16
%1 DMSO (2) 100 73 49.07+1.92 100 73 51.01£2.12
25 ppm (3) 100 57 32.06+1.50 1-3,4,5,6* 100 57 32.45+1.48 1-3,4,5,6*
2-3,4,5,6* 2-3,4,5,6*
50 ppm (4) 100 51 31.9341.16 100 45 30.58£1.04 3-6*
4.6
100 ppm (5) 100 48 28.67+1.27 100 42 28.95:0.98
200 ppm (6) 100 45 27.06+1.18 100 39 23.52+0.92
Regresyon diizeyi R=-0.472 R=-0.538

Maks.: Maksimum, SH: Standart Hata, *: 0.05 diizeyinde fark 6nemlidir.
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Sekil 4. Kronik olarak ASTA uygulanmig D. melanogaster’in disi ve erkek popiilasyonlarina ait hayatta

kalis egrileri.

3.2. Somatik mutasyon ve rekombinasyon testinden
elde edilen bulgular

Genotoksisitesi aragtirilan ASTA tetraterpeni igin
on denemeler sonucu belirlenmis olan dort farkl
uygulama grubu (DIM+50, 100, 200 ve 400 ppm)
olusturulmustur. ASTA’min  tim uygulama
gruplarina ait veriler, DMSO negatif kontrol grubu
ile karsilagtirilmis ve sonuglar negatif (-), Gnemsiz
etkili (1), pozitif etkili (+) olarak degerlendirilmistir
(Tablo 2). Normal kanat fenotipinde ASTA nin en
diisiik uygulama grubu olan 50 ppm’de 6 kiiciik tek
tip (KTT) mutant klon gbzlenirken 100 ppm’de 7
KTT ve 1 biiyik tek tip (BTT) mutant klon
gdzlenmis ve toplam klon frekanslar sirasiyla 0.07
ve 0.10 olarak belirlenmigtir. Diger uygulama
grubu olan 200 ppm’de 13 KTT ve 1 BTT klon
gbzlenmis, toplam klon frekanst ise 0.17 olarak
bulunmustur. En yiiksek uygulama grubu olan 400
ppm’de ise 19 KTT ve 4 BTT mutant klon
gbzlenmis ve toplam klon frekansi da 0.28 olarak
hesaplanmustir.

50, 100 ve 200 ppm uygulama gruplarindan elde
edilen veriler, DMSO kontrol grubu ile
karsilastirildigl zaman sonuglar p>0.05 diizeyinde
ttim klon tipleri igin negatif (-) ya da dnemsiz etkili
(1)’dir. En yiiksek uygulama grubu olan 400
ppm’de ise BTT ve ikiz klon tipleri hari¢ KTT,
toplam mwh klon ve toplam Kklon tiplerinde
sonuglar pozitif +) onemli olarak
degerlendirilmistir  (p<0.05). Ayn1 zamanda
kontrol gruplar i¢in hesaplanan klon indiiksiyon
frekans1 (KIF) degerleri, tiim kontrol ve uygulama
gruplart i¢inde hesaplanmustir. Distile su kontrol
grubunda 0.41, DMSO kontrol grubunda 0.57 olan
KIF degeri, uygulama gruplarinda siras1 ile 0.31;
0.41; 0.72 ve 1.19 olarak bulunmustur (Tablo 2).
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ASTA’nin tiim uygulama gruplarindan elde edilen
serrat kanat fenotipinde de konsantrasyon artigina
paralel olarak mutant klonlarin sayisinda artis
gozlenmigtir. Soyle ki; 50 ve 100 ppm’de sirasiyla
3 ve 5 olan KTT mutant klon sayis1 200 ve 400
ppm’de 8 ve 10 olarak gozlenirken 400 ppm’de 2
de BTT klon goriilmiistiir. Elde edilen bu verilere
gore, uygulama gruplarina ait toplam klon
frekanslar1 da hesaplanmis ve bu degerler sirasiyla
0.03; 0.06; 0.10 ve 0.15 olarak bulunmustur (Tablo
2). Konsantrasyon artisina paralel olarak gézlenen
klon sayist ve toplam klon frekansina ait artiglar
tiim uygulama gruplarinda ve tiim klon tiplerinde
negatif (-) ya da Onemsiz etkili (i) olarak
degerlendirilmistir ~ (p>0.05).  Serrat  kanat
fenotipine ait KIiF degerleri de tiim uygulama
gruplar igin sirasiyla 0.15; 0.26; 0.41 ve 0.62
olarak belirlenmistir (Tablo 2).

4. Tartisma

Sekonder metabolitlerin bir gesidi olan terpenler,
giiniimiizde bitkilerden dogal olarak elde edilip
hem bilimsel hem de ekonomik yonden
degerlendirilmektedir. Bu dogal metabolitler, ¢ok
farkli amaglarla genis bir yelpazede eczacilikta ilag
hammaddesi ve pigment, gida {retiminde katki
maddesi, lezzet wverici ve boya, ziraat ve
hayvancilikta pestisit, kozmetik sektdriinde de renk
ve koku verici madde olarak kullanilmaktadir
(Hammer vd., 1999; Mouhssen, 2004). Ayrica
farmakolojik ozelliklerinin incelenmesiyle
belirlenen antioksidan, antiaging (Huangfu vd.,
2013; Lashmanova vd., 2015; Ni vd., 2018),
antimutajen ve antikanserojen gibi cesitli bio-
aktiviteleri nedeniyle de diyabet, damar tikanikligi,
alzheimer, kanser gibi oksidatif stres kaynakli
hastaliklarin tedavisinde siklikla  tercih
edilmektedirler (Kirbag ve Bagci, 2000; Arica,
2017; Shin vd., 2020; Sorrenti vd., 2020).
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Tablo 2. ASTA uygulama ve kontrol gruplarina ait SMART bulgular: ve analiz sonuglari

Klon
Kontrol ve KTT klon BTT klon ikiz klon X mwh Klon X klon indiiksiyon

uygulama (m=2) (m=25) (m=35) (m=2) (m=2) frekansi

gruplari (KiF)

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

Distile su (0.10) 0  (0.00) 0  (0.00) 8  (0.10) 8  (0.10) 0.41
DMSO (%1) 011) i 2 (002 i 0 (000) - 11 (013) i 11 (0.13) i 0.57
EMS (1ppm) (030) + 8 (010) i 6 (007) + 32 (040) + 38 (047) + 1.97
50 ppm 007 i 0 (000) - 0 (000) - 6 (007) i 6 (0.07) i 0.31
100 ppm 008) i 1 (001) i 0 (0.00) 8 (010) i 8 (0.10) i 0.41
200 ppm (016) i 1 (001) i 0 (0.00) 14 (017) i 14 (017) i 0.72
400 ppm (024) + 4 (005 i 0 (0.00) 23 (028) + 23 (028 + 1.19
Distile su (0.08) 0  (0.00) 7 (0.08) 7 (0.08) 0.36
DMSO0 (%1) (01 i 1 (001) i DengeleyiciTM3 9 (0.11) i 9  (0.11) i 0.46
EMS(1 ppm) (0.24) + 10 (0.12) + kromozomu 29 (036) + 29 (0.36) + 1.51
50 ppm 003) - 0 (0.00) - varhpndaflr 3 (003 - 3 (003 - 0.15
100 ppm (0.06) i 0 (0.00) mutasyonu 5 (0.06) i 5 (0.06) i 0.26
200 ppm (0.10) i 0 (0.00) gbzlenmez. 8 (0.10) i 8 (0.10) i 0.41
400 ppm (012) i 2 (0.02) i 12 (015) i 12 (0.15) i 0.62

KTT: kiigiik tek tip, BTT: biiyiik tek tip, No:
-: negatif, i: 6nemsiz, m: tesir faktori

Ancak terpenlerin toksik, genotoksik ve mutajenik
etkili olabilecegi, doz-siire etkilesimine dikkat
edilmeden, Onerilen miktarlarin disinda
kullanimlarina bagli olarak istenmeyen etkiler
meydana getirebilecegi de bircok arastirmacilar
tarafindan bildirilmistir (Stammati vd., 1999; Ipek
vd.,  2005). Ornegin; ASTA’nin  artan
konsantrasyonuna bagl olarak (40, 200, 1000 mg)
disi farelerde iyi huylu, hepatoseliiller adenom
oraninda artisa neden oldugu Edwars vd., (2016)
tarafindan gézlenmistir. Azqueta ve Collins,
(2012) tarafindan yapilan farkli bir ¢calismada da
likopen, lutein, astaksantin ve zeaksantin gibi
karotenoidlerinin pro-oksidan aktiviteye bagl
olarak yiiksek konsantrasyonlarda insan periferal
hiicre kiiltiirlerinde, fare, sigan, beagle kopekleri ve
bir ¢esit kemirgen olan gerbil (Pachyuromys
duprasi Lataste, 1880)’de DNA hasarina neden
olduklart belirlenmistir. Dehidroabietik asit ve
abietik asitin olast Omiir uzunlugu ve gelisim
toksisitesi {izerine etkilerinin arastirildigi bir
calismada bu metabolitlerin artan konsantrasyona
bagl olarak (0.25-8 mg/L) D. manga Straus,1820
(su piresi)’da hayatta kalma siiresini kisalttigi, akut
ve kronik toksisite gelistirdigi ve ayrica total viicut
biytikliginde kiigiilmenin  meydana  geldigi
gbzlenmistir (Kamaya vd., 2005). Benzeri sonuglar
retinol ve stigmasterol terpenlerinin kronik olarak
uygulandigit D. melanogaster’in disi ve erkek
popiilasyonlarinda ortalama Omiir uzunlugunun
kisalmas1 seklinde de gozlenmistir (Orung ve
Uysal, 2018; Uysal ve Orung, 2018) Stigmasterol
ve retinol yalnizca dmiir uzunlugu tizerine toksik
olmayip ayni zamanda si¢an, tavsan gibi farkli
organizmalarda embriyotoksik (Clark, 2009) ve
immunotoksik (Moon vd., 2011) etkiye de sebep
olmaktadir.  Celik  vd., (2018), guazilen
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klondaki mutasyon sayisi, Fr: mutasyon frekans, +: pozitif,

seskiterpeninin Omiir uzunlugu iizerine olas1 toksik
etkisini belirlemeye yonelik yaptiklar1 ¢aligmada,
bu terpenin farkli uygulama gruplarinda doz-siire
etkilesimine bagli olarak (kronik ve 25, 50, 100,
200 ppm) D. melanogaster’in disi ve erkek
popiilasyonlarinda ortalama Omiir uzunlugunu
kisalttigimi gozlemislerdir. Yine ayni arastirmacilar
(Celik ve Uysal, 2019), cesitli endiistriyel alanlarda
kullanilan timol, abietik asit ve skualen
terpenlerinin de D. melanogaster’in disi ve erkek
popiilasyonlarinda 6miir uzunlugunu kisalttigini
belirlemislerdir. Tiim bu farkli arastirmalarin
sonuglari, ¢calisma sonucu elde edilen bulgular ile
uyumludur.

Salvia fruticosa (Yunan adagayi) ve Mentha
pulegium (nane)’da bulunan sineol, tujon, kamfor,
pulegon ve menton gibi terpenlerin etkileri,
Bactrocera oleae (zeytin meyvesi sinegi) ve D.
melanogaster’de somatik ~ mutasyon  ve
rekombinasyon testi (SMART) ile arastirtlmis ve
kamfor, pulegon ve mentonun B.oleae’da
mutajenik etkiyi uyardigi goriilmistiir (Kounatidis
vd., 2009). Yapilan bir bagka ¢alismada, karvakrol
ve timoliin sigan kemik iligi hiicrelerinde toplam
kromozom  anormalliklerini  onemli  Olglide
uyardigl ve mitotik indeksin de doza bagl olarak
azaldig1 belirlenmistir (Azirak ve Rencilizogullart,
2008). Yine timoliin yapisal kromozomal
anormalliklerini, kardes kromatid degisimlerini ve
mikroniikleus olusumunu uyardigi, ayni zamanda
replikasyon indeksini ve mitotik indeksi de
azaltarak sitotoksisiteye neden oldugu Biiyiikleyla
ve Renciizogullari, (2009) tarafindan bildirmistir.
Metil Gjenol terpenine maruz kalan siganlarin
karaciger, akciger, mesane, kemik iligi ya da
bobrek dokusunda DNA hasarinin meydana geldigi


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651308002959?via%3Dihub#bib55
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651308002959?via%3Dihub#bib29
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651308002959?via%3Dihub#bib29
https://www.google.com/search?q=gerbil+pachyuromys+duprasi&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEw2NU5RAjMtLKqyDbV0spOt9JMy83Py0yv184vSE_Myi3Pjk3MSi4sz0zKTE0sy8_OscjLTUosLEvMWsUqlpxYlZeYoFCQmZ1SWFuXnVhYrpJQWFCUWZwIAWXDTrWMAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjMsMq09dXmAhWDk4sKHRomBokQmxMoATAdegQIDBAT&cshid=1577452791980620
https://www.google.com/search?q=gerbil+pachyuromys+duprasi&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3MEw2NU5RAjMtLKqyDbV0spOt9JMy83Py0yv184vSE_Myi3Pjk3MSi4sz0zKTE0sy8_OscjLTUosLEvMWsUqlpxYlZeYoFCQmZ1SWFuXnVhYrpJQWFCUWZwIAWXDTrWMAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjMsMq09dXmAhWDk4sKHRomBokQmxMoATAdegQIDBAT&cshid=1577452791980620
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(Ding vd., 2011), karanfil yaginda dogal olarak
bulunan 6jenol terpeninin izomeri olan izo6jenoliin
ise farelerin ~ mide ve bobreklerinde
hepatokarsinom ve neoplastik lezyonlar trettigi
gozlenmistir (National Toxicology Program, 2010;
Koh wvd., 2013). T. vulgaris (kekik) yaginda
bulunan, gida, ila¢ ve kozmetik sektorlerinde
kullanildig1 bilinen timoliin de Caco-2 hiicrelerinde
toksik etki gosterdigi (Llana-Ruiz-Cabello vd.,
2015), endoplazmik retikulumdan kalsiyum
salinimint tetikledigi ve reaktif oksijen tiirlerinin
iiretimini artirarak apoptoza neden olabilecegi de
bildirilmistir (Chang vd., 2014). Al-Zubairi vd.,
(2010) tarafindan yapilan bir baska caligmada,
zerumbon terpeninin mitotik indeksi
konsantrasyon artisina bagli olarak inhibe ettigi
ancak klastojenik etkisinin anlamli olmadigi,
mikrontikleus ve hiicre proliferasyon testlerinde ise
genotoksik etkinin goriildiigli ve bu etkinin de
pozitif anlamli oldugu belirtilmistir. Bagka bir
calismada ise Pteridium aquilinum (kartal
egreltisi)’dan elde edilen ptaquilosid
seskiterpeninin DNA alkilleyici ajan olabilecegi
Shahin vd., (1998) tarafindan bildirilmistir. Bu
terpen insanlarda yemek borusu ve mide kanserine,
oral uygulama ile sicanlarda idrar kesesi
tiimorlerinin ve intravendz uygulama ile de meme
bezi tiimorlerinin olugsmasina yol agan hemorajik
bir ajan olarak tammlanmustir (Shahin vd., 1998).
Ayrica yine ptaquilosid seskiterpeninin insan
lenfositlerinde  kardes kromatid degisimini
uyararak onemli diizeyde genotoksik oldugu da
belirlenmistir  (Gil da Costa vd., 2014).
Zeytinyaginda bulunan skualen terpeninin 1sil
islemden sonra D. melanogaster’de mutant klon
sayisinda artisa neden olarak somatik mutasyonlari
uyardigi da bildirilmistir (Kounatidis vd., 2009).
Farkli terpenlerin sebep oldugu genotoksik etkiler,
doz artisina bagli olarak ASTA uygulamasi ile de
gbzlenmistir ve elde ettigimiz sonuglar bu
caligmalarin sonuglari ile uyumlu bulunmustur.

Yapilan literatiir  taramalarinda terpenlerin
toksik/genotoksik etkiler sergilemesine yonelik
sunulan ortak bir goris ise, terpen metabolitlerinin
doz-siire etkilesimine bagli olarak oksidatif strese
yol actigi seklindedir (Chang vd., 2014). Canli
dokularda, siirekli ve kontrollii bir sekilde tiretilen
serbest oksijen radikalleri ile antioksidanlarin
viicut igerisinde normal diizeyde tutulmasini
saglayan  antioksidan  savunma  sistemleri
bulunmaktadir. Ancak insanlar dahil pek ¢ok
organizmada ve Drosophila'dda da bulunan
antioksidan savunma  sistemleri  oksidanlari
notralize etmede yetersiz kalirsa
oksidan/antioksidan arasindaki denge oksidanlar
lehine bozulur ve bu durum oksidatif stres olarak
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tanimlanan doku hasarina yol agar. (Moskovitz vd.,
1997; Missirlis vd., 2003). Cesitli arastirmacilara
gore, oksidatif stres, hiicrenin yapi taslar1 olan
protein, lipit, karbonhidrat, niikleik asit ve enzimler
iizerinde meydana gelen reaksiyonel hasarlardan
kaynaklanmaktadir (Yu, 1999; Clarkson ve
Thompson, 2000). Calisgmamizda kullanmus
oldugumuz ASTA’nin farkli konsantrasyonlarinin
farelerde (15-30 mg/kg) katalaz ve glutatyon
peroksidaz enzimlerinin aktivitesinin baskilandigi
Zhou wvd. (2019) tarafindan gozlenmistir.
Enzimlerde goriilen aktivite degisikliklerinin yan
sira  hiicre  gecirgenliginde ve membran
proteinlerinde ciddi hasarlara neden oldugu bilinen
lipit peroksidasyonu da (Goulart vd., 2005) artan
serbest radikallerin baslattig1 reaksiyonlardan bir
digeridir. Hiicresel diizeyde olugan bu hasarlarin da
DNA’da mutasyona, kansere ve bazi genetik
hastaliklara yol agabilecegi Marnett, (2002)
tarafindan Dbildirilmistir. Lipit peroksidasyonu
disinda oksidatif stres kaynakli hasarlar arasinda
DNA’da olusan mutasyonlar, baz
modifikasyonlari, dizilerin kopmasi ya da yer
degistirmeleri, RNA’da yanlis kodlama ve yanlig
eklemeler de gosterilmektedir. DNA’da olusan
hasarlarin  tespiti, hasara verilen hiicresel
cevaplarin belirlenmesi, hangi tamir
mekanizmasinin  aktif oldugu/olamadigi, hiicre
siklusu kontrol asamalarinin islevsel olup olmadigi
ile p53 etkinliginin belirlenmesi homeostazi igin
cok onemlidir (Slijepcevic, 2006). Oksidatif strese
neden olan diger kimyasal ajanlar gibi terpenlerin
de konsantrasyon artigina bagli olarak bu
noktalarda degisikliklere, metabolik yolaklarda
bozukluklara ve hasar birikimine neden olabilecegi
disiiniilmektedir. Meydana gelen bu etkilerin
neticesinde terpenler, genotoksik aktiviteye dayal
olarak doku hasari, yaslanma, kanser, infertilite
gibi bazi kalitsal ve multifaktoriyel hastaliklara
sebep olabilirler. Oksidatif stres aktivitesi ile hiicre
iletigim yollarinin engellenmesi, hiicre
biiylimesinin  sinirlandirilmasi1 ile replikasyon
indeksi ve niikleer boliinme indeksi de azaltilarak
olusan erken hiicre oliimleri sitotoksik etkiyi
uyarmaktadir (Stara vd., 2013).

Caligmalarimiz  sonucunda elde ettigimiz tim
veriler literatiir bilgileri 15181nda
degerlendirildiginde, terpenlerin doz-siire
etkilesimine dayali olarak meydana getirebilecegi
tim hiicresel hasarlar “D. melanogaster’in omiir
uzunlugu iizerinde toksisiteye sebep olmus ve bu
durum poplilasyon yaslanmasi olarak
degerlendirilmistir. Ayrica kanat hiicrelerinde
normal trikomlarin sekil degisikliginin meydana
gelmis olmas1 yani mutant klon sayisinda gézlenen
artiglar marker genlerde nokta mutasyon,
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ayrilmama ve delesyon gibi genotoksik hasarlara
dayali olarak somatik mutasyonlarin uyarildigini
gostermektedir.

Kaynaklar

Al-Zubairi, A. S., Abdul, A. B. and Syam, M. M. (2010).
Evaluation of the genotoxicity of zerumbone in
cultured human peripheral blood lymphocytes.
Toxicology In Vitro, 24, 707-712.

Arica, §. C. (2017). Yaslanma ve alglerin anti-
gerontolojik etkileri. Ege Journal of Fisheries
and Aquatic Sciences, 34(4), 469-474.

Aslan, N. (2005). Kekik taruimi ve kullamm alanlar.
Lisans Bitirme Tezi, Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Boliimii, Dicle Universitesi, Diyarbakar.

Azqueta, A. and Collins, A. R. (2012). Carotenoids and
DNA damage. Mutation Research/Fundamental
and Molecular Mechanisms of Mutagenesis,
733(1-2), 4-13.

Azirak, S. and Renciizogullari, E. (2008). The in vivo
genotoxic effects of carvacrol and thymol in rat
bone marrow cells. Environmental Toxicology,
23(6), 728-735.

Biiyiikleyla, M. and Renciizogullari, E. (2009). The
effects of thymol on sister chromatid exchange,
chromosome aberration and micronucleus in
human  lymphocytes.  Ecotoxicology and
Enviromental Safety, 72(3), 943-947.

Calixto, J. B. (2000). Efficacy, safety, quality control,
marketing and regulatory guidelines for herbal
medicines (phytotherapeutic agents). Brazilian
Journal of Medical and Biological Research,
33(2), 179-1809.

Chang, H. T., Chou, C. T., Liang, W. Z., Lu, T., Kuo, D.
H., Shieh, P., Ho, C. M. and Jan, C. R. (2014).
Effects of thymol on Ca?>* homeostasis and
apoptosis in MDCK renal tubular cells. Chinese
Journal of Physiology, 57(2), 90-98.

Cho, K. S., Lim, Y. R, Lee, K., Lee, J., Lee, J. H. and
Lee, I. S. (2017). Terpenes from forests and
human health. Toxicological Research, 33(2),
97-106.

Clark, R. L. (2009). Embryotoxicity of the artemisinin
antimalarials and potential consequences for use
in women in the first trimester. Reproductive
Toxicology, 28, 285-296.

Clarkson, P. M. and Thompson, H. S. (2000).
Antioxidants: what role do they play in physical
activity and health? The American Journal of
Clinical Nutrition, 72(2), 637-646.

Celik, H., Kazilet, H., Ozdal, M., Giilmez, O., Algur, O.
F. and Uysal, H. (2018). Lactarius indigo

144

mantarinda bulunan ve 6miir uzunlugunu inhibe
eden guazilen’e kars1 Pleurotus sajor-caju ve
Pleurotus osteratus mantarlari. International
Eurasian Conference on Biological and
Chemical Sciences (p 485). Ankara.

Celik, H. and Uysal H. (2019). Stimulation of longevity
toxicity based on chronic application of terpenes.
International Eurasian Conference on Biological
and Chemical Sciences. Ankara.

Davinelli, S., Nielsen, M. E and Scapagnini, G. (2018).
Astaxanthin in skin health, repair, and disease: A
comprehensive review. Nutrients, 10(4), 522.

Ding, W., Lev, D. D., Bishop, M. E., Lyn-Cook, L. E.,
Kulkarni, R., Chang, C. W., Aidoo, A. and
Manjanatha, M. G. (2011). Methyleugenol
genotoxicity in the fischer 344 rat using the

comet assay and pathway-focused gene
expression  profiling. Toxicology Science,
123,103-112.

Edwards, J. A., Bellion, P., Beilstein, P., Rimbeli, R.
and Schierle, J. (2016). Review of genotoxicity
and rat carcinogenicity investigations with
astaxanthin.  Regulatory  Toxicology and
Pharmacology, 75, 5-19.

Eichorn, S. E. and Evert, R. F. (2016). Raven Bitki
Biyolojisi. (Ceviri Editorii: Ismail Tiirkan),
Palme Yayincilik.

Erdem, S. and Eren, P. A. (2009). Tedavi amaciyla
kullanilan bitkiler ve bitkisel driinlerin yan
etkileri. Tiirk Hijyen ve Deneysel Biyoloji
Dergisi, 66(3), 133-141.

Fassett, R. G. and Coombes, J. S. (2011). Astaxanthin: a
potential therapeutic agent in cardiovascular
disease. Marine Drugs, 9(3), 447-465.

Frei, H. and Wiirgler, F. E. (1988). Statistical Methods
to decide whether mutagenicity test data from
Drosophila assays indicate a positive, negative or
inconclusive result. Mutation Research, 203,
297-308.

Gil Da Costa, R. M., Oliveira, P. A., Bastos, M. M.,
Lopes, C. C. and Lopes, C. (2014). Ptaquiloside-
induced early-stage urothelial lesions show
increased cell proliferation and intact B-Catenin
and E-Cadherin expression. Environmental
Toxicolog, 29, 763-769.

Goulart, M., Batoreu, M. C., Rodrigues, A. S., Laires,
A. and Rueff, J. (2005). Lipoperoxidation
products and thiol antioxidants in chromium
exposed workers. Mutagenesis, 20, 311315.

Goren, A. C. (2002). Baz: Sideritis (Sideritis argyrea,
Sideritis dichotoma, Sideritis trojana) tirlerinin
diterpenik  bilesenlerinin  izolasyonu  ve
yapuarimin  tayini. Doktora Tezi, Balikesir



Uysal ve Celik | GUFBED 11(1) (2021) 135-146

Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Kimya
Anabilim Dali, Balikesir.

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

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

Giines, E. and Danacioglu, D.A. (2018). The effect of
olive (Olea europaea L.) phenolics and sugar on
Drosophila  melanogaster’s  development.
Animal Biology, 68(4), 367-385.

Hammer, K. A, Carson, C. F. and Riley, T. V. (1999).
Antimicrobial activity of essential oils and other
plant extracts. Journal of Applied Microbiology,
86, 985-990.

Huangfu, J., Liu, J., Sun, Z., Wang, M., Jiang, Y., Chen,
Z. Y. and Chen, F. (2013). Antiaging effects of
astaxanthin-rich alga Haematococcus pluvialis
on fruit flies under oxidative stress. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 61(32), 7800-

7804.
Hussein, G., Goto, H., Oda, S., Sankawa, U.,
Matsumoto, K. and Watanabe, H. (2006).

Antihypertensive potential and mechanism of
action of astaxanthin: Ill. antioxidant and
histopathological effects in spontaneously
hypertensive rats. Biological and
Pharmaceutical Bulletin, 29(4), 684-688.

Ipek, E., Zeytinoglu, H., Okay, S., Tuylu, B. A,
Kurkcuoglu, M. and Baser, K. H. C. (2005).
Genotoxicity and antigenotoxicity of Origanum
oil and carvacrol evaluated by ames
Salmonella/Microsomal  test. Food and
Chemistry, 93, 551-556.

Kamaya, Y., Tokita, N. and Suzuki, K. (2005). Effects
of dehydroabietic acid and abietic acid on
survival, reproduction, and growth of the
crustacean Daphnia magna. Ecotoxicology and
Environmental Safety, 61(1), 83-88.

Kasimoglu, C. ve Uysal, H. (2016). Farkl1 test sistemleri
ile somatik hiicrelerde profenofos
genotoksisitesine karst kusburnu (Rosa canina
L.) ekstrelerinin dogal bir antigenotoksik ajan
olarak kullanilmasi. Cumhuriyet Universitesi
Fen Fakiiltesi Fen Bilimleri Dergisi, 37, 1.

Kirbag, S. ve Bagci, E. (2000). Piceae abies (L.) karst.
ve Picea orientalis (L.) link ugucu yaglarinin
antimikrobiyal aktivitesi {izerine bir arastirma.
Journal of Quafgaz Universty, 3(1), 183-1882.

145

Kirca, A., Ozkan, M. and Cemeroglu, B. (2006).
Stability of black carrot anthocyanins in various
fruit juices and nectars. Food Chemistry, 97, 598-
605.

Koh, T., Machino, M., Murakami, Y., Umemura, N. and
Sakagami, H. (2013). Cytotoxicity of dental
compounds towards human oral squamous cell
carcinoma and normal oral cells. In Vivo, 27, 85—
95.

Kounatidis, 1., Papoti, V.T., Nenadis, N., Franzios, G.,
Oikonomou, M., Partheniou, F., Tsimidou, M.
and Mavragani-Tsipidou, P. (2009). Evaluation
of potential genotoxicity of virgin olive oil
(VOO) using the Drosophila wing-spot test.
Journal of Agricultural and Food Chemistry,
57(17), 7785-7789.

Lashmanova, E., Proshkina, E., Zhikrivetskaya, S.,
Shevchenko, O., Marusich, E., Leonov, S.,
Melerzanov, A., Zhavoronkov, A. and Moskalev,
A. (2015). Fucoxanthin increases lifespan of
Drosophila melanogaster and Caenorhabditis
elegans. Pharmacological Research, 100, 228-
241.

Lewis, F. M., Shah, M. and Gawkrodger, D. J. (1995).
Contact sensitivity to food additives can cause
oral and perioral symptoms. Contact Dermatitis,
33(6), 429-430.

Llana-Ruiz-Cabello, M., Gutiérrez-Praena, D., Puerto,
M., Pichardo, S., Jos, A. and Kamer, A. M.
(2015). In vitro pro-oxidant/antioxidant role of
carvacrol, thymol and their mixture in the
intestinal Caco-2 cell line. Toxicology In Vitro,
29(4), 647-656.

Marnett, L. J. (2002). Oxy radicals, lipid peroxidation
and DNA damage. Toxicology, 181, 219-222.

Missirlis, F., Rahlfs, S., Dimopoulos, N., Bauer, H.,
Becker, K., Hilliker, A. and Phillips, J. P. (2003).
A putative glutathione peroxidase of Drosophila
encodes thioredoxin peroxidase that provides
resistance against oxidative stress but fails to
complement a lack of catalase activity. The
Journal of Biological Chemistry, 384(3), 463-
472.

Moon, H. I, Cho, S. B., Lee, J. H., Paik, H. D. and Kim,
S. K. (2011). Immunotoxicity activity of
sesquiterpenoids ~ from  black  galingale
(Kaempferia parviflora wall. ex. baker) against
Aedes aegypti L. Immunopharmacology and
Immunotoxicology, 33, 380-383.

Morton, C. A., Garioch, J., Todd, P., Lamey, P. J. and
Forsyth, A. (1995). Contact sensitivity to
menthol and peppermint in patients with intra-
oral symptoms. Contact Dermatitis, 32(5), 281-
284.



Uysal ve Celik | GUFBED 11(1) (2021) 135-146

Moskovitz, J., Berlett, B. S., Poston, J. M. and Stadtman,
E. R. (1997). The yeast peptidemethionine
sulfoxide reductase functions as on antioxidant in
vivo. Proceedings of The National Academy of
Sciences of The United States of America, 94,
9585-9589.

Mouhssen, L. (2004). Methods to study the
phytochemistry and bioactivity of essential oils.
Phytotherapy Research, 18, 435-448.

Naguib, Y. M. (2000). Antioxidant activities of
astaxanthin and related carotenoids. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 48(4), 1150-
1154.

National Toxicology Program (2010). Toxicology and
carcinogenesis studies of isoeugenol. NTP
Technical Report. National Toxicology Program;
Research Triangle Park, NC.

Ni, Y., Wu, T., Yang, L., Xu, Y., Ota, T. and Fu, Z.
(2018). Protective effects of astaxanthin on a
combination of D-galactose and jet lag-induced
aging model in mice. Endocrine Journal, EJ17-
0500.

Orung, L. ve Uysal, H. (2018). Bir ¢esit sckonder
metabolit olan stigmasterol Omiir uzunlugu
tizerine ketvurucu olabilir mi? Eurasianbiochem,
Ankara, Tiirkiye.

Schaik, V. N. and Graf, U. (1991). Genotoxicity
evaluation of five tricyclic antidepressant in the
wing somatic mutation and recombination test in
D. melanogaster. Mutation Research, 260, 99-
104.

Shah, M., Lewis, F. M. and Gawkrodger, D. J. (1996).
Contact allergy in patients with oral symptoms:
A study of 47 patients. American Journal of
Contact Dermatitis, 7(3), 146-151.

Shahin, M., Smith, B. L., Worran, S., Moore, M.R.,
Seawright, A. A. and Prakash, A. S. (1998).
Bracken  fern  carcinogenesis:  multiple
intravenous doses of activated ptaquiloside
induce DNA adducts, monocytosis, increased
Tnfa levels and mammary gland carcinoma in
rats. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 244, 192-197.

Shin, M., Liu, Q. F., Choi, B., Shin, C., Lee, B., Yuan,
C.and Cho, K. S. (2020). Neuroprotective effects

146

of limonene (+) against ApB42-induced
neurotoxicity in a Drosophila model of
alzheimer’s disease. Biological and

Pharmaceutical Bulletin, 43(3), 409-417.

Slijepcevic, P. (2006). The role of DNA damage
response proteins at telomeres an “integrative”
model. DNA Repair, 5(11), 1299-1306.

Sorrenti, V., Davinelli, S., Scapagnini, G., Willcox, B.
J., Allsopp, R. C. and Willcox, D. C. (2020).
Astaxanthin as a putative geroprotector:
molecular basis and focus on brain aging. Marine
Drugs, 18(7), 351.

Stammati, A., Bonsi, P., Zucco, F., Moezelaar, R.,
Alakomi, H. L. and Wright, A. (1999). Toxicity
of selected plant volatiles in microbial and
mammalian short-term assays. Food and
Chemical Toxicology, 37, 813-823.

Stara, A., Kristan, J., Zuskova, E. and Velisek, J. (2013).
Effect of chronic exposure to prometryne on
oxidative stress and antioxidant response in
common carp (Cyprinus carpio L.). Pesticide
Biochemistry and Physiology, 105(1), 18-23.

Sumner, J. (2000). The natural history of medicinal
plants. Timber Press.

Uysal, H., Sisman, T. and Askin, H. (2006). Drosophila
biyolojisi ve ¢aprazlama yontemleri. Erzurum:
Atatiirk Universitesi Yayinlari.

Uysal, H. and Orung H. (2018). Retinol-induced aging
in female and male populations of Drosophila
melanogaster Oregon R (wild-type).
International Symposium Ecology, Kastamonu.

Valerio, L. G. and Gonzales, G. F. (2005). Toxicological
aspects of the south american herbs cat’s claw
(Uncaria tomentosa) and maca (Lepidium
meyenii). Toxicological Reviews, 24(1), 11-35.

Yu, B. P. (1999). Approaches to anti-aging intervention:
The promises and the uncertainties. Mechanisms
of Ageing and Development, 111(2-3), 73-87.

Zhou, Y., Baker, J. S., Chen, X., Wang, Y., Chen, H.,
Davison, G. W. and Yan, X. (2019). High-dose
astaxanthin supplementation suppresses
antioxidant enzyme activity during moderate-
intensity swimming training in mice. Nutrients,
11(6), 1244.



