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Ozet

Glisitein ve koumestrol, akuatik ¢evre kirletici olarak dogaya karisan bitkisel dstrojenlerdendir. Bu ¢alismada, glisiteinin ve
koumestroliin potansiyel genotoksik etkileri Drosophila kanat somatik mutasyon ve rekombinasyon testi (SMART) ile
degerlendirilmistir. mwh ve fIr isaret genlerini tastyan ti¢ giinliik trans-heterozigot larvalara farkli konsantrasyonlarda (1, 3, 5
ve 10uM) glisitein ve koumestrol uygulanmistir. Elde ettigimiz sonuglara gére mutasyon gdzlenen kanat sayisi ile toplam
mutasyon sayisi arasinda negatif veya Onemsiz bir iligki tespit edilmistir. Sonu¢ olarak bu g¢alismada, glisitein ve
koumestroliin herhangi bir genotoksik etkiye neden olmadig1 gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bitkisel 6strojenler, Cevresel kirletici, Drosophila melanogaster, genotoksisite, SMART

DETERMINATION OF THE GENOTOXIC EFFECTS OF GLYCITEIN
AND COUMESTROL ON DROSOPHILA MELANOGASTER VIA
SOMATIC MUTATION AND RECOMBINATION TEST

Abstract

Glycitein and coumestrol are phytoostrogens that interfere with nature as aquatic environmental pollutants. In this study, the
potential genotoxic effects of glycitein and coumestrol were evaluated by Drosophila wing somatic mutation and
recombination test (SMART). Third-instar larvae trans-heterozygous for two genetic markers mwh and fIr, were treated by
different concentrations (1, 3, 5 and 10pM) of glycitein and coumestrol. According to our results, there was a negative or
insignificant relationship between the number of wings with mutations and the total number of mutations. As a result of this
study, it was observed that glycitein and coumestrol did not cause any genotoxic effects.
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1.Giris

Hayvansal 6strojenlere yapisal olarak benzeyen bitkisel dstrojenlerin farmakolojik 6zellikleri nedeniyle
insan sagligi {izerine etkileri yogun bir sekilde arastirilmaktadir. Bitkisel 6strojenleri igeren bitki 6ziitleri
bir¢ok hastaligin tedavisinde (alternatif tipta) kullanilmaktadir. Ancak, gevresel kirleticiler olarak bitkisel
ostrojenlerin canlilar {izerindeki potansiyel olumsuz etkileri gz ardi edilmistir. Bu bitkisel 6strojenlerden
glisitein ve koumestrole kanalizasyon aritma tesislerinin atiklarinda rastlanmigtir [1]. Bitkisel
oOstrojenlerin Ostrojenik metaboliti olan 4',7-isoflavandiol, giibre uygulanmis tarim alanlarinda tespit
edilmistir [2]. Ayrica Ostrojenik olarak aktif bitki sterolleri (6zellikle B-sitosterol) zirai topraklarda ve
kanalizasyon aritma tesislerinin atik suyunda da bulunmaktadir [1]. Bu yiizden akuatik gevreler igin
bitkisel Ostrojen kirliligi ciddi bir problem olarak goriilmektedir. Ayrica son yillarda bilim diinyas1 ve
kamuoyunun ilgisi antikanserojen, kalp koruyucusu ve menopozda hormon tedavisi yerine alternatif
olarak kullanilmalarindan dolay1 bitkisel 6strojenlerin iizerine odaklanmistir. Bitkisel dstrojenlerce zengin
bitkisel besinlerin kullanildigi diyetler yaygin bir sekilde kanser onleyici olarak tanitilirken, bu
maddelerin sahip olabilecekleri genotoksik etkilerin yani sira kanser teshisi 6ncesinde ve sonrasinda
diyete eklenme zamanlamasinda veya hormonal ve gelisimsel farkliliklarm oldugu dogum o6ncesi, yeni
dogan, ergenlik ve menopoz evrelerinde kullanimlarma karst da olumsuz elestiriler dile getirilmistir [3].
Bitkisel Ostrojenlerin genotoksik ve potansiyel olumsuz etkileri hayvan ve klinik insan aragtirma
¢alismalarmin yami sira in vitro’da da bildirilmistir. Gengler ve yetigkinler arasinda bitkisel gidalarin
tikketimindeki artigin yani sira ticari olarak pazarlanan soya temelli iiriin ¢esitliliginin hizli bir sekilde
artmasi [4] bilim diinyasini kaygilandirmaktadir.

Bu ¢alismanin amaci, 6zellikle {ilkemizde gesitli hastaliklar i¢in alternatif tedavi amaciyla kullanimi hizla
artan ancak tiim diinya iilkelerinde ¢evresel atik olarak da kabul edilen bitkisel dstrojenlerden glisitein ve
koumestroliin Drosophila melanogaster’de genotoksik etkilerinin olup olmadigini belirlemektir.

2.Materyal ve Yontem
2.1. Drosophila hatlarimin kiiltiirii

Calismada kullanilan /I’ ve mwh hatlar1 normal metabolik aktiviteye sahip olup Akdeniz Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nden temin edilmistir ve standart Drosophila besin ortaminda ideal
yasama kosullarinda (25£10°C ve %60 bagil nem) kiiltiire almmustir. Belirleyici genlerden flare (" — 3-
38.8) geni, kanatlardaki normal diiz ve uzun killar yerine, kérelmis, nokta seklinde kil olusturmaktadir.
Flare geni homozigot halde iken embriyonik evrede letal etki gostermektedir. Dolayisiyla ergin bireyler
olusamamaktadir. Hem bireyleri flare geninin embriyonik letal etkisinden korumak, hem de
rekombinasyonu baskilamak i¢in dengeleyici M3 kromozomu kullanilmaktadir. Belirleyici genlerden
digeri mwh (multiple wing hair, 3-0.3) geni, kanat killarinin ayn1 hiicreden ii¢ veya daha fazla sayida
¢ikmasi seklinde kendini gostermektedir.

2.2. Calismada kullanmilan kimyasal malzemeler

Glisitein ve koumestrol, Fluka sirketinden satin almmuistir. Drosophila Instant Medium, Etil Metan
Siilfonat (EMS), Dimetil siilfoksit (DMSO) ve etil alkol Sigma sirketinden satin alinmustir.

2.3.Yumurta toplama, Larvalara uygulama ve Ergin sineklerin kanatlarimin analizi

I’ ve mwh bireyleri normal Drosophila besi ortaminda gaprazlanarak 8 saat siireyle yumurta toplandi.
Glisitein ve koumestrol uygulamasi i¢in segilen 1, 2, 5 ve 10uM derisimler 72 saatlik larvalara uygulandi.
Larvalar ergin hale gelinceye kadar bu besiyerleri i¢inde tutuldu. Ergin hale gelen bireyler toplanarak
sabit preparat haline gelinceye kadar %70°lik alkol ve +4°C’de saklandi. Daha sonra Faure soliisyonu
kullanarak kanat preparatlari hazirlandi. Preparatlar 1tk mikroskobunda (400X) incelenerek 3 farkli
mutant klon belirlendi. Bu klonlar kiigiik tek tip (1-2 hiicre), biiyiik tek tip (>2) ve ikiz klonlar olarak
siniflandirildi. Glisitein ve koumestrol igeren deney gruplarmin disinda, EMS pozitif kontrol, distile su
negatif kontrol ve kimyasal ¢dziicii olarak kullanilan DMSO da diger bir kontrol grubu olarak kullanildi.
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2.4. istatistiksel analiz

Glisitein ve koumestrol uygulanmis sinekler kanatlarindaki her bir tip mutant klonlarin frekanslari,
Kastenbaum ve Bowman’in sartli binominal testi [5] kullanilarak DMSO kontrol frekanslar1 ile
karsilastirildi. Bu testten elde edilen olasi sonuglar pozitif, zayif-pozitif, negatif veya dnemsizdir [6].

3. Bulgular

Uygulama dozlarimin kullanildig1 gruplarda mwh/flr’ ve mwh/TM3 aprazlarindan elde edilen bulgular
Cizelge 1 ve Cizelge 2°de gosterilmistir. Cizelge 1’de goriildiigii gibi, glisiteinin normal kanatlara sahip
mwh/flr’ genotipindeki bireylerde higbir doz igin pozitif sonu¢ gézlenmemistir. Tiim klon frekanslarina
bakildiginda, sonuglarin birbirine yakin oldugu goriilmektedir. Uygulama gruplarindaki (1-10uM) toplam
klonlar 0.19 ile 0.21 arasinda degisim gostermektedir. Bu sonuglar, DMSO kontrol ile karsilastirildiginda,
aradaki fark istatistiksel olarak &nemli bulunmamistir (P>0.05). Benzer durum mwh/TM3 genotipine
sahip serrat kanatlar i¢in de gegerlidir. Normal kanatli bireylerden elde edilen klon indiiksiyon frekans
sonuglar1 0.72 ile 0.82 arasinda degisirken, serrat kanath bireyler i¢in klon indiiksiyon frekansmin 0.67 ile

1.18 arasinda degistigi goriilmiistiir (Cizelge 1).

Standart gaprazlama sonucu elde edilen trans-heterozigot larvalara koumestroliin uygulamas ile elde
edilen sonuglar incelendigi zaman, normal kanat fenotipine sahip mwh/flr genotipli bireylere ait
degerlerin glisiteinden elde edilen degerlere benzedigi ve dnemsiz farklarn elde edildigi goriilmektedir.
Sadece, 1uM uygulamadaki kiigiik tek tip ile 3uM uygulamadaki kiigiik tek tip, toplam mwh ve toplam
klonlardan elde edilen sonuglar, DMSO kontrol grubundan elde edilen sonuglar ile karsilastirildiginda,
istatistiksel olarak negatif sonuglar elde edilmistir (P>0.05).

Klon indiiksiyon frekanslar1 da kontrolden elde edilen sonuglara yakindir. DMSO grubundan elde edilen
KIiF 0.72 iken, 5uM koumestrol uygulamasi sonucu elde edilen KiF 0.92’dir. Bu iki deger arasinda
istatistiksel olarak fark yoktur (P>0.05). Serrat kanat fenotipinden elde edilen sonuglarda da herhangi bir
pozitif farka rastlanmamustir. Sonuglar ya negatif ya da 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 2). Glisitein ve
koumestroliin uygulanan gruplarda mwh/flr’ ve mwh/TM3 gaprazlarmdan elde edilen bulgular Cizelge 1
ve Cizelge 2’de  gosterilmistir.  Cizelge 1’de  goriildigi  gibi, glisiteinin  normal

kanatlara sahip mwh/fIr’ genotipindeki bireylerde higbir doz igin pozitif sonu¢ gézlenmemistir. Tiim klon
frekanslarina bakildiginda, sonuglarin birbirine yakin oldugu goriilmektedir. Benzer durum mwh/TM3
genotipine sahip serrat kanatlar i¢in de gecerlidir. Normal kanatli bireylerden elde edilen klon indiiksiyon
frekans sonuglar1 0.72 ile 0.82 arasinda degisirken, serrat kanatli bireyler icin klon indiiksiyon frekansinin

0.67 ile 1.18 arasinda degistigi goriilmiistiir (Cizelge 1).

Standart gaprazlama sonucu elde edilen trans-heterozigot larvalara koumestroliin uygulamasi ile elde
edilen sonuglar incelendigi zaman, normal kanat fenotipine sahip mwh/flr* genotipli bireylere ait
degerlerin glisiteinden elde edilen degerlere benzedigi ve dnemsiz farklarin elde edildigi gorilmektedir.
Sadece, 1uM uygulamadaki kiigiik tek tip ile 3uM uygulamadaki kiigiik tek tip, toplam mwh ve toplam
klonlardan elde edilen sonuglar, DMSO kontrol grubundan elde edilen sonuglar ile karsilastirildiginda,
istatistiksel olarak negatif sonuglar elde edilmistir (P>0.05). Serrat kanat fenotipinden elde edilen
sonuglarda da herhangi bir pozitif farka rastlanmamaistir. Sonuglar ya negatif ya da énemsiz bulunmustur
(Cizelge 2).
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Cizelge 1. Glisiteinin D. melanogaster’in mwh/flr’ ve mwh/TM3 hatlarina etkileri

Kiigiik tek tip klonlar | Bilyiik tek tip klonlar Ikiz klonlar (m=5) Toplam mwh klonlar Toplam klonlar
Uygulama Kanat (1-2 hiicre) (m=2) (>2 cells) (m=5) m=2 m=2
Dozu Sayist
N) No| Fr | D No | Fr | D No | Fr | D No Fr | D No Fr | KIF

Normal Kanat (mwh/flr)
Distile su 80 10 | (0.13) 2 (0.03) 0 (0.00) 12 (0.15) 12 (0.15) 0.61
1 mM EMS 80 31 | (0.39) + 9 (0.11) + 6 (0.08) + 40 (0.50) + 46 (0.58) 2.05
ImM DMSO 80 13 | (0.16) 1 (0.01) 0 (0.00) 14 (0.18) 14 (0.18) 0.72
1uM Glisitein 80 12 | (0.15) - 4 (0.05) i 1 (0.01) i 16 (0.20) i 17 (0.21) 0.82
3uM Glisitein 80 11 | (0.14) - 3 (0.04) i 2 (0.03) i 14 (0.18) - 16 (0.20) 0.72
SuM Glisitein 80 14 | (0.18) i 1 (0.01) i 1 (0.01) i 15 (0.19) i 16 (0.20) 0.77
10uM 80 11 | (0.14) - 4 (0.05) i 0 (0.00) i 15 (0.19) i 15 (0.19) 0.77
Glisitein

Serrat Kanat (mwh/TM3)
Distile su 80 14 | (0.18) 4 (0.05) b 18 (0.23) 18 (0.23) 0.92
1 mM EMS 80 34 | (0.43) + 12 (0.15) + 46 (0.58) + 46 (0.58) 2.36
ImM DMSO 80 16 | (0.20) 4 (0.05) 20 (0.25) 20 (0.25) 1.02
1uM Glisitein 80 10 | (0.13) - 3 (0.04) - 13 (0.16) - 13 (0.16) 0.67
3uM Glisitein 80 13 | (0.16) - 4 (0.05) - 17 (0.21) - 17 (0.21) 0.87
SuM Glisitein 80 17 | (0.21) i 6 (0.18) i 23 (0.29) - 23 (0.29) 1.18
10uM 80 15 | (0.19) - 5 (0.06) i 20 (0.25) - 20 (0.25) 1.02
Glisitein

Istatistiksel degerlendirme Frei and Wiirgler (1988, 1995)’e gore yapilmistir. Fr, frekans; D, istatistik sonuglarmin gosterimi; KiF, klon indiiksiyon frekansi (10’
hiicre); +, pozitif; -, negatif; i, Snemsiz fark; m, carpim faktorii; b, dengeleyici TM3 kromozomu flr’ mutasyonu tasimaz. Olasihk diizeyi= 0.05.
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Cizelge 2. Koumestroliin D. melanogaster’in mwh/flr’ ve mwh/TM3 hatlarna etkileri

Kiigiik tek tip klonlar | Bilyiik tek tip klonlar Ikiz klonlar (m=5) Toplam mwh klonlar Toplam klonlar
Uygulama Dozu | Kanat (1-2 hiicre) (m=2) (>2 cells) (m=5) m=2 m=2
Sayis1
N) No| Fr | D No | Fr | D No | Fr | D No | Fr | D No Fr | KIF
Normal Kanat (mwh/flr)
Distile su 80 10 | (0.13) 2 (0.03) 0 (0.00) 12 (0.15) 12 (0.15) 0.61
1 mM EMS 80 31 | (0.39) + 9 (0.11) + 6 (0.08) + 40 (0.50) + 46 (0.58) 2.05
ImM DMSO 80 13 | (0.16) 1 (0.01) 0 (0.00) 14 (0.18) 14 (0.18) 0.72
1uM Koumestrol 80 11 | (0.14) - 4 (0.05) i 0 (0.00) i 15 (0.19) i 15 (0.19) 0.77
3uM Koumestrol 80 9 | (0.11) - 2 (0.03) i 2 (0.03) i 11 (0.14) - 13 (0.16) 0.56
5uM Koumestrol 80 17 | (0.21) i 1 (0.01) i 3 (0.04) i 18 (0.23) i 21 (0.26) 0.92
10uM 80 15 | (0.19) i 0 (0.00) i 1 (0.01) i 15 (0.19) i 16 (0.20) 0.77
Koumestrol
Serrat Kanat (mwh/TM3)
Distile su 80 14 | (0.18) 4 (0.05) b 18 (0.23) 18 (0.23) 0.92
1 mM EMS 80 34 | (0.43) + 12 (0.15) + 46 (0.58) + 46 (0.58) 2.36
ImM DMSO 80 16 | (0.20) 4 (0.05) 20 (0.25) 20 (0.25) 1.02
1uM Koumestrol 80 11 | (0.14) - 3 (0.04) - 14 (0.18) - 14 (0.18) 0.72
3uM Koumestrol 80 16 | (0.20) - 5 (0.006) i 21 (0.26) - 21 (0.26) 1.08
5uM Koumestrol 80 15 | (0.19) - 3 (0.04) - 18 (0.23) - 18 (0.23) 0.92
10uM 80 12 | (0.15) - 7 (0.09) i 19 (0.24) - 19 (0.24) 0.97
Koumestrol

Istatistiksel degerlendirme Frei and Wiirgler (1988, 1995)’e gore yapilmistir. Fr, frekans; D, istatistik sonuglarmin gosterimi; KiF, klon indiiksiyon frekansi (10’
hiicre); +, pozitif; -, negatif; i, Snemsiz fark; m, carpim faktorii; b, dengeleyici TM3 kromozomu flr’ mutasyonu tasimaz. Olasihk diizeyi= 0.05.
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4. Tartisma ve Sonug

Calismalarimizda kullandigimiz glisiteinin genotoksik etkili olmadigi belirlenmistir. Normal kanatlara sahip
mwh/flr’ genotipindeki bireylerin uygulama gruplarindaki (1-10uM) toplam klonlar 0.19 ile 0.21 arasinda degisim
gostermektedir. Bu sonuglar DMSO kontrol ile karsilastirildiginda, aradaki fark istatistiksel olarak Onemli
bulunmamistir (P>0.05). Glisitein, soya iiriinlerinde bulunan toplam izoflavonlarin yaklasik %5-10’unu olusturur.
Bu bilesigin biyolojik etkinligi bugiine kadar rapor edilmemistir. Ancak bu bilesik, daidzein ve genistein gibi diger
izoflavonlarla birlikte bircok kez calisilmistir. 150uM konsantrasyona kadar glisiteinin genotoksik etkilerini
incelenmis ve mikroniikleus olusumuna rastlanilmamistir [7].

Koumestrol uygulanmasi ile elde edilen sonuglar, glisitein uygulamasindan elde edilen sonuglara benzemektedir.
Koumestrol uygulamasi da herhangi bir genotoksik etkiye neden olmamistir. Normal kanat fenotiplerinden elde
edilen klon indiiksiyon frekanslart DMSO kontrolden elde edilen sonuglara yakindir. DMSO grubundan elde edilen
KIiF 0.72 iken, 5uM koumestrol uygulamasi sonucu elde edilen KiF 0.92°dir. Bu iki deger arasinda istatistiksel
olarak fark yoktur (P>0.05). Yapisal olarak izoflavonlara benzeyen koumestanlar i¢inde en &nemli Gstrojenik
aktiviteye sahip olan bilesikler koumestrol ve 4-metoksi koumestroldiir. Koumestrol ¢esitli yonca tiirlerinin
filizlerinde ve diger baklagillerde bulunmaktadir. Koumestrolin Chinese hamster V79 hiicrelerinde hem
mutajeniteye, hem de genotoksisiteye (mikroniikleus olusumu) neden oldugu gosterilmistir [8].

Son yillarda somatik mutasyon ve rekombinasyon testinin kullanim alani genisleyerek ¢evre kirliligi ile ilgili
calismalarda da bu test kullanilmaya baglanmistir. Brezilya’da kanalizasyon ve endiistriyel atiklarin direkt olarak
bosaltildigi Cai Nehri’nden belirli dénemlerde alinan 6rneklerin genotoksik etkisi SMART testi ile analiz edilmistir
[9]. Calisma sonucunda, atik sularda somatik hiicrelerde DNA ile etkilesime girerek mitotik rekombinasyonu
indiikleyen genotoksinlerin bulundugu sonucuna varilmistir. Brezilya’da Japaratuba Nehri’nde yapilan bir ¢alismada
ise gevresel atiklarca kirletilen yilizey ve dip suyunun genotoksisitesi degerlendirilerek ¢evre yerlesim yerlerine igme
suyu da saglayan bdlgenin sularmi genotoksik etkili oldugu belirlenmistir [10].

Mekanizma olarak antikanser ajanlar tarafindan indiiklenen genotoksisite apoptosis ve diger toksik siireglerce kanser
hiicre Olimiinii tesvik ederek faydali olabilmekteyken, spesifik olmayan ajanlar normal hiicreleri de
oldiirebilmektedir. Yaptigimiz caligma sonrasi glisitein ve koumestroliin herhangi bir genotoksik etkiye neden
olmadig1 sonucuna varilmistir.

Semboller

° Derece

C Santigrat

% Yiizde deger

uM Mikro molar

mwh Multiple wing hair geni

flr Flare geni

™3 Dengeleyici gen

EMS Etil metan siilfonat

DMSO Dimetil siilfoksit

SMART Somatik mutasyon ve rekombinasyon testi
KIF Klon indiiksiyon Frekansi

Fr Frekans

D Indiiksiyon frekanst

m Carpim faktorii

b Dengeleyici TM3 kromozomu
GL Glisitein

P Onem derecesi

> Biyiiktiir isareti
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